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Resumen: Muchos estudios tienen demostrado los efectos de laseres rojos e infrarrojos acerca del sistema
neuromuscular. Con el objetivo de evaluar la interaccion del laser AsGaAl (655 y 830 nm, dosis de 92-416,5
J/cmz) con el tejido muscular de ratén, se utilizo la técnica de neurografia motora. Los experimentos se
realizaron utilizando 21 ratones Swiss. Fueron registrados los potenciales de accion muscular compuestos
(PAMC) evocados, evaluando el peak-to-peak en musculo Levator auris longus . No se observaron cambios
significativos en cuanto a la amplitud o morfologia dos PAMCs con el empleo de los distintos laseres y
dosis, o sea, no existen modificaciones detectables de los PAMCs post-irradiacion, en las condiciones
testadas por la técnica de analisis empleada.

Introduccion

En mediados de los afios 60, Ia
manipulacion de la energia luminica aparecié como
una alternativa terapéutica [1] a partir del desarrollo
de la tecnologia laser. Desde su inicio, los efectos
obtenidos clinicamente apuntaban al laser de baja
potencia como una nueva terapia de bajo costo, sin
efectos colaterales y bien aceptada por los
pacientes. En este sentido podemos encontrar
abundante publicacion de estudios clinicos
desarrollados utilizando esta terapia [2-4]. Sin
embargo la falta de estudios vy resultados
concluyentes sobre la interaccion de la energia
luminica con el tejido bioldgico, condujeron en
pocos afos a la sociedad cientifica al escepticismo
[5-71.

Algunos estudios basicos, realizados por grupos
mundialmente reconocidos utilizando laser con
emision en la region del rojo e infrarrojo (IR)
cercano, han basado el desarrollo de Ia
investigacién acerca de la terapia laser [8-10]. La
determinaciéon de los acontecimientos moleculares
de interaccion de la energia procedente de laseres
rojos y IR cercano con el sistema neuromuscular,
es un gran paso para el conocimiento vy
optimizacion dela terapia laser en especialidad

como la rehabilitacion.

Material y Métodos

Animales

Los experimentos se realizaron
utilizando 21 ratones Swiss, de 20-25 g
de peso (Criffa, Barcelona- Espafa),
para la neurografia motora (5
animales/dosis testada). Los animales
fueron divididos en tres grupos: control,
laser rojo y laser infrarrojo. Un animal fue
utilizado para experimentos de analisis
de temperatura y transmisién de los
laseres (parametros en la tabla 1)a
través piel de raton. La muestra de piel
fue obtenida de la region periauricular del
ratén. La manipulaciéon dos animales fue
realizada siguiendo la ley aprobada en
1995 por el Parlamento de Catalufa de
21 de junio (5/1995), de proteccion de
animales utilizados para la
experimentacién y para otros finales
cientificos.
Laser

Se utilizaran de diodos laser de
AsGaAl (SORISA, Barcelona- Espana)
con longitudes de onda de 655 y 830 nm.
Antes de iniciar cada experimento, los
equipos laser fueron calibrados con un
detector de potencia y energia (2-Watt
Broadband Power/Energy Meter, Modo
13 PEM 001/J, Holanda).
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Tabla 1: Protocolos experimentales de irradiacion laser

Protocolo DE (J/cmz) Energia (J) Potencia (mW) Tiempo (s)
A 137,9 0,8 20 40
B 416,5 2,4 118 20
C 92,9 0,8 86 9
D 297,1 2,4 86 28

En los protocolos la emision do haz para ambos laseres fue continua y con un area do haz constante de 0,2 cm?. DE -
densidad de energia. J — julios. s — segundos. mW — miliwatios. cm? - centimetros cuadrados.

Temperatura de la muestra durante irradiacion
laser

La temperatura de muestras de piel de
raton de la regidn periauricular fuera evaluada
durante la irradiacion con laser en 655 nm y 830
nm (area do haz de 0,2 sz)_ La medida de la
temperatura fue realizada con dos sondas
térmicas (YSI| Reusable Temperature pr obe - YSI
Incorporated 402, resolucion + 0,2°C). Una de las
sondas era fijada en contacto con la muestra (en
medio a solucion fisiolégica). La otra sonda era
mantenida como referencia, en solucion de
Ringer. Ambas conectadas a un analizador
multicanales digital (Letica— TMP 812). Los
registros de temperatura se hicieran durante un
periodo de cinco minutos post-irradiacion. Antes
de cada irradiacion se registraba la temperatura
control de la muestra. Durante los experimentos
la temperatura ambiente fue de 25,9 + 0,07°C, no
interfiriendo en los valores de temperatura de las
muestras.

Transmision de los laseres a través de muestras
de piel de raton

En la superficie de la piel de ratén de la
region periauricular se irradié por contacto con los
diodos laseres de 655 nm y 830 nm. Al otro lado
de la muestra se detectaba la energia transmitida
con un medidor de potencia (2-Watt Broadband
Power/Energy Meter, Modelo 13 PEM 001/J,
HoI2.51nda). La irradiacién se hizo con el haz de 0,2
cm”.

Neurografia motora

Este estudio fue realizado utilizandose el
musculo elevador de la oreja (Levator auris
longus; LAL) (Figura 1) de 20 ratones
anestesiados con tribomoetanol a 2 % (0,3 ml/10
g de peso, intraperitoneal) (Sigma Aldrich,
Steinheim - Alemania). Fueron registrados y
evaluados los potenciales de accién muscular

compuestos (PAMCs) evocados. Para los
registros fueron utilizados dos electrodos de
tungstenio (Medelec Mystro), alojado

subcutaneamente, puesto horizontalmente hacia
el LAL, estimulandose el nervio auricular. El

supramaximo de estimulo se alcanzé
aumentando la intensidad de voltaje para la
obtencién del PAMC, evitando el artefacto del
estimulo. El voltaje del estimulo fue de 9 mV. La
duracion del estimulo fue de 0,1 milisegundos y
los filtros altos y bajos fueron de 10 kHz y 2 Hz,
respectivamente. El electrodo de referencia era
un receptor en aguja, alojado en el LAL
contralateral (Figura 1).

Figura 1: Esquema del sistema de registro—
neurografia motora. A) Animal posicionado: 2
electrodos de estimulo (a) fijados en el nervio
auricular, 1 electrodo de registro (b) en el musculo
LAL y 1 electrodo de referencia (c). B) Sistema
digital de registro y analisis de los registros.

Se hizo 3 registros de PAMC por animal
(0, 5 y 10 minutos post-irradiacién, tabla 1). Los
registros previos a la irradiacion fueron
considerados registros control (3
registros/animal). Los registros fueron
digitalizados (Digidata 1322A Interface, Axon
Instruments, CA- USA), almacenados vy
analizados por ordenador. Fue utilizado el
programa Axoscope 9.0 (Axon Instruments ) para
la adquisicion y analisis de los registros. El
analisis fue realizado a partir de la medida entre
los picos negativo y positivo de la amplitud de los
PAMCs (peak-to-peak) (Figura 2). Durante el
periodo de registro (pre y post-irradiacion) el
mismo paquete muscular permanecio fijado.

Anélisis estadistico

Los valores de los datos estan
expresados en media+ SEM (Standard Error
Mean). La significacion estadistica fue evaluada



utilizando el Analisis de Varianza (ANOVA). Los
célculos estadisticos se hicieron con el programa
GrafhPad Prism 2.0 (GraphPad Software, Inc.,
San Diego, CA, USA). Las diferencias fueron
consideradas significantes cuando p<0,05. Los
datos estan expresados graficamente por el
porcentaje de variacion respecto a los valores
control.

L
peak-to-peak

Figura 2: Registro de PAMC en LAL de ratén.
Amplitud de pico positivo al pico negativo do
potencial (peak-to-peak) Escala: barra horizontal,
2,5 ms; barra vertical, 2 mV.

Resultados

Temperatura durante la irradiacion laser

Estos experimentos se realizaron ya que
un moderado cambio en la temperatura de la
unién neuromuscular podria afectar la fisiologia
neuronal [11]. Aunque el cambio de temperatura
puede corregirse por medio de calculos de
normalizacion [12], debe ser evitado,
trabajandose en condiciones préximas a las
fisioldgicas. Los resultados obtenidos en las
condiciones de trabajo utilizados en
experimentacion, demostraran ausencia de
diferencia significante (p>0,05) en la temperatura
de las muestras controles y postirradiacion
(sometida a las diferentes dosis), durante el
periodo de 1 a 5 minutos post-irradiacion (Figura
3) para los diferentes laseres.

Transmision de los laseres de AsGaAl (655 y 830
nm) a través de m uestras de piel de ratén

La transmision del laser de AsGaAl 655
nm a través de la muestra de piel de ratén (1,0
mm de grosor) es de aproximadamente del 3 %.
El porcentaje no se altera a pesar de la elevacion
de la energia sobre la muestra. La transmision del
laser de AsGaAl 830 nm a través de la muestra
de piel de ratén es de aproximadamente del 4,3
%.
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Figura 3: Temperatura de las muestras piel de
ratén post-irradiacion con los diodos laseres con
655 y 830 nm. Las barras representan el
porcentaje de cambio entre control e irradiado
(media * SEM). Las diferencias no fueron
significativas (p>0,05).

Neurografia motora

En la figura 4 estdn resumidos los
resultados de los PAMCs. No se ha encontrado
ningin cambio (p>0,05) en los potenciales
respecto al control, en animales irradiados con
laser de 655 nm con una DE del 137,9 Jiem®
(porcentaje de cambio respecto al control: 10,39
+ 0,46 %) o con DE del 416,5 Jiem? (porcentaje
de cambio respecto al control: 2,81 = 0,73 %).
Tampoco se observd cambio significativo
(p>0,05) en los paquetes musculares irradiados
con laser de 830 nm con una DE del 92,9 Jiem?
(porcentaje de cambio respecto al control: 2,53 +
1,44 %) o DE del 279,1 Jiem? (porcentaje de
cambio respecto al control: 5,9 + 1,41 %).
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Figura 4: Efecto del laser de baja potencia en los
PAMCs (n=20 animales). Irradiacion con laser
diodo de 655 y 830 nm. Los datos representan el
porcentaje de cambio (media + SEM) respecto a
valores control. Las diferencias no fueran
significantes (p>0,05).

Discusion

En esta investigacion se estudia la accion
de la irradiacion con laser rojo e IR cercano a baja
potencia sobre la respuesta neuromuscular in vivo
a través de neurografia motora [11,12].
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Variaciones en la temperatura, pueden
causar cambios en la neurotransmision, sobre
todo en la velocidad de conduccién [13]. En el
trabajo actual se evalud6 el posible cambio en la
temperatura de una muestra durante la irradiacién
con diferentes dosis de irradiacién. Estos
resultados coinciden con los obtenidos por Walker
[14], Basford et al. [15] y Bibikova y Oron [16]. La
inexistencia de cualquier alteracion en la
temperatura de la muestra postirradiacion
permite  descartar la interferencia de Ia
temperatura en los resultados obtenidos.

Segun autores los laseres de baja
potencia pueden inducir cambios en la
concentracion do calcio [17] y/o aumento de la
adenosina trifosfato [18,19], esto pudria generar
un cambio en la neurotransmisiéon. Bajo las
condiciones de trabajo de este estudio, la
neurografia motora no reveld6  cambios
significativos en cuanto a la amplitud o morfologia
de los CMPAs, en ninguno de los laseres
empleados ni en ninguna de las dosis utilizadas
corroborando con los resultados obtenidos por
Bagis et al. [20] y Comelekoglu et al. [21].

Conclusion

No existen modificaciones detectables
potenciales de accidn muscular compuestos
evocados post-irradiacion en las condiciones
testadas por la técnica de analisis empleada.
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