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Espana

Objetivo Determinar si la electrolisis del cloruro s6dico genera un cambio de pH en
los tejidos.

Métodos Se ha evaluado la corriente galvanica de 3 mA durante 3 segundos y 3
repeticiones (3:3:3). Se evalué los cambios de pH in vitro: 1, en viales Eppendorf® llenos
con solucion Ringer; 2, de la solucién Ringer en un volumen muy reducido (100ul); 3,
igual que en la situacion 1 pero con solucidn fisiolégica (NaCl 0,9%). Se evaluaron los
cambios de pH en gastrocnemios de ratones, usando el izquierdo como control y el
derecho como intervencién. Los gastrocnemios se trituraron y se determin6 el pH de
cada grupo.

Resultados En los estudios in vitro 1y 2, no hubo variacién de pH ni en el Ringer del
catodo ni en el Ringer de anodo (en ningtin caso supero el 16% de variacién, p> 0,05).
En el estudio 3 in vitro el pH después de aplicar corriente galvanica incrementé un 70%
en la solucién fisiolégica del catodo y el pH de anodo disminuyé un 34% (p < 0,05 en
ambos casos). En los experimentos in vivo no se obtuvo ningin cambio de pH (% de
variacion: 0,00 £ 0,00).

Conclusiones La corriente galvanica empleada en la electrolisis percutdnea con los
parametros 3:3:3 generan unos cambios muy pequeiios en el pH, en la zona cercanaala
aguja, que el cuerpo es capaz de compensar rapidamente.

esta respuesta inflamatoria estd causada por una reacciéon
electroquimica no termal y local, que utiliza la aguja catédica
como electrodo de tratamiento.” Como es sabido, los

(EPM; en inglés percutaneous needle electrolysis, PNE) se ha
popularizado entre los tratamientos de fisioterapia invasiva
durante los altimos afios. El modelo teérico de los efectos
biol6gicos de la electrolisis percutdnea, describe que la
corriente galvanica (CG) aplicada a través de una aguja
solida de metal provoca una respuesta inflamatoria en el
tejido tratado, favoreciendo su reparacién.’ Esta descrito que
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tejidos biolégicos y compartimentos corporales contienen
basicamente agua (H,0) y sales como el cloruro sédico
(NaCl). Aplicando la CG a través del citodo se genera una
disociacion electrolitica del NaCl y H,0, produciendo gases e
hidréxido de sodio (NaOH), coloquialmente denominado
“sosa caustica,” con un pH marcadamente basico.! A este
compuesto se le atribuye la generaciéon de la respuesta
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inflamatoria en los tejidos comentada anteriormente. Pese a
la evidencia de la electrolisis del NaCl no hay estudios que
evaliien el cambio de pH habitual de los tejidos (pH=7,2) a
uno mas basico. De ahi, que el objetivo del presente estudio
es determinar si la electrolisis del NaCl genera un cambio en
el pH de los tejidos.

Material y Métodos

El estudio se realiz6 en la Unidad de Histologia y
Neurobiologia (UHN) de la Facultad de Medicina y Ciencias
de la Salud de la Universidad Rovira i Virgili, Reus. Esta
dividido en experimentos in vitro e in toto. Se utilizaron
ratones adultos macho de 40 dias de edad. Los ratones fueron
tratados segiin la normativa de la Directiva del Consejo de la
Comunidad Europea de Noviembre de 1986 (86/609/EEC)
para la manipulacién de animales de laboratorio. El protocolo
fue aprobado por el Comité de Etica de la Universidad Rovira i
Virgili con la referencia nimero 0259GC. A estos ratones se
les anestesi6 con 0,7 ml de tribromoetanol intraperitoneal
(TBE 2%: 2g de Tribromoetanol en 100ml de agua
bidestilada). Para comprobar que el ratén esta sedado se
valor6 la inexistencia del reflejo ocular y plantar. Todos los
experimentos se realizaron en el laboratorio, manteniendo
constante la temperatura de 26° y una humedad del 50%. En
todos los procedimientos se usaron agujas Physio Invasiva®
(PRIM Physio. C/ F n° 15, Poligono Industrial n°1-28938.
Méstoles, Espafia) de 0,30 mm x 40 mm. El protocolo
evaluado fue de 3 mA durante 3 segundos y 3 repeticiones
(3:3:3)yaque es una dosificacion habitual en las aplicaciones
clinicas de electrolisis percutinea.>* El equipo utilizado para
generar la CG fue Physio Invasiva® CE0120 (PRIM Physio. C/ F
n° 15, Poligono Industrial n°1-28938. Méstoles, Espafia).

Evaluacion del pH

Se evaluaron los cambios de pH in vitro, en un tubo de
ensayo, y en los musculos gastrocnemios de raton. Todas las
mediciones del pH se realizaron con el pHimetro Crison GLP
21+ (Crison Instruments, SA. Riera Principal, 34, 36. E-08328
Alella, Espaiia).

Los experimentos in vitro se realizaron en tres
condiciones de estudio. En la situacién de estudio 1, se
evalud el efecto del protocolo de tratamiento de CG 3:3:3,
con 10 segundos entre aplicaciones, sumergiendo las agujas
en viales Eppendorf® llenos con solucién Ringer (NaCl
137 mM, KCl 5 mM, NaHCO3; 12 mM, Na,HPO,4 1 mM, CaCl,
2mM, MgSO, 1mM) fisiolégica. Los tubos Eppendorf®
contenian un volumen de 0,6 ml de Ringer. Para cada vial
se determind el pH antes de aplicar la corriente. Se determind
el pH del catodo (4 viales) y del anodo (4 viales). Se usé un
puente de cristal lleno de agar (3.5% agar en 137 mM de NaCl)
para comunicar eléctricamente los dos Eppendorf® (1 para
catodo, 1 para anodo) manteniendo aislado el efecto de cada
polo (=Figura 1A). Una vez aplicado el protocolo se recogi6 el
contenido de cada grupo de viales y se agrupé en un @nico
tubo de ensayo para los anodos y otro para los catodos
(volumen sumado de 2.4 ml). A continuacién, se realiz6 la
determinacién del pH. Este procedimiento se repiti6 3 veces
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con 3 juegos de agujas, viales y tubos de ensayo en cada
ocasion.

En el estudio 2, se evaluaron los cambios de pH de la
solucién Ringer expuestos al protocolo de tratamiento de CG
3:3:3, en un volumen muy reducido de 100ul (~Figura 1B).
Como en las situaciones anteriores, se utiliz6 un tubo de
ensayo convencional para realizar las lecturas de pH, uno
para el Ringer expuesto al citodo y otro para el anodo. A cada
tubo de ensayo se le vertié 2 ml de Ringer y se determiné
el pH. El contenido de ese tubo de ensayo fue vertido en los
tubos de 100ul que fueron distribuidos en 2 grupos: catodo
(n=20)yanodo (n = 20).Se us6 un puente de cristal lleno de
agar (3.5% agar en 137 mM de NaCl) para comunicar la
corriente entre los dos tubos, manteniendo aislado el
efecto de cada polo. Una vez aplicado el protocolo se
recoge el contenido de cada grupo de tubos y se depositan
en el tubo de ensayo convencional y se procede a realizar las
mediciones de pH. Este procedimiento se repiti6 en tres
ocasiones con tubos de ensayo, tubos de 100ul y agujas
nuevas.

Para el estudio 3, se repitio el procedimiento descrito
en la situaciéon 1 pero remplazando la solucién Ringer,
por solucién fisiolégica (SF; H,O+ NaCl 0,9%). Este
procedimiento también se repiti6 3 veces con tubos de
ensayo, tubos Eppendorf® y agujas nuevas en cada ocasién.

En los experimentos in toto con animales, (~FiguralC) se
usaron agujas Physio Invasiva® de 0,30 mm x 40 mm. Se
aplic6 el mismo protocolo de tratamiento 3:3:3 dejando 10
segundos entre aplicaciones. Con el ratén anestesiado, en
dectbito prono y las patas posteriores estiradas y depiladas,
se realiza la insercion de la aguja, desde el extremo proximal
hacia la insercién distal, de cada gastrocnemio, el izquierdo
como grupo control y derecho como grupo de tratamiento. A
continuacién, se extrajeron los gastrocnemios y se liberaron
de tejido conectivo (tendones y fascias). Para evitar una
posible difusion de sustancias por todo el volumen
muscular, se reseco tinicamente el drea del misculo donde
estuvieron las agujas insertadas. Posteriormente la muestra
se pes6 y se les afladié Ringer en una relacién de 1 gr de
miusculo por 2 gr de Ringer. A continuacién, se tritur6 el
conjunto con un homogeneizador VWR [VDI 12 (VWR
International Eurolab, S.L. C/ De la Tecnologia, 5-17 A7
08450 Llinars del Vallés). Finalmente se determiné el pH
del tubo de cada grupo.

Analisis Estadistico

El software estadistico SPSS v17.0 © se utiliz6 para analizar
los resultados. Los valores se expresan en media + SD. Para
evaluar las diferencias entre grupos, se utiliz6 la prueba t de
Student. Las diferencias se consideraron significativas si
p < 0,05.

Resultados
Estudio del pH

Con la intencién de asemejar el medio normal biolégico, se
realizaron experimentos con solucién Ringer normal
previamente oxigenado. Esta solucién es rica en iones,
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Fig. 1 Estudio de pH in vitro. (A) El &nodo y el cétodo se sumergieron en viales Eppendorf® llenos de Solucién Ringer o solucién fisiolégica, segtin el
protocolo 1 0 3. Los 2 viales estan comunicados por un puente de vidrio lleno de agar conductor. (B) Experimento realizado con Ringer pero en volimenes
muy reducidos. Al igual que en la figura anterior, el anodo y el catodo estan sumergidos en solucién Ringer y los viales estan eléctricamente conectados por
puentes de vidrio llenos de agar conductor. Estudio de pH in vivo. (C) Con el ratén anestesiado, en decUbito prono y las patas posteriores estiradas y
depiladas, se realiza la insercion de la aguja. La insercidn se realiza en direccion distal en cada gastrocnemio. De cada animal, se traté el gastrocnemio
derecho (se insertd el cdtodo) y el gastrocnemio izquierdo fué usado como control. La aguja usada como anodo se insert6 en la base de la cola. En todos los
casos se ha aplicado corriente galvanica (CG) de 3 mA durante 3 segundos repetido 3 veces (3:3:3).

azticares y con un pH dentro del rango fisiolégico. Se
determind el pH antes y después de aplicar la CG 3:3:3 del
Ringer expuesto al catodo y el pH del Ringer expuesto al
anodo. En ambos casos no hubo una variacién de pH (=~ 1,15%
de variacién, n=3 determinaciones, p > 0,05 respecto a
valores iniciales en los dos casos; ver =Tabla 1).

La falta de resultados hizo suponer que la generaciéon de
NaOH era muy escasa para el volumen de liquido usado y
por lo tanto se diluia en exceso. Asi que se disefiaron un set

Tabla 1 Determinacién del pH in vitro

de experimentos con un volumen muy reducido de liquido
(=Figura 1B; ver estudio 2 en el apartado de Material y
Métodos). En esa ocasién también se determind el pH inicial
del Ringer y después de aplicar la CG 3:3:3 expuesto al
catodo (12,01% de variacién) y de Ringer expuesto al anodo
(15,26% de variacién), tampoco se obtuvieron variaciones
de pH significativas, (n=3 determinaciones, p > 0,05
comparado con los valores iniciales en ambos casos;
ver =Tabla 1).

Después CG
Solucién Volumen Antes Catodo Anodo
Ringer Normal Oxigenado 0,6 ml 6,13 +0,07 6,20 +0,20 6,20+0,10
100 pl 6,16 £0,03 6,90 £0,10 7,10 £ 0,05
NaCl (0,9%) 0,6 ml 5,90 + 0,04 10,09 +£0,20" 3,90 +0,50"

Corriente galvéanica (CG) de 3 mA durante 3 segundos repetido 3 veces (3:3:3).

“p < 0,05 respecto a valores del pH antes de aplicar CG.
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Dado que la electrolisis es un fenémeno de disociacién de
aguay sal, se opt6 por realizar experimentos en solucion SF al
0,9% de NaCl. El pH después de aplicar CG 3:3:3 incremento un
70% en el SF del catodo y paralelamente el pH del anodo
disminuy6 un 34% (n = 3 determinaciones, p < 0,05 respecto a
valores iniciales en ambos casos; ver =Tabla 1).

Para los experimentos in vivo, se aplicaron en los
gastrocnemios derechos de 3 ratones, el protocolo 3 mA, 3
segundos y 3 aplicaciones y se compar6 con los resultados
obtenidos en la pata izquierda, control. No se obtuvo ningdn
cambio (% de variacién: 0,00 + 0,00).

Discusion

En la literatura esta explicitado que cuando dos electrodos
estan inmersos en un medio conductivo y se hace pasar una
corriente directa continua (corriente galvanica) entre ellos se
producen reacciones electroquimicas alrededor de los
electrodos y en el medio que los contiene.” En el presente
trabajo se ha visto que el cambio de pH solo tiene lugar en una
solucién simple de NaCl. Usando Ringer normal oxigenado no se
consigui6 ninguna modificacién del pH y tampoco con muestra
viva. Sin embargo, esta descrito un aumento de protones en el
area del anodo, es decir pH acido y una disminucién alrededor
del catodo, es decir pH basico. Estos pH extremos en algunos
casos pueden causar desnaturalizacién de las proteinas, incluso
muerte celular. Por ejemplo, Eva Nilsson y colaboradores,®
trabajando con CG aplicadas mediante electrodos de platino,
describen que la reaccién mas importante que se produce es la
descomposicion del agua en H, y iones hidroxilo (OH™)
(formulado seria: 2H,0 + 2e~ < H, + 20H™). Es sabido que
durante la aplicacién de la CG se forman burbujas de hidrégeno
en la aguja catédica. Este se acumula en el tejido que rodea la
agujay una parte se escapa por la linea de insercion de la aguja.
Este gas en condiciones fisiologicas tiene una baja reactividad
electroquimica y su posible efecto estaria limitado a un efecto
mecanico por presién.’ Por otro lado, cuando este hidrégeno se
combina con un oxigeno forma un hidroxilo, este ion puede
causar la destruccién de tejido, pero en condiciones biolgicas
los sistemas amortiguadores del tejido entre ellos el
bicarbonato, proteinas y el fosfato organico, son capaces de
neutralizar el papel destructivo de este ion.® El bicarbonato es
un sistema amortiguador presente en el plasma y en el liquido
intersticial. Cuando un tejido es expuesto a una alcalinidad
fuerte, el sistema amortiguador del bicarbonato actia como un
sistena abierto permitiendo compensar los cambios.® En los
experimentos del presente trabajo no cambi6 el pH al trabajar
con la solucién Ringer normal oxigenada. Esta solucién es
isoténica y con un juego iénico con una discreta capacidad
tamponadora oncética y de pH. Podria pasar que los
experimentos realizados ex vivo con Ringer hubieran sido
tamponados mientras que con la simple SF no ha pasado y
asi si que el cambio de pH fue dado.

Por otro lado, las proteinas, mediante los grupos prostéticos
(componente no aminoacidico de las proteinas que es
necesaria para que sea funcional) también contribuyen a
amortiguar los cambios que pueda generar el hidrégeno.® En
altimo lugar destacar el papel amortiguador del fosfato
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organico presente en la molécula de adenosin trifosfato
(ATP; muy presente en el tejido muscular). Por tanto, los
experimentos realizados en el presente estudio con muestra
muscular no mostraron variacién en el pH posiblemente por el
efecto tamponador de proteinas y ATP.®

Li y colaboradores,® en un trabajo pionero, aplicando un
protocolo de CG de 8,5Volts a 30 mA durante 69 minutos
obtuvieron cambios en las concentraciones de iones Na* y K*
en el catodo (pH=12,9) y de ClI~ en el anodo (pH=2,1).
Posteriormente se publicaron varios trabajos®>’'" que
consideraron el cambio de pH como el principal
mecanismo de necrosis de tejidos tratados con corrientes
eléctricas. Este cambio de pH en el cuerpo humano requiere
de una aplicacién temporal aproximada de 30 minutos para
conseguir estos efectos y ademas precisa que estén los dos
electrodos presentes en el tejido tratado. En el presente
trabajo la CG usada ha sido de mucho mas bajo amperaje
(3 mA) y una duracioén de solo segundos. Es posible que estos
valores tan bajos empleados en el presente estudio generen
un insuficiente cambio de pH como para ser detectado y que
ademas sea facilmente tamponado.

En resumen, los cambios de pH detectados en solucién
salina pudieron ocurrir porque no habia tamponadores
ibnicos como en la solucibn de Ringer o no habia
tamponadores biolégicos como en los experimentos
realizados en musculo. Adicionalmente, el amperaje y la
duracién usadas son extremadamente bajos para generar
un gran cambio de pH y este es facilmente tamponado por la
solucién Ringer o los tejidos biolégicos.

Segln los resultados obtenidos en este estudio, los
beneficios clinicos obtenidos del tratamiento con el
protocolo 3 mA durante 3 segundos y 3 repeticiones no
provienen de forma significativa del pH, sino de otras fuentes
como los cambios en el potencial de membrana de las células de
los tejidos tratados. Por ejemplo, es conocido desde los afios 50
que la actividad de los osteocitos y osteoblastos depende de
variaciones de potenciales de membrana.! Este tema sigue
siendo vigente en la actualidad (ver por ejemplo el libro de
Zhao'?). Muchos otros tejidos se benefician de cambios en el
potencial de membrana de sus células como por ejemplo la
piel’> o las células de la cérnea.'® Por otro lado, es sabido que
células de la respuesta inflamatoria o inmune como los
linfocitos'® o los macréfagos17 son atraidos (efecto llamada)
por la corriente galvanica. Se ha descrito una vasodilatacién
local inmediata y transitoria en vasos de mediano y pequefio
calibre tras la aplicacién de la CG'® que agilizaria la llegada de
estas células. Dada la implicacién de células de la respuesta
inflamatoria se podria proponer también la participacion del
inflamasoma NLRP3/ASC/CASP1que genera un aumento en la
liberacion de interleucina (IL)-1B, a partir de la
descompensacién i6nica provocada por la CG en los
macroéfagos residentes en el tejido que genera una bajada del
potasio (K*) intracelular,'® y con ello induciria la primera fase
proinflamatoria de regeneracion tisular.

En este sentido, los cambios minimos hallados en el pH
local no avalarian la hipétesis electroquimica y no serian
suficientes para justificar la respuesta inflamatoria asociada
a la electrolisis percutanea.
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No obstante, dado el escaso radio de acci6n de la corriente
eléctrica en torno a la punta de la aguja, seria interesante
evaluar el pH local de la forma inicial descrita por Eva Nilssony
colaboradores® comentada anteriormente, con corriente
galvanica aplicada en el tejidos mediante electrodos de platino.

Conclusion

El uso de la CG empleada en la electrolisis percutanea con los
parametros 3 mA, 3 segundos y 3 aplicaciones, genera unos
cambios muy pequefios en el pH en la zona cercana a la aguja,
que el cuerpo es capaz de compensar en un breve periodo de
tiempo. La relevancia de los cambios de pH en un tejido
tratado con CG esta ligada a los parametros de intensidad y
tiempo, que en el presente estudio reprodujo la forma
habitual de aplicacién clinica, por lo que los efectos
terapéuticos no parecen estar vinculados a cambios del pH
sino a otros factores.
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