ESTUDIOS PRECLINICOS
(LATINA/PARK)

a y su colaborador Carl Park, aplicando los principios de la fototermolisis
n los efectos de radiaciones laser continuas y pulsadas sobre células
igmentadas cultivadas, a partir de malla trabecular bovina, y definieron los
para hallar un régimen de laser cuya absorcién quedase confinada a las
de la malla trabecular, sin afectar a las circundantes no pigmentadas, ni a los
iaje tisular 2.

El primer paso fue conseguir cultivos de células
de malla trabecular bovina, parte de los cuales
fueron tenidos con una suspensién uniforme de
melanina procedente de tinta de calamar, a
diferentes concentraciones conocidas.
Prepararon también cultivos controles de células
con inclusiones de latex, pero sin pigmento,
para comprobar si el mero hecho de contener
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Fig. 7. Preparacion mixta de células de MT bovina, con y sin| Inclusiones c?lulares ajltera per se” la absorcion
pigmento, siendo sometidas a radiacion laser. de la energia del laser. Finalmente, pues,
obtuvieron cuatro clases de poblaciones

uyeron en placas para ser irradiadas: a) Sin pigmento, b) Con pigmento a
iones conocidas (1 millén a 30 millones de particulas/ml), ) Con inclusiones
oy finalmente, d) Mixtas, con y sin pigmento, entremezcladas.
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Fig. 8. Esquema del montaje del dispositivo Unico utilizado para los cuatro sistemas de laser, para irradiacion de los cultivos
celulares. Ver explicacion en el texto.

Mientras tanto, seleccionaron cuatro
sistemas laser a los que serian
sometidas las diferentes poblaciones
celulares: 1.) Argon continuo, 514
nm, con un tiempo de exposicion de
0,1s. 2.) Dye, con dos modalidades:
2A) 590 nm, 8 s, 2B) 588 nm, 1
ps. 3.) Q-switched Nd:YAG frecuencia
simple 1064 nm, 10 ns. 4) Q-
switched Nd:YAQ de doble frecuencia
532 nm, 10 ns. Los cuatro sistemas
fueron montados en un mMismo
dispositivo para simplificar la tarea.
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saber la intensidad de irradiacion
Fig. 9. Gréfico mostrando los umbrales de irradiacion de los cuatro| adecuada para realizar el
sistemas laser utilizados, en funcion de la cantidad de melanina de los| experimento, de manera que fuera
cultivos celu[ares irradiados (Threshold,1,2,3 y4). Puede verse también el posible obtener los  resultados
rango selectivo de los dos sistemas l&ser que demostraron poseer esta ) o
cualidad, frente al laser de argon y al Dye pulsado a 8 microsegundos, que buscado; Un exceso de |rradJaC|on
carecieron por completo de la misma, no distinguiendo entre células| Volatilizaria — todas  las  células,
pigmentadas y no pigmentadas. Notese que el laser Nd:YAG pulsado de| independientemente de que
532 nm, necesita menos energia para obtener el mismo efecto. contuvieran pigmento o no, y una

intensidad baja, no produciria ningin
inguna de ellas. Era necesario, por tanto, encontrar un nivel de energia que produjera
vables en las células pigmentadas, sin producir su destruccién completa. Para ello,
primer lugar las preparaciones celulares pigmentadas con los cuatro sistemas de
ccionaron para cada uno de ellos, aquella intensidad de irradiacion con la que
anar al 50% de las células, denominando a dicha intensidad umbral de irradiacion.
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Fig. 10. Células irradiadas y posteriormente tefiidas con colorantes de viabilidad (rojo nuclear para células dafiadas y
fluorescencia verde de membrana para células viables). Izquierda, ausencia de selectividad: todas las células aparecen
dafiadas. Derecha: Solo algunas células muestran tincion nuclear, mientras que el resto exhiben fluorescencia de membrana.

determinar el umbral de irradiacién.

Fig. 11. Preparacion mixta de células de MT bovina, con y sin
pigmento, tras ser irradiadas con laser Nd:YAG 532 nm, y
posteriormente tefiidas con colorantes de viabilidad. Puede
apreciarse el efecto de la selectividad, apareciendo células
pigmentadas dafiadas totalmente rodeadas de células no
pigmentadas viables.
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0 a estas intensidades, l0s danos producidos en las células no se pueden observar mediante
roscopia optica convencional de contraste de fase (de manera que no se aprecian diferencias
re células danadas y células intactas), una vez sometidas a la radiaciéon, cada preparaciéon era
ida con un set de colorantes de viabilidad/citotoxicidad, que utiliza Ethidium Homodimero (rojo
lear) para células muertas, y Calceina AM (fluorescencia verde de membrana) para células
S. Asi, las células que resultaban danadas presentaban nucleos rojos, sin tincidn de
mbrana, mientras que las viables, sélo muestran tinciéon verde de membrana. De esta forma,
[taba sencillo realizar el contaje de células danadas, seleccionando aquellas preparaciones con
50% de nucleos tenidos de rojo, y registrando la intensidad a la cual habian sido sometidas,

Una vez que determinaron el rango de
potencia a utilizar, y la forma de cuantificar
el efecto sobre las células irradiadas,
sometieron a las diferentes poblaciones
celulares a una intensidad umbral para cada
uno de los sistemas laser, y encontraron
que en las preparaciones sin pigmento no
se produjo efecto alguno, y tampoco en las

que contenfan inclusiones de latex,
mientras que en las preparaciones que
contenian pigmento, se produjo dano

celular en proporciéon variable. Como era de
esperar, la cantidad de melanina contenida
en el cultvo (1, 3 y 30 millones de
particulas por ml) se mostré un factor
determinante en el umbral de irradiacion,
de manera que a mayor contenido
melanico, menor umbral, y viceversa, para
todos los sistemas laser.



0 siguiente fue la irradiacién, con cada uno de los sistemas laser, de las preparaciones
5 de células pigmentadas y no pigmentadas en proporcién 1:1, para determinar el rango
ijvo de exposicién radiante, es decir, el rango de potencia que se puede utilizar para que
e produzca dano en las células pigmentadas, y permanezcan intactas las no pigmentadas, y
der comparar los diferentes laseres.

sultados (Fig. 9) mostraron que, para el ldser de argdén continuo, no hubo rango selectivo. A
ier intensidad el dafo era sufrido tanto por células pigmentadas como no pigmentadas.
anto sucedi6é con el Dye laser 590 nm a 8 ps, que tampoco obtuvo rango selectivo. Por
, los mejores resultados fueron para el Dye 588 nm a 1 ys, y para el Nd:YAG 532 nm a 10
€ mostraron un rando selectivo de hasta 20 veces el umbral de irradiacion; sin embargo, el
er preciso de intensidades superiores a las del Nd:YAG. Por su peor absorcion por parte de
anina, el Nd:YAG de 1064 nm a 10 ns, a pesar de obtener un moderado rango selectivo,
de intensidades notablemente superiores a las de su homdlogo de doble frecuencia, y se
cho mas influido por la cantidad de melanina presente en el espécimen irradiado.

Fig. 12. Izquierda: Microscopia de contraste de fase, en la que no se pueden poner de manifiesto las diferencias de viabilidad
entre células pigmentadas y no pigmentadas tras la irradiacion con laser Nd:YAG 532 nm. Derecha: Las mismas células, tras
ser tefiidas con colorantes de viabilidad, muestran que las células dafiadas corresponden a las células pigmentadas.

diar las células tratadas con Dye 588 nm a 1 ps y con Nd:YAG 532 nm a 10 ns con
scopia de contraste de fase, no se apreciaron diferencias entre células dafadas vy las sanas,
a tincién viabilidad/citotoxicidad evidencié los cambios, apareciendo células pigmentadas
s de rojo, completamente rodeadas de células no pigmentadas con fluorescencia de
i, S membrana, demostrando la

: : & selectividad del procedimiento.
Al estudiar las células irradiadas
al  microscopio  electrénico,
pudo comprobarse cémo el
efecto de la radiacién quedaba
confinado en los fagolisosomas
que contenfan melanina,
mientras que las ordganelas
vecinas permanecian intactas
(membrana nuclear,
citoplasma, mitocondrias, etc),
manteniéndose la arquitectura

celular. Sin embargo, el dano
producido en la célula, es lo
suficientemente importante
como para que, al cabo de

Fig. 13. Imagen de microscopia electronica de una célula de MT bovina con
inclusiones de pigmento en el interior de sus lisosomas, antes de ser irradiada.
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Fig. 14. Célula de MT bovina tras ser irradiada con laser Nd:YAG 532
nm, vista con microscopio electronico. Obsérvese que el dafio queda
confinado en las areas que ocupaban los lisosomas conteniendo la
melanina, con respeto de las organelas citoplasmaticas circundantes. El
pigmento se dispersa y sale al exterior de la célula. Esta muere horas
mas tarde como consecuencia de las alteraciones metabdlicas que
resultan de la absorcion de la energia laser por los granulos de
pigmento. No hay evidencia de dafio coagulativo.

muera y se desprenda. Las alteraciones producidas por el laser Nd:YAG 532
tivas desde el punto de vista de la microscopia electrénica.

Por todo ello, el sistema laser que
obtuvo  mejor  rendimiento, con
resultados 6ptimos en cuanto a rango
selectivo e intensidad de irradiacién, fue
el  Q-switched MNd:YAG de doble
frecuencia 532 nm, 10 ns. Se
comprobé ademas que el umbral de
exposicion  radiante es  altamente
dependiente de la longitud de onda,
como muestra la diferencia de
comportamiento entre los dos sistemas
Nd:YAQ. Otra de las conclusiones es
que a mayor nimero de cromoéforos en
la célula, menor umbral de exposicion
radiante, si bien, para el laser
seleccionado, el rango de potencia es
relativamente pequeno, lo cual supone
una de sus ventajas, proporcionando
una excelente tolerancia. Y finalmente,
que el tiempo de exposicion para
selectividad, ha de ser inferior a 1 (5.

NOTAS
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