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Accion de la terapia laser sobre la actividad enzimatica mitocondrial
en un modelo de miopatia experimental.

Davila, S. (1), Vignola, M. B. (2), Cremonezzi, D. (3), Simes, J. C. (2), Campana, V. (2,4).

Action of laser therapy on mitochondrial enzyme activity in a
model of experimental myopathy.

Abstract

Hypotheses about the mechanism of action of low level laser (LLLT: Low Level Laser therapy), Helium-Neon (He-Ne) and
gallium arsenide (As.Ga) focus in the mitochondria. The effect of LLLT in experimental myopathy, evaluating the activity: citrate
synthase (CI) and complex I-IV of the mitochondrial respiratory chain (CRM). We used 70 female rats, Wistar strain, divided into
7 groups: A) control, B) injured and sacrificed at 24 hours, C) injured and sacrificed at 10 days, D) injured + He-Ne laser, E) As.Ga
injured + laser, F) He-Ne laser and G) laser As.Ga. Myopathy was induced by carrageenan injected into the left hind foot. The
variables were determined by spectrophotometry. LLLT was performed for 10 consecutive days (9.5 J/cm?2).

Statistical analysis was performed using ANOVA-Fisher test (p <0.05). He.Ne laser alone was significantly increased (p <0.05) CI
activity and decreased activity of complex IV of the MCA (p <0.05). The laser alone increased CI and decreased activity of
complex II (p <0.001) and IV (0.05). LLLT was effective in inflammatory myopathy normal-regulating mitochondrial enzyme
activity.
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Resumen

Las hipotesis sobre el mecanismo de accion del laser de baja intensidad (LLLT: Low Level Laser Teraphy), Helio-Neon (He-Ne) y
Arseniuro de Galio (As.Ga), se centran en la mitocondria. Se evaluo el efecto de LLLT en miopatia experimental, valorando la
actividad de: citrato sintasa (CI) y los complejos I-IV de la cadena respiratoria mitocondrial (CRM). Se utilizaron 70 ratas
hembras, cepa Wistar, distribuidas en 7 grupos: A) control, B) injuriado y sacrificado a las 24 hs., C) injuriado y sacrificado a los
10 dias, D) injuriado + laser de He-Ne, E) injuriado + laser de As.Ga, F) laser de He-Ne y G) laser de As.Ga. La miopatia se indujo
con carragenina, inyectada en un miembro posterior. Las variables fueron determinadas por espectrofotometria. LLLT se realizo
durante 10 dias consecutivos (9,5 J/cm2).

El analisis estadistico se realiz6 aplicando ANOVA-test de Fisher (p<0.05). El laser de He.Ne por si solo aumentd
significativamente (p <0.05) la actividad de Cl y disminuy¢ la actividad del complejo IV de la CRM (p <0.05). El laser por si solo
aument6 la actividad de CI y disminuy6 los complejos II (p<0.001) y IV (0.05). LLLT en miopatia inflamatoria tuvo efecto
normo-regulador de la actividad enzimatica mitocondrial.

Palabras clave: miopatia, laser de Helio-Neodn, laser de Arseniuro de Galio, cadena respiratoria mitocondrial.
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Introduccion

El término miopatia significa “enfermedad del tejido
muscular” y se define como el estado anormal del musculo
esquelético caracterizado por debilidad, consuncion y
cambios histologicos. Se debe a multiples causas y ocasiona
problemas en el tono y la contraccion de los musculos, con
diferentes grados de severidad. Existen distintos tipos de
miopatias, entre ellas las de naturaleza inflamatoria (Kumar
y col.,2008).

Entre los agentes capaces de inducir inflamacién se
encuentra la carragenina, un polisacarido y poderoso agente
irritante utilizado en modelos experimentales (Albertini y
col., 2008; Bortone y col., 2008; Sluka y col., 2006).
Descubierto por Winter y col. (1962) y muy utilizado para
evaluar la efectividad de drogas y terapias antiinflamatorias.

Ciertas miopatias son causadas por una disfuncion
metabodlica mitocondrial y se caracterizan por reacciones
enzimaticas oxidativas anormales (Karbowski y Youle,
2003). Los dafios en la membrana mitocondrial pueden tener
multiples efectos en la funcion de las mitocondrias,
incluyendo un incremento en la permeabilidad de
membrana, pérdida de componentes mitocondriales,
disipacion del potencial de membrana, disminucion de la
actividad de la cadena respiratoria mitocondrial (CRM),
entre otras (Gargy col.,2004).

Ha sido demostrado que la terapia con bajo nivel de energia,
también llamada Low Level Laser Therapy (LLLT), es
importante en el control de la inflamacién, reparacion de
heridas cutaneas, disfunciones neuromusculares, patologias
reumaticas, entre otras (Nakano y col., 2009; Parra y col.,
2007; Reinoso y col., 2009; Rezende y col., 2007; Rochkind
y col., 2007; Servetto y col., 2010; Soriano y col., 2006;
Suazo Galdamesy col., 2007).

Los principios de LLLT se basan en la existencia de
compuestos celulares sensibles a la luz, fotoreceptores
componentes de la CRM que absorben los fotones
cambiando el potencial de membrana y activando a corto
plazo la CRM. Se atribuyen los efectos de Ia
fotoestimulacion a la formacion de pequefias cantidades de
EROs y de antioxidantes posterior a la irradiacion,
cambiando el estado redox celular y reduciendo el estrés
oxidativo (Hamblin y Demidova, 2006; Lindgard y col.,
2007; Abdel y col., 2007; Karu y col., 2005, 2010; Lubart y
col.,2005; Vladimirov y col., 2004).

La determinacion de los acontecimientos celulares y
moleculares de interaccion de la energia procedente de
laseres de baja intensidad como el de He-Ne o el de As.Ga
con el sistema muscular, seria determinante para el
conocimiento, aplicacion y optimizacion del uso de LLLT
en patologias inflamatorias ya que, en la bibliografia
revisada son muchos los trabajos encontrados con
resultados contradictorios.

Ciencias Bioldgicas y de la Salud

Teniendo en cuenta que la mayor parte de los estudios sobre
el mecanismo de accion de LLLT se centran en la
mitocondria y como organulo responsable de la
transduccion energética en la célula (Hamblin y Demidova,
2006; Karu y col., 2010; Manteifel y Karu, 2005), se
propone evaluar el efecto fotobioldgico de la terapia laser,
con diferentes A, en un modelo experimental de miopatia, a
fin de intentar dar un paso adelante en el conocimiento de
LLLT en patologias musculares inflamatorias, valorando
las alteraciones de laactividad enzimatica de la CRM.

Materiales y métodos

1. Animales: Se utilizaron 70 ratas hembras cepa Wistar
distribuidas en 7 grupos (n=10), de peso promedio 220 + 20
gy 5 meses de edad, alimentadas con dieta balanceada para
ratas con un minimo de 17% de contenido proteico.

2. Grupos:

Control (intactas).

Injuriadas y sacrificadas alas 24 hs.

Injuriadas y sacrificadas alos 10 dias.

Injuriadas y tratadas a las 24 hs con laser de He-Ne.
Injuriadas y tratadas a las 24 hs con laser de As.Ga.

Irradiadas con laser de He-Ne.

OmmU oW

Irradiadas con laser de As.Ga.

3. Modelo experimental: Se inyectaron 50 pul de carragenina
A (tipo IV) al 1% diluida con solucidn fisiologica, por Gnica
vez, en musculo gastrocnemius del miembro posterior
izquierdo, con la intenciéon de inducir un proceso
inflamatorio (Albertiniy col., 2008; Bortone y col., 2008).

4. Tratamiento con LLLT: En los grupos D y E, las
aplicaciones comenzaron a realizarse a las 24 horas
posteriores a la injuria, durante 10 dias consecutivos, sobre
la misma zona muscular previamente marcada. Los equipos
de laser utilizados fueron: a) Laser de He-Ne (A=632.8 nm)
de color rojo, de una potencia de SmW, con un spot de 2 mm
de diametro y la densidad de energia suministrada fue de 9.5
J/em2, 1o que corresponde a 60 segundos de irradiacion en el
mismo punto previamente marcado.

b) Laser de As.Ga (A=904 nm) infrarrojo, de una potencia
de 12 mW, la densidad de energia suministrada fue de 9.5
J/em2, 1o que corresponde a 47 segundos de exposicion en el
mismo punto previamente marcado.

5. Preparacion del material experimental: Obtencion y
procesamiento del tejido muscular: ElI musculo fue
seccionado con hoja de afeitar después de ser sacrificados
los animales.
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Actividad enzimatica mitocondrial: Para realizar el
aislamiento mitocondrial, la seccién muscular (aproximada-
mente 1g) se lavd y suspendio en buffer de aislamiento
helado SETH y fue inmediatamente homogeneizada. El
homogeinato se centrifugd a 1.500 g, a 4°C por 20 min.
Seguidamente se separd el sobrenadante y se centrifugd
nuevamente a 10.000g a 4°C por 5 min. Se descartd el
sobrenadantey el pellet mitocondrial se lavé con el buffer, se
centrifugd nuevamente a 10.000g a 4°C por 10min, se
descarto el sobrenadante y el pellet mitocondrial se volvid a
centrifugar (purificacion). El pellet (rico en mitocondrias) se
resuspendié en buffer de aislamiento (relacion tejido/buffer:
1/1) y las alicuotas se guardaron a -80 °C. La concentracion
de proteinas se midi6 por el método de Bradford (1976).

Funcionamiento del Ciclo de Krebs: mediante la determina-
cion de la enzima citrato sintasa, por espectrofotometria
(Vyatkinay col.,2004).

Actividad de los complejos de la CRM: se realizd por
técnicas espectrofotométricas: el complejo I (NADH-
ubiquinona reductasa) se estudié de acuerdo a la técnica
descripta por Ragany col. (1987). El complejo II (succinato-
ubiquinona-reductasa) y el III (ubiquinona-citocromo c-
reductasa) siguiendo los criterios de Trijbels y col. (1996), y
el complejo IV (citocromo c-oxidasa) se analizé de acuerdo
alastécnicas de Whartony col. (1959).

6. Analisis Estadistico: Los resultados se analizaron
aplicando ANAVA, test de Fisher, estableciéndose un nivel
de significanciade p <0.05 para todos los casos.

Resultados

Elefectode LLLT sobre la actividad enzimatica de la Citrato
sintasa (mM/min.mg proteina) se muestraen la Fig. 1.

0,035
| CvsA,D,E,F=p <0.05
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Nota: Cadabarra expresa: Media+ ES.

Fig. 1- Efecto de LLLT en miopatia experimental sobre la actividad
enzimatica de la Citrato sintasa.
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El grupo con miopatia y sacrificado a los 10 dias (C) (0.03 +
0.002) mostré un aumento significativo en comparacion con
los grupos: control (A) (0.01 +0.001), injuriados y tratados
con el laser de He-Ne (D) (0.015 + 0.003), injuriados y
tratados con el laser de As.Ga (E) (0.016 + 0.003) y s6lo
irradiadas con laser de He-Ne (F) (0.019 + 0.004) (p<0.05);
no asicon el grupo (B) (0.021+0.005) y (G) (0.026 +0.004).
En los grupos (B), (C) y (G) se observdé un aumento
significativo comparado con el grupo control (A) (p<0.05).

El efecto de LLLT sobre la actividad enzimatica del
Complejo I (NADH-ubiquinona reductasa) (mM/min.mg
proteina) de la CRM se muestra en la Fig. 2. No se encontra-
ron diferencias significativas entre los animales injuriados y
sacrificados a las 24 horas (B) (16.16 +2.07) y los animales
injuriados y sacrificados a los 10 dias (C) (19.15 £ 3.25),
pero si un incremento significativo de ambos grupos al
compararlos con: control (A) (6.55 = 0.90), injuriados y
tratados con laser de He-Ne (D) (6.83 + 0.63), animales
injuriados y tratados con laser de As.Ga (E) (8.56 + 0.64),
solo irradiados con laser de He-Ne (F) (11.38 £ 0.90) y
solamente irradiadas con laser de As.Ga (G) (8.53 £ 0.85)
(p<0.05).
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Fig. 2- Efecto del laser de He-Ne y de As.Ga en miopatia experi-
mental, sobre la actividad enzimatica del Complejo I de la
CRM.ComplejoI expresados en mM/min.mg proteina.

El efecto del laser de He-Ne y de As.Ga sobre la actividad
enzimatica del Complejo II (succinato-ubiquinona-
reductasa) (mM/min.mg proteina) de la CRM se muestra en
laFig. 3.

Se observo un aumento significativo en el grupo injuriado y
sacrificado a las 24 horas (B) (18.08 +3.92) en comparacion
con el resto de los grupos estudiados: Control (A) (3.29 +
0.73), grupo injuriado y sacrificado a los 10 dias (C) (0.60 +
0.37), animales injuriados y tratados con laser de He-Ne (D)
(3.53 + 0.68), animales injuriados y tratados con laser de
As.Ga (E) (3.79 £ 0.92), animales solo irradiados con laser
de He-Ne (F) (4.94 + 0.66) y ratas solamente irradiadas con
laserde As.Ga (G) (0.55+0.13) (p<0.001).

Entre los grupos (C) y (G) y entre (A), (D), (E) y (F), no se
encontraron diferencias significativas.
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Fig. 3- Efecto del laser de He-Ne y de As.Ga en miopatia experi-
mental, sobre la actividad enzimatica del Complejo I de la CRM.

El efecto de LLLT sobre la actividad enzimatica del
Complejo III (Ubiquinona citocromo c¢ reductasa)
(mM/min.mg proteina) de la CRM se muestraen la Fig. 4. Se
observo un aumento significativo en el grupo con miopatiay
sacrificado a las 24 hs (B) (0.161 + 0.020) en comparacion
con los grupos: control (A) (0.089 + 0.008), injuriado y
sacrificado a los 10 dias (C) (0.093 + 0.004), injuriado y
tratado con He-Ne (D) (0.056 + 0.003), injuriado y tratado
conAs.Ga(E) (0.064 +£0.004), tratado con He-Ne (F) (0.073
+0.005) y tratado con As.Ga (G) (0.070 + 0.002) (p<0.001).
Existe disminucion significativa en los grupos (D) y (E) con
respectoa (C) y (A) (p<0.001), sin diferencias entre (A), (F)

y(G).
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Fig. 4- Efecto del laser de He-Ne y de As.Ga en miopatia experi-
mental, sobre la actividad enzimatica del Complejo II1 dela CRM.

En la Fig. 5 se observa el efecto del laser de He-Ne y de
As.Ga en miopatia experimental, sobre la actividad
enzimatica del Complejo IV (citocromo c-oxidasa)
(mM/min.mg proteina) de la CRM.

Se observo un incremento significativo en los grupos de
animales injuriados y sacrificados a las 24 hs (B) (270.53
47.17) y animales injuriados y sacrificados a los 10 dias (C)
(134.89 + 7.30), comparados con los grupos: control (A)
(87.31 £12.31), animales injuriados y tratados con laser de
He-Ne (D) (67.09 £ 6.99), injuriados y tratados con el laser
de As.Ga (E) (79.57 £ 9.31), ratas solamente irradiadas con
laser de He-Ne (F) (17.22 +3.59) y s6lo tratadas con laser de
As.Ga(G)(31.23+3.38) (p<0.05).
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Asimismo, hubo diferencias significativas entre los grupos
(B) y (C), por la mayor actividad enzimatica en el grupo (B)
(p<0.05). Finalmente es los grupos (F) y (G) la actividad
enzimatica disminuy6 significativamente cuando se lo
compard con el grupo control (A) (p<0.05).
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Fig. 5- Efecto del laser de He-Ne y de As.Ga en miopatia experi-
mental, sobre la actividad enzimatica del Complejo IV dela CRM.

Discusion

La CRM provee mas del 90% de ATP celular mediante la
oxidacion de transportadores de alta energia (NADH y
FADH2) y el proceso de fosforilacion oxidativa. Esta
energia es necesaria para la contractibilidad muscular y para
el cumplimiento de otras funciones metabolicas. Un defecto
en cualquier componente de la cadena respiratoria puede
comprometer la capacidad de la fosforilacion oxidativa y la
disponibilidad de energia (Martin Garcia y Goldenthal,
2002).

En la bibliografia revisada se ha encontrado que en patolo-
gias que se manifiestan con debilidad muscular ocurre una
inhibicion del complejo V con la consecuente disminucion
de la sintesis de ATP, sin embargo, la actividad enzimatica
dela CRM no se vio afectada (Venkatesh y col., 2009).

Numerosos estudios confirman que el fotoaceptor de los
LLLT seria la citocromo c oxidasa (complejo IV de la CRM)
(Hamblin y Demidova, 2006; Karu y col., 2004, 2010;
Manteifel y Kart, 2005).

El estudio de la actividad de la enzima citrato sintasa del
ciclo de Krebs se realizé para comprobar la existencia de
actividad enzimatica en el tejido extraido para el posterior
estudio de los complejos I, II, T y I'V.

En base a los resultados obtenidos sobre la actividad
mitocondrial por determinacién de citrato sintasa, se
observo un aumento significativo en los animales injuriados
a las 24 horas y a los 10 dias de inducida la miopatia,
respecto al grupo control.
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Si bien el tratamiento con ambos laseres no logré igualar los
valores normales de actividad de esta enzima, si disminuy6
la actividad enzimatica diferenciandose de los animales
injuriados. Por otra parte, solo el laser de As.Ga aumentd
considerablemente la actividad enzimatica.

Con respecto al complejo I de la CRM, también se observo
un aumento significativo de la actividad enzimatica en
ambos grupos injuriados respecto al resto de los grupos.
Ambos laseres lograron disminuir la actividad del complejo
I semejandose a los valores normales. Asimismo, tanto el
laser de He-Ne como el de As.Ga por si solos no modificaron
laactividad enzimaticanormal del complejo estudiado.

Al analizar los resultados del complejo II, se obtuvo un
aumento significativo de su actividad s6lo después de las 24
horas de producida la injuria y una disminucion considera-
ble a los 10 dias de la induccién de la injuria. Cuando los
animales injuriados fueron tratados con ambos laseres, la
actividad enzimatica se normalizo. El 1aser de He-Ne por si
solo no provocod cambios en la actividad enzimatica del
complejo I1, pero si hubo una disminucion significativaen el
grupo irradiado con el laser de As.Ga, asimilandose a los
valores obtenidos en los animales injuriados y sacrificados a
los 10 dias.

Con respecto a la actividad del complejo III, se obtuvo un
aumento de la actividad después de las 24 horas de produci-
da la injuria. Sin embargo, a los 10 dias de inducida la
miopatia, los valores se normalizan por si solos. Al tratar con
ambos laseres a los animales injuriados, se observd una
disminucion significativa de la actividad enzimatica
respecto al grupo control. Los laseres de He-Ne y de As.Ga
por si solos no produjeron cambios en la actividad del
complejoIII.

Al analizar los resultados del complejo IV, se obtuvo un
aumento significativo en el grupo de animales injuriados y
sacrificados a las 24 hs., si bien a los 10 dias de producida la
injuria, los valores de actividad enzimatica tienden a
normalizarse, siguen siendo significativamente superiores
al grupo control. Cuando se tratd a los animales injuriados
con ambos laseres, la actividad enzimatica se normalizo. Sin
embargo, en los animales irradiados tanto con el laser de He-
Ne como con el de As.Ga, la actividad del complejo IV
disminuyd significativamente respecto al grupo control.

Con los resultados obtenidos de la actividad enzimatica
mitocondrial, se puede observar una tendencia al aumento
de lamisma, en los animales injuriados y no tratados.

Aunque la bibliografia revisada sugiere que la LLLT activa
la CRM, en ningun trabajo hacen referencia a la restitucion
de los valores normales de la misma. Ante nuestros resulta-
dos, proponemos que el laser de baja intensidad tiende a
normalizar la actividad enzimatica de las mitocondrias.

Ciencias Biologicas y de la Salud

Respecto a la accion de los laseres por si solos, se encontra-
ron resultados dispares. El laser de He-Ne s6lo disminuy0 la
actividad enzimatica del complejo IV respecto al grupo
control. El laser de As.Ga por si so6lo disminuy6 no sélo la
actividad del complejo IV sino también la del complejo I1.
Estos resultados se contradicen con la bibliografia revisada,
en donde algunos aluden un aumento de la actividad
enzimatica en mitocondrias irradiadas (Manteifel y Karu,
2005; Silveiray col. 2007).

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo,
podemos confirmar el efecto benéfico de la terapia con
laseres de baja intensidad en miopatia inflamatoria inducida
con carragenina, evidenciado por la modulacion de la
actividad enzimatica mitocondrial.
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