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Resumen

Objetivos: Determinar la minima energia de laser diodo (810 nm) capaz de generar cambios en el EPR respetan-
do al resto de capas retinianas.

Métodos: Se fotocoagularon via transpupilar 3 grupos de 10 conejos pigmentados. Se sacrificaron los dias 1, 7
y 21 post laser. Realizamos un estudio de microscopia Optica tras su enucleacion.

Resultados: Con impactos de 100 mW-0,2 seg. conseguimos alterar Gnicamente al EPR, predominando los dias
1° y 7° fendbmenos de necrosis coagulativa y el 21 de hipertrofia.

Conclusiones: El ldser de diodo (810 nm) con potencias de 100 mW-0,2seg. genera cambios en el EPR
respetando al resto de la retina.

Resum

Objectius: Determinar la minima energia de laser diode (810nm) capag de generar canvis sobre I'EPR respectant
la resta de capes retinianes.

Metodes: Es van utilitzar 3 grups de 10 conills pigmentats els quals foren fotocoagulats via transpupil-lar. Es
sacrificaren els dies 1, 7 i 21 post laser.

Un estudi de microscopia éptica es va realitzar darrera la enucleacié.

Resultats: Amb impactes de 100 mW i 0,2 seg. s’aconsigueix alterar Unicament a I'EPR, predominant els dies
1 i 7 els fenomens de necrosi coagulativa i el 21 d’hipertrofia.

Conclusions: El laser diode (810 nm) a una poténcia de 100 mW i 0,2 seg. genera canvis sobre I'EPR respectant
la resta de la retina.

Summary

Objectives: Determinate minimal diode laser (810nm) energy capable to generate changes in the RPE sparing the
remainder retinal layers.

Methods: Three groups of ten pigmented rabbits were photocoagulated in a transpupilar way. They were sacrificied
the 1st, 7th and 21st post laser. We carried out a study of ophtic microscopy after their enucleation.

Results: We get with impacts of 100mW-0.2sec just alterating the EPR, privailing the 1st and 7th phenomens of
coagulative necrosis and the 21st of hypertrophy.

Conclusions: The diode laser (810nm) with powers of 100mW-0.2sec generates changes in the EPR sparing the
remaining retina.
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Introduccion

La era de la fotocoagulacion retiniana se inicié hace
unos 50 afios cuando Meyer-Schwickerath! con la
ayuda de un arco xendn consiguié generar unas le-
siones que afectaban a todo el espesor coriorretiniano.

Pero la verdadera expansion del laser no se inici6d
hasta 1971, cuando se comercializo el laser de argdn
que ya venia siendo utilizado por I'Esperance? desde
1965.

Afos mas tarde, la incorporacion en la practica mé-
dica de los laseres de emision en el espectro del
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infrarrojo, ademéas de poseer buenas propiedades
como instrumento fotocoagulador, presentaron las
ventajas de un reducido tamafo, facil transporte, alta
eficiencia, bajo coste y facil mantenimiento.

Fueron Brancato, Patresi® y Puliafito?*, trabajando in-
dependientemente los primeros en utilizar el laser
de diodo sobre animales de experimentacion, y
McHugh et al.® los primeros en publicar su utiliza-
cion sobre la retina humana.

Hasta la actualidad, el laser de diodo ha venido siendo
utilizado entre otras cosas para el tratamiento de
diversas patologias oculares como la retinopatia del
prematuro, retinopatia diabética, desgarros y despren-
dimiento de retina, oclusién de vena central y rama
de la retina, glaucoma y membranas neovasculares,
asi como su profilaxis mediante la fotocoagulacion
de drusas blandas.

Se han publicado algunos estudios sobre estos trata-
mientos donde se han obtenido los mismos resultados
a niveles infraumbrales de fotocoagulacion que a in-
tensidades mayores, con la finalidad de respetar en la
mayor medida la integridad anatémica y por tanto fun-
cional de la retina®’. Parece que la afectacion directa
de la energia del laser sobre el EPR y su consecuente
respuesta es la principal responsable de la actividad
terapéutica®. Conocido el hecho de que la afectacién
retiniana tras fotocoagulacion con laser diodo se ge-
nera en los estratos méas profundos a diferencia del
laser argdn que afecta a todas las capas®, pretende-
mos estudiar bajo microscopia 6ptica aquella energia
de laser minima capaz de generar cambios sobre el
epitelio pigmentario sin afectar el resto de las capas
con la finalidad de conseguir un mismo efecto tera-
péutico sin desarrollar ninguna alteracion funcional.

Material y métodos

Se utilizaron 30 ojos de 30 conejos macho pigmen-
tados de raza Dutch y de peso aproximado de 2 Kg
en el momento de la experimentacion. Toda manipu-
lacion de los animales se realizé bajo la ley de protec-
cion de animales utilizados para experimentos y otros
fines cientificos vigente por el Real decreto 223/88
y la directiva de la CEE 86/609.

Para la realizacion de este estudio utilizamos un 14-
ser de diodo de 810nm marca Oculite SL, IRIS
Medical Instruments Inc, Mountain View, Calif que
fue acoplado a una ldmpara de hendidura Topcon SL
8Z mediante el adaptador Iris Slit Lamp Adapter.

Realizamos el experimento sobre 3 grupos de 10
conejos elegidos aleatoriamente.

Los grupos fueron distribuidos del siguiente modo:

— Un primer grupo de 10 conejos, que serian sa-
crificados a las 24 horas de la fotocoagulacién.

— Un segundo grupo de 10 conejos, que serian
sacrificados el dia 7 tras la fotocoagulacion.

— Un tercer grupo de 10 conejos que serian sacri-
ficados el dia 21 postlaser.

Los animales fueron sedados con una inyeccién
intramuscular de medetomidina 0,25 mg/Kg. Segui-
damente procedimos a instilar una gota de fenilefrina
1% y de tropicamida 2% para conseguir una midria-
sis méxima. Posteriormente fueron introducidos en
una jaula o cepo (Tecniplast 160012) que nos per-
mitié reducir el cuerpo del animal manteniendo la
cabeza expuesta.

Seleccionamos un diametro constante de spot de
125 micras.

Sobre el primer grupo se eligieron 5 conejos de ma-
nera aleatoria para realizar fotocoagulaciones a una
potencia fija de 100 mW. Los tiempos de exposicién
fueron de 0,05 seg., para el primer conejo, 0,1 seg.
para el segundo, 0,2 seg. para el tercero, 0,5 seg.
para el cuarto y 1 seg. para el quinto.

Para los cinco conejos restantes del primer grupo
predeterminamos un tiempo de exposicion 0,2 seg.,
variando Unicamente las potencias, siendo de 50 mW
para el primer conejo, 100 mW para el segundo,
200 mW para el tercero, 400 mW para el cuarto y
800 mW para el quinto.

Posteriormente procedimos del mismo modo para el
segundo y tercer grupo de conejos.

Se fotocoagul6 la retina del ojo derecho, dejando el
0jo izquierdo como control.

La fotocoagulacién la realizamos via transpupilar a
través de una lente tipo Goldman (Ocular Instruments,
Bellevue, USA), que aplicamos sobre el ojo del co-
nejo tras la instilacién de una gota de anestésico de
oxibuprocaina y tetracaina clorhidrato (colircusi anes-
tésico doble).

El nimero medio de impactos fue de 50 por ojo,
estando separados entre ellos una distancia media
de un spot.

La localizacion de la fotocoagulacion fue a nivel de
la hemirretina inferior, simulando asi las zonas avas-
culares de la retina y evitando con ello la zona de los
radios medulares.

El sistema de clasificacién de la fotocoagulacion uti-
lizada fue el descrito por Tso, et a/.’° donde las lesio-
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Figura 1.

100 MW; 0,2 seg.
Intensidad umbral a la que
pudimos observar

el blanqueamiento

de los impactos

Figura 2.

200 MW; 0,2 seg.

Los impactos en

el transcurso del tiempo
van incrementando

en tamano y en su
tonalidad blanquecina

nes suaves, consideradas como la apreciaciéon de una
decoloracion retiniana blanco-grisacea, fueron clasi-
ficadas como lesiones de intensidad grado |.

Las lesiones caracterizadas por la transformacion del
color de la retina a un color blanco rodeado de un
anillo gris fueron clasificadas como lesiones de in-
tensidad grado II.

Las lesiones que presentaron una tonalidad comple-
tamente blanca tras la realizacién de los impactos
fueron consideradas como lesiones grado 1.

Los animales fueron sacrificados tras la inyeccion de un
sedante via intramuscular de medetomidina 0,25 mg/
Kg con un compuesto de embutramida -mebezonio
ioduro -tetracaina clorhidrato (T - 61 Hoecchst Roussel
Vet) inyectado por via intravenosa (2ml/animal).

Los globos oculares se fijaron con una solucién de
paraformaldehido al 4% en tampdn fosfato 0,1 M.
Posteriormente realizamos cortes seriados de 2-4
micras de espesor con un microgueratomo sobre el
area de la retina correspondiente a la zona de los im-
pactos y que consistia en un area circular de tejido de
unas 3000 micras de didmetro medio. Se tifieron con
hematoxilina-eosina una media de 80 muestras por
ojo bajo la técnica de Harris, correspondientes a las
muestras seriadas del tejido obtenidas cada 50 micras.

Resultados

Macroscépicos

Para una misma muestra, en algunas de las exten-
siones no observamos ninglin impacto, mientras que

en otras los localizamos en un nimero de hasta
tres.

Oftalmoscopicamente los impactos generados fue-
ron clinicamente similares a los que se observan tras
una fotocoagulacién con el laser de argon.

La lesion generada se objetivd inicialmente sobre el
centro del impacto para extenderse posteriormente
de forma centrifuga y ocupar todo el tejido afectado.

En el transcurso de los minutos la tonalidad de la
lesién se fue transformando en un color més blan-
quecino, incrementando el aspecto heterogéneo de
unas mismas lesiones, hasta el punto de que algu-
nos impactos infraumbrales que en un inicio se pre-
sentaron como macroscépicamente inapreciables, se
convirtieron en impactos claramente bien definidos
pasados unos minutos.

Encontramos lesiones de grado | (Figura 1) para in-
tensidades de 100 mW y tiempo de exposicion de
0,2 seg. y 0,5 seg.

Encontramos lesiones de grado Il (Figura 2) para po-
tencia de 100 mW y 1 seg. de exposicion. También
para potencias de 200 mW y tiempo de exposicién
de 0,2 seg.

Lesiones grado Il (Figura 3) para potencia de 400
mW y 800 mW y tiempo de exposicion de 0,2 seg.
respectivamente.

Los impactos de una intensidad de 800 mW se aso-
ciaron en 1/3 de los casos con un componente hemor-
ragico.

La potencia minima necesaria para objetivar las le-
siones fue de 100 mW para un tiempo minimo de
exposicion de 0,2 seg.
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Microscopia optica

En la mayoria de los casos la localizacion de la agre-
sion se produjo en las capas mas profundas de la
retina, respetando los estratos méas internos y afec-
tando en alguno de los casos a la coriocapilar a modo
de oclusiones vasculares.

Para una intensidad minima de 100 mWy 0,1 seg.
de tiempo de exposicion (Figura 4), las alteraciones
observadas se generaron exclusivamente en el epite-
lio pigmentario, mientras que para intensidades de
800 mW (Figura 5) la lesién se localizé a lo largo de
todas las capas retinianas afectando a la coriocapilar
y coroides y a estratos mas internos de la esclera.

El primer dia tras el laser encontramos areas de vacuo-
lizacion y tumefaccién celular, con areas de picnosis
celular y zonas de necrosis coagulativa. Para intensi-
dades elevadas también se evidencié oclusion de va-
sos capilares, con trombosis y cimulos plaquetarios.

Para intensidades de 800 mW se observan numero-
sos cimulos de hematies y una importante disrrupcion
de la arquitectura habitual celular de la retina.

El epitelio pigmentario se presenté en algunas areas
con un aspecto desestructurado con zonas de disper-
sion pigmentaria.

El séptimo dia tras laser nos encontramos con la
aparicién de un importante nimero de macréfagos
con cimulos de pigmento intracelular. También ha-
llamos una moderada vacuolizacion y células con
necrosis coagulativa (Figura 6).

El epitelio pigmentario se encontré6 mas organizado
pero con evidencias de desarrollo celular.

Los vasos de la coriocapilar presentaron zonas de
dilatacion adyacentes a areas de recanalizacion.

El vigésimo primer dia tras laser las capas retinianas
presentaron un aspecto méas organizado, persistien-

Figura 3.

800 mW; 0,2 seg.
Impactos de laser muy
marcados con componente
hemorragico en gran
namero de ellos

Figura 4.

10X. H&E

100 mW; 0,2 seg.

21 dias laser. Imagen del
EPR donde se observa una
marcada hipercelularidad.
Los parametros represen-
tan los valores umbrales

Figura 5.

5X. H&E

800 mW; 0,2 seg.

1 dia laser.
Desestructuracién masiva
de la arquitectura tisular
con un gran componente
hemorragico central
asociado. El EPR no es
apreciable en dicha zona,
pero en zonas adyacentes
se observa en forma de
dispersion pigmentaria

Figura 6.

5X. H&E, 200mW;

0,2 seg.

7 dias laser. En esta
imagen destaca la invasion
celular en las capas mas
profundas de la retina

de macréfagos y células
de Miiller
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Figura 7.

20X. H&E

400 mW; 0,2 seg.

21 dias laser.

La organizacién celular
se encuentra al 21 dias
tras laser marcadamente
reestructurada. Las células
fagociticas se observan
repletas de restos
celulares pigmentados

do los ciimulos de macréfagos cargados de pigmen-
to. Las capas mas profundas presentaron climulo de
tejido glial y edema intercelular con cimulo de ma-
terial eosindfilo (Figura 7).

El epitelio pigmentario presenté un aspecto mas re-
gular pero con areas de hipertrofia celular.

Discusion

Walow, et al'!, en sus estudios realizados sobre ani-
males de experimentacién, demostraron que la
fotocoagulacién retiniana, para intensidades eleva-
das de potencia y utilizando los laseres de argén y
diodo, afectaba a todos los estratos retinianos, mien-
tras que para intensidades moderadas el laser diodo
a diferencia del de argdn respetaba los estratos mas
internos.

Afos mas tarde Ulbig, et al.'?, realizando estudios
electrorretinograficos en pacientes diabéticos, demos-
traron un mayor descenso de los valores P 50 y N95
pattern electrorretinograma tras la aplicacién del
laser de argdn que tras el de diodo.

Es por esta menor alteracion estructural y por tanto
funcional que utilizamos el laser de diodo para el
estudio en lugar del tradicional laser de argon.

El laser rojo de kriptdn se caracteriza por afectar a
los estratos mas profundos del tejido retiniano e in-
cluso a la capa coroidea. De este modo McHugh, et
al.®> demostraron sobre conejos que la repercusion
microscopica sobre la retina tras la fotocoagulacion
con el laser de diodo o de kriptéon era muy similar.
Posiblemente hubiéramos obtenido unos resultados
similares utilizando el laser de kripton, pero la versa-

tilidad del laser de diodo en cuanto al tamafio, efi-
ciencia y funcionamiento nos facilité substancialmente
la realizacion del trabajo.

La utilizaciéon de un laser de diodo de emision a pul-
sos, de una frecuencia menor al tiempo de relaja-
cién térmica que la melanina del epitelio pigmentario,
produciria teéricamente segln Berger'® y Roider, et
al.** un incremento de la temperatura del epitelio
pigmentario capaz de generar un efecto terapéutico,
sin provocar alteraciones colaterales no deseadas.
Sin embargo, Pollack, et al.'® obtuvieron unos resul-
tados microscépicos similares al utilizar el laser de
diodo a modo continuo que micropulasado. Dadas
estas caracteristicas utilizamos la emisién continua
del laser en aras a simplificar el estudio.

La fotocoagulacién retiniana a una intensidad de
100mw y 0,1 seg. de tiempo de exposicién produjo
en nuestro estudio una afectacion del epitelio
pigmentario respetando el resto de capas tisulares
de la retina. Sin embargo, Pollack!® et al. publicaron
que a intensidades muy bajas de laser siempre se
encontraba afectada ademas de la capa del epitelio
pigmentario, la capa de los segmentos externos de
los fotorreceptores. Puesto que su estudio se realizd
bajo microscopia optica y electronica pensamos que
la aportacién del microscopio electrénico nos hubie-
ra permitido ampliar las conclusiones de nuestro tra-
bajo.

El aspecto del color inicial que adoptan los impactos
con el laser de diodo sobre la retina es de una tona-
lidad débilmente grisdcea que se transforma a un
color intensamente blanquecino en el transcurso de
los minutos, recordando al laser de argon.

McHugh, et al.5 encontraron sobre conejos unos ha-
llazgos similares a los nuestros, sospechando que el
blanqueamiento inicial del laser de argon era debido
a una mayor area de tejido coagulada, mientras que
el blanqueamiento tardio del Iaser de diodo era debi-
do a una amplificacion de la lesion, consecuencia de
la necrosis celular y edema del epitelio pigmentario.

Nosotros encontramos una leve afectacion escleral
a diferencia de otros estudios publicados como los
de Peyman, et al.*® y Haller, et al.'” que encontraron
una afectacioén escleral considerable aplicando el 1&-
ser via transescleral.

La energia que absorbe la esclera es Unicamente la
de un 6% de toda la energia que emite el laser de
diodo, por lo que la lesion que se produce se supone
que se debe a la conduccién generada a partir de la
energia absorbida primariamente sobre el epitelio
pigmentario. Puesto que la coroides absorbe un 38%
de la energia del laser y el epitelio pigmentario un
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12%, pensamos que se debe esta discrepancia en
los resultados a la diferente via de aplicacion del
laser, como sugirieron Nanda y Han'€, puesto que en
la via transescleral la energia primaria absorbida se
generaria mas proxima a la esclera que por via
endopupilar donde la energia absorbida por la coroides
se generaria secundariamente a la absorcién por el
epitelio pigmentario.

Desconocemos en la actualidad cuél es el motivo de
que niveles infraumbrales de fotocoagulacion puedan
ser igual de eficaces para el tratamiento de diversas
patologias retinianas que intensidades mayores. Tam-
bién desconocemos el mecanismo de accion que se
genera a distancia del impacto y que puede hacer
que encontremos los mismos hallazgos macroscopicos
que en la zona del impacto. Parece ser que las célu-
las del EPR pueden jugar un papel fundamental y, si
esto es asi, la destruccién de otras capas de la reti-
na sin actividad regenerativa no presenta ninguna
utilidad, justo todo lo contrario. Una de las teorias
que ha pretendido explicar los cambios sobre el EPR
es la de Gass, et al.'®, que afirmaron que se produ-
cia un recambio del EPR en la zona del impacto que
le permitia recuperar su actividad funcional. Del mis-
mo modo Yamamoto, et al.?° afios méas tarde de-
mostraron la existencia de actividad mitética en las
células del EPR tras la fotocoagulacion, al igual que
Campochiaro, et al.?!.

Nosotros hemos encontrado proliferacion del EPR a
bajas intensidades bajo microscopia 6ptica, respe-
tando la integridad de las diferentes capas retinianas.
Por tanto, considerando al EPR como participe teé-
rico importante en la funcién de regulacién metabdlica
de la retina, hemos obtenido una energia minima
capaz de generar proliferacién celular sin alterar el
resto de capas retinianas y consideramos que esta
regeneracion puede jugar un papel fundamental en
el tratamiento de diversas patologias de la retina.
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