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Microfotografia de la portada: tincion PAS-azul alcian, de tejido muscular con ramificacion
intramuscular del nervio. Se pueden identificar los sarcémeros contracturados, por el
acercamiento de las bandas de actina (oscuras) y miosina (claras) y la zona de contacto
sindptico. La tincion rosa indica la presencia de glucosaminoglicanos (GAGs) neutrales y la
tincion azul GAGs acidos, 30 minutos posteriores a la administracién de neostigmina.
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RESUMEN

El sindrome de dolor miofascial y su protagonista el punto gatillo (PGM) ha sido el foco de
interés cientifico por ser uno de los responsables de generar dolor y disfuncién en la
musculatura esquelética en personas. El PGM consiste en un nédulo contracturado, palpable
en el musculo esquelético. Segun la hipétesis integrada, una neurotransmisiéon espontanea
elevada en una o varias uniones neuromusculares (UNMs) puede estar relacionada con la
aparicion de estos nodulos. En esta tesis, mediante farmacos inhibidores de la
acetilcolinesterasa (anti-AChE) se ha generado un aumento de acetilcolina (ACh) en la
hendidura sinaptica de las UNMs de los musculos diafragma y LAL de ratones Swiss y ratas
Sprague Dawley. Mediante registros intracelulares se observé un gran incremento de la
neurotransmisién espontanea (MEEPs) en el musculo levator auris longus y, en menor
medida, en el diafragma. Igualmente, los registros electromiograficos de gastrocnemios,
presentaron un incremento del ruido de placa (RP). Estos cambios estan asociados a una
reduccion del area de los receptores de ACh, la identificacién de nédulos contracturados
proximos a las UNMs y un aumento de glucosaminoglicanos. En un segundo set de
experimentos se administrd anti-AChE en ratas y se identificaron bandas tensas palpables y
mediante ecografia, respuestas de espasmo local (REL), después de estimular los PGM con
una aguja, consiguiendo reproducir los signos de los PGM descritos en los humanos.

El siguiente paso fue evaluar si la aplicacion de corrientes galvanicas intramusculares (CGl),
también conocida como electrolisis percutanea musculoesquelética (EPM) o electrolisis
percutanea intratisular (EPI), en este modelo animal puede revertir los signos de PGM. Se
administr6 CGI a través de agujas, sobre los musculos con PGM y se observé que los
protocolos 1.5mA durante 5 segundos y 3 aplicaciones y 3 mA durante 3 segundos y 3
aplicaciones (3/3/3) fueron los mas efectivos para revertir los registros electrofisiolégicos
elevados. Ademas, la CGI gener6é un mayor nimero de RELs y de mayor velocidad que la
simple insercion de la aguja en los PGM.

En dltimo lugar se evalud si esta forma de tratamiento de los PGM, insertar una aguja solida
en los musculos para aplicar la corriente galvanica (CG), es seguro para los pacientes. En la
literatura cientifica esta descrito que la administracion de las CG a través de agujas solidas
en los tejidos biol6gicos puede generar un aumento de la temperatura, un deterioro de la
morfologia y compuestos de las agujas. Para ello, se evalud el protocolo de 3mA durante 3
segundos repetido 3 veces. La temperatura se analizd6 sumergiendo las agujas Physio
Invasiva® y AguPunt® en tubos de Ringer y los cambios en la resistencia eléctrica con un
multimetro. La morfologia de las agujas se estudi6 mediante un microscopio electrénico de
superficie y su composicién mediante la difusion de rayos X. Los resultados no mostraron
cambios de temperatura ni de pH ni de resistencia ni tampoco en la composicion y morfologia.
Sin embargo, si pueden causar deterioro de la morfologia y composicién de los materiales, si

8
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se aumenta el niumero de aplicaciones. Es decir que esta técnica, aplicada en los parametros

habituales, es completamente segura en humanos.
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1. INTRODUCCION

10
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1.1. SINDROME DE DOLOR MIOFASCIAL.

El sindrome de dolor miofascial (SDM) es una forma de dolor muscular que se define
como el conjunto de signos y sintomas causados por los puntos gatillo miofasciales (PGM)".
Los PGM consisten en un nédulo o area hiperirritable asociados a una banda tensa en el
musculo esquelético™. La banda tensa es un conjunto de fibras musculares que presentan
una mayor consistencia, en comparacion a otras fibras del mismo musculo que al ser
estimuladas durante su exploracion y tratamiento, provocan la aparicion de dolor local y, en
algun caso, dolor referido a otra zona que el paciente reconoce como su dolor habitual.
Ademas durante la exploraciéon de la banda tensa se puede provocar una contraccién
espontanea, denominada respuesta de espasmo local (REL) que puede agravar los sintomas
anteriormente descritos®*. Ademas, la presencia de la banda tensa puede comprometer el
funcionamiento de las fibras afectadas, ya que, la tensién generada se transmite a lo largo del
tejido, llegando a la unién miotendinosa, que con el paso del tiempo acaba afectando a la
capacidad del musculo para generar fuerza y movimiento del segmento®. La disfuncién
muscular creada por los PGM se caracteriza, por acortamiento, debilidad, fatigabilidad,
descoordinacion, inhibicion propia y referida y dificultad para relajarse’. Los PGM pueden ser
activos o latentes, en ambas categorias generan disfuncion, pero sélo los activos producen
dolor espontaneo en el paciente.

1.2. ETIOLOGIA DE LOS PGM.

Travell y Simons'® describieron que el inicio de esta situacion dolorosa puede estar
asociado a una situacion de sobrecarga muscular aguda o crénica, por lo tanto, no es dificil
reconocer multiples situaciones de la vida cotidiana, tanto laboral como ludica, en que el
sistema muscular esta expuesto a sobrecargas creandose las condiciones ideales para la
aparicion del SDM. También son causa de aparicién los traumatismos directos e indirectos,
patologias de la columna vertebral y la disminucion de las capacidades fisicas basicas’
ademas, se ha descrito que los PGM pueden estar asociados o ser consecuencia de
patologias metabdlicas, viscerales, endocrinas, infecciosas o de origen psicoldgico?8.

Resulta relevante, en el contexto de salud basado en la evidencia, disponer de criterios
que describan cuantitativamente la presencia de PGM y a la vez reforzar el sistema de
evaluacion de los tratamientos®'°. A lo largo de las Ultimas dos décadas, numerosos trabajos
de investigacién han utilizado herramientas de electrodiagnéstico y diagndstico por la imagen,
con el objetivo de establecer unos criterios sélidos que permitan reconocer, tratar y evaluar la
evolucion de los signos y sintomas de los puntos gatillo en el SDM'%-'5,

11
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1.3. FISIOPATOLOGIA DE LOS PGM: HIPOTESIS INTEGRADA.

La hipotesis integrada fue desarrollada por David G. Simons y ampliada
posteriormente por otros autores®'¢. En la actualidad, es la mas estudiada y aceptada entre
los expertos en la materia y engloba un conjunto de evidencias para explicar una serie de
eventos encadenados entre si. Seguidamente se presenta en forma resumida y en los
siguientes apartados se llevara a cabo un analisis de los trabajos que aportan evidencia sobre
algunos de los puntos que la componen y que seran estudiados en esta tesis.

Esta hipétesis propone que el fendmeno se inicia con una anomala liberacion
espontanea de acetilcolina (ACh) desde varias sinapsis neuromusculares (SNMs), elevando
el potencial de membrana de forma muy localizada, en algunos miocitos. Este cambio de
polaridad no alcanza los valores suficientes para desencadenar un potencial de accién, pero
es suficiente para que algunos de los receptores de ACh, se activen y permitan la entrada de
sodio en el citoplasma subsinaptico. Este sodio activa el sistema sarcotubular cercano al
terminal y permite la salida de calcio que tiene almacenado. Este calcio desencadena el
mecanismo de contraccidon de los sarcoOmeros proximos al contacto sinaptico. Estos
sarcomeros mantendran la contraccion mientras haya calcio y energia disponibles. Esta
contraccién sostenida se mantendra activada debido a la liberaciéon espontanea alterada que
seguira liberando ACh en el terminal, durante un periodo de tiempo mayor a lo normal,
provocando que en las fibras afectadas se formen los nédulos contracturados. El conjunto de
estos nddulos de contraccion son los PGM.

A partir de este punto, se desencadenan una serie de mecanismos fisiopatoldgicos.
Estos nédulos de contraccién sostenida provocaran demandas de oxigeno mas elevadas pero
que, sin embargo, comprimen los capilares sanguineos adyacentes provocando una
disminucion de la irrigacion de la zona que queda en hipoxia. Al mismo tiempo, se producira
un consumo de ATP (Adenosina trifosfato) mayor, para mantener la contraccion, asi como de
los sistemas adyacentes dependientes de ATP, entre ellas: las bombas sodio potasio (bomba
Na*/K*) para recuperar el potencial de membrana y las bombas de calcio del sistema
sarcotubular. Este consumo mantenido puede suponer el agotamiento de ATP, lo que obliga
al reclutamiento de otras vias metabdlicas que generan catabolitos que se acumulan en la
zona y se liberan al medio extracelular. Esta liberacién de sustancias'”»'® y la hipoxia supone
un sufrimiento tisular, capaz de activar nociceptores locales, que generan dolor. Ademas,
parte de estas sustancias liberadas en el area, son capaces de activar / irritar el sistema
nervioso auténomo, que favorecera la liberacién anémala de ACh, creando un ciclo de

perpetuacion de neurotransmision alterada 3.

12
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1.4. SINAPSIS NEUROMUSCULAR.

En los siguientes apartados se presentara de forma resumida conceptos relacionados
con la anatomia y fisiologia del sistema musculo esquelético.

En el tejido muscular, el sistema nervioso se ramifica y distribuye para llegar a todas
las fibras. La SNM es el punto de contacto entre el axén motor y la fibra muscular?®. Todas las
fibras musculares presentes en un musculo reciben la inervacién de un grupo de
motoneuronas, que trabajan conjuntamente

En la SNM se distinguen dos partes: el componente presinaptico y el postsinaptico,
Ambos componentes estan separados por unos 50nm, este espacio recibe el nombre de
hendidura singptica. En esta hendidura, es donde se libera la ACh, desde el terminal nervioso
y a través de ella circula hasta unirse con los receptores nicotinicos (AChRs) situados en la
membrana postsindpticadelmiocito?'?2. En esta hendidura también se encuentra la
acetilcolinesterasa (AChE), enzima que hidroliza la ACh liberada en la hendidura, permitiendo
que se cierren los canales de sodio y asi finalizar el proceso de neurotransmision, para a

continuacion, prepararse para el siguiente evento de exocitosis de ACh.

1.4.1. Componente presinaptico.

El componente presinaptico esta constituido por el axén y la célula de Schwann. En el
interior del terminal nervioso mas cercano a la fibra muscular, se pueden identificar diversos
organulos y un gran nimero de vesiculas sinpticas que contienen la acetilcolina®'?2, Cabe
destacar la presencia de muchas mitocondrias, ya que es necesaria una gran cantidad energia
para poder sintetizar y liberar el neurotransmisor. La mayoria de las vesiculas sinapticas se
encuentran agrupadas en unas areas densas de la membrana, conocidas como zonas activas,

dado que es el lugar donde se libera la ACh.

1.4.2. Componente postsinaptico.

El componente postsinaptico es la parte de la membrana de la fibra muscular
especializada en recibir el contacto sinaptico. Esta parte de la membrana del miocito se
presenta como una especializacion, que consiste en unas dilataciones poco profundas,
conocidos como pliegues sinapticos. Estos pliegues, incrementan la superficie disponible de
la membrana postsinaptica para la disposicién de los receptores AChRs, comentados
previamente.

1.4.3. Neurotransmisién en la unién neuromuscular.
El proceso de neurotransmisién evocada se inicia en la motoneurona, cuando ésta
genera un potencial de accion en el soma, que recorre el axén hasta llegar a las SNMs que

inerva. Tanto en el axén como en el miocito, el potencial de accién consiste en un cambio de
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voltaje transitorio, debido al movimiento idnico entre el interior y exterior de las membranas
celulares, regulado por canales distribuidos en la membrana. Cada uno tiene especificidad
por un ion concreto. En estado de reposo, el axdbn mantiene su interior negativo, con una
concentracion intracelular predominante de K* y un extracelular rico en Na* que genera un
potencial eléctrico de reposo de aproximadamente -80 mV. Cuando se inicia el potencial de
accion se inicia el movimiento iénico, primero a favor del ion Na*, que entra hasta crear un
predominio de cargas positivas intracelulares o fase de despolarizacién. Seguidamente, se
produce su cierre progresivo y se abren los canales de K*, que salen hasta dejar de nuevo el
interior negativo (fase de repolarizacion). El cierre retardado del canal de K*da lugar a una
hiperpolarizacién o periodo refractario, que impide que la zona se vuelva a despolarizar®. La
presencia de la bomba de Na* / K* en la membrana, extrae el Na* e internaliza el K,
reequilibrando las cargas negativas en el compartimento intracelular y positivo en el
extracelular. Cuando este potencial alcanza el terminal presinaptico, de la SNM se abren los
canales de calcio voltaje-dependientes, permitiendo la entrada de Ca?* y estimulando la fusion
de las vesiculas de ACh, liberandola en la hendidura sinaptica®*, para unirse a los receptores
AChR postsinapticos, permitiendo asi, la entrada de Na* en el interior del miocito e iniciando
el potencial de accién, el cual se distribuye a lo largo de todas las fibras musculares a través
del sistema sarcotubular, desencadenando la contraccion muscular. La AChE, hidroliza el
enlace entre la ACh permitiendo cerrar los AChR e iniciar el proceso de repolarizacion del
terminal. La secuencia de eventos de neurotransmisién (liberacién, unién a los receptores,
hidrélisis y repolarizacién) dura unos pocos milisegundos?.

Segun la cantidad de ACh liberada en la SNM se puede distinguir dos tipos de
neurotransmision, la evocada y la espontanea, cada una de ellas genera diferente tipo de
sefal eléctrica que permite identificarlas y estudiarlas, mediante registros de electrofisiologia
intracelular (El) y electromiografia (EMG). La neurotransmisién evocada, esta asociada al
movimiento voluntario y para ello, se produce una liberacién elevada de ACh, que genera un
cambio en el gradiente electroquimico suficiente para activar un potencial de accién que, a su
vez, desencadena la contraccién muscular. Este fenédmeno se conoce como potencial de
placa terminal del inglés, end plate potential (EPP).

En el caso de la neurotransmisién espontanea se produce una liberacion de forma
constante, aleatoria y de menor cantidad de ACh que en el EPP, por lo que, tan solo provoca
una despolarizacién parcial de la membrana postsinaptica. Por lo tanto, esta liberacién no es
suficiente para producir un potencial de accion, ni una contraccion del miocito como en el caso
previo. Este tipo de neurotransmisién, en los registros de El se denomina “potencial de placa
en miniatura” o MEEP del inglés miniature end plate potential y en la EMG se la denomina
actividad eléctrica espontanea (AEE) o “ruido de placa” (RP) del inglés end plate noise. Hay

evidencias suficientes que indican, que esta AEE, se deriva de los MEEPs procedentes de
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varias sinapsis y se la relaciona con mantener el trofismo muscular en periodos de

inactividad?®.

1.4.4. Actividad eléctrica espontanea y el registro electromiografico.

Mediante la EMG se evalla la integridad del nervio periférico, la SNM y el masculo. El
estudio més habitual se centra en la capacidad de conduccién de estimulos y reclutamiento
voluntario muscular, que principalmente implica la neurotransmisiéon evocada?’.

Pero como se ha comentado en el apartado anterior, las fibras musculares en reposo
presentan AEE. En este tipo de registro se distinguen dos tipos de sefial, los MEEPs y las
espigas. Durante la electromiografia, estos dos tipos de registros espontaneos se manifiestan
de forma conjunta o independiente y se pueden registrar colocando un electrodo de registro,
cerca de zonas con UNMs. Esta AEE se observa habitualmente en los muasculos sanos, asi
como en los musculos denervados, aunque en este caso presenta un incremento?’-28.

Especificamente, los MEEPs, se registran como variaciones de la linea de base de
unos 10-50 pV de amplitud y de entre 1 — 2 milisegundos (ms) de duracién. Los
electromiografos llevan acoplado un transductor electroacustico, que permite identificar
algunas sefales eléctricas durante los procedimientos de EMG, en este registro los expertos
lo describen como un sonido, similar al de acercar al oido una caracola de mar®.

El otro tipo de evento, las espigas, que en ocasiones coexisten con los MEEPs,
consisten en potenciales de accion de una sola fibra muscular y se presentan como picos
intermitentes de entre 100-200 yV de 3-4 ms de duracién con una frecuencia de entre 5-50
Hz. Estas se registran como ondas bifasicas, de un tamafio mucho mayor a los MEEPs.
Incluso en ocasiones aparecen rafagas de este tipo de registro. Sin embargo, en este caso su
origen no esta tan claro. Se ha propuesto que se trata de una respuesta a un estimulo
mecénico generado por la aproximacion de la aguja de registro, a los terminales nerviosos®.
Por otro lado, el finlandés JuhaniPartanen®® indica que en musculos con puntos gatillo
miofasciales, las espigas pueden representar la activacién de un arco de reflejo espinal y los
potenciales de accién de este reflejo, pueden registrarse como trenes de espigas, sin embargo
es necesario un estudio mas exhaustivo. En resumen, en la actualidad existen varias hip6tesis
y aln esta en debate el origen de estos registros, a falta de mas trabajos que aporten datos
mas determinantes.
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1.5. ANALISIS DE LAS EVIDENCIAS DE LOS MECANISMOS DESCRITOS EN LA
HIPOTESIS INTEGRADA.

1.5.1. Neurotransmision espontanea incrementada.

El mecanismo inicial de la hipétesis integrada postula que, una liberacién excesiva de
ACh es el origen de los PGM. En trabajos anteriores®-3> demostraron que existe un
mecanismo de retroalimentacion positiva que aumenta la liberacién de ACh por si misma y
también hay trabajos que relacionan '6 el incremento de ACh en la SNM con una inactivacion
de la AChE debido a cambios en el pH 2334 En otra linea de estudio, se describen algunas
posibilidades que pueden conducir a esta situacion por causa del uso excesivo de los
musculos, trauma muscular, esguinces, distensiones o el estrés psicolégico. En este sentido,
el grupo de Qiang-Min Huang, en 2014, obtuvieron un modelo de PGM con liberacién
espontanea de ACh exacerbada en el musculo vasto lateral de rata, mediante la combinacion
de una contusion controlada, generada por un sistema mecanico y un protocolo de
ejercicio®>%. Posteriormente, este mismo grupo describieron nddulos de contraccion
subsinapticos en su modelo de PGM por lesién muscular confirmando la relacion entre
ambos?’.

En el caso del estrés psicologico, McNulty y colaboradores® analizaron
electromiograficamente zonas con y sin PGM describiendo una mayor actividad eléctrica en
las zonas con PGM durante la realizacion de actividades que requieran una mayor
concentraciéon, como un ejercicio aritmético, relacionando mecanismos emocionales con un
posible incremento del dolor generado por un PGM. El estrés, conduce al incremento de
ciertas hormonas y estimulacion del sistema simpatico, que, en algunos casos puede suponer
un incremento de la liberacibn de ACh en la SNM contribuyendo a la generacion y
mantenimiento de PGM. Este incremento se puede registrar en el ruido de placa elevado en
la zona de PGM. En este sentido en el trabajo de Chen y colaboradores® describieron una
disminucion del ruido de placa en conejos a los que se les habia administrado fentolamina,
estableciendo una relacion entre el sistema nervioso auténomo y los PGM.

El hecho de soportar una sobrecarga muscular en actividades de la vida diaria, tales
como levantar objetos pesados o actividades repetidas sostenidas por cuestiones laborales o
lidicas, puede suponer un incremento de la liberacion espontanea de ACh'S, como
consecuencia de un dafio de la membrana de los miocitos. En este sentido, Hidalgo y
colaboradores evaluaron la presencia de hipersensibilidad mecanica en musculos de la cintura
escapular y cuello con y sin dolor previo, en nadadores de élite. En sus resultados relacionaron
la presencia de dolor e hipersensibilidad mecénica con la presencia de PGM activos*.

Mas recientemente, Blotnick y Anglister*',describieron que el ejercicio incrementa la
formacién AChE, para hidrolizar ACh en las SNMs de fibras de contraccién rapida entrenadas.
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Por lo tanto, parece razonable que una situacion de baja condicion fisica, junto con un
incremento sostenido de la neurotransmisién evocada por diferentes mecanismos, puede
aumentar la presencia de ACh en la hendidura sinaptica, siendo un posible mecanismo

desencadenante de la aparicion de PGM.

1.5.2. Electromiografia en los PGM.

Tal y como se ha comentado, mediante la EMG se puede registrar la AEE o RP, de la
zona de contactos sinapticos de los musculos.

Weeks y Travell en 195742 fueron los pioneros en utilizar la electromiografia en el
diagnostico de los PGM. Concretamente describieron que los PGM del musculo trapecio en
reposo, presentaban una serie de descargas de alta frecuencia, en forma de espiga mientras
que, en areas adyacentes al mismo musculo, habia zonas que eran eléctricamente silentes.
Esta actividad electromiografica fue estudiada de nuevo en 1993, por Hubbard y Bercoff,*® los
cuales registraron una actividad similar a la de Weeks y Travell. Aunque en este trabajo,
plantearon una hipétesis diferente: que el origen de esta actividad eléctrica tuviese el origen
en husos musculares anormales, rechazando la hipo6tesis sobre el origen en las SNM
extrafusales. Posteriormente a este trabajo, Simons y Hong*4, con el objetivo ampliar los
trabajos anteriores, emplearon una amplificacién y velocidad de lectura mayor en los registros
electromiograficos, consiguiendo distinguir los dos tipos de registro caracteristico de la AEE:
las espigas y los MEEPs. En este punto descubrieron que este hallazgo, presentaba muchas
similitudes, con los registros de potenciales de placa motora, descritos como registros
normales®por los neurofisiélogos, cuando se realizan procedimientos de EMG. Llegados a
este punto, los autores se centraron en describir las diferencias entre la AEE normal y anormal,
la necesidad de ajustar los parametros de lectura del electromidgrafo para registrarla y la
importancia de adaptar la técnica de insercion y movimiento de la aguja de registro en el
interior del tejido muscular, dado el tamafo microscopico de los contactos sinapticos y la
especificidad de la AEE.

En una publicacion mas reciente se analizaron diferentes trabajos que aportaron
nuevos argumentos a favor del origen en SNMs del ruido de placa®. Uno de estos trabajos
trato de diferenciar entre las fibras intrafusales, inervadas por motoneuronas alfa y entre las
extrafusales, inervadas por motoneuronas gamma, administrando toxina botulinica. Sin
embargo, ambos tipos al ser colinérgicas (utilizan la ACh como neurotransmisor), la inyeccion
de toxina botulinica, bloqueante de este tipo de neurotransmision, disminuy6 el ruido de placa
en ambas*®.En conclusién, no pudieron diferenciar si el origen del ruido, proviene de las fibras
inervadas por motoneuronas alfa o gamma.

En otro trabajo describieron que los patrones de activacién estaticos y dinamicos de

las motoneuronas gamma, que contribuyen al control del movimiento, no afectan a la fuerza
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de contraccién voluntaria*’. Para evidenciar estas premisas se analizaron registros
electromiograficos intramusculares y de superficie, de los comportamientos motores, de una
zona con PGM y de una zona sin PGM. Para ello es eligié el trapecio superior, observando
que los registros intramusculares y de superficie de la zona con PGM y sin PGM, durante una
contraccién muscular voluntaria, presentan similitudes entre ellos, correlacionando la amplitud
electromiogréfica y la fuerza de la contraccién muscular, permitiendo establecer que el ruido
de placa contribuye a la fuerza generada durante la contraccion muscular. Este
comportamiento electromiografico es indicativo, que el origen de la AEE, es en las fibras
extrafusales*®.

Sin embargo, a pesar de los argumentos aportados por parte de la comunidad
cientifica que han estudiado este fenémeno’, los neurofisidélogos no suelen utilizar la AEE
como signo clinico en las evaluaciones de los pacientes con dolor causado por PGM, sino
como un indicativo de la presencia de SNM?’. Aun asi, en un trabajo mas reciente se ha
estudiado la relacién entre los PGM y el ruido de placa y observaron que, en los masculos con
PGM el ruido de placa era mas facil de localizar®.

En conclusién, es posible el uso del registro electromiografico, de la actividad eléctrica
espontanea, de los musculos que presentan PGM, para evaluar el efecto de su tratamiento y
proporcionar un diagnéstico cuantitativo del sindrome de dolor miofascial. Aunque es
necesario, ampliar y mejorar el conocimiento de este tipo de registro y relacionarlo con la

fisiopatologia de los PGM para mejorar su aplicabilidad en el uso clinico.

1.5.3. Nédulos de contraccién.

Segun, la hipétesis integrada de Simons y confirmada por mas autores'®°, los PGM,
son noédulos de contraccion formados por sarcomeros subsinapticos contraidos debido a la
liberacion anémala de ACh en la SNM. Sin embargo, las evidencias sobre la existencia de un
ndédulo de contraccién subsinaptico son escasas.

Histéricamente, la primera imagen se obtuvo en el musculo gracillis de perro en 1976°".
Se trata de una imagen de microscopio Optico, donde no se observan con claridad, los
sarcémeros contracturados que conforman los noédulos. En 1996 Reitinger y colaboradores®
realizaron una biopsia de nédulos palpables en el gliteo medio de cadaveres frescos,
describiendo la presencia de un mayor diametro en las fibras del nédulo respecto a las
adyacentes. Ademas, las muestras analizadas con microscopio electrénico presentaron claros
indicios de acortamiento en la banda | respecto la A, asociando este hecho a la presencia de
un nodulo de contraccion. Mas recientemente, los grupos de Ballyns y colaboradores® y de
Turo y colaboradores® utilizando la técnica de sonoelastografia estudiaron pacientes con
signos y sintomas causados por PGM. En el trabajo de Ballyns describieron que es posible
distinguir entre zonas con PGM activos o latentes, a parte, identificaron cambios en el sistema
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microvascular cercano a los PGM, respecto a zonas sanas en el mismo musculo. En el trabajo
de Turo, describieron que las zonas con PGM presentan una textura mas homogénea y una
rigidez méas heterogénea, en comparacion con zonas sanas. Sin embargo, esta forma de
ecografia no llega al extremo de poder visualizar los nédulos de contraccion subsinapticos de
forma individualizada. Aun asi, Turo y colaboradores pronostican que, con mayor
refinamiento, puede ser una herramienta prometedora en el estudio de las patologias del tejido
blando, puesto que permite combinar, la visualizacién ecografica junto con el analisis del flujo
capilar o la rigidez del tejido para identificar zonas con posible afectacién por PGM.

En las décadas de los 70 y 80 se evaluaron los efectos de farmacos
anticolinesterasicos, utilizados en el tratamiento de la miastenia gravis sobre la SNM. Se
obtuvieron imagenes de microscopia electronica de ndédulos de contraccién subsinapticos®®-
%8, El principal objetivo de estos tratamientos anti-AChE, es aumentar la presencia de ACh en
la hendidura sinaptica, retrasandose su degradacion, potenciando su accion sobre las SNM.
Esas imagenes son compatibles con las de PGM.

En las investigaciones sobre las aplicaciones terapéuticas de estos farmacos en
humanos, se observé que la anti-AChE, tiene unos efectos notables en la morfologia y
fisiologia de la SNM. En este sentido Ariens y colaboradores® demostraron que las
aplicaciones sistémicas de inhibidores de la AChE causan necrosis del componente
postsingptico de la SNM debido a una sobreestimulacion del aparato contractil. Trabajos
posteriores, relacionados entre si, permitieron observar que las dosis terapéuticas producian
cambios en el componente postsinaptico y en la alineacién del aparato contractil préximo al
mismo, presentando noédulos de contraccién subsinapticos®®. Ademds, estos cambios
histoldgicos se relacionaron con un incremento de la frecuencia de liberacion de vesiculas de
ACh, registrada mediante electrofisiologia intracelular y EMG®®. Posteriormente, David Simons
y colaboradores®® se apoyaron en algunos de estos trabajos, para tratar de encontrar
explicacién molecular a la fisiopatologia de los PGM y para argumentar parte de la hipétesis
integrada y, ademas, sirvieron de base teérica y metodoldgica para tratar de desarrollar un
modelo animal con PGM®°, como veremos en un siguiente apartado.

1.6. RESPUESTA DE ESPASMO LOCAL.

El reflejo de espasmo local (REL) es una contraccion repentina y localizada que se
produce cuando se inserta la aguja o cuando se estimula manualmente de forma adecuada
una o varias fibras musculares con PGM®'-83, Inicialmente la respuesta de espasmo local se
consider6 un signo como patognomonico de PGM'ademads, su aparicién durante el
tratamiento se relaciond con obtener una mayor eficacia®.De hecho, la REL, ha sido objeto
de estudio e interés en el ambito cientifico y clinico, con el fin de establecerlo como referencia
en la eficacia de los tratamientos de los PGM. Asi, existen abundantes trabajos en los que se
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evalla si el tratamiento de los PGM con puncién seca (PS)es mas efectivo si se obtiene un
REL durante el procedimiento o no 6567,

Rha y colaboradores en 2011 publicaron el primer trabajo® que estudié
ecograficamente los REL, provocados durante los tratamientos de puncién seca en pacientes,
para identificarlos y cuantificarlos. Estos autores observaron que el grupo en el que se
produjeron las REL experimentd una mayor reduccién del dolor en comparacion con el grupo
gue no lo hizo. Recientemente, Koppenhaver y colaboradores®®,evaluaron la relacion entre la
REL, el dolor y la funcionalidad en la musculatura lumbar inferior. Para ello, inicialmente, los
pacientes contestaron cuestionarios especificos, sobre el funcionamiento de la musculatura
multifida lumbar y, posteriormente se midi6 la presion algométrica tolerada antes y después
del tratamiento con puncion seca. Se concluyé, que los pacientes que experimentaron REL
mostraron una mejoria mayor, respecto de los pacientes que no la presentaron. Sin embargo,
estas mejoras no afectaron los valores del dolor. Segun Koppenhaver y colaboradores, la
presencia de REL durante la puncién puede ser relevante, sin embargo, no consideran que
sea imprescindible para un tratamiento exitoso. En un trabajo mas actual, Aitor Martin y
colaboradores’estudiaron la influencia del dolor post puncién seca en pacientes con PGM.
Estos autores observaron un incremento del dolor post puncién en los pacientes que
experimentaron REL y plantearon la importancia de estudiar la relacién entre la presencia del
dolor postpuncion y la adherencia al tratamiento ademas de la limitacién en la realizacién de
las actividades de la vida diaria. A diferencia de otros trabajos’’, en los que si observaron un
efecto analgésico junto con un incremento de la tolerancia la presion, en el trabajo de Aitor
Martin y colaboradores™ registraron un descenso en la tolerancia a la presion en la zona
tratada.

A la vista de los datos actuales, queda patente que son necesarios mas trabajos que
clarifiqguen la importancia y necesidad de que aparezcan REL en el tratamiento de PGM. Sin
embargo, en el desarrollo de un modelo animal con PGM, la presencia de la REL en musculos
pequefios, como los de los animales de laboratorio puede ser complicada, pero determinante,
como un elemento mas para tener en cuenta en la caracterizacion del PGM.

1.7. MODELOS ANIMALES DE PGM.

A lo largo de los apartados previos ha quedado evidenciado el gran interés cientifico y
clinico que han generado los PGM en su papel como generadores de disfuncién y dolor
musculoesquelético. En la segunda mitad del siglo XX, se produjo un incremento notable de
los trabajos dirigidos a dilucidar el tema. Especialmente David Simons y Chang Z. Hong que,
junto a otros autores, desarrollaron una serie de trabajos en conejos**7273 con el objetivo

principal de ampliar y describir las caracteristicas electrofisioldgicas e histologicas de los PGM
43
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Concretamente en 1995, Hong y Torigoe’* demostraron que el conejo constituia un
modelo experimental adecuado para el estudio de la respuesta de espasmo local (REL)
caracteristica de los PG humanos. Los autores identificaron mediante palpacién una banda
tensa, que, al ser estimulada subitamente, en un punto concreto, generaba un espasmo. A
continuacion, registraron mediante electromiografia un ruido de placa elevado, focalizado en
ese punto y que disminuia a medida que alejaban la aguja de registro. Estos hallazgos
permitieron profundizar en la identificacién de la REL como signo clinico, durante la
exploracién de los musculos con PGM, asi como signo de referencia sobre la efectividad del
tratamiento. Por otro lado, también en 1995, Simons y colaboradores. hallaron evidencias en
experimentos con este modelo, que la actividad eléctrica observada por Hubbard y Berkoff43,
provenia de fibras extrafusales. Estos estudios en conejos, junto con un estudio en humanos’,
implicaron firmemente a una zona de placas motoras disfuncional como principal localizacién
de la fisiopatologia de los PG, sentando las bases sobre las que posteriormente se
desarrollaria la hipétesis integrada.

Ya en el siglo XX, desde el punto de vista molecular, Sigfrid Mense y David Simons®
aumentaron experimentalmente la ACh en la hendidura sinaptica mediante un farmaco
anticolinesterasico que al mismo tiempo es un fluorocromo (diisopropylfluorophosphate, DFP)
y que permitié visualizar las SNMs de la fibra muscular correspondiente por microscopia.
Como se ha comentado anteriormente, los efectos de los anticolinesterasicos sobre en la
estructura y funcion de la SNM, ya habian sido descritos®>%¢%° sin embargo Mense y
colaboradores en esta ocasion, no lograron crear nédulos contracturados en los musculos
tratados. En un intento de ampliar el trabajo y a la vez describir un posible factor generador
de PGM, sobre impusieron actividad eléctrica en la zona tratada con DFP. Asi se pretendia
aumentar la cantidad de ACh en la hendidura sinaptica a la par que se simulaba una situacion
de estrés mecanico, similar a la que se puede dar en la vida cotidiana, en una situacién laboral
o ludica. Pero el resultado de sumar el farmaco y la electroestimulacion acabé provocando
lesion muscular incompatible con un modelo muscular Gtil para el estudio de los PGM. A pesar
de este resultado, mostraron que el incremento de ACh en la hendidura sinaptica podia ser
una causa de la apariciéon de nédulos contracturados responsables del SDM.

Otro ejemplo de un modelo animal con caracteristicas histologicas y electrofisiolégicas
propias de los PGM, lo encontramos en una serie de trabajos que toman los traumatismos
repetidos como origen y mecanismo de activacion de PGM. En este modelo utilizaron ratas a
las que se les aplico un protocolo de contusién controlada, seguido de un protocolo de
gjercicio. A continuacion evaluaron la presencia de bandas tensas y mediante registros
electromiogréficos hallaron ruido de placa (RP) alterado 3%%. En otros trabajos evaluaron los
cambios histolégicos posteriores al protocolo, observando la presencia de fibras de diferentes

tamanos que presentaban nédulos contracturados’®. Ademas correlacionaron estos cambios
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con las UNMs®, estableciendo asi la relacion entre la presencia de RP alterado y nédulos
contracturados, confirmando la relacion entre la UNM y el PG.

1.8. TRATAMIENTO DEL SDM.
El SDM, requiere de una anamnesis extensa que permita al profesional sanitario
identificar y planificar un tratamiento que puede llegar a ser multidisciplinar incluyendo un

abordaje farmacoldgico’,nutricional””, psicoldgico’® y tratamientos no farmacoldgicos™.

1.8.1. Tratamientos no farmacolégicos del SDM.

En este grupo se hallan los tratamientos mas extendidos entre la comunidad de
profesionales que atienden a los pacientes con problemas musculares causados por PGM.
Estas técnicas han presentado evidencias suficientes, en cuanto a la resolucién de los signos
y sintomas relacionados con los PGM y del SDM en general. En una linea conservadora,
hallamos los tratamientos no invasivos, que engloban el masaje, la terapia manual, los
estiramientos y protocolos combinados de estos, junto con ejercicios fisicos especificos para
reeducar la musculatura de la zona afectada, mejorando las estrategias de control motor del
individuo y tratar de resolver sus dolencias 0 como minimo disminuir la intensidad de los
signos y sintomas®-% Instrumentalmente también se han usado y estudiado las técnicas
laser, diferentes tipos de microondas y las ondas de choque®3-.

Por otro lado, se encuentra el abordaje invasivo mediante el uso de una aguja sélida.
En este grupo hay dos grandes familias terapéuticas: las que usan Unicamente la aguja sélida
para crear una lesién tisular controlada en la zona con PGM es decir la puncién seca (PS) y
las que usan la aguja para introducir algun tipo de electricidad. Dentro de la modalidad de PS,
existen dos subtipos, la puncién superficial y la puncién profunda con entrada y salida rapida.
Este tipo de abordaje es actualmente el mas extendido y conocido por los terapeutas que
tratan el SDM desde hace mas de dos décadas®®. Actualmente se sabe que el uso de la PS
ofrece resultados similares al tratamiento farmacolégico pero sin sus efectos secundarios®”:¢8,
Incluso llega a disminuir el dolor post intervencion en prétesis de rodilla, disminuyendo asi el

uso de farmacos analgésicos®°.

1.8.2. Corriente Galvanica Intramuscular en el tratamiento de los PGM.

Dentro del abanico de tratamientos no farmacolédgicos, también se ha extendido el uso
de las corrientes eléctricas en diferentes modalidades, entre las que encontramos: la
estimulacion nerviosa transcutanea (transcutaneal nerve stimulation, TENS); la estimulacién
eléctrica muscular (EMS, electrical muscle stimulation)generalmente aplicada a través de la
piel en puntos concretos, con el objetivo de activar la contraccibn muscular; la

electroacupuntura (EA) que combina la inserciéon de agujas en puntos de acupuntura junto
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con la estimulacion eléctrica. También, en la Ultima década se ha extendido otra modalidad,
la Corriente Galvanica Intramuscular (CGl), técnica también conocida entre los profesionales
de la salud como electrolisis percutanea musculoesquelética (EPM) o electrolisis percutanea
intratisular (EPI). La aplicacién percutanea o intratisular de la corriente galvanica, fue
desarrollada inicialmente, a finales de los 70, para tratar algunos tipos de tumores®-°4, y ha
sido adaptada para tratar tendinopatias®-. En los Ultimos 5 afos, se ha ampliado para tratar
el SDMY’. Esta técnica, consiste en administrar corriente galvanica o continiia, a través de una
aguja que se inserta en el tejido a tratar. Este tipo de corriente, consiste en un flujo eléctrico
unidireccional, que tradicionalmente se ha usado en fisioterapia, aplicada mediante electrodos
de superficie, con diferentes objetivos como la rehabilitacién en lesiones nerviosas, el
tratamiento de ulceras de decubito y en la administracion de farmacos transdérmicos®.

Un aspecto que hay que tener en cuenta, es que el desarrollo y evolucion de la técnica
de CGl, esta estrechamente ligado a los avances de la ecografia en el sistema muscular
esquelético, permitiendo visualizar la aguja durante su insercién en el tejido objetivo, aplicando
con seguridad y precision el tratamiento®1%°,

Los mecanismos de accion de las corrientes eléctricas en lineas generales involucran
la excitabilidad de los tejidos musculares y nerviosos®-*4 para generar estimulos que permitan
activar mecanismos fisiol6gicos celulares. En el caso concreto de las corrientes TENS,
abordan el dolor mediante la activacion antidromica de una red neuronal compleja'®'1%2, Este
estimulo eléctrico aferente se transmite por el sistema nervioso hasta activar sistemas
inhibitorios descendentes que disminuyen la hiperalgesia. En el caso de la EA, también es
utilizada para tratar el dolor y los efectos descritos en la literatura cientifica’®, involucran
numerosos mecanismos celulares como posibles responsables de sus efectos. La EMS
también ha sido estudiada de forma amplia'®1% en las UGltimas décadas y su mecanismo de
accion se basa en activar la contraccion muscular artificialmente. Con esta activacion se
consigue desencadenar numerosas reacciones intracelulares, tanto en el tejido muscular
como en el tejido nervioso con el que interactda.

Por lo que respecta a los mecanismos descritos en la literatura cientifica con la técnica
de CGl, existen articulos interesantes relacionados con la activacion de cascadas de
senalizacion intracelular que favorecen el control de la reaccién inflamatoria, tanto en
patologias tendinosas® como en musculares'®. Sin embargo, faltan trabajos que describan
con mayor detalle los efectos fisiolégicos generados por el tratamiento de los PGM. Por otro
lado, los efectos fisiolégicos generados con la insercidbn de una aguja en el musculo
esquelético, han sido principalmente descritos para la acupuntura, técnica que consiste en
insertar agujas en puntos concretos del cuerpo'®-'% ademas en un trabajo publicado por
nuestro equipo de investigacion'®®, anterior al desarrollo de esta tesis, se describieron los
procesos fisiolégicos de inflamacién y regeneracion del tejido, que desencadena la puncién
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seca intramuscular. En ese trabajo se aplicaron 15 inserciones intramusculares en el musculo
levator auris longus (LAL) de ratones para, a continuacion, extraer los musculos tratados a las
3y 24 horas y al tercero, quinto y séptimo dia, no observandose perturbaciones en el proceso
inflamatorio ni en la regeneracién muscular y nerviosa, mediante técnicas de histologia,
inmunohistoquimica y microscopio electrénico.

En resumen, el creciente interés de la comunidad cientifica y profesional en la técnica
de CGI ha motivado varios trabajos' %" para disponer de informacién que permita explicar
los resultados observados en la practica clinica y al mismo tiempo mejorar la seguridad y
efectividad del tratamiento. Sin embargo, aln sigue habiendo puntos por esclarecer que
requieren ser estudiados.

1.8.3. Caracteristicas de aplicacion de la CGl.

Uno de los puntos fuertes de la CGl es el uso de la ecografia para monitorizar todo el
proceso de tratamiento, identificando estructuras tisulares que deben ser evitadas como
arterias, venas y nervios, direccionando la aguja de forma precisa hacia zonas diana del
sistema muscular esquelético.

Aun asi, la corriente galvanica por si misma puede llegar a ser lesiva. En cirugia de
tumores se usa la CG, para generar una “ablacién electrolitica” que aprovecha un importante
incremento de temperatura, junto con reacciones electroquimicas, para realizar resecciones
quirargicas de tejido tumoral, para ello se emplean dosis de corriente con un gran amperaje y
duracién'2"15, Sin embargo, los objetivos y las caracteristicas de estos tratamientos estan
muy alejados de los usados en fisioterapia. Los protocolos actuales de CGI en
fisioterapia®9%:1'® emplean bajos amperajes y corta duracion, por lo que, son considerados
atérmicos. Sin embargo, esta hipétesis no ha sido confirmada por ningun trabajo previo y el
incremento de temperatura local concentrado en una aguja de pequefio calibre, como es el
caso de la CGl, podria poner en riesgo la integridad del tejido tratado. En esta tesis se evalla
este aspecto.

Por otro lado, en los Gltimos anos, el disefio y construccién de las agujas han mejorado
notablemente. Sin embargo, aun no hay ningun estudio que las evalle en el caso de la CG
aplicada al tejido muscular. En este sentido hay que tener en cuenta el fenémeno de
electrolisis generado por el uso de corriente continua en tejidos biolégicos. Este fendmeno
consiste en la separacion de moléculas por medio de la electricidad. Una de las principales
reacciones producidas en el tejido muscular, es la descomposicién del agua: 2H>O+2e™ <> Ho+
20H'. Ademas, si la intensidad y duracion de la corriente aplicada son suficientes se generan
mas reacciones, tanto en los tejidos como en los electrodos que administran la corriente %4

Por este motivo hay que considerar la posibilidad que los elementos que componen las agujas
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utilizadas durante los tratamientos de CGI puedan sufrir cambios cuando se aplica la corriente
galvanica®'".

En algunas técnicas similares, como en la EA, modalidad de acupuntura a la que se
conectan electrodos para aplicar corriente, la alteracion de esas agujas durante su uso ya ha
sido motivo de estudio. Hwang y colaboradores''® describieron una gran corrosion de las
agujas utilizadas durante la aplicacién de esta modalidad de tratamiento generando, ademas,
una acumulaciéon de compuestos metalicos en el tejido tratado. Eso implica que el uso de la
corriente galvanica, durante un tiempo suficiente, en determinadas areas, podria dejar
indeseables residuos metalicos, con consecuencias indeseables. Ademas, la posible pérdida
o cambios de los materiales de las agujas pueden disminuir su diametro, aumentando asi la
resistencia al paso de la corriente eléctrica y por tanto generar cambios térmicos. En esta tesis
también se evallan las agujas usadas en la CGl, para descartar estos aspectos adversos

comentados.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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2.1. HIPOTESIS GENERAL.

Las corrientes galvanicas aplicadas intramuscularmente, revierten eficazmente los
puntos gatillo miofasciales en un modelo animal y ademas es un tratamiento seguro sin

efectos indeseables.

2.2. OBJETIVOS GENERALES.

El principal objetivo de esta tesis doctoral es el desarrollo de un modelo animal con
puntos gatillo que presente caracteristicas electrofisioldgicas, histolégicas y ecograficas,
descritas en la literatura cientifica y que permita evaluar el efecto de diferentes tratamientos
utilizados habitualmente en la practica clinica. En concreto:

1. Buscar un anticolinesterasico que aumente la liberaciéon espontanea de ACh de forma
importante y sostenida capaz de generar nédulos de contraccion subsinapticos y
perdurables una semana.

2. Evaluar varias formas de corrientes galvanicas habitualmente usadas como tratamiento
del SDM para revertir los signos electrofisioldgicos de PGM.

3. Analizar la seguridad de la aplicaciéon de corriente galvanica intramuscular, en los
aspectos de: alteracion morfolégica y de composicién de las agujas durante su uso;
cambios de temperatura; cambios en el pH.
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3. MATERIAL Y METODOS.
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3.1. ANIMALES Y EXTRACCION DE MUESTRAS.

En este apartado se presentan los materiales y métodos del articulo 1, Experimental
myofascial trigger point creation in rodents, estos son comunes, con caracteristicas
particulares, en los 3 articulos que se presentan en esta tesis. Las caracteristicas particulares
se detallaran en los apartados especificos 4.2y 4.3.

Para la realizacion de los experimentos con animales, se ha dispuesto de la
autorizacién del Comité Etico de Experimentacién Animal de la Facultad de Medicina y
Ciencias de la Salud de la Universidad Rovira y Virgili de Reus. El cuidado y manipulacién de
los animales se ha realizado contemplando las directrices establecidas en las guias del
Consejo Directivo de la Comunidad Europea del 24 noviembre de 1986 (86 / 609EC) y al Real
Decreto del Gobierno Espanol 53/2013 para el tratamiento humano de los animales de
laboratorio. Los animales de experimentacién utilizados en este trabajo han sido ratones
Swiss jévenes adultos machos (45 y 50 dias edad) y ratas Sprague-Dawley machos (60-70
dias edad). Han sido suministrados por la empresa Charles River (Barcelona, Espafna). Los
animales se han mantenido en el estabulario en jaulas estandar de Makrolon® (27x27x14 cm?®
para ratones y 23x46x14 cm?® para ratas). La temperatura ambiental se ha mantenido
constante a 20-22°C con y una humedad relativa del 60-70% controlados con un termostato
electrénico. Los ciclos de luz artificial han sido de 12 horas luz y 12 horas de oscuridad. La
alimentacién e hidratacién de los animales adultos fue ad libitum, a base de pienso de
mantenimiento para rata y ratén del tipo VRF-1 suministrado por la firma comercial Charles
River y agua clorada ad libitum. Los animales para los experimentos de electrofisiologia
intracelular e histologia han sido anestesiados con la administracion intraperitoneal de
tribromoetanol al 2% (TBE 0.15 ml por cada 10 g de peso del animal). Una vez anestesiados
se comprobd la abolicion de los reflejos y se han desangrado para proceder a la extraccion
del modelo muscular, como se detalla en el apartado de obtencion y preparacién de las
muestras para los experimentos. Para los experimentos de electromiografia y ecografia, los
animales se han anestesiado con el mismo procedimiento y tras comprobar la inexistencia de
reflejos, se han llevado a cabo los procedimientos descritos.

3.2. ADMINISTRACION DE LOS FARMACOS ANTICOLINESTERASICOS.

Los farmacos anticolinesterasicos (anti-AChE) se disolvieron en solucién Ringer
normal (composicién: NaCl 137 mM, KCI 5 mM, NaHCOs 12 mM, Na;HPO4 1 mM, CaCl, 2
mM, MgSO4 1 mM) y se administraron mediante dos procedimientos in vivo 'y ex vivo. En el
procedimiento in vivo con los animales anestesiados, se inyecto la dosis subcutdneamente en
la zona toracolumbar, mediante una jeringa de 1ml con una aguja hipodérmica 0.3x13mm (BD
Microlance™). La correcta administracion del farmaco provoca la aparicién de un sindrome

colinérgico agudo que aparece a los pocos minutos posteriores y desaparece a los 30 minutos.
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Este sindrome consiste en fasciculaciones musculares generalizadas en todo el cuerpo, que
provocan un temblor generalizado, ademds, se produce aumento de secrecién involuntaria de
saliva, lagrimas y orina. En el procedimiento ex vivo, el farmaco se administra en la camarilla
de registro utilizada para emplazar el musculo extraido y realizar registros intracelulares.

Los anti-AChE utilizados y evaluados para desarrollar el modelo animal con PGM han
sido la Neostigmina (NTG (NTG 0.1mg PTG / kg peso del animal); la Piridostigmina (PTG
0.1mg PTG / kg del animal); la Rivastigmina (RTG; 0.1mg PTG / kg del animal) y Fasciculina
Il (FII; 350nM / kg del animal). Todos suministrados por Sigma Aldrich (Steinheim, Germany).

3.3. MODELOS MUSCULARES.

Para el desarrollo de esta tesis se han utilizado los musculos levator auris longus (LAL),
el diafragma y los gastrocnemios. EI LAL y el diafragma se han utilizado para los experimentos
de electrofisiologia e histologia. Por otro lado, los gastrocnemios se han utilizado para los
experimentos con electromiografia y ecografia

El LAL y el diafragma precisan extraccién y diseccion en una placa de Petri recubierta
de Sylgard. Se ha utilizado material quirdrgico, agujas entomol6gicas y una lupa para realizar
la diseccion. Para mantener el musculo en buenas condiciones fisiologicas, la diseccion se
realiza con el tejido sumergido en solucion Ringer (composiciéon: NaCl 137 mM, KCI 5 mM,
NaHCOs 12 mM, NasHPO4 1 mM, CaClz 2 mM, MgSO4 1 mM y glucosa 11 mM, pH 7.3)
continuamente oxigenado con 95% de Ozy un 5% de CO.. En la figura 1 se muestran
cronolégicamente los experimentos realizados para desarrollar el modelo animal con PGM,
después de administrar el anti-AChE.

3.4. REGISTRO INTRACELULAR.

3.4.1. Equipo de registro intracelular.

El equipo de electrofisiologia estd formado por un microscopio, un micromanipulador,
amplificador, tabla digitalizadora y un sistema de registro informatico (Axoscope 10.2, San
Diego, USA; ver figura 2). Se usan como electrodos de registro capilares de borosilicato
(diametro interno de 0.86 mm, diametro externo 1.5 mm; GC150 F-10, Harvard Apparatus Ltd.
UK), que mediante un estirador de pipetas (P-97 Sutter Intruments Novato, USA) se calientan
y estiran hasta obtener una punta de menos de 1 um de diametro y una resistencia entre 20-
40 MQ. Este electrodo se llena con KCI 3 mM (CIK 3 M). Para obtener los registros, el electrodo
de registro se introduce en el citoplasma de los miocitos del musculo diseccionado. Por otra
parte, se utiliza como electrodo de referencia un filamento de plata clorurada Ag-AgCl
conectado a distancia de la zona de emplazamiento del mdsculo, mediante un puente de Agar
(Agar 3,5% en 137mM NaCl) sumergido en Ringer normal.
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Fig. 1. Linea cronolégica de las técnicas utilizadas sucesivamente para el desarrollo del

modelo animal con PGM. En imagenes se muestran las técnicas y su realizacién posterior a la
administracion del anti-AChE.

Ambos electrodos se conectan a un amplificador diferencial (Tecktronics, AMS02,
Tecktronix, Inc., Beaverton, OR, US) con el fin de amplificar la sefial 10 veces. Los registros
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se digitalizan (DIGIDATA 1322A, Interface, Axon Instrument Inc. Weatherford, TX, USA) y a
continuacion se almacenan y analizan con el programa informatico Axoscope 10.2 (Axon
Instruments, San Diego, USA). Todo el conjunto de registro electrofisioldgico es montado
encima de una mesa antivibratoria y situado dentro de una jaula de Faraday, construida con
material conductor que bloquea las interferencias eléctricas externas. La habitaciéon donde

esta emplazado el equipo de registro intracelular tiene controlada la temperatura a 26° y la
humedad al 50%.

Figura 2. Equipo basico de electrofisiologia de registro
intracelular. Elementos basicos de un equipo de electrofisiologia.
1) Microscopio y micromanipulador 2) Amplificador; 3) Tabla
digitalizadora; 4) Sistema informatico (Axoscope10.2).

3.4.2. Procedimiento para el registro intracelular y procesamiento de los datos.

Los experimentos electrofisiolégicos se han llevado a cabo con el masculo LAL y
diafragma. En el proceso de diseccién de ambos musculos es necesario preservar la maxima
integridad del tejido muscular retirando el maximo tejido conectivo, graso y muscular
adyacente que los rodea, para poder llevar a cabo registros mas comodamente.
Seguidamente se coloca la muestra en una camara de registro (1.5ml de volumen) y se
mantiene vivo realizando recambios del Ringer oxigenado cada 30 minutos, durante el tiempo
que dura el experimento.

En los experimentos en que se administra el anti-AChE in tofo se us6 un Ringer con
una baja concentracion de farmaco para disminuir el lavado del farmaco por el recambio del
Ringer (0.01mg / kg).

Una vez emplazado el mudsculo se lleva a cabo la insercion del electrodo de registro

en una fibra muscular. Se confirma una adecuada insercién cuando el potencial de membrana
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es superior a -50mv. Posteriormente se verifica la presencia de MEEPs y si estos presentan
un tiempo de subida menor a 1 ms (lapso entre la base y el pico de un MEEP) se procede a
grabar los MEEPs que aparecen durante 60 segundos. El registro se rechaza si durante la
grabacion el potencial de membrana cae mas debSmV.

3.4.3. Experimentos con tratamiento ex vivo e in vitro.

Los experimentos in vitro son aquellos en que se extrae el musculo de interés, se
instala en la camara de registro, realizando lavados con Ringer oxigenado, cada 30 minutos.
Manteniendo el mdsculo en la camara de registro, se realizan 15 registros en fibras diferentes,
cerca de las SNMs (registros control). Seguidamente se realiza una incubacién con un anti-
AChE durante una hora. Una vez finalizada la incubacion se realizan 15 registros de otras
SNMS (registros experimento). Una vez analizados los registros, se realiza un estudio
comparativo entre los registros control respecto a los registros experimento. La principal
ventaja de este tipo de experimentos es que se puede asegurar la cantidad de anti-AChE que
esta recibiendo la muestra. Por el contrario, el tejido no se encuentra en las condiciones
fisiologicas del organismo, por lo que no recibe su irrigacién normal (faltan de oligoelementos,
vitaminas, hormonas etc. de los que el Ringer adolece).

Los experimentos in vivo son aquellos en que el tratamiento se lleva a cabo antes de
la extraccion de la muestra, inyectandolo al animal vivo de forma subcutanea. Cuando el
sindrome colinérgico ha desaparecido (30 min) se procede a la diseccién y montaje en la
camara de registro para realizar al menos 15 registros en fibras musculares diferentes
(registros experimento. Al igual que en la exposicién in vitro, se realizan cambios de Ringer
para mantener la muestra viva, con el anti-AChE en dilucion. En el grupo control se realizaron
registros sin exposicién a ningun anti-AChE. Una vez analizados los registros, se realizé un
estudio comparativo entre los registros control respecto a los registros experimento. La
principal ventaja de esta modalidad es que la administracién del farmaco se realiza en
condiciones fisiolégicas normales para el musculo, es decir sin alterar la irrigacién sanguinea
ni del aporte de nutrientes. Pero, por el contrario, no se puede acreditar la cantidad de farmaco
que recibe el musculo.
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3.4.4. Parametros electrofisioldgicos estudiados.

Los parametros estudiados en los MEEPs registrados son: la frecuencia de aparicion
(nimero de eventos por minuto); la amplitud del evento que se considera desde la linea de
base hasta el punto mas alto del evento, expresado en milivoltios (mV); el tiempo de caida
(half decay time) el tiempo que tarda el MEPP desde el punto mas algido al llegar a la mitad
de la amplitud. Modificaciones en la frecuencia da informacion sobre accién axonal de los
compuestos quimicos. Alteraciones en la amplitud es indicativo que los compuestos quimicos
tienen una accién sobre el componente postsinaptico. El half decay time aporta informacién
sobre el efecto de los anti-AChE que se evidencia como un alargamiento de este tiempo de
caida (ver figura 3). Se realizaron registros de al menos 15 uniones neuromusculares
diferentes y se promediaron los valores. La amplitud media (mV) por fibra se calculé y se

corrigié por sumacion no lineal''®asumiendoun potencial de membrana ideal de —80 mV.

Y

il
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Figura 3. Ejemplo de registro de los potenciales de placa miniatura (MEEPs). Imagen real del
registro en que se han sobreimpuesto varios eventos. A’. Parametros evaluados en los MEPPs.
Amplitud del evento, se registra desde la linea de base hasta el punto mas alto, expresado en
milivoltios (mV); el tiempo de caida, el tiempo que tarda el potencial de membrana al llegar a la mitad
de la amplitud
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3.5. REGISTRO ELECTROMIOGRAFICO

3.5.1. Procedimiento.

Los registros de ruido de placa se obtuvieron con un sistema de electromiografia
(Medelec Mystro plus, GR20) con una aguja de EMG concéntrica (Natus Manufacturing
Limited) con la siguiente configuracién: 50uV de amplificacion y 100 milisegundos por division.
El animal anestesiado es colocado en decubito prono con las extremidades estiradas. La
habitacién se mantiene a una temperatura de 222-25.8°C. Ya que el procedimiento no conlleva
un sacrificio del animal, se le coloca una via intraperitoneal para mantenerlo anestesiado y
vivo durante el procedimiento. El procedimiento de registro consiste colocar un electrodo de
referencia superficial en la base de la cola del animal. Seguidamente, se rasura la zona
posterior de las extremidades inferiores y se realiza una incisién para cortar la piel que recubre
el paquete muscular del area de los gastrocnemios, exponiéndolo y permitiendo un acceso
directo.

El primer registro EMG se realiza en el gastrocnemio derecho (registro control, Figura
4.A). Seguidamente se inyecta la neostigmina subcutaneamente y se comprueba que
aparezca el sindrome colinérgico. Pasados 30 minutos, 3h y 24h se procede al registro de la
pata izquierda (registro experimento, Figura 4. A). En cada pata se estudia el nimero de areas
que presentan ruido de placa y la frecuencia de eventos expresado en Hertzios en cada una
de ellas. Con el fin de no repetir ni omitir ninguna zona, se sigue un orden sistematico de las
areas, numeradas por numeros (filas) y letras (columnas), iniciando el procedimiento de
registro desde el extremo distal al proximal, empezando por la zona 4A, seguida de 4C y luego
4B (ver Figura 4.B). El proceso se repite con cada numero y letra. En cada area se debe
insertar una la aguja concéntrica, lentamente y sin realizar movimientos bruscos y una vez
emplazada se realizan pequefos giros, dentro de cada una de las doce areas descritas
previamente, para localizar alguna sefal registrable. Se considera que una zona tiene ruido
de placa cuando éste aparece y se mantiene durante 5 segundos.

3.5.2 Parametros electromiograficos estudiados.

En los registros de EMG, se obtienen dos tipos de seial: las provenientes del ruido de
placa y las espigas (Fig. 5). Solo el ruido de placa es finalmente analizado debido a que la
relacion de las espigas no esta del todo definida con a los PGM.
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3.6. TECNICAS HISTOLOGICAS.

3.6.1. Azul de metileno.

Técnica de histologia clasica que permite observar la posible reaccién inflamatoria
presente en el tejido. Muy util en la fase inicial del proyecto, durante el periodo de testeo de
dosis de anti-AChE, para discriminar si se provoca reaccion inflamatoria y digestién enzimatica
del aparato contractil. La técnica se ha llevado a cabo inmediatamente la diseccion
sumergiendo las muestras en 2% de azul de metileno (Sigma Aldrich) disuelto en agua
bidestilada durante 10 minutos. Seguidamente se realizan tres lavados con agua destilada,
durante dos minutos cada uno. Finalmente se han deshidratado las muestras sumergiéndolas
en alcoholes al: 30%. 50%, 70%, 90% y al 100% (Panreac) y se han montado con resina epoxi
en un portaobjetos (Thermo scientific Mezel-Glaser) y un cubreobjetos (Hischmann

Laborgenate).

Figura 4. Procedimiento de EMG. A. Esquema del emplazamiento del animal en decubito prono y
patas posteriores depiladas. B. Division de los gastrocnemios en 12 areas virtuales para el registro.

3.6.2. Tincidon PAS-Alcian

Es una técnica combinada de histoquimica que permite la deteccién y tincion de
mucopolisacaridos neutros y acidos mediante la combinacién del acido periddico de Schiff
(PAS) y azul Alcian. El azul Alcian es un colorante basico utilizado para la localizacion de
polisacaridos como por ejemplo los glucosaminoglicanos en los cartilagos. El PAS permite la
tincién de polisacaridos, glucégeno, glicolipidos y glicoproteinas neutras. Su unién selectiva
se debe a la reaccién entre el reactivo acido periddico, que transforma los glicoles en grupos
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aldehido, el reactivo de Schiff reacciona con estos grupos proporcionando un color rosa o
magenta.

La tincion se ha llevado a cabo, con una modificacion del protocolo clasico que consiste
en no utilizar fijadores en la muestra. De esta forma se preserva la membrana celular y solo
se tifien los glucosaminoglicanos extracelulares. La técnica se ha realizado directamente en
la placa de Petri recubierta de Sylgard con los musculos estirados mediante agujas
entomoldgicas. Se inicia con azul Alcian 8GX (Sigma Aldrich) y acido acético al 3% durante
15 minutos. A continuacién, se realiza un lavado con agua destilada y se oxidan en acido
periddico durante 15 minutos. Seguidamente se sumerge la muestra en el reactivo de Schiff
de Coleman (Sigma Aldrich) durante diez minutos. Finalmente se realiza un lavado de 3
minutos y se sumergen en metabisulfito (Na2S:0s) al 10%. Finalmente, se realiza una
deshidratacion (alcoholes al: 30%. 50%, 70%, 90% y al 100%) para el montaje usamos, el

portaobjetos y cubreobjetos con resina epoxi.

Sin ruido de placa

AN AN
Ruido de placa \/\‘WN 100 ms

S v Eventos

Figura 5 Electromiografia. A. Electromidgrafo que se ha utilizado en esta tesis para hacer los
registros. B. Ejemplo de 2 registros electromiogréaficos, uno en un area sin ruido de placa (arriba) y
otro en un area con ruido de placa. C. Registro muy amplificado (50uv) que permite evidenciar como
se ha procedido para contabilizar los eventos del ruido de placa y asi establecer la frecuencia. Barra
vertical: 1mV. Barra horizontal: 2.5 ms.
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3.6.3. Marcaje fluorescente de los receptores AChR.

Esta técnica permite llevar a cabo estudios morfologicos, de los receptores de ACh
presentes en el componente postsinaptico de la membrana del miocito. Consiste en la
utilizacién de la a-bungarotoxina rodaminada, para detectar los AChR de los musculos
tratados. Después de diseccionar los musculos siguiendo el procedimiento descrito, se fijaron
con paraformaldehido al 4% (pH 7.4) durante 45 minutos. Seguidamente, se permeabilizan
las membranas con Triton X-100 al 1% y bloquean las reacciones inespecificas con BSA al
4% disuelto en tampédn fosfato salino (Phosphate Bovine Serum, PBS, ajustado a pH 7.4; KCI
2.7 mM, KH2PO4 1.5 mM, NaCl 140 mM y NapHPO4 8.1 mM) a 4°C durante una noche. A
continuacion, se realizaron tres lavados de 10 minutos con agitacion y a temperatura
ambiente, seguidamente, se incubd la alfa bungarotoxina (a-BTX) conjugada con tetrametil
rodamina isotiocianato (TRITC, Molecular Probes) dilucion 1:800, esta se une
irreversiblemente a los nAChRs del componente postsinaptico y permite detectar las zonas
de inervacion. Tras la incubacion, se han hecho tres lavados de 10 minutos con tampén PBS,
con agitaciéon y a temperatura ambiente, para eliminar el exceso de anticuerpo. Los lavados
se han realizado en la oscuridad para evitar la pérdida de intensidad de fluorescencia. Por
ultimo, se montaron las muestras con Mowiol (4-88, Calbiochem) para prolongar la marca
fluorescente. Las muestras se han dejado reposar 24 horas, para luego ser visualizadas.

La visualizacién de la muestra se ha llevado a cabo mediante un microscopio laser de
confocal (TE 2000-E Nikon) y el estudio morfométrico con el programa NIS-Elements (NIS-
Elements AR 3.00 NIKON, Japén). El programa permite delimitar el perimetro del receptor
postsinaptico de la SNM, obteniendo un valor para realizar posteriormente un estudio de la

frecuencia de los tamanos.

3.7. ESTUDIO ECOGRAFICO.

En esta técnica se han utilizado los musculos gastrocnemios de rata Sprague-Dawley
macho (60-70 dias edad). La rata, por su mayor tamafo, permite una mejor exploracién
manual y observacion ecografica que con el ratén.

Este estudio se realiza a temperatura ambiente, de 22°-25.8°C para mantener las
constantes del animal estables. Este procedimiento no conlleva el sacrificio del animal, por lo
tanto, se coloca una via intraperitoneal para mantener el estado de anestesia durante el
procedimiento.

Inicialmente, en la pata izquierda se realizé el procedimiento de exploracién manual,
insercion de la aguja y aplicacién de la técnica de puncién seca (ver figura 6.A).
Posteriormente, se administré NTG subcutdneamente y 30 minutos después, se aplicé el
mismo protocolo y procedimientos, en este caso en la pierna derecha. Todos los
procedimientos se monitorizaron continuamente con el ecégrafo LOGIQ E R7 (General
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Electric) y una sonda L10-22-RS (General Electric). Las agujas utilizadas durante los
procedimientos son agujas solidas (0.30x40 Physio Invasiva) y fueron de facil identificacion

como se puede ver en la figura 6.B)

-
2

—=
A

-

iz

AGUJA DE TRATAMIENTO

Fig. 6. Estudio ecografico para identificar los signos clinicos de los PGM. A. La rata se sitla
boca abajo anestesiada, se inserta la aguja y se monitoriza con el ecégrafo. B. Captura de pantalla
del ecografo durante el tratamiento, la flecha sefnala la sefal hipoecoica de la aguja de PS en el
interior del paquete muscular.

3.8. ANALISIS ESTADISTICO.

Todos los datos obtenidos se procesaron mediante el programa Microsoft Excel,
almacenadas y posteriormente se realiz6 el estudio estadistico con el programa SPSS para
Windows. Los valores se expresan como medias £ SEM. Algunas veces los valores se
expresan como "Porcentaje de cambio”. Esto se define como: [valor experimental / valor de
control] X 100. Utilizamos la prueba t de Welch de dos colas para valores no apareados porque
nuestras variaciones no eran iguales. Se opt6 por esta prueba porque es mas restrictiva que
la prueba t ordinaria. Las diferencias se consideraron significativas a P <0.05.
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4. RESULTADOS
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4.1. ARTICULO 1 EXPERIMENTAL MYOFASCIAL TRIGGER POINT
CREATION IN RODENTS.
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4.1.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS DEL ARTICULO 1. EXPERIMENTAL MYOFASCIAL
TRIGGER POINT CREATION IN RODENTS.

Buscar entre los farmacos anti-AChE disponibles, el méas idéneo para generar PGM.

2. Analizar la neurotransmisién espontanea y evaluar el efecto de los anti-AChE
propuestos mediante técnicas de registro intracelular in toto y ex vivo, en un musculo
ténico (diafragma) y en otro de fasico (levator auris longus, LAL).

3. Evaluar la aplicacién in toto del AChE elegido, en una sola dosis y en dosis repetidas
para generar un modelo animal que presente signos electrofisiolégicos e histol6gicos
descritos en la literatura durante una semana.

4. Estudiar electromiograficamente el ruido de placa en musculos sanos y evaluar los
cambios durante la administracién de anti-AChE.

5. Evaluar mediante técnicas histolégicas e inmunohistoquimicas los cambios
estructurales en las sinapsis neuromusculares y la posible presencia de
glucosaminoglicanos en los muasculos de animales tratados con anti-AChE.

6. Estudiar ecograficamente la presencia de signos clinicos de los PGM: la banda tensa
y la respuesta de espasmo local.
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Margalef R, Sisquella M, Bosque M, Romeu C, Mayoral O,
Monterde S, Priego M, Guerra-Perez R, Ortiz N, Tomas J,
Santafe MM. Experimental myofascial trigger point creation in
rodents. J Appl Physiol 126: 160—169, 2019. First published October
11, 2018; doi:10.1152/japplphysiol.00248.2018.—Myofascial pain
syndrome is one of the most common forms of muscle pain. In this
syndrome, pain is originated by the so-called trigger points, which
consists of a set of palpable contraction knots in the muscle. It has
been proposed that a high, spontaneous neurotransmission may be
involved in the generation of these contraction knots. To confirm this
hypothesis, we exposed mouse muscles to an anticholinesterasic agent
to increase the neurotransmision in the synaptic cleft in two different
conditions, in vivo and ex vivo experiments. Using intracellular
recordings, a sharp increase in the spontaneous neurotransmission in
the levator auris longus muscle and a lower increase in the diaphragm
muscle could be seen. Likewise, electromyography recordings reveal
an elevated endplate noise in gastrocnemius muscle of treated ani-
mals. These changes are associated with structural changes such as
abundant neuromuscular contracted zones observed by rhodaminated
a-bungarotoxin and the presence of abundant glycosaminoglycans
around the contraction knots, as shown by Alcian PAS staining. In a
second set of experiments, we aimed at demonstrating that the
increases in the neurotransmission reproduced most of the clinical
signs associated to a trigger point. We exposed rats to the anticholin-
esterase agent neostigmine, and 30 min afterward we observed the
presence of palpable taut bands, the echocardiographic presence of
contraction knots, and local twitch responses upon needle stimulation.
In summary, we demonstrated that increased neurotransmission in-
duced trigger points in both rats and mice, as evidenced by glycos-
aminoglycans around the contraction zones as a novel hallmark of this
pathology.

NEW & NOTEWORTHY In rodents, when neostigmine was in-
jected subcutaneously, the neuromuscular neurotransmission in-
creased, and several changes can be observed: an elevated endplate
noise compared with normal endplate noise, as evidenced by electro-
myographyc recording; many muscular fibers with contraction knots
(narrower sarcomeres and locally thickened muscle fiber) surrounded
by infiltration of connective tissue like glycosaminoglycans mole-
cules; and palpable taut bands and local twitch responses upon needle
stimulation. Several of these signs are also observed in humans with
muscle pain.

Address for reprint requests and other correspondence: M. M. Santafe, Unit
of Histology and Neurobiology, Dept. of Basic Medical Sciences, Faculty of
Medicine and Health Sciences, Rovira i Virgili University, Carrer St. Lloreng
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animal model; endplate noise; myofascial pain syndrome; myofascial
trigger point; spontaneous acetylcholine release

INTRODUCTION

Myofascial pain syndrome (MPS) is one of the most fre-
quent causes of muscular pain observed clinically (reviewed in
Ref. 16). MPS is a collection of known sensory, motor, and
autonomic symptoms caused by myofascial trigger points
(MTrPs) (9, 29). An MTtP is an hyperirritable area in a skeletal
muscle associated with a palpable and tender nodule located in
a taut band of muscle. This taut band consists of a group of
muscle fibers of increased consistency and with an abnormal
state of tension. MPS is very common in humans, and it is
estimated that almost everyone might suffer at least one epi-
sode during his life (16).

Electromyography (EMG) allows clinicians to confirm the
existence of MTrPs. Electromyographically, MTrPs can be
diagnosed by the finding of a characteristic recording called
endplate noise, which corresponds to the spontaneous release
of acetylcholine (ACh) in the motor endplates of some mus-
cular fibers (8, 17). According to Hong and Simons (12), an
MTtP is composed of multiple active loci from where this
characteristic EMG recording can be obtained. Furthermore,
the existence of elongated hypoechoic regions in the area of
MTrPs can be revealed by ultrasound diagnosis (30). Cur-
rently, the most accepted theory on the pathophysiology of
myofascial trigger point involves an altered or abnormal neu-
rotransmitter release, and this starts a cascade of events ulti-
mately forming a MTrPs (27). It has been experimentally
demonstrated that a maintained increase (from 20 to 30 min) of
ACh in the synaptic cleft generates a myocyte membrane
potential with insufficient values to “trigger” an action poten-
tial but enough to allow an increase in Na>* in the subsynaptic
cytoplasm (15). This increase in sodium permeates the sarco-
tubular system locally and depolarizes the system, which
induces a progressive efflux of Ca>". This calcium will locally
activate contraction. Finally, a disk of contraction is built in the
subsynaptic area, which constitutes the palpable nodule previ-
ously discussed as myofascial trigger points. An integrated
hypothesis proposes that shortening of sarcomeres in knot
contractions causes a shortening of the muscle fiber causing tau
band (27). On the other hand, Shah and colleagues (25, 26),
using a sophisticated technique of microanalysis in patients,
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demonstrated the existence of substances associated with pain
and inflammation. Specifically an elevated concentration of
protons, SP, calcitonin gene-related peptide, bradykinin,
TNFa, IL-1p3, IL-6, IL-8, 5-HT and norepinephrine were found
in an area of MTrPs located in the upper trapezius. Despite
these few works, MPS pathophysiology has been poorly stud-
ied.

Simons and Stolov (28) performed a biopsy and obtained the
first images of contraction knots from a palpable nodule lo-
cated in a taut band in the gracillis muscle of dogs. Many years
later, Mense et al. (21) obtained disks of contraction similar to
those of MTrPs in the gastrocnemius muscle of the rat by
means of an electrically induced contractile activity added to
the treatment with the anticholinesterase agent DHP. Never-
theless, they also obtained undesirable muscle injuries that
Simons and Stolov (28) had not described.

More recently, Shah and colleagues (25, 26), using a sophis-
ticated technique of microanalysis in patients, demonstrated
the existence of high concentrations of substances associated
with pain and inflammation in an area of MTrPs. Despite these
few works, the pathophysiology of MPS remains poorly stud-
ied.

We have generated multiple contraction knots clearly iden-
tified by microscopy and multiple active loci identified by
electrophysiology techniques in mice. Myofascial trigger
points were generated by increasing the ACh in the synaptic
cleft by means of anticholinesterasic agents injected subcuta-
neously. This model reproduced the related signs of MTrPs
described in the literature and would become an important tool
to better understand the pathophysiology of MPS.

MATERIALS AND METHODS
Animals

Experiments were performed on adult young male Swiss mice
(45-50 days postnatal; n = 139) and Sprague-Dawley rats (60 to 70
days post-natal, n = 18; Charles River, L’ Arbresle, France). Animals
were euthanized by exsanguination under anesthesia. The animals
were cared for in accordance with the guidelines of the European
Community’s Council Directive of November 24, 1986 (86/609/EEC)
and the Spanish Royal Decree 53/2013 for the humane treatment of
laboratory animals. This study was approved by the Ethics Committee
of the Rovira i Virgili University.

Table 1. Methodological approach

Muscles

Animals were anesthetized with 2% tribromoethanol (0.15 ml/10 g
body weight ip) and euthanized by exsanguination while deeply
anesthetized. The levator auris longus (LAL; fast-twitch muscle) and
diaphragm (slow-twitch muscle) with their nerve supply were excised
and dissected on a Sylgard-coated Petri dish containing normal Ringer
solution and continuously bubbled with 95% 0,-5% CO.. Both the
LAL and diaphragm were used for the electrophysiological study. The
gastrocnemius muscles were used for electromyography and ultra-
sonographic recordings (Table 1).

Anticholinesterasic Exposure

Studies done by injecting drugs into the live animal (in toto) ensure
a physiological environment in terms of oxygen, hormones, vitamin
trace elements, and other supplies provided by the blood, but we do
not know the exact dose of anticholinesterase that reaches every
muscle. On the other hand, studies in the recording chamber (ex vivo)
allow us to control the dose of exposure, but the physiological solution
(Ringer) used, despite being a good saline solution, does not bring
vitamins, hormones, or other ions in blood. Finally, to overcome these
limitations, we decided to include both experimental approaches.

We increased ACh in the synaptic cleft in two different experi-
mental conditions of exposure to anticholinesterasic agents: in vivo
and ex vivo experiments. To choose the best drug and the most
effective dose at inhibiting acetylcholinesterase, we tested several
anticholinesterase agents: three classic drugs such as neostigmine
methyl sulfate (NTG; 0.1 mg NTG/kg body wt; Sigma), pyridostig-
mine (PTG; 0.1 mg PTG/kg body wt; Sigma), and rivastigmine (RTG;
0.1mg RTG/kg body wt; and Fasciculin II (FII; 350 nM, Sigma), the
last of which is the most recent generation of anticholinesterase.

For in vivo experiments, NTG, PTG, or RTG were injected sub-
cutaneously (thoracolumbar area) into adult male Swiss mice. To
ensure the correct drug administration, we expected the appearance of
a cholinergic syndrome within 30 min posttreatment. Cholinergic
syndrome is characterized by generalized tremor (clearly seen in the
extremities), increased salivation, and tearing. If the cholinergic syn-
drome did not appear, the animal was discarded for the study. We
have chosen a treatment with subcutaneous neostigmine (whole ani-
mal) rather than intramuscular treatment to prevent from the needle
injuries that could interfere with the results.

The muscles were exposed to anticholineserasic in ex vivo exper-
iments for intracellular recordings exclusively (see below). The mus-
cles were normally excised and dissected on a Sylgard-coated Petri
dish containing normal Ringer solution that was continuously bubbled
with 95% 0,-5% CO,. Then, the anticholineserasic (NTG or FII) was
added to the bath for 60 min before the recording started.

Time After Neostigmine Treatment

Animal (Technique) Muscle 30 min 1h 3h 24 h 48 h 72 h

Mouse

Intracellular recordings LAL/diaphragm | | ] | | O

Methylene Blue LAL O | O | J J

PAS/Alzian Blue LAL | ] ] | |:| |

Histochemical LAL | O O | | | J

Electromyography Gastrocnemius | D | | D O
Rat

Intracellular recordings LAL | [l O O [l [l

PAS/Alzian Blue LAL | O O O J J

Electromyography Gastrocnemius | D [l | D O

Ultrasound Gastrocnemius | O O | J J

Several techniques were performed on the muscles shown at the indicated time periods after neostigmine exposure. B, Technique performed; [], no technique

performed.
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Electrophysiology: Intracellular Recordings

Spontaneous miniature endplate potentials (mEPPs) were recorded
intracellularly with conventional glass microelectrodes filled with 3 M
KCI (20-40 M() resistance). Records were rejected if the membrane
potential (Vm) was less than —50 mV or if it fell by >5 mV during
the recording period.

The recording electrodes were connected to an amplifier (Teck-
tronics, AMS02). A distant Ag-AgCl electrode connected to the bath
solution via an Agar bridge (Agar 3.5% in 137 mM NaCl) was used
as reference. MEPPs were digitized (DIGIDATA 1200 Interface;
Axon Instruments), stored, and analyzed by computer. We used
Axoscope 10.2 (Axon Instruments) for data acquisition and analysis.
The MEPP frequency was recorded for 100 s from =15 different
neuromuscular junctions, and the values were averaged. The mean
amplitude (mV) per fiber was calculated and corrected for nonlinear
summation (19) assuming a membrane potential of —80 mV.

In ex vivo experiments, we proceeded as follows. First, we re-
corded mEPPs from =15 different control neuromuscular junctions.
Then we incubated the muscle with the anticholineserasic (NTG or
FII) for 1 h, and we recorded mEPPs from =15 different neuromus-
cular junctions.

For in vivo experiments, we proceeded as follows: NTG, PTG, or
RTG was injected subcutaneously in adult male Swiss mice; when the
acute cholinergic syndrome disappeared (30 min), the sample (LAL or
diaphragm) was normally excised and dissected as explained above,
and mEPPs were recorded from =15 different neuromuscular junc-
tions.

Histological Techniques

Methylene blue. Whole LAL muscles were removed and exposed to
a 1% methylene blue dissolved in 1% borax for 2 min. Subsequently,
the samples were washed with distilled water for three steps of two
minutes each. Finally, we proceeded to dehydration and mounting
with epoxy resin.

Periodic acid Schiff/Alcian Blue staining. The samples were not
fixed, and they were directly labeled. In this manner, the cellular
membrane is quite preserved, and the extracellular glycosaminogly-
cans (GAGs) are better labeled. The LAL muscles were normally
excised and dissected on a Sylgard-coated Petri-dish containing nor-
mal Ringer solution. The muscles maintained in the Sylgard-coated
Petri-dish were directly labeled with Alcian Blue 8GX and 3% acetic
acid for 15 min. Subsequently, the samples were washed with distilled
water and oxidized in periodic acid for 2 min. Then the samples were
placed in Coleman’s Schiff’s Reagent for 10 min. Later, the muscles
were washed in water for 3 min and placed in 10% sodium metabil-
sulfite. Initially, the samples were directly mounted in glycerin be-
cause the label colors can be seen better than when the samples are
dehydrated. To preserve the samples for a long time, after the analyses
we proceeded to dehydration and mounting with epoxy resin.

Immunochemical technique. Whole LAL muscles were removed
and fixed in 4% paraformaldehyde in PBS (pH 7.4) for 45 min at room
temperature (~22°C). The LALs were labeled for postsynaptic nico-
tinic acetylcholine receptors with tetramethyl rhodamine isothiocya-
nate (TRITC)-a-BTX (1:800 dissolution; Molecular Probes,). Mus-
cles were mounted in Mowiol with p-phenylenediamine (Sigma). A
morphometric study of the image was made to evaluate the area for
each synaptic contact with the Nis Elements (Nikon). Finally, the
frequency distribution analysis of the measured synaptic areas was
performed.

Endplate Noise Recordings

The needle EMG (nEMG) records were always obtained from an
anesthetized animal at a controlled room temperature between 22 and
25.8°C. The muscle used for this study was the gastrocnemius because
it is easy to access and is suitable for the study. Results from

J Appl Physiol - doi:10.1152/japp
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intracellular recording experiments determined that the neostigmine
was the most effective anticholinesterasic in terms of increasing the
frequency of mEPPs. For this reason, endplate noise experiments were
performed only with neostigmine.

Registers were obtained with an electromyography system (Mede-
lec Mystro plus, GR20) with a monopolar EMG needle (Natus
Manufacturing). The needle is slowly inserted into the muscle and,
once inside, is moved to record in all directions. The muscle was
divided into 12 areas (Fig. 1A) to cover all the muscle and to avoid
registering the same endplate noise twice. The recording needle is
introduced into the gastrocnemius until a change in the noise can be
heard. Electromyography screen is then studied, and if it is correct
(without alternating current, artifacts, etc.) endplate noise is recorded.
The number of areas with endplate noise (=12; see Fig. 1A) was
recorded. During the time recording endplate noise, we count the
number of potential per second that have appeared. That is the
frequency and is expressed in Hz.

The experiments proceeded as follows: /) a control nEMG record-
ing in the left gastrocnemius, 2) subcutaneous injection of NTG, 3) the
animal showing cholinergic syndrome, 4) nEMG examination of the
right gastrocnemius muscle (see Fig. 1B).

Ultrasonography

Muscular ultrasonography was performed in rats with an ultra-
sound (LOGIQ E R7; General Electric) and a transducer (General

3A 3B

4A 4B

i

Neostigmine
<+—>» 30
<+—» 3h
<4+—» 24h

Fig. 1. Endplate noise. A: scheme of the gastrocnemius muscle showing the 12
virtual areas used for registration to ensure no repetitions or absences. B:
scheme of the protocol used for recording the endplate noise. Before treatment,
the left gastrocnemius was recorded. Then, the animal was treated with
subcutaneous neostigmine, and 30 min, 3 h, or 24 h later the right gastrocne-
mius examination was performed. In all cases, to minimize interindividual
variability, the values obtained in the right (exposed to neostigmine) and the
left gastrocnemius (control) were compared.

Control
Control
Control
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Electric, L10-22-RS). Ultrasound needle within tissues is identified as
a bright line that penetrates tissue or only as a reflection of the tip. If
a sudden and very localized movement when the needle is inserted
into the muscle is seen, it is considered to be a local twitch response.
If the needle insertion shows only the tip deforming the tissue while
penetrating, it is considered that the local twitch response has not
occurred. First MTrPs and local twitch response to dry needling
muscles were assessed in left gastrocnemius before treatment. Then,
rats were treated with neostigmine, and 30 min later the right gas-
trocnemius muscles were palpated for MTrPs and dry needled during
ultrasonographic monitoring. In both cases, the dry needling proce-
dure was applied using a solid filament needle and with the multiple
insertion technique usually employed to elicit local twitch responses
in a muscle with MTrPs.

Lists of Chemicals and Equipment

Mice were supplied by Charles River Laboratories (L’Arbresle,
France). Tribromoethanol and other salts were supplied by Sigma
Aldrich (Steinheim, Germany). Sylgard was supplied by Dow Corn-
ing. Anticholinesterase agents neostigmine (NTG), piridostigmine

Diaphragm
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2
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(PTG), rivastigmine (RTG), and fasciculin II (FII) were supplied
Sigma-Aldrich, stereoscopic magnifying glass (EMT) was from Meiji
Techno (Tokyo, Japan), monopolar EMG needles were from Natus
Manufacturing (Galway, Ireland), micromanipulator was from Prior
(Cambridge, UK), Medelec Mystro was from Teca Medelec (London,
UK), and ultrasound and transducer were from General Electric
(Boston, MA).

Statistical Procedure

Values are expressed as means * SE. The values are expressed as
“percentage of change.” This is defined as [experimental value/control
value] X 100. We used the two-tailed Welch’s t-test for unpaired
values because our variances were not equal. We prefer this test
because it is more conservative than the ordinary #-test. Differences
were considered significant at P < 0.05.

RESULTS
Electrophysiology: Intracellular Recordings

To choose the best drug and the most effective dose at
inhibiting acetylcholinesterase, we tested several anticholines-
terase agents. Two muscles, the diaphragm as a slow-twitch
muscle and LAL as a fast-twitch muscle, were also chosen (see
Fig. 2A). To visualize the muscle fibers and localize the
possible NMJ requires flat, thin, and transparent muscles.
These muscles are very thin and easy to manipulate for elec-
trophysiological studies.

The results obtained in the diaphragm were globally mod-
erate compared with those obtained in the LAL muscle (Fig.
2B). The higher increase in the frequency of mEPPs was
obtained when the diaphragm was exposed to neostigmine
(NTG) in the recording chamber (ex vivo experiments; ~200%
increase). Twenty-four hours after a single subcutaneous in-
jection of NTG (0.1 mg NTG/kg body wt), no significant
changes in frequency were produced (variation of experimental
values with respect to control values: 2.88% = 4.77;, n = 45

Fig. 2. Intracellular recordings [miniature endplate potentials (mEPPs)]. A:
scheme of the anatomic location of levator auris longus (LAL) muscle (lef?).
Photograph of the LAL muscle (middle) and right hemidiaphragm (right). Note
that these muscles are almost transparent because they are extremely thin. B:
histograms at left show the increases in mEPP frequency in ex vivo experi-
ments; the samples were exposed to neostigmine (NTG) in a chamber of
recording. Histograms at right show in vivo experiments; the muscles were
exposed to NTG by subcutaneous injection (SBC) to the animal in toto. Two
doses were used: 0.01 mg (black bars) and 0.1 mg (open bars) of NTG/kg body
weight. Note that NTG (0.1 mg NTG/kg) is most effective for in toto
experiments and in LAL muscles. *P < 0.05; hemidiaphragm ex vivo exper-
iments: 0.1 mg of NTG, P = 0.0068, 62° of freedom, n = 45 synapses from
5 animals; hemidiaphragm ex vivo experiments: 0.01 mg of NTG, P = 0.3034,
117° of freedom, n = 90 synapses from 10 animals; hemidiaphragm in toto
experiments: n = 45 synapses from 7 animals treated with 0.1 mg of NTG, n =
45 synapses from 6 control animals, P = 0.0201, 76° of freedom; hemidia-
phragm in toto experiments: n = 45 synapses from 5 animals treated with 0.01
mg of NTG, n = 45 synapses from 6 control animals, P = 0.3884, 70° of
freedom; LAL ex vivo experiments: 0.1 mg of NTG, P = 0.0007, 78° of
freedom, n = 45 synapses from 5 animals; LAL ex vivo experiments: 0.01 mg
of NTG, P = 0.3826, 132° of freedom, n = 90 synapses from 10 animals; LAL
in toto experiments: n = 36 synapses from 6 animals treated with 0.1 mg of
NTG, n = 66 synapses from 8 control animals, P < 0.0001, 100° of freedom;
LAL in toto experiments: n = 45 synapses from 5 animals treated with 0.01 mg
of NTG, n = 45 synapses from 6 control animals, P = 0.9707, 85° of freedom.
C: examples of intracellular recordings from a control muscle (fop) and a
muscle exposed to NTG subcutaneously in toto (bottom); note the increased
frequency of mEPPs. Vertical bar, 1 mV; horizontal bar, 25 ms.
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synapses from 3 treated animals, n = 45 synapses from 6
control animals; P = 0.6115; 70° of freedom).

The highest increase in the frequency of mEPPs (~300%)
was obtained in the LAL muscle 30 min after a subcutaneous
injection of the NTG (0.1 mg NTG/kg body wt; see Fig. 2, B
and C). In the ex vivo experiments, the frequency of mEPPs
was also increased (Fig. 2B). Consistently with the results
obtained from the diaphragm, when the LAL muscle was
extracted 24 or 48 h after treatment (0.1 mg NTG/kg body wt,
repeating every 12 h), the frequency of mEPPs did not change
(%variation when the LAL muscle was extracted 24 h after
treatment respect to control values: 2.88 = 5.52, P = 0.6395,
94° of freedom; n = 66 synapses from 7 control animals, n =
45 synapses from 3 treated muscles; %variation when the LAL
muscle was extracted 48 h after treatment respect to control
values: 15.48 = 4.77, P = 0.1816, 92° of freedom, n = 66
synapses from 7 control animals, n = 36 synapses from 3
treated muscles). On the other hand, after a single subcutane-
ous injection of NTG (0.1 mg NTG/kg body wt), the mEPPs
frequency remained high only for the first day, whereas 48 h
after the frequency, values of spontaneous events returned to
normal values (%change: 16.80 = 4.55, P = 0.6032, 68° of
freedom, n = 30 synapses from 2 treated muscles, n = 66
synapses from 7 control animals). It is important to note that a
low dose of NTG (0.01 mg NTG/kg body weight, Fig. 2B,
black bars) was completely ineffective in this regard.

Because NTG is a reversible anticholinesterasic drug
(ki = 1.02 mM) used for ~40 yr, we also tried the selective
and irreversible inhibitor of the acetylcholinesterase fasciculin
IT (FII; 350 nM; ki = 0.33mM), which is more potent than
NTG. Ex vivo experiments were performed in LAL muscle,
and mEPP frequency did not change (%change: 11.42 = 8.32,
P = 0.5369, 88°0of freedom, n = 45 synapses from 3 muscles),
but the mEPP amplitude was strongly increased (%change:
201.29 = 10.96; P = 0.0001, 100° of freedom, n = 45 syn-
apses from 3 muscles). These results showed that FII is an
anticholinesterase agent that induced a lower increase in the
frequency of mEPPs than NTG.

Moreover, some experiments were made in toto with pyri-
dostigmine (PTG; 0.1 mg PTG/kg body wet). Pyridostigmine is
an anticholinesterasic from the same family as NTG but had
the lowest carbamylation rate of the studied substances. We
found that pyridostigmine had no effect on the frequency of
mEPPs (%change: 4.31 = 0.70, P = 0.6758, 44°of freedom,
n = 66 synapses from 3 treated muscles, n = 66 synapses from
7 control animals). To study the contribution of a central effect
of anticholinesterase drugs, we also performed some experi-
ments with rivastigmine (RTG; 1 mg RTG/kg body wt).
Rivastigmine is also an anticholinesterasic agent from the
family of NTG that readily enters the central nervous system,
but its effects on peripheral tissue or muscles are considered
negligible. We observed that RTG had no effect on the fre-
quency of mEPPs (0.1mg RTG/kg body wt; %change: 21.38 =
4.84; P = 0.3748, 89° of freedom, n = 66 synapses from 3
treated muscles, n = 66 synapses from 7 control animals).

In summary, the subcutaneous treatment with the anticho-
linesterasic neostigmine at a single dose of 0.1 mg/kg was the
most effective in terms of increasing the frequency of mEPPs,
and the optimal results were obtained in LAL muscle.

Morphological Study

Methylene blue. We were interested in a long-term effect of
NTG; however, this drug is a reversible anticholinesterasic
inhibitor. For this reason, we first planned experiments for
repeated dosing every 12 h (0.1 mg NTG/kg body wt). Strik-
ingly, the repeated treatment resulted in muscle damage within
the first 24 h, whereas a single subcutaneous dose of NTG did
not produce any muscular damage, and we decided to use a
single subcutaneous injection of NTG (Fig. 3).

Periodic acid Schiff-Alcian technique. The fixers (for exam-
ple, formaldehyde or paraformaldehyde) produced a hypercon-
traction of the muscle fibers, and the contraction knots ap-
peared blurred. Accordingly, this technique was performed
without fixation, with the additional advantage that the cell
membranes were preserved, and only extracellular glycosami-
noglycans (GAGs) could be seen.

After 30 min of NTG subcutaneous injection (0.1 mg
NTG/kg body wt) and working at low magnification, intramus-

4,#'

L1

S0pm

Fig. 3. Muscle injury from repetitive treatment with neostigmine. A: levator
auris longus (LAL) muscle 60 min after treatment with neostigmine (NTG).
This muscle is completely normal in shape, and we can observe the usual
sarcomeres without inflammatory cells. B: LAL 24 h after 2 injections of NTG
administered every 12 h. The inflammatory reaction is observed as a large
number of nuclei between muscle fibers. The sarcomeres are almost indistin-
guishable. In all cases, the dose of neostigmine was 0.1 mg/kg body wt.
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cular nerves surrounded by nodules as grapes could be identi-
fied (see Fig. 4A). Using high magnification, a local thickening
of the muscle fiber could be observed showing shortened
sarcomeres; occasionally, it could even be seen how an axon
reached a node (see Fig. 4B). These nodular images are
compatible with those previously described as contraction
knots by Simons (29). Moreover, this large increase can be
seen with some pink coloration indicating the presence of
neutral GAGs and a bluish color indicating the presence of acid
GAGs. After a single subcutaneous injection of NTG, the
frequency of contraction knots decreases progressively within
24 to 48 h. At 3 days posttreatment, the contraction knots are
scarce (see Fig. 4C), and 4 days after treatment the contraction
knots have completely disappeared.

Histochemical techniques. Although in Fig. 4B we can see
an axon reaching the contraction knot, it is necessary to
demonstrate a direct relationship between contraction knots
and neuromuscular synapses.

The rhodaminated o-bungarotoxin is a toxin that labels
acetylcholine receptors (AChR). The AChR are in the postsyn-

165

Fig. 4. Periodic acid Schiff (PAS)-Alcian technique. A: con-
trol muscle; note that there are no knots of contraction. B:
PAS-positive knots of contraction surrounding an intramus-
cular nerve branch 30 min after a subcutaneous administra-
tion of neostigmine. C: 72 h after a subcutaneous injection of
neostigmine, some knots of contraction are still present. D:
details of a knot of contraction. A thickening of the muscle
fiber is identified by more tight sarcomeres. The axon inner-
vating the fiber is clearly identified. Pink color indicates the
existence of neutral glycosaminoglycans (GAGs), and bluish
color indicates the presence of acidic GAGs 30 min after a
subcutaneous administration of neostigmine. All images have
been obtained from the levator auris longus (LAL) muscle.

aptic component on the muscle fiber membrane. This technique
shows an image of the postsynaptic component under the axon.
As shown in the control (Fig. 5A) between axonal branches,
there are spaces (arrowheads), whereas these spaces disappear
in NTG images (Fig. 5B, arrowheads). NTG causes the knot of
contraction immediately below the postsynaptic membrane,
and thus the image shown by the technique of the rhodami-
nated a-bungarotoxin is more compact without spaces (Fig.
5B, arrowheads). Initially, we performed a simple count ac-
cording to the morphology, and it was found that in controls
10% of the muscles showed a contracted morphology at syn-
aptic contacts (11.65% * 3.22, n = 412 control synapses
evaluated). However, 30 min after NTG treatment, 30% of the
muscles displayed a contracted morphology at synaptic con-
tacts (27.10 = 6.94%; n = 676 treated muscle synapses eval-
uated; treated synapse values with respect to control synapse
values: P = 0.0446, 834°of freedom). It is important to relate
the contraction knots to the neuromuscular synapses. However,
the visual simple count is a subjective parameter and might
show variations, depending on the experimenter. For this
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Fig. 5. Postsynaptic study. A: example of a normal
synaptic contact (scale bar, 5 pm). B: example
illustrating contractured synapses; because knots
of contraction are under the synaptic areas of each
muscular fiber, the shapes of synapses are also
contractured (scale bar, 5 wm). Note how the
mark-free spaces are lower in B (arrowheads). C:
histogram shows the results of morphometric
analyses of postsynaptic areas (*P < 0.05, treated
values with respect to control values; no. of con-
trol synapses analyzed = 444; no. of synapses
analyzed after 30 min = 780, P = 0.0001, 946° of
freedom; no. of synapses analyzed after 24
h =477, P = 0.0002, 687° of freedom; no. of
synapses analyzed after 48 h = 182, P = 0.0001,
542° of freedom). Note that there is a significant
reduction in the treated postsynaptic area. D:
distribution of synaptic areas from control and C
treated animals with neostigmine (NTG). Note

that overall the curves from treated muscles shift

to the left, indicating reduced synaptic areas. No.

of synapses analyzed: control, 444; after 30 min,

780; after 24 h, 477; after 48 h, 182. All the
images have been obtained in the levator auris
longus (LAL) muscle.

NMJ area (um?)

Control NTG NTG NTG

30"

reason, a morphometric study of synaptic areas was conducted,
and a significant reduction in the synaptic area of muscles
treated with NTG was found (Fig. 5C). These results were
processed to study the distribution of frequencies of the syn-
aptic areas measured, and the typically Gaussian curves were
obtained (Fig. 5D). The curve shifts to the left in muscles
treated with neostigmine. Thus, synaptic contacts after being
exposed to NTG are globally contracted, confirming that con-
traction knots are in the subsynaptic area.

Endplate noise recordings. The electromyographic record
(EMG) from a neuromuscular junction is called ‘“endplate
noise.” The EMG representation of endplate noise is an in-
crease in the anfractuosity of the baseline (it is more circuitous
and rough than habitual). Endplate noise corresponds to the
spontaneous release of ACh in several muscular fibers (see Fig.
6A) (7, 16, 29). In our experiments, the frequency of mEPPs
generated by a neuromuscular junction is on average one event
per second. However, endplate noise is ~50—80 events per
second. This means that the monopolar EMG needle is regis-
tering ~50-80 different synapses.

To illustrate this, Fig. 6B shows three records: no noise, low
level of noise (few events), and a high level of noise (many
events). The number of areas with endplate noise increases
immediately after treatment with NTG and continues to in-
crease for 24 h (Fig. 6C). Event frequency does not signifi-
cantly increase immediately in treated or control animals. After
3 h, the treatment group shows increases in event frequency
(Fig. 6D).

Muscular ultrasonography. The mouse is an extremely
small animal to perform muscular ultrasound or find palpable
MTrtPs or palpable taut bands. For this reason, we performed
some experiments in rats with subcutaneous NTG to confirm
that MTrPs signs appeared. As we had previously observed in
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mice, 30 min after the injection of NTG, contraction knots
could be seen by periodic acid Schiff (PAS)-Alcian technique,
the frequency of mEPPs (%change: 212.35 = 28.55, P =
0.0001, 88° of freedom, n = 45 synapses from 3 LAL-treated
muscles, 3 rats), and the number of areas with endplate noise
increased (%change: 150.87 = 5.37, P = 0.0329, 2° of free-
dom, 3 gastrocnemius treated from 3 rats). The number of areas
with endplate noise continued to increase for 24 h (%change:
180.33 = 8.75, P = 0.0489, 2° of freedom, 3 gastrocnemius
treated from 3 rats).

Thirty minutes after the injection of NTG, taut bands could
be palpated in gastrocnemius. Five expert physiotherapists
identified taut bands in six rats on 3 different days (2 rats each
day) at both 30 min and 24 h after NTG treatment. Taut bands
were palpated in all treated gastrocnemius. Nevertheless, the
nodular characteristic often felt when palpating human MTrPs
could never be felt by palpation in this model. To manipulate
the rats without risk to physiotherapists or stress to the animals,
the rats were sedated with a low dose of TBE. Unfortunately,
this procedure prevented us from knowing whether the animals
experienced pain.

After the taut band was identified, dry needling was per-
formed with multiple rapid insertions of a solid filament
needle, and palpable local twitch responses were elicited in the
right gastrocnemius. These local twitch responses could not be
seen but could be identified by palpation. To get more objec-
tive evidence of these twitches, the dry needling procedure was
applied with diagnostic ultrasound monitoring, and several
local twitch responses were shown only in treated animals
(Supplemental Videos S1 and S2; Supplemental Material for
this article can be found on the Journal of Applied Physiology
website). Moreover, before treatment with NTG, no taut band
was palpated, and no local twitch response was elicited with
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Fig. 6. Endplate noise. A: electromyographic recording scheme. The recording
electrode reaches the vicinity of an area of neuromuscular synapses (black). A
concentric needle covers a recorded field (gray) from several synapses. B:
examples of electromyographic recordings. Note a significant increase in the
no. of events in the gastrocnemius treated with neostigmine (NTG; 3 records
show a lapse of time of 100 ms). Vertical bar, 50 wV; horizontal bar, 25 ms.
C: no. of areas with endplate noise in gastrocnemius; in treated animals the no.
of areas with endplate noise increased compared with their respective controls
from the first 30 min to 24 h. Thirty minutes after treatment compared with
control values, P = 0.0001, 16° of freedom, n = 12 animals; Three hours after
treatment compared with control values, P = 0.0011, 13° of freedom, n = 12
animals; 24 h after treatment compared with control values, P = 0.0001, 12°
of freedom, n = 12 animals. D: each area with endplate noise was analyzed by
quantifying the no. of events/s (Hz). Thirty minutes after treatment with NTG,
new areas with endplate noise appear, but these areas initially do not show an
increase in the frequency of events. The increase in the frequency of events
appears 3 h later. Thirty minutes after treatment compared with control values,
P = 0.7143, 11° of freedom, n = 12 animals; Three hours after treatment
compared with control values, P = 0.0001, 11° of freedom, n = 12 animals;
24 h after treatment compared with control values, P = 0.0001, 14° of
freedom, n = 12 animals. *P < 0.05, experimental values compared with
control values.

dry needling in left gastrocnemius. In the same animals, 30 min
after NTG treatment, taut bands could be palpated, and multi-
ple local twitch responses could be elicited by dry needling in
the right limbs.

DISCUSSION

Our results show that a sustained increase of ACh in the
synaptic cleft induces contraction knots in the subsynaptic area
as well as an increase of the endplate noise and mEPPs
frequency. These contraction knots are surrounded by abun-
dant glycosaminoglycans (GAGs). Presumably, in human mus-
cles, both the whole of the contraction knots together with
accumulated glycosaminoglycans could contribute to the nod-
ular appearance often felt when myofascial trigger points
(MTrPs) are palpated. Unfortunately, in our animal model we
could not feel such a nodular characteristic in the palpated taut
bands, probably because of the small size of muscles and the
limitations of palpation in them.

The integrated hypothesis is one of the most widely accepted
pathophysiological explanations of myofascial pain syndrome

(MPS) (10, 29). According to this hypothesis, an excessive
secretion of ACh initiates a cascade of events leading to the
formation of contraction knots. Thus, artificially increasing
ACh in the synaptic cleft, the contraction knots should be
obtained in animals. To increase the ACh in the synaptic cleft,
we tried several anticholinesterasics. The best results were
obtained with a single subcutaneous injection of NTG admin-
istered at doses commonly used with therapeutic purposes in
humans (3, 5, 15). We also explored two types of muscles: a
slow-twitch muscle (diaphragm) and a fast-twitch muscle
[levator auris longus (LAL)]. After treatment with neostig-
mine, spontaneous ACh release is more important in LAL
muscle than in the diaphragm muscle. It is possible that
neostigmine is more effective in phasic muscles such as LAL
than in tonics such as the diaphragm.

In recent years, several authors have been looking for an
image of contraction knots (13, 14, 21). Mense et al. (21)
experimentally increased the ACh in the synaptic cleft using a
well-known ACh inhibitor. The anticholinesterase agent em-
ployed is also a fluorochrome [diisopropylfluorophosphate
(DFP)], which allows the morphological study of the neuro-
muscular junctions at the same time. However, no subsynaptic
contraction knots were observed. These authors, suspecting
that the chosen anticholinesterase agent was not enough, de-
cided to impose additional neurotransmission by electrical
stimulation of the muscles treated with DFP. This combination
of an anticholinesterase agent and electrical stimulation caused
undesirable muscle damage. In our model, we were able to
induce subsynaptic contraction knots by the single administra-
tion of the potent anticholinesterase agent neostigmine. More-
over, the thin and flat LAL muscle that we used did not require
further manipulations to apply microscopy and electrophysio-
logical techniques (1).

Huang and coworkers (13, 14), looking for an image of
contraction knots, created a rat model of myofascial trigger
points (MTrPs) by crushing of the vastus medialis muscle of
the hindlimb through repeated contusions. The electrophysio-
logical recordings showed high frequency of endplate noise
and polyphasic spikes. However, the histological study of their
model did not show contraction knots but indirect signs of
MTrPs as large muscle fibers with circular or elliptical cross-
sectional shapes. By contrast, the animal model described in
the present paper shows both true images of contraction knots
and endplate noise recordings.

When AChE is inhibited, ACh is not hydrolyzed, and therefore,
it accumulates in the synaptic cleft. An increase of ACh in the
synaptic cleft causes an increase in the secretion of more ACh (23,
24). Briefly, ACh secreted by the axon activates synaptic
metabotropic autoreceptors in the axonal membrane. These
receptors are types 1 and 2 muscarinic receptors (mAChR).
The synchronous activation of the two mAChR enhances the
release of ACh via activation of protein kinases C and A (23).
Moreover, during neurotransmission, adenosine compounds
are also released. We have described that these adenosine
compounds are also involved in modulating the release of ACh
(24). Thus, using NTG will increase the mEPPs frequency by
several mechanisms.

Intracellular recording of mEPPs is not directly associated
with any disease. However, using electromyography in patients
with MPS, it is relatively easy to find endplate noise (see for
example, Ref. 8), which is classically referred to as mEPP (18).
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Endplate noise recording seems pathognomonic of MPS (8). It
seems clear that the endplate noise arises largely from the
mEPPs, and probably several synapses are involved (8, 17, 18,
31). For this reason, it is important to assess the frequency of
endplate noise events. In our experiments, the mEPP frequency
increases during the 1st day, as the areas and the frequency of
endplate noise events are also increased. Because endplate
noise is the electromyographic expression of the spontaneous
neurotransmission, it seems reasonable that both endplate noise
and mEPP frequency are increased.

The analysis of the electron microscopy images of contrac-
tion knots obtained with NTG at therapeutic doses (3, 5, 15)
shows that there is always an abnormally enlarged space
between adjacent muscle fibers, and sometimes the presence of
fibroblasts is evident. The diameter increase of the muscle fiber
at the contraction knot is ~1 wm. Therefore, thousands of
muscle fibers with localized contraction knots would be needed
to achieve a palpable MTrP in humans. When a MTrP is
palpated into a muscle, if it is associated with clinical evidence
it is called active, and if it is not associated with clinical
evidence, it is called latent. These observations suggest that in
the MTrP areas, other factors could also contribute to the
palpable nodule in MTrPs. Moreover, the immediate milieu
surrounding active MTrP is characterized by a significant
increase in the levels of protons, nociceptive, and proinflam-
matory substances compared with latent MTrPs and normal
muscle tissue (25, 26). These substances may sensitize muscle
nociceptors, causing muscle hyperalgesia. In turn, fibroblasts,
insulted by the low pH and nociceptive substances, would
synthesize GAGs (6), which are accumulated in the vicinity of
the contraction knots. GAGs are highly hygroscopic and ab-
sorb and retain liquid, increasing the volume of the contraction
knots zone, which could contribute to increase the size of the
MTrP, making it more readily palpable. In our model, we
demonstrated the presence of GAGs by PAS-Alcian staining.
Although there have been no palpable differences in size, it has
been shown by ultrasound imaging that the size of MTrPs is
dependent on its degree of activity, with active MTrPs being
larger than latent MTrPs (2). Moreover, GAGs can trap sub-
stances (see, for example, Ref. 21), such as the nociceptive and
sensitizing substances discussed above. These phenomena as-
sociated with GAGs could partially explain the release effect
commonly described when manual compression and massage
techniques are applied (see, for example, Ref. 9) and could add
to their mechanisms a hypothetical drainage effect of the MTrP
area by squeezing the liquid from the GAGs, reducing its
volume and removing nociceptive substances, thereby decreas-
ing pain. Thus, the presence of GAGs in our model brings new
insights into the pathophysiology of the MTrP and provides
some reasonable arguments for the beneficial therapeutic ef-
fects often observed after manual treatments.

One of the most commonly employed techniquea in the
treatment of MTrPs is dry needling (DN) (4). DN consists of
the use of the mechanical stimuli of a needle to either eliminate
or inactivate the MTrP for which the elicitation of local twitch
responses has proven to be therapeutically useful (11). The
local twitch response is pathognomonic of myofascial trigger
point (29). In our experiments with rats, we have found both
taut bands, which are identified by several expert examiners,
and local twitch responses, which are clearly documented by
diagnostic ultrasound imaging.

After a single subcutaneous injection of NTG, contraction
knots can be seen only from 30 min to 48 h. At 3 days
posttreatment, contraction knots are already scarce, and at 4
days they cannot be further observed. Forty-eight hours after
the neostigmine injection, mEPP frequency returns to control
values. This means that contraction knots persist for some
hours after spontaneous neurotransmission is already normal-
ized.

Several factors seem to be implicated in the onset of MPS.
For instance, MTrPs are thought to be formed in response to
overload, such as different types of forced or maintained
contractions (7). Other mechanisms of increased or altered
muscle demands include prolonged muscle contraction, such as
postural inadequacies in the workplace, proximal nerve com-
pression and the resultant muscle spasm, and posttrauma (29).
Moreover, MTrPs are more common in conditions of psycho-
logical stress (20). These stress-related triggers are also factors
that contribute to the perpetuation of MPS. It is generally
accepted that in the absence of perpetuating factors, MTrPs
could disappear without treatment when no muscle overload is
imposed (29). This might be the reason why the contraction
knots induced by NTG injection could disappear in ~3 days.
Further research is needed to test the hypothesis that contrac-
tion knots could last longer if some kind of perpetuating factor
was applied to the muscle harboring them.

Limitations of this model are related mainly to the small size
of rats and mice that prevents the palpation of the MTrPs. In
this model, only the taut band can be palpated in rats. More-
over, the duration of MPs in humans lasts for more than 1 wk;
however, our animal model lasts only 3 days, which can be
related to the absence of perpetuating factors.

In conclusion, the animal model of MTrPs created by a
single subcutaneous injection of neostigmine includes morpho-
logical characteristics (contraction knots) electrophysiological
signs (MEPP frequency and endplate noise) as well as clinical
signs (taut bands and local twitch response elicitation by
needling) of the MTrPs. Moreover, we showed for the first time
the accumulation of extracellular GAGs, which could contrib-
ute to the pathophysiology and the clinical signs of this entity.
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4.2. ARTICULO 2 PERCUTANEOUS APPLICATION OF GALVANIC
CURRENT IN RODENTS REVERSES SIGNS OF MYOFASCIAL TRIGGER
POINTS.
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4.2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS DEL ARTICULO 2. PERCUTANEOUS APPLICATION
OF GALVANIC CURRENT IN RODENTS REVERSES SIGNS OF MYOFASCIAL TRIGGER
POINTS.
1. Evaluar los cambios electrofisiolégicos intracelulares e histolégicos de la corriente
galvanica (CG) en musculos sanos no tratados.
a. Efectos con el protocolo 3 miliamperios (mA), 3 segundos 3 aplicaciones.
2. Evaluar los cambios electrofisiol6gicos intracelulares e histolégicos de la CG sobre el
modelo animal con PGM (tratados con anti-AChE).
a. Efectos con el protocolo 0.4mA, 5 segundos y 4 aplicaciones
b. Efectos con el protocolo 1.5mA, 5 segundos y 3 repeticiones.
c. Efectos con el protocolo 3mA, 3 segundos 3 aplicaciones.
3. Estudiar los cambios electromiograficos (nim. de areas y ruido de placa) generados
por la CG en los musculos sanos, evaluando el nimero de areas y ruido de placa.
4. Analizar los cambios electromiograficos (nim. de areas y ruido de placa) generados
por el tratamiento con CG, en el modelo animal con PGM.
5. Estudiar y comparar los efectos entre el tratamiento con puncion seca (PS) y CG, sobre
la respuesta de espasmo local (REL) mediante ecografia, en el modelo animal con
PGM.
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4.2.2. MATERIAL Y METODOS ESPECIFICOS DEL ARTICULO 2.

4.2.2.1. Estudio electrofisiologico.

Una vez establecido el procedimiento que permite replicar el desarrollo de PGM en
rata y raton se ha procedido a evaluar el efecto de las corrientes galvanicas evaluando
distintos protocolos de tratamiento. Para la administracion de los tratamientos de corriente
galvanica, en LAL y gastrocnemios, se utilizd el equipo Physio Invasiva (Cesmar
Electromedicina S.L. Sant Pere de Ribes, Espana).

Los protocolos de CG evaluados son: 0.4mA, 5 segundos y 4 aplicaciones, 1.5mA, 5
segundos y 3 repeticiones, 3mA, 3 segundos y 3 aplicaciones.

Las agujas utilizadas para aplicar el tratamiento son Physio Invasiva 0.30x40mm (Prim
Fisioterapia. Méstoles. Spain).

4.2.2.1.1. Registros intracelulares

Inicialmente se evalué el efecto de las CG en un grupo de ratones con musculos LAL
sanos. En el caso del grupo tratado se evaluaron el efecto de los distintos protocolos a las 3
y 24 horas después de aplicar las corrientes. Los registros intracelulares se realizaron
siguiendo la misma metodologia descrita en el apartado3 de metodologia general.

4.2.2.1.2. Registros electromiograficos

Los registros se realizaron en gastrocnemios de ratones, que fueron tratados con NTG
subcutanea para desarrollar los PGMs, siguiendo la metodologia descrita en el apartado 3 de
metodologia general. Después del periodo de incubacién de 30 minutos y 24 horas, se
realizaron los registros electromiograficos de control (sin tratamiento de CG), evaluando el
nuimero de areas y frecuencia del ruido de placa en la pierna izquierda y los registros

experimento, en la pata derecha, tratada con el protocolo de CG correspondiente en cada
grupo.

4.2.2.2. Estudio de la REL mediante ecografia.

Los experimentos con ecografia se realizaron siguiendo la misma metodologia descrita
en el apartado 3 de metodologia general para identificar la REL en el modelo con PGM, con
la variacion que en este trabajo se evalud y comparo el efecto entre los tratamientos de PS
en la pierna izquierda y CGl en la derecha. Para ello, en el gastrocnemio izquierdo, se realizé
un reconocimiento manual, identificacién del a zona con REL y aplicacion del tratamiento con
puncién seca (tres inserciones durante 3 segundos, una insercién por segundo) en la misma

zona. Luego, se realiz6 el mismo procedimiento para reconocer un area con PGM en el

55



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
APLICACION DE CORRIENTES GALVANICAS INTRAMUSCULARES EN RATONES CON PUNTOS GATILLO MIOFASCIALES
Joan Ramon Margalef Perez

gastrocnemio derecho, cuando se identificd una respuesta de espasmo local, la aguja se dej6
en esa areay se aplico el protocolo de corriente eléctrica, 3mA / 3 segundos / 3 aplicaciones.

Durante ambos procedimientos, se monitorizo y grabo toda la actividad mediante
ecografia y posteriormente se analiz6 la intensidad a baja velocidad, utilizando el programa
de analisis de movimiento Kinovea (https://www.kinovea.org/). La respuesta de espasmo local
puede verse mediante la técnica de ultrasonido como un area discreta. Esta area se denomina
"area de REL". Como se puede ver en la figura 2 del articulo 2, se determiné el area REL la
distancia desde el punto al comienzo de la REL y la tibia (X1) y la distancia desde el punto al
final de la REL y la tibia (X2). En todos los casos se realizaron tres mediciones y se obtuvo la
media. La resta de X1-X2 es la distancia recorrida por la REL durante el espasmo. La duracién
total de la REL fue extraida de los analizadores de video. Estos parametros se utilizaron para
calcular la velocidad (v) del REL: v = (X1 — X2) / duracién REL.
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An increase in the spontaneous release of acetylcholine (ACh) at the motor endplate is directly related to the generation of myofascial trigger
points (MTrPs). In this study, percutaneous electric fields were applied to an animal model of MTrPs with high levels of spontaneous ACh
release. All experiments were performed on Swiss mice and Sprague Dawley rats. For evaluating the spontaneous neurotransmission,
intracellular recordings were performed, and the frequency of miniature endplate potentials was evaluated. Electromyographic recordings
were also conducted to evaluate the endplate noise. Finally, the number and strength of local twitch responses (LTR) were evaluated using
ultrasound recordings. The protocols used for the electric currents were 0.4 mA for five seconds and four repetitions (protocol 1), 1.5 mA for
five seconds and three repetitions (protocol 2), and 3 mA for three seconds and three repetitions (protocol 3). After a subcutaneous injection
of neostigmine (NTG), a great increase was observed in the frequency of mEPPs, together with an elevated endplate noise. Protocols 2 and 3
were the most effective. Protocol 3 could completely reverse the action of NTG at both three hours and 24 hours, respectively. The
application of percutaneous currents produced both an increase in the number (144%) and in the speed (230% faster) of LTR compared
with dry needling. In conclusion, higher doses of electrical current are more effective for decreasing MTrPs findings in an animal model.

1. Introduction

Myofascial trigger points (MTrPs) can generate a charac-
teristic type of muscle pain called myofascial pain syndrome
(MPS), encompassing sensory, motor, and autonomic
symptoms [1, 2]. MTrPs are hyperirritable nodules within
taut bands of skeletal muscle responsible. MPS is very
common in humans, and it is estimated that almost everyone
might suffer an episode at least once during their lifetime [3].

An increase in ACh released spontaneously at the level of the
motor endplate is directly related to the generation of myofascial
trigger points (MTPs) [1, 4]. The increase in spontaneously
released ACh may be recorded electromyographically via a
characteristic recording known as endplate noise [5, 6]. We have
recently reported the accumulation of glycosaminoglycans
(GAGs) in the area of MTrPs [4]. These GAGs can trap

substances, such as nociceptive and sensitize substances, con-
tributing, in part, to the clinical symptoms of MPS [7].

One of the therapeutic interventions employed in the
treatment of MTrPs is dry needling (DN). This consists of the
use of mechanical stimuli applied via a needle to either
eliminate or inactivate the MTrP and thus obtain therapeutic
benefits [8]. One of the possible benefits is the destruction of
the dysfunctional neuromuscular junctions that cause the
MTrPs [1] and, consequently, the replacement of these
synapses by nerve regeneration [9]. Moreover, this local
muscle destruction involves an inflammatory reaction [9]
that can remove the GAGs, together with trapped sub-
stances. During the DN of the MTrP, a visible contraction of
a part of the muscle, known as the local twitch response
(LTR), is often elicited [10]. Some authors suggest that DN is
more effective if an LTR is obtained during the procedure
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[10-12]. There are studies that obtain clinical benefits
without the existence of LTR. For example, Hakim et al. [13]
working with patients with active MTrP in the upper tra-
pezius muscle obtained that the DN without causing LTR
has superiority over the DN along with causing LTR in
clinical parameters that include pain, pressure threshold,
and the range of lateral flexion movement of the neck. If the
LTR occurs, the contraction induced in the area of the MTrP
could help to clear nociceptive substances associated with
GAGs reduction of pain.

The use of percutaneous electric currents is increasing in
modern medicine [14, 15]. Electric currents can accelerate
muscle regeneration [16] and tendon repair [17], as well as
influence the growth of several cancer cells [18]. Moreover,
several studies have reported that cells can directionally
respond to electric fields, applied in both in vitro and in vivo
settings, via a phenomenon called electrotaxis [19]. Endo-
thelial electrotaxis is also involved in angiogenesis [20], and
the application of percutaneous electric currents can affect
inflammatory mediators in damaged muscle tissue and
promote a fresh vascularization of the injured area [21].
Thus, both the angiogenesis and electrotaxis of inflammatory
cells may be beneficial for the treatment of MTrPs. Fur-
thermore, electric currents cause muscle contraction, which
is secondary to depolarization of muscular fibers and motor
axons [22, 23], thus contributing to immediate reduction in
pain. Till date, only a few studies have been conducted on the
use of percutaneous electrical fields on MTrP.

The main objective of this study is to evaluate if the
different forms of electrical currents commonly used in
clinical interventions can be useful in the treatment of MPS.
For that, a model of myofascial trigger points (MTrPs) is
obtained when neostigmine is injected in mice. In this
model, the neuromuscular neurotransmission is increased.
Using percutaneous electric currents, the action of neo-
stigmine is reversed at both three and 24 hours. Moreover,
the application of electric currents produced an increase in
the number and in the speed of local twitch responses
compared to dry needling.

2. Materials and Methods

2.1. Animals. Experiments were performed on young adult
male Swiss mice (45 to 50 days postnatal, n=35) and
Sprague Dawley rats (60 to 70 days postnatal, #n = 6; Charles
River, L’Arbresle, France). All experiments were carried out
in the vivarium and in the neurophysiology laboratory of the
Faculty of Medicine of the Rovira i Virgili University.
Animals were housed in standard MAKROLON® cages
(27 x 27 x 14 ¢cm3 for mice and 52 x 28 x 15 cm® for rats), and
two animals were distributed for each cage. Temperature was
maintained at 20°C-22°C by an electronic thermostat, and a
relative humidity was fixed at 60-70%. The circadian
rhythms were 12 hours of white neon light and 12 hours of
darkness. Feeding and hydration of animals has been ad
libitum, based on the VRF-1 mouse and A.04 PANLABR rat
feed supplied by (PANLAB, Spain) and chlorinated regular
tap water. The animals were cared for in accordance with the
guidelines of the European Community’s Council Directive
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of 24th November, 1986 (86/609/EEC) and the Spanish
Royal Decree 53/2013 for the humane treatment of labo-
ratory animals. This study was approved by the Ethics
Committee of the Rovira i Virgili University.

2.2. Muscles. Animals were anaesthetized with 2% tri-
bromoethanol (0.15ml/10g body weight, I.P.) and put to
death by exsanguination while deeply anaesthetized. Tri-
bromoethanol has been chosen because it is a rapidly re-
versible anesthetic that does not affect the peripheral
nervous system. The levator auris longus (LAL) was excised
and dissected on a Sylgard-coated Petri dish containing
normal Ringer solution continuously bubbled with 95% O,/
5% CO,. The LAL muscle was used for the electrophysio-
logical study, and the gastrocnemius muscles were used for
electromyography and ultrasonographic recordings.

2.3. Anticholinesterasic Exposure. Neostigmine methyl sul-
fate (NTG; 0.1 mg NTG/kg body weight; Sigma) was injected
subcutaneously (thoracolumbar area) into the adult male
Swiss mice. To ensure the correct drug administration, a
cholinergic syndrome should appear within 30 minutes
posttreatment (for further details, see Margalef et al. [4]).

2.4. Procedure with Electric Currents. Figure 1 shows the
timeline and the experimental procedure used. Thirty
minutes after injecting the neostigmine, electric/galvanic
current was applied directly to the gastrocnemius muscles and
LAL. The parameters analyzed were intensity, time in sec-
onds, and the number of repetitions. These were described by
three numerical values in the same order (for example, 3 mA
for three seconds and three repetitions, i.e., 3:3:3) [24]. The
protocols with continuous direct current used were 0.4 mA
for five seconds and four repetitions (protocol 0.4:5:4), 1.5 mA
for five seconds and three repetitions (protocol 1.5:5:3), and
3 mA for three seconds and three repetitions (protocol 3:3:3).
Additionally, some experiments have been carried out using
microcurrent stimulation: the intensity for 10 minutes was set
at 10 °mA and the frequency at 10Hz (10"°mA/10Hz/
10min). A specifically developed medically certified device
(Physio Invasiva®, PRIM Physio, Spain) was used for ap-
plication of electrical current. The electromyography record
and the intracellular recordings were taken three hours and 24
hours after applying the currents.

2.5. Electrophysiology: Intracellular Recordings.
Spontaneous miniature endplate potentials (mEPPs) were
recorded intracellularly with conventional glass microelec-
trodes filled with 3M KCI (20-40 M) resistance). Records
were rejected if the membrane potential (Vm) was < -50 mV
or if it fell by more than 5mV during the recording period.

The recording electrodes were connected to an amplifier
(Tecktronics, AMS02). A distant Ag—AgCl electrode connected
to the bath solution via an Agar bridge (Agar 3.5% in 137
mMNaCl) was used as a reference. The MEPPs were digitized
(DIGIDATA 1200 Interface, Axon Instruments Inc, CA),
stored, and analyzed using a computer. The Axoscope 10.2 was
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FiGure 1: Timeline of the experimental procedure. CTR, control;
NTG, neostigmine; EC + NTG, electric currents applied to animals
treated with neostigmine. In the lower part of the line there are
experimental methodologies: intracellular recordings in mice;
EMG, electromyography in mice; Ultrasonography is performed in
rats.

used (Axon Instruments Inc.) for data acquisition and analysis.
The MEPP frequency was recorded for 100s from at least 15
different neuromuscular junctions, and the mean values were
determined. The mean amplitude (mV) per fiber was calcu-
lated and corrected for nonlinear summation [25], assuming a
membrane potential of —80mV. We proceeded as follows:
NTG was injected subcutaneously into adult male Swiss mice.
When the acute cholinergic syndrome disappeared (30 min-
utes), the sample was normally excised and dissected as
explained above, and mEPPs were recorded from at least 15
different neuromuscular junctions.

2.6. Endplate Noise Recordings. The needle EMG (nREMG)
records were always obtained from an anaesthetized animal ata
controlled room temperature of between 22°C and 25.8°C. The
muscle used for this study was the gastrocnemius due to its easy
access and suitability for the study. Registers were obtained
using an electromyography system (MedelecMystro plus,
GR20) with a monopolar EMG needle (Natus Manufacturing
Limited). The needle was slowly inserted into the muscle, and
once inside, it was moved to record in all directions. The
muscle was divided into twelve areas to cover the entire muscle
and to avoid registering the same endplate noise twice. The
recording needle was introduced into the gastrocnemius until
an audible change in sound was heard. The electromyography
screen was then studied, and if it was correct (without an
alternating current, artifacts, etc.), the endplate noise was
recorded. The number of areas with endplate noise (maximum
12) was recorded. While the endplate noise was being recorded,
we studied the frequency to know the number of potentials per
second that appeared, expressed in Hz.

The experiments were performed as follows: (1) sub-
cutaneous injection of NTG, (2) the animal displayed
cholinergic syndrome, (3) a control nEMG recording was
performed in the left gastrocnemius, and (4) nEMG ex-
amination of the right gastrocnemius muscle.

2.7. Ultrasonography. Muscular ultrasonography was per-
formed in rats using an ultrasound device (General Electric,
LOGIQ E R7) and a transducer (General Electric, L10-22-

RS). A LTR was considered in the event of a sudden and
localized movement occurring when the needle was inserted
into the muscle (see examples by Margalef et al. [4]). Ul-
trasound needle within tissues is identified as a bright line
that penetrates tissue or only as a reflection of the tip. If a
sudden and very localized movement when the needle is
inserted into the muscle is seen, it is considered to be a local
twitch response (LTR). That LTR can be viewed with ul-
trasound technique as a very discreet area (see supplemental
videos). This area is called the “LTR area.” If the needle
insertion only shows the tip deforming the tissue while
penetrating, it is considered that the local twitch response
has not occurred. First, rats were treated with neostigmine,
and after 30 minutes, the muscles were palpated in order to
identify an area with a taut band. In these areas, LTRs
occurred in response to the insertion of a solid filament
needle in both legs. Next, three needle insertions were
performed, one insertion per second, in the left gastroc-
nemius. Thereafter, the same procedure was performed in
the right gastrocnemius in order to identify a taut band area.
When the area was identified, the needle was inserted, and
an electric current protocol was applied (protocol 1.5:5:3).
Initially, an abrupt contraction of the entire muscle is ob-
served through the application of percutaneous electrical
currents. After that, LTRs appear as highly localized
movements in a very discrete area of the muscle.

During both procedures, ultrasound images were
recorded and subsequently analyzed at low speed, using the
Kinovea movement analysis program (https://www.kinovea.
org/). The intensity of the LTR was evaluated using image
analysis. We assessed the rate of change as an indicator of
power. This was done as follows (see Figure 2): once an LTR
area was identified, we measured the distance from both
points, at the beginning of the LTR and the tibia, and the
distance from the point the LTR ended and the tibia (average
of three measurements). The subtraction of these two values
is known as the LTR-distance. The LTR duration extracted
from video analyzers was used to calculate the speed of the
LTR:

distance before the LTR — distance after the LTR
y = .
LTR duration

(1

2.8. Statistical Procedure. Values are expressed as mean-
s+ SEM. Sometimes, the values are expressed as “percentage
of change.” This is defined as: (experimental value/control
value) x 100. We used the two-tailed Welch’s t-test for
unpaired values because our variances were not equal. We
prefer this test as it is more conservative than the ordinary ¢-
test. Differences were considered significant at P <0.05.

3. Results

In this study, an animal model of MTrPs was used, generated
by the subcutaneous injection of neostigmine (NTG). In this
animal model of MTrPs, several clinical signs of MTrPs can
be observed: an elevated endplate noise compared to the
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FIGURE 2: Determination of speed of the local twitch response. The local twitch response (LTR) can be seen by ultrasound technique as a very
discreet area (gray ellipse; see supplementary videos). This area is called the “LTR area.” After determining the LTR area, the distance from
the point at the beginning of the LTR and the tibia (X1) and the distance from the point at the end of the LTR and the tibia (X2) were
measured. In all cases, three measurements were made. X1-X2 = distance traveled by the LTR during the spasm. The total LTR duration was
extracted from the video analyzers. These parameters were used to calculate the speed (v) of LTR: v= (X1-X2)/LTR duration.

norm, as evidenced by the electromyographic recording;
many muscular fibers with contraction knots (narrower
sarcomeres and locally thickened muscle fiber) surrounded
by the infiltration of connective tissue, such as molecules of
glycosaminoglycan; and palpable taut bands and LTRs in
response to needle stimulation.

3.1. Intracellular Recording. To rule out a possible adverse
effect of the electrical currents, initially, spontaneous neu-
rotransmission in healthy muscles was evaluated. By ap-
plying electrical currents in healthy muscles, the frequency
of miniature endplate potentials (mEPPs) was neither
modified after three hours (% change: 2.40% + 5.88, P > 0.05,
N =5 muscles, 75 fibers) nor 24 hours thereafter (% change:
12.45 % +11.32, P> 0.05, N =3 muscles, 45 fibers).

A high increase in the frequency of mEPPs (about 300%)
was obtained in the LAL muscle 30 minutes after a subcutaneous
injection of the NTG (0.1 mg NTG/kg body weight) (Figure 3).
The mEPPs were only reduced to 30% with the 0.4:5:4 protocol
and to 50% (Figure 3(a)) with the 1.5:5:3 protocol of electric
currents (Figure 3(b)). The 3:3:3 protocol completely reverses the
frequency of the mEPPs to control values (Figure 3(c)). When
the frequency of mEPPs was evaluated 24 hours later, similar
values were obtained. The mEPPs frequency was slightly reduced
(=27%) by the 0.4:5:4 protocol, 1.5:5:3 reduced it slightly more
(=50%), and the complete reversion was achieved with the 3:3:3
protocol (Figure 3).

Lower intensity protocols were also used, such as
10°mA 10Hz-100us, for a longer duration (10 minutes),
which is a common protocol used in clinical practice. This
protocol was revealed to be ineffective, as the frequency of
mEPPs was still more elevated (=235%) at three hours
compared to those observed in the controls (mEPPs fre-
quency, experiment: 114.99 +23.35; controls: 48.87 +5.28;
n=3 animals, minimum of 15 fibers per muscle; P < 0.05)
and at 24 hours (mEPPs frequency, -experiment:
124.32+£20.43; controls: 48.87+5.28; n=3 animals, mini-
mum of 15 fibers per muscle, P <0.05).

3.2. Electromyography. Similar to what was observed in the
intracellular recordings, electric currents in healthy muscles
did not change the number of areas with endplate noise after
either three hours (% variation: 15.21% + 8.23 P > 0.05, N=5
mice) or 24 hours (% variation: 1.43% +7.05, P> 0.05, N=3
mice). The frequency of endplate noise was not modified in
any control group (% variation at 3h: 0.53% +5.66, N=5
mice; % variation at 24 hours: 4.04% +2.80, N=3 mice;
P >0.05 in both cases).

Electromyography recordings revealed an elevated
endplate noise in the gastrocnemius muscle of animals
treated with neostigmine. The results of electromyography
coincide with the results obtained in the intracellular re-
cording experiments using electric currents (Figure 4).
Protocols 1.5:5:3 and 3:3:3 completely reversed the action of
neostigmine at three hours, and this effect was maintained
24 hours later. This action was identical for both the number
of areas with endplate noise and the frequency of events in
each of the areas with endplate noise. However, the 0.4:5:3
protocol reduced the number of areas with endplate noise
and the frequency, although it did not reverse these com-
pletely (Figure 4).

When applying the 107°mA, 10 Hz, 100yus during the 10
minutes protocol, the areas with endplate noise and the
mean frequency at each of these areas were still elevated at
three hours (% of change: 172.17+5.0 and 180.3 + 3.2, re-
spectively, n=3 animals, P <0.05) and at 24 hours (% of
change: 262 + 2.0 and 146.1 + 3.5, respectively, n =3 animals,
P <0.05).

3.3. Ultrasonography. Thirty minutes after the NTG injec-
tion and after identifying the taut band, the DN was per-
formed with multiple quick insertions using a solid filament
needle, from which about two LTRs were removed in the
right gastrocnemius (1.59+0.16). Subsequently, another
solid filament needle was inserted into the left gastrocne-
mius, until an LTR was obtained. Then, electrical currents
were applied through that needle. After a massive
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FiGURe 3: Intracellular recordings. After the subcutaneous injection of neostigmine, several electric current protocols have been applied: (a)
protocol 1 (4 repetitions of 0.4 mA for 5 seconds), (b) protocol 2 (3 repetitions of 1.5 mA for 5 seconds), and (c) protocol 3 (3 repetitions of
3 mA for 3 seconds). The recordings were made 3 hours and 24 hours after applying the protocols. The values are expressed in events per
minute (mean+ SEM). Control=7 muscles; 66 fibers were recorded in total. Neostigmine=5 muscles; 45 fibers recorded in total.
(neostigmine + protocol 1) =3 muscle; 39 fibers were recorded in total. (neostigmine + protocol 2) = 4 muscles; 36 fibers were recorded in
total. (neostigmine + protocol 3) =4 muscles; 71 fibers were recorded in total. (neostigmine + protocol 1) = 3 muscles; 40 fibers recorded in
total. (neostigmine + protocol 2) =3 muscles; 36 fibers were recorded in total. (neostigmine + protocol 3) =3 muscles; 56 fibers were

recorded in total. * P < 0.05with respect to control values.

contraction of the entire muscle, about five extremely fast
LTRs were observed (5.04 +1.05). Percutaneous electrical
currents (protocol 1.5:5:3) produced a 144% increase in
LTRs compared to dry needling (Figure 5(a)). In addition,
the speed of each LTR was 230% faster with the electric
currents than with DN (Figure 5(b)).

4. Discussion

This study evaluated the effects of percutaneous electric
currents on an animal model of MTrPs. Several protocols
were employed with varying levels of intensity and duration:
10°mA 10Hz-100 s during 10 minutes, 0.4 mA for five
seconds and four repetitions, 1.5 mA for five seconds and
three repetitions, and 3 mA for three seconds of and three
repetitions. Only the latter protocol completely reversed the
high spontaneous neurotransmission achieved with a sub-
cutaneous neostigmine injection to control values. Thus, the
number of MEPPs returned to normal values at three hours
and remained normal for 24 hours. In addition, the elec-
tromyography records also reversed the high values of both
the number of areas with endplate noise and the frequency of
endplate noise. The four protocols were effective at different
degrees. 1.5 mA for 5 seconds and three repetitions and 3 mA

for three seconds and three repetitions were the most ef-
fective. In addition, the LTRs elicited by electrical currents
compared to those produced by DN have been evaluated and
demonstrated to be far more effective electric currents.
Simons’ integrated hypothesis [26] postulates that an
increase in spontaneous neuromuscular neurotransmission
is responsible for a whole cascade of events, resulting in the
generation and maintenance of MTrPs. Based on this hy-
pothesis, we have generated MTrPs in mice by increasing the
amount of ACh in the synapses with an anticholinesterase
agent [4]. In this model, we obtained an increase in the
spontaneous release of ACh evidenced by both intracellular
electrophysiological recordings of the MEPPs and the
electromyography recordings of endplate noise. It is well
known that electric currents cause an extensive depolar-
ization of the axonal terminals [27]. In this situation, all the
available synaptic vesicles are released, and the nervous
terminals can be exhausted for a period lasting from a few
minutes to hours [28]. Subsequently, all the components of
neurotransmission recover their initial values and the release
of ACh returns to normal. Note that this situation is
maintained for 24 hours. In terms of lifespan, 24 hours, in
rodents, is a period comparable to ~30-40 days for humans
[28]. The electric currents are effective even at situations of
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FiGUre 4: Electromyography. (a) Number of areas with endplate noise. (b) Endplate noise frequency. On the left, 3h after injection of
neostigmine (NTG). On the right, 24 h after injection of neostigmine. Values are expressed in % of variation between experimental values

registered in the right leg and control values registered in the left leg (mean + SEM). For each experimental series, n =5 animals (5 control
gastrocnemius and 5 gastrocnemius treated). *P < 0.05 with respect to control values.

long (24 hours) high neurotransmission induced by neo-
stigmine, which may be associated with consolidated
structural changes. The different degrees of effectiveness of
the protocols used demonstrate that the intensity of the
electric current is important in order to achieve clinical
results. In this sense, protocol 3 (repetitions of 3 mA for
three seconds) is shown to be the most effective in all the
situations studied.

Glycosaminoglycans (GAGs) are macromolecules with a
high hygroscopic capacity (to absorb and retain liquid and
other substances) synthesized by fibroblasts [29]. Accu-
mulations of GAGs in the MTrPs have been observed [4].

These GAGs can trap substances such as protons, SP, CGRP,
bradykinin, TNF-«, IL-1f, IL-6, IL-8, 5-HT, and norepi-
nephrine which have been found in the area of MTrPs [7].
These substances may be responsible for part of the clinical
symptoms of MPS [7]. An LTR or a contraction of the whole
muscle may compress the GAGs and release these sub-
stances to the vascular system and “wash out” the MTrP area.
A visible contraction of part of the muscle after mechanical
stimulation of an MTrP can occur (LTR) [10]. This me-
chanical stimulus can be produced either with a needle
during DN or after the application of percutaneous electric
currents. The LTR should not be confused with the abrupt



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
APLICACION DE CORRIENTES GALVANICAS INTRAMUSCULARES EN RATONES CON PUNTOS GATILLO MIOFASCIALES
Joan Ramon Margalef Perez

Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine

Number of local twitch responses

- Dry needling
|:| Galvanic currents

()

*

Local twitch response speed
(machine units)

1-_
0 -

- Dry needling
|:| Galvanic currents

()

FiGure 5: Ultrasonography. (a) Average number of local twitch responses obtained with dry needling and galvanic current. (b) Speed
obtained for each local twitch response during the dry needling technique and after applying galvanic current. The values are expressed in
machine units (mean + SEM). N=6 rats. *P < 0.05 for values obtained with galvanic current compared to values obtained using the dry

needling technique.

contraction of the entire muscle by the application of per-
cutaneous electric currents. When the needle is inserted into
the muscle, the LTR is a sudden and highly localized
movement produced into the muscle. When an electric
current is applied, an immediate contraction of the muscle as
a whole is obtained. Then, LTRs spontaneously appear. It is
suggested that it is reasonable to associate the LTR with
clinical improvement. Thus, the first authors to use ultra-
sound to identify, visualize, and quantify the number of
LTRs caused during dry needling treatments in patients [30]
reported that the group in which LTRs were elicited ex-
perienced a higher reduction of the pain compared to the
group that did not show LTR. More recently, Koppenhaver
et al. [31] conducted a study evaluating the relationship
between LTR and pain, dysfunction, and nociceptive sen-
sation with the functionality in the lower lumbar muscu-
lature. These authors concluded that the patients who
experienced LTRs showed better improvement than the
patients who did not. However, these improvements did not
affect pain values. According to Koppenhaver and col-
leagues, the presence of LTRs during needling may be rel-
evant; however, this is not indicative of successful treatment.
If the presence of LTRs is clinically advantageous, a greater
number of LTRs, with a greater power, is clinically relevant.
However, there is no uniformity of criteria in reference to
the clinical significance of the LTR. There are studies
showing that there is a decrease in pain without evident LTR
after treating with DN (see, for example, Hakim et al. [13]).
Moreover, according to Perrault et al. [10], LTR during DN
seems unnecessary to control myofascial pain and is not
related to many of the positive effects of DN.

The effects of percutaneous electric currents may be
further explained by other physiological phenomena, such as
electrotaxis or galvanotaxis. These changes can cause a net
movement of cells, such as endothelial cells [20], lympho-
cytes [32], or macrophages [33] towards the cathode.
Moreover, endothelial electrotaxis is also involved in an-
giogenesis [20]. Inflammatory cells such as lymphocytes [32]
or macrophages [33] migrate toward the cathode in

physiologically relevant electric fields. In the case of the
muscle, the application of percutaneous electric currents in
damaged muscle tissue can especially affect inflammatory
mediators and influence the new vascularization of the
injured area [21]. The angiogenesis and the electrotaxis of
inflammatory cells may also be beneficial for treating MTrPs.

In summary, percutaneous electric currents, applied with
sufficient intensity and power, offer several physiopathological
explanations to support MTrPs: (1) the depletion of the synaptic
vesicles caused by a massive depolarization of the axonal ter-
minals, with a subsequent normalization of the neurotrans-
mission; (2) LTR and the contraction of the entire muscle which
may compress the GAGs and “wash out” the nociceptive
substances; (3) electrotaxis or galvanotaxis of inflammatory cells
and angiogenesis. These effects, at multiple neurochemical,
electrical, and mechanical levels, provide new insights for novel
therapeutic purposes.

5. Conclusion

A model of myofascial trigger points (MTrPs) is obtained
when neostigmine is injected in mice. In a model of myo-
fascial trigger points, the neuromuscular neurotransmission
is increased. Using percutaneous electric currents, the action
of neostigmine is reversed at both three and 24 hours.
Moreover, the application of electric currents produced an
increase in the number and in the speed of local twitch
responses compared to dry needling. In conclusion, higher
doses of electrical current are more effective for decreasing
MTrPs findings in an animal model.
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4.3. ARTICULO 3 SAFETY ANALYSIS OF PERCUTANEOUS NEEDLE
ELECTROLYSIS: A STUDY OF NEEDLE COMPOSITION, MORPHOLOGY,
AND ELECTRICAL RESISTANCE.
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4.3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS DEL ARTICULO 3. SAFETY ANALYSIS OF
PERCUTANEOUS NEEDLE ELECTROLYSIS: A STUDY OF NEEDLE COMPOSITION,
MORPHOLOGY, AND ELECTRICAL RESISTANCE.
1. Evaluar los cambios en la resistencia eléctrica de las agujas utilizadas para vehiculizar
las CG en el tejido tratado.
Estudiar los posibles cambios de temperatura inducidos por la aplicacion de la CG.
Describir los cambios en la morfologia y la composicién de los elementos que

componen las agujas utilizadas en el tratamiento de corriente galvanica intramuscular.
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4.3.2. MATERIAL Y METODOS ESPECIFICOS DEL ARTICULO 3.

4.3.2.1. Resistencia eléctrica

El estudio se realiz6 con agujas Physio Invasiva®0.30 mm de grosor y 40 mm de
longitud. La resistencia se evalud con un Multi voltimetro Digital Velleman DVM92.

Se evaluaron20 agujas seleccionadas de forma aleatoria. A cada una de ellas y se
aplic6 EPM después de insertarla a un ratén anestesiado e inmovilizado en decubito prono.
Previa depilacion de la zona de insercion posterior y lateral de las patas posteriores, se inserté
una aguja en el gastrocnemio derecho (estimulo) y otra en el izquierdo (control; ver figura 1
del articulo 3). Los experimentos se realizaron insertando agujas en el misculo gastrocnemio
del ratén. Luego se aplicaron corrientes eléctricas. Después de retirar las agujas, las dos
partes fueron diferenciadas: la insertada en el animal y la no insertada. Las partes insertadas
y no insertadas fueron evaluadas por: resistencia eléctrica y microanalisis de la composicién
del metal. Los parametros de la aplicacién fueron: 3mA durante 3 segundos y 3 aplicaciones
(3:3:3) con 1minuto de descanso entre ellas. Como se puede ver la figura 1 del articulo 3, el
catodo se insertd en el gastrocnemio la pierna derecha del raton, el anodo se inserté por via
subcutanea en la espalda del mismo animal. Se insertd6 una aguja adicional en la pierna
izquierda para actuar como control (sin recibir CG).

De cada aguja se evaluo la resistencia de la porcién proximal (no insertada) y distal
(insertada) y se calculd el % de variacion entre los dos valores.

4.3.2.2. Temperatura.

El estudio se realiz6 con agujas Physio Invasiva® de 0,35 de grosor y 100 mm de
longitud. La temperatura se evalué con el Digital Thermometer TMP 812 (Letica, Barcelona,
Spain).

Se eligieron 5 agujas aleatoriamente para cada serie experimental. Cada una se
introdujo en los tubos de ensayo (ver figura2 del articulo 3) que contenian la solucién
fisiolégica de Ringer (composicién en milimolar (mM): NaCl 135, KCI 5, CaCl, 2.5, MgSOs 1,
NaH:PO4 1, NaHCOS 15, glucosa 11. La temperatura se determind in vitro. Se control6 la
temperatura y la humedad relativa de la habitacion donde se llevaron a cabo estos
experimentos. Como se puede ver en la figura 2 del articulo 3, el anodo y el catodo se
insertaron en un tubo de ensayo que contenia 10 ml de solucién salina de Ringer y se instalé
un sensor de temperatura digital. Luego se aplicdé un protocolo de corrientes eléctricas y se
registré la temperatura maxima. Este procedimiento se repitié en cinco tubos de ensayo para
cada protocolo estudiado. Las agujas del anodo y del catodo se insertaron en los tubos de
ensayo en una gradilla de laboratorio, sumergidas en la solucién de Ringer, separados entre
si y conectados al generador de corriente galvanica. Los protocolos utilizados fueron:
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3mAdurante 3 segundos y 3aplicaciones (3:3:3); 3mA durante 60 segundos y 3 aplicaciones
(3:60:3) y 3mA durante 60 segundos y 7 aplicaciones (3:60:7). En todos los protocolos se
dej61 minuto entre aplicaciones. Se determiné la temperatura antes y después de la aplicacion
de las corrientes eléctricas. Los resultados obtenidos se expresaron como % de variacién

entre esos dos valores.

4.3.2.3. Microscopia electrénica de barrido y microanalisis

Se analizaron agujas de 0.30mm de grosor y 40mm de longitud (Physio Invasiva®).
Las agujas estudiadas fueron elegidas de forma aleatoria entre diferentes lotes de producto.

Los protocolos utilizados fueron: Protocolo 1,3mA durante 3 segundos y 3 aplicaciones
(3:3:3), se han estudiado agujas Physio Invasiva® procedentes del Centro BRUMA-Tarragona
(6 agujas) y del Centro MVClinic-Madrid (9 agujas) en humanos y del Laboratorio UHN (10
agujas) en animales; Protocolo 2,3mA durante 3 segundos y 10 aplicaciones (3:3:10), se
evaluaron 5 agujas usadas en animales; Protocolo 3, 3mA durante 3 segundos 50
aplicaciones (3:3:50), se evaluaron5 agujas usadas en animales.

Las agujas fueron analizadas con el microscopio electronico de barrido, FEI Quanta
600 con un equipo de microandlisis por difusién de RX Oxford Instruments, Inc. del Servicio
Cientifico Técnico de la Universidad Rovira i Virgili. La magnificacion de trabajo fue de 2000X.
De cada aguja se estudi6 su morfologia y se realizd6 microanalisis. Los resultados del
microanalisis se expresaron por cada metal comparando la punta, insertada en el tejido,

respecto a la zona cercana al mango, que permanecia externa.
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Abstract

Background: Percutaneous needle electrolysis (PNE) consists of a galvanic current combined with the insertion of a
solid needle into the tissues of the musculoskeletal system. The application of a galvanic current through a needle can
alter the morphology and composition during treatment application. This procedure may also provoke a localized tem-
perature increase.

Aim: The aim was to evaluate the safety of the PNE procedure by analyzing possible alterations of the needles employed.

Methods: Physio Invasiva® and AguPunt EPI® brand needles, commonly used for the application of this technique, were
analyzed in response to three different treatment protocols. Temperature changes were evaluated with the needles
immersed in a test tube containing Ringer’s solution, and electrical resistance was evaluated with a multimeter. The
morphology of the needles, pre- and post-treatment, was examined with a scanning electron microscope (FEI Quanta
600), and the composition of the needles was evaluated using RX diffusion with Oxford Instruments software.

Results: Ringer’s solution contained in the test tubes examined did not present temperature changes. No changes were
observed in the needles under investigation with respect to electrical resistance, morphology, or composition with a
protocol applying 3-mA intensity for 3s and three applications. However, important morphological alterations were
observed that affected needle composition after 50 applications (at 3 mA for 3s).

Conclusion: PNE, applied according to conventional protocols, appeared to be safe and athermal, and did not provoke
a loss of metal particles or modify the morphology of the needles used when studied in vitro.
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Introduction

Percutaneous needle electrolysis (PNE) is an invasive phys-
ical therapy technique that consists of the application of a
galvanic current through an acupuncture needle. This tech-
nique produces an analgesic effect on the musculoskeletal
soft tissue, triggering a local inflammatory process, which
enables phagocytosis and the repair of the affected tissue.!
In surgery, galvanic currents are used for “electrolytic
ablation.” This procedure draws upon an important increase
in temperature to perform surgical resections, together with
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cauterization, using a high amperage and duration.>’
Current protocols for PNE use lower intensities and are
considered athermic.* However, this hypothesis has not
been confirmed. The increase in local temperature found in
a small caliber needle could potentially place the integrity
of the tissue at risk.

In addition, the study of the elements that comprise the
acupuncture needle, as well as the effects of galvanic currents
on these needles during their therapeutic use, has received
greater attention as the popularity of these treatments has
increased. Several studies have reported the clinical use of
needles with manufacturing malformations. For example,
Hayhoe et al.’ described important alterations affecting the
tips of acupuncture needles. More recently, Xie et al.® con-
ducted a study that highlighted the deformed appearance of
acupuncture needle tips using an electron microscope, prior to
their use. In direct relation to the use of galvanic currents,
Hwang et al.” described the major corrosion of needles used
during the application of currents plus an accumulation of
metallic components in the tissue treated. This would imply
that the repeated use of a galvanic current in certain areas
could leave undesirable metallic residue with unknown con-
sequences. Moreover, a loss of needle substance could
decrease the needle diameter, thus increasing resistance and
generating heat. In recent years, needle quality and design
have notably improved; however, no study has reevaluated
the needles that are used clinically.

The aim of the present study was to evaluate the safety
of PNE based on the analysis of an animal and human
model of electrical resistance, measuring temperature
changes and the morphology of the needles used during the
procedure.

Methods
Description of the sample

Needles used on humans were obtained post-treatment
from the MVClinic in Madrid and the BRUMA Clinic in
Tarragona (Spain).

A study on animals was performed at the Unit of
Histology and Neurobiology (UHN) of the Faculty of
Medicine and Health Sciences of Rovira i Virgili University
in Reus, Spain. Experiments were performed in 35 adult
young male Swiss mice of 45- to 50-day postnatal age
(Charles River, L’ Arbresle, France). The mice were treated
according to the regulations established by the Directive of
the Council of the European Community in November 1986
(86/609/EEC) for the manipulation of laboratory animals.
These mice were anesthetized with 0.7 mL of intraperitoneal
tribromoethanol (TBE 2%: 2-g tribromoethanol in 100mL
of distilled water). To confirm that the mouse was sedated,
ocular and plantar reflexes were assessed.

Possible alterations of needles were examined after the
application of PNE based on the most common clinical

treatment protocols, as described by Valera-Garrido and
Minaya-Muifioz,* together with the application of more
extreme parameters, in an attempt to fully test the needle
integrity. The parameters analyzed were intensity, time (in
seconds), and the number of repetitions. These were
described by three numerical values in the same order (e.g.
3mA for 3s and three repetitions, i.e. 3:3:3).4

The device used to generate the galvanic current percu-
taneously in all experiments was Physio Invasiva® CE0120
(PRIM Physio, Spain). The needles used were of the Physio
Invasiva® and AguPunt EPI® brands.

Electrical resistance

The study was performed using Physio Invasiva® needles
(141002 and 160101) and AguPunt EPI® needles (181106
and 180927) measuring 0.30mm in width and 40mm in
length. The resistance was evaluated with a Velleman
DVM92 Digital Multi Voltimeter (Velleman NV, Gavere,
Belgium). Twenty needles were randomly selected, and
PNE was performed with the immobilized anesthetized
mouse placed in a prone position. After removing hair from
both the posterior and the lateral insertion area of the rear
limbs, a needle was inserted into the right gastrocnemius
(stimulus) and the left gastrocnemius (control) (Figure 1).
The application parameters were 3:3:3 with a 1-min rest
period in between. For each needle, the resistance of the
proximal (non-inserted) portion was evaluated together
with the distal (inserted) portion and the percentage varia-
tion between the data was calculated (Figure 1(a)).

Temperature

This study was performed using Physio Invasiva® needles
measuring 0.35mm in diameter and 100mm in length
(181123 and 170512) immersed in Ringer’s saline solu-
tion (composition in millimolar: NaCl 135, KCI 5, CaCl,
2.5, MgSO, 1, NaH,PO, 1, NaHCO, 15, glucose 11).
Temperature was evaluated using a TMP 812 digital ther-
mometer (Letica, Barcelona, Spain). The temperature and
relative humidity of the room where these experiments
were carried out were controlled at 26°C and 50%, respec-
tively. The anode needle and the cathode needle were
inserted into a test tube containing 10mL of Ringer’s
saline solution (Figure 2), into which the digital tempera-
ture sensor was also introduced. Then a protocol of elec-
trical currents was applied and the maximum temperature
obtained was recorded. This procedure was repeated in
five test tubes for each protocol studied. Five anode nee-
dles were randomly selected for each experimental series.
The protocols employed were 3 mA for 3 s and three appli-
cations (3:3:3), 3mA for 60s and three applications
(3:60:3), and 3 mA for 60 s and seven applications (3:60:7).
During all protocols, a 1-min rest period was observed
between applications.
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Figure |. Application of percutaneous needle electrolysis (PNE) in the mouse. (a) Experiments were done by inserting
needles into the mouse gastrocnemius muscle. Then electric currents were applied. After removing the needles, two parts were
obtained: one that had been inserted into the animal and the other non-inserted. The inserted and non-inserted parts were

evaluated: electrical resistance and microanalysis of the metal composition. (b) Photograph showing how needles were inserted
into mice to apply electric currents. (1) The cathode was inserted into the posterior muscle bundle of the mouse’s right leg. (2)
The anode was inserted subcutaneously at the back of the same animal. (3). An additional needle was inserted into the left leg to

act as a control (without receiving galvanic current).
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Needles of 0.30mm in diameter and 40mm in length were
used (Physio Invasiva® and AguPunt EPI®). The needles
studied were randomly selected from different product
batches (Physio Invasiva® 141002, 160101, and 180722;
AguPunt EPI® 181106 and 180927). The protocol of electri-
cal currents used in patients was the usual one at the clinics
that provided the needles. Each needle belonged to a different
patient treated with electrical current. To determine that the
protocols commonly used in patients are safe and far from
those that are dangerous, first, we repeated that protocol in
mice (Figure 1) and then we increased the number of applica-
tions until obtaining the loss of metals, which was detected by
microanalysis. The protocols used were as follows:

e Protocol 1: 3mA for 3s and three applications
(3:3:3). We studied Physio Invasiva® needles used in
human patients (from the BRUMA Clinic in
Tarragona (6 needles) and from MV Clinic in Madrid
(9 needles)) and from the UHN laboratory (10 nee-
dles) after their use in animals.

e Protocol 2: 3mA for 3 s and 10 applications (3:3:10).
Five needles were evaluated in animals.

e Protocol 3: 3mA for 3 s and 50 applications (3:3:50).
Five needles were evaluated in animals.

The scanning electron microscope used was FEI Quanta
600 with a microanalysis device by RX diffusion (Oxford
Instruments software) of the Technical Scientific Service of
the Rovira i Virgili University. The magnification settings
were 2000X.

For each needle, the morphology was studied and micro-
analysis was performed comparing the tip (which had been
inserted into the tissue) with the area close to the handle
(which had remained external).

The needles studied had been used during the treatment
of the gastrocnemius muscles of humans and mice. The
application of the galvanic current in humans was per-
formed by inserting the cathode (needle) within the muscle
tissue to be treated, whereas the anode remained external
and was held in the hand of the patient. In the case of the
study in mice, the cathode was inserted inside the muscle
bundle behind the right leg of the mouse (1cm) and the
anode was inserted subcutaneously into the mouse’s back
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Figure 2. Temperature study in response to percutaneous needle electrolysis (PNE). (a) Temperature was determined in vitro.
The temperature and relative humidity of the room where these experiments were carried out were controlled. The anode and
cathode needles were inserted into a test tube containing 10-mL Ringer’s saline solution, and a digital temperature sensor was
introduced into the same test tube. Then a protocol of electric currents was applied and the maximum temperature obtained
was recorded. This procedure was repeated in five test tubes for each protocol studied. (b) Photograph showing how in vitro
electric currents were applied. The anode and cathode needles were inserted into the test tubes in a laboratory rack, immersed
in Ringer’s solution, separated from each other and connected to the galvanic current generator.

Device to
generate

galvanic
currents

(@)

(b)

(Figure 1(a)). In addition, a control needle was inserted into
the left leg (not receiving galvanic current).

Statistical analysis

The Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) ver-
sion 17.0.1 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) was used to ana-
lyze the results. The values were expressed as the
mean * standard deviation. To evaluate differences within
groups, Student’s t test was used. The differences were con-
sidered significant at P<<0.05.

Results
Electrical resistance

Twenty needles were evaluated with the 3:3:3 protocol. For
each needle, the resistance of the distal portion, which was
inserted into the animal, was determined, and the resistance
of the proximal portion was assessed as a control. No
change in the proximal-distal resistance was observed (%
of mean variance: Physio Invasiva®, 0.40 = 3.33; AguPunt
EPI®, 0.16 =0.01; P>0.05 in both cases). Therefore, the

Table |. Temperature study in vitro after three different
electrical current protocols.

Protocol? Before After

3:03:3 26.11+0.40 2621 +0.10
3:60:3 2562+ 0.43 25.62 +0.43
3:60:7 25.33+0.25 25.33+0.26

The values of the temperature expressed in °C before and after
applying different electric current protocols used for percutaneous
needle electrolysis are shown. The needles were inserted into the test
tubes in a laboratory rack, separated from each other and connected
to the device (see Figures |(b) and 2(b)). The results are expressed as
mean = standard deviation.

*Protocol (intensity:time in seconds:number of repetitions).

use of the galvanic current employed in PNE did not appear
to alter the electrical properties of the needle.
Temperature

Five needles were evaluated, in five different test tubes for
each protocol. Table 1 shows the values of the temperature
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expressed in °C before and after applying different electri-
cal current protocols. In protocol 3:3:3, no temperature
variance was observed (% of mean variance: 0.4+ 1.2,
P>0.05). Neither was any variance observed applying
3:60:3 (% of mean variance: 0.0 = 0.0, P>0.05). In addi-
tion, in the most aggressive protocol, 3:60:7, no tempera-
ture variance was observed (% of mean variance: 0.0 = 0.1,
P>0.05).

Morphology and composition of needles
dfter use

A study of the morphology of the needles exposed to the
galvanic current in human muscle tissue and in mice
revealed the following: with protocol 3:3:3 (protocol 1),
no relevant structural changes were observed in any of
the needles studied. Figure 3 displays examples showing
how the needle tips (part exposed to the muscle tissue;
Figures 3(a) and (b)) do not show any ultrastructural
changes. The impurities that can be observed on the sur-
face are cells and metal shavings from manufacturing, as
observed in a previous study.® Figures 3(c) and (d) cor-
respond to the protocol 3 mA for 3 s and 10 applications,
displaying similar results with those obtained in protocol
1, despite the greater number of repetitions. As no altera-
tion was obtained, an excessive protocol of 50 repeti-
tions was applied in protocol 3 (3mA for 3s and 50
applications), in which an alteration of the needle mor-
phology was observed, presenting erosions and cavities
(Figures 3(e) and (f)). These changes were found in both
brands of needles tested.

The metal composition of the needles was evaluated
using microanalysis. The most common metals used were
chromium, iron, nickel, and manganese. To rule out the
possibility of the metal from the needles remaining and
becoming attached to the treated tissues, the quantity of the
metals present in the inserted part of the needle was meas-
ured and compared with the external part of the needle.
Table 2 shows that there was no loss of any of the metals in
the needles exposed to protocol 3:3:3. However, in Physio
Invasiva® needles exposed to 10 repetitions of 3 mA for 3s,
a non-significant loss of iron and nickel was observed. By
increasing the repetitions of 3 mA currents up to 50 for 3s,
statistically significant losses of all metals were obtained
for both brands of needles tested.

Discussion

This study has examined the needles used in clinical prac-
tice for the application of galvanic currents using the tech-
nique known as PNE.* To our knowledge, this is the first
study to analyze the safety of the application of PNE based
on the analysis of the needles used in the technique.
Historically, galvanic currents have been used in sur-
gery to provoke thermal ablation. Thus, for example, in

pioneering studies based on electrolytic ablation of hepatic
tumors, not only is the surgical action described but reports
have also focused on the beneficial actions related to the
revascularization of the hepatic tissue or the ability to
influence the inflammatory reaction.?? The thermal cauter-
izing action of these treatments requires a very high amper-
age (60-80mA), which is also prolonged over extremely
long periods of time (20-35min). It is important to note
that, in this study, the parameters were very low, both
regarding amperage (approximately 2500 times lower than
those of other authors, as reported by Finch et al.) as well
as the periods of time of continuous application (approxi-
mately 3000 times lower than those of other authors, as
reported by Wemyss-Holden et al.?). These justify the
observation that treatment with galvanic current has been
entirely athermal in an in vitro test. The examination of the
change in resistance of the needles due to the application
of a galvanic current indicated a null variation between the
inserted portion and the non-inserted or external portion of
the needle. This explains the lack of temperature change
and, according to the Ohm behavior or the resistance of the
materials, an increased resistance implies a near-propor-
tional increase in temperature.’

In the scientific literature available on this subject,
several studies have described the existence of needles
with manufacturing defects. For example, Hayhoe et al.’
and Xie et al.® described a wide variety of alterations in
the tips of acupuncture needles before use of the same. In
the present study, no manufacturing imperfections were
observed on any of the needles. This finding was recently
reported elsewhere:® the manufacturers of needles have
notably improved the quality of the same in recent years.
Hwang et al. evaluated needles post-treatment with elec-
trical currents and found considerable corrosion of the
needles after their use.” The same study also demon-
strated the accumulation of metallic substances in a gela-
tin model used to practice acupuncture techniques. These
authors used two protocols, one of 2Hz at 0.05mA, and
another of 10 Hz at 1 mA; both were used over a notably
long time period (30 min). Similarly, Lee et al.,'° using
another type of needle, also found deterioration of the
surface of needles. It seems obvious that the 3 mA of the
present study, with a far shorter duration of stimulus,
does not generate any variation, neither structural nor in
loss of materials. In contrast, when the 3 mA for 3 s pro-
tocol is repeated a notably higher number of times, this
produces important structural alterations. Apparently, the
loss of metals visible on electronic microscopy should be
greater in the study of microanalysis using this latter pro-
tocol. The microanalysis performed by scanning electron
microscopy shows the proportion of metals on the surface
of the needles. Thus, the loss observed in this last proto-
col indicates that all the metals remained within the tis-
sues of the mouse to a similar degree, regardless of the
brand of needle used.
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Figure 3. Examples of needles used in different percutaneous needle electrolysis (PNE) protocols. Two types of needles were
tested: Physio Invasiva® (panels a, c, and e) and AguPunt EPI® (panels b, d, and f). The protocols used were 3 mA for 3s with 3
repetitions (panels a and b), 10 repetitions (panels c and d), and 50 repetitions (panels e and f). Note that only in the situation of
repeating the application 50 times was an alteration in the morphology of the needle tip obtained. Initial magnification is 200X.
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Table 2. Analysis of needle composition.

Protocol? Origin of needles Brand of needles Cr Fe Ni Mn
3:03:03 Patients Physio Invasiva® 11+1.7 1.0+ 1.6 21+19 53+77
3:03:03 Mice Physio Invasiva® 25+1.0 28+ 15 14+15 0.0+0.0
AguPunt EPI® 46+ 15 28 1.1 57+ 1.4 39+ 16
3:03:10 Mice Physio Invasiva® 2.1+2.1 58+ 18 175+72 11.9=10.1
AguPunt EPI® 6.1+15 6.1+13 40+26 2.1 +0.1
3:03:50 Mice Physio Invasiva® 193+ 1.1% 13.5 +0.8* 165+ 2.0% 0.0+0.0
AguPunt EPI® 18.8 = 0.4* 16.4 = |.5% 223 + | 4% 203+18

Cr: chrome; Fe: iron; Ni: nickel; Mn: manganese.

The results show the percent variation between the portions inserted into the biological tissues and the most distal, non-inserted area (see Figures
1(a) and 2(a)). The needles used in patients were provided by the centers MVClinic in Madrid and BRUMA Clinic in Tarragona. Each needle belongs
to a different patient treated with electrical currents. The results are expressed as mean * standard deviation.

*Protocol (intensity:time in seconds:number of repetitions).
*P<0.05.

Conclusions

PNE applied according to conventional protocols appears
to be a safe procedure. The use of galvanic current does not
produce local thermal alteration in an in vitro test, nor does
it alter the electric properties of the needle, which do dem-
onstrate loss of metals or modification of their morphology
during use. However, if the parameters are abusive, an
alteration of the needle is possible and there is potential for
risk occurring.
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En la presente tesis se ha creado un modelo animal (articulo 1) para poder testar un
tratamiento de corrientes galvanicas intramusculares (articulo 2) y evaluar si este tratamiento
puede tener algin componente nocivo para los pacientes (articulo 3).

Los resultados obtenidos con las técnicas electrofisiologicas de registro intracelular y
electromiografico han evidenciado que la administracion de una dosis Unica subcutanea de
neostigmina (NTG) provoca un aumento del a liberacion espontanea de ACh en las uniones
neuromusculares, traduciéndose en un aumento en la frecuencia de los potenciales de placa
en miniatura (MEEPSs) y del ruido de placa. Este aumento esta relacionado con la aparicién
de sarcomeros contracturados adoptando una conformacién nodular. Mediante técnicas de
inmunohistoquimica se ha confirmado que esos nédulos estan efectivamente situados debajo
de los contactos sinapticos. También se ha observado, mediante técnicas histologicas, que
en las zonas donde han aparecido estos nédulos contracturados, se produce un aumento de
la presencia de glucosaminoglicanos (GAGs). La presencia conjunta de estos ndédulos
contracturados y los GAGs permitirian explicar las sensaciones palpatorias descritas durante
la exploracion de musculos de personas con PGM. Hay que comentar, que en el presente
modelo animal, no se ha podido palpar el nédulo hiperirritable descrito en los criterios clinicos
de diagnostico de PGM en humanos y que el paciente reconoce como origen del dolor, pero
si se han identificado, mediante exploracidon manual realizada por fisioterapeutas expertos en
el tratamiento de los PGM, la presencia de bandas tensas palpables que cuando son
estimuladas presentan respuestas de espasmo locales (RELs) y que han sido registradas
ecograficamente por primera vez en animales.

Con el modelo de PGM, se obtuvo que el protocolo 3/3/3, revirtié por completo la alta
neurotransmision espontanea (MEPPSs) lograda con una inyeccion subcutanea de NTG. La
frecuencia de MEPP retorn6 a los valores normales a las 3 horas y se mantuvo durante las
siguientes 24 horas. En los registros electromiograficos tanto el protocolo 3/3/3, como 1.5/5/3
disminuyeron los valores altos tanto del numero de &areas con ruido de placa terminal como
de la frecuencia del ruido de placa terminal. Aunque, todos los protocolos testados fueron
efectivos en diferente grado, solo el protocolo de 3/3/3 (3 repeticiones de 3 mA durante 3
segundos) revirtié por completo todos los parametros estudiados en todas las situaciones. Por
otro lado, se ha observado que las RELs provocadas por las corrientes eléctricas con respecto
a las producidas por puncién seca fueron mas numerosas y con mayor velocidad. El conjunto
estos datos apuntan a que la aplicacion de corriente galvanica intramuscular puede ser muy
ventajosa en el tratamiento de PGM en pacientes. Sin embargo, es preciso un ensayo clinico
que estudie y valore su uso en humanos.

El conjunto de pruebas para evaluar el grado de seguridad de la técnica de CGI
aplicada por agujas solidas mostr6 que los usos de las corrientes no generan ningun

incremento térmico local. En consecuencia, no pueden provocar quemaduras. Por otro lado,
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tampoco se alteran las propiedades eléctricas de la aguja durante su uso ni pierden metales,
ni modifican su morfologia. No obstante, si los parametros resultan abusivos es posible una
alteraciéon de la morfologia en la parte insertada de la aguja con transferencia de metales a
los tejidos, por tanto, un riesgo potencial para el paciente.

5.1. AUMENTO DE LOS MEEPS POR ACCION DE LA NEOSTIGMINA.

Aunque no existen trabajos previos que evallen la actividad eléctrica intracelular de
las SNMs de fibras musculares con PGM, si existen trabajos que evalian los cambios
electrofisiolégicos y morfoldgicos por la administracién de farmacos anticolinesterasicos como
la neostigmina (NTG)%°. Los trabajos de Tiedt y colaboradores®® junto con el equipo de
Hudson®® publicados ambos en 1978, evaluaron las alteraciones electrofisiolégicas y
estructurales que induce la NTG sobre las uniones neuromusculares, para conocer los
posibles efectos adversos asociados al uso de este farmaco durante el tratamiento de
pacientes con miastenia gravis. En estos trabajos, 30 minutos después de la administracion
de una dosis de NTG, registraron un incremento de la frecuencia de los MEEPs espontéaneos,
asi como de la amplitud y el tiempo de caida. Sin embargo, cuando el tratamiento fue repetido
alas 12 y 36 horas, estos parametros disminuyeron. Hudson y colaboradores® relacionaron
esta disminucién con la degeneracion del contacto sinaptico neuromuscular y los sarcémeros
cercanos. En la presente tesis, se obtuvieron resultados similares confirmando estos
resultados. En los muasculos tratados con neostigmina, con una dosis Unica se observo un
incremento de la frecuencia y por el contrario, con dosis repetidas subcutaneas no se
observaron cambios en la frecuencia. Por otro lado, los resultados obtenidos con los otros
anticolinesterasicos (Rivastigmina, Piridostigmina y Fasciculina Il) no se obtuvieron cambios
en la frecuencia de MEEPs obteniendo resultados similares a los descritos en la bibliografia'°.
Eso reafirmd la eleccion de la NTG, como farmaco ideal para desarrollar el modelo animal con
PGM.

El aumento de la frecuencia de los MEEPs se puede interpretar de la siguiente manera.
La inhibicién de la AChE genera una acumulacién de ACh en la hendidura sinaptica. Se sabe
que esto favorece que se liberen mas MEPPs por activacion axonal retrograda'?'22, Al mismo
tiempo, durante la neurotransmisién también se liberan compuestos de adenosina, los cuales
tienen un papel modulador en la secrecion de ACh'?2. Por tanto, la NTG aumenta la frecuencia
de MEEPs por diferentes vias.

5.2. CORRIENTES GALVANICAS Y MEEPs.
Como se ha visto en el articulo 2, las corrientes galvanicas revierten la accién de la
NTG sobre los MEEPs dependiendo su eficacia por su intensidad y duracién. Una posible

explicacién es que las corrientes eléctricas causan una despolarizacién masiva de los
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terminales axonales'?. En esta situacion, se liberan todas las vesiculas sinapticas disponibles
y los terminales nerviosos pueden agotarse durante un periodo de tiempo que dura de minutos
a horas. Luego, todos los componentes de la neurotransmision recuperan sus valores iniciales
y la neurotransmisién vuelve a la normalidad. Tomando en cuenta que esta situacion se
mantiene durante 24 horas y que en términos de vida para los roedores es un periodo
comparable a ~30-40 dias en humanos'?*, resulta factible proponer este mecanismo como
explicacién. Otro mecanismo que también esta relacionado el cual se discutira mas adelante,
son las respuestas de espasmo local. Las REL generadas por las CG, al ser de mayor
velocidad y numero, favorecerian el lavado de sustancias nociceptivas acumuladas en los
GAGs presentes en la zona y, ademas, el hecho de dirigir los tratamientos ecograficamente,
a las bandas tensas previamente identificadas mediante palpacién, puede prevenir la posible
afectacion de otras estructuras, como vasos y nervios.

Otro mecanismo que puede generar el uso de las CG es la electrotaxis'?>126, E|
diferencial eléctrico generado por la corriente puede atraer células endoteliales, linfocitos o
macréfagos hacia el catodo. En el caso del musculo esquelético y los PGM, las corrientes
pueden afectar a las células mediadoras de la inflamacién y vascularizacién del area afectada.

5.3. RUIDO DE PLACA Y LOS PGM.

En la presente tesis, los registros electromiograficos realizados en los gastrocnemios
de los animales tratados con NTG subcutanea presentaron un incremento del nimero de
areas con ruido de placa y de la frecuencia de eventos en estas areas. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos en el registro intracelular, ya que, si el ruido de placa es la
expresion electromiografica, de la neurotransmision espontanea de multiples SNMS, resulta
coherente que tanto la frecuencia de MEEPs, como el ruido de placa estén aumentados.

El modelo muscular elegido para estudiar y evaluar los cambios electromiograficos, los
gastrocnemios, ademas de ser un grupo muscular de facil acceso, ya que estan recubiertos
Unicamente por la piel y su localizaciéon permite una manipulacién facil para el investigador.
Anatomicamente, estan divididos en dos paquetes musculares, el gastrocnemio lateral y el
medial, cada uno de ellos, dispone de una rama de inervacion particular, procedente del nervio
tibial '?”. La posterior ramificacion y distribucién de las SNMs en cada paquete ha sido
estudiada y descrita ampliamente, presentando grupos de contactos sinapticos que se
distribuyen a lo largo del tejido muscular desde la insercion proximal a la distal '23'2°, Por lo
tanto, la divisién virtual en 12 areas, asi como, el procedimiento establecido, realizando el
registro de distal a proximal, permite un examen electromiografico exhaustivo de los musculos.
De hecho, los autores Yin y colaboradores'®® recomiendan realizar un estudio de los grupos
de SNMs, tomando en cuenta la ramificacién nerviosa intramuscular, para poder identificar

que grupos de fibras musculares presentan mayor o menor alteracion y asi dirigir a ellas el
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tratamiento. Sin embargo, aunque esto es un objetivo deseable, hay que destacar que debido
al tamano reducido de los animales, el procedimiento para registrar la actividad eléctrica
espontanea de las SNMs, insertando la aguja de EMG'?, puede ser un factor limitante, dado
que, cada movimiento de la aguja puede lesionar parcialmente las fibras musculares pudiendo
alterar su registro. Ademas, como ha sido descrito en trabajos previos?’, se observé una
actividad eléctrica asociada a la insercidon y movimiento de la aguja conocido como potencial
o ruido de insercion. Por ese motivo, cuando la aguja de registro ya estaba insertada en el
musculo, no se realizaba ninglin movimiento de avance o retroceso y se procedié a su registro,
una vez registrado se volvié a manipular la aguja, se esperd unos segundos y se repitid el
proceso.

Son varios los trabajos publicados que refieren alteraciones del ruido de placa
relacionados con el SDM tanto en humanos'® como en animales*%. A lo largo de la Gltima
década, se han publicado una serie de trabajos que tienen como objetivo el desarrollo y
estudio de un modelo animal con PGM causados mediante lesion muscular 35131132
Concretamente, en los trabajos de Huang y colaboradores®®% se propusieron evaluar la
actividad eléctrica y la morfologia muscular de los PGM en ratas y para generarlos
desarrollaron un protocolo combinado por una contusiéon controlada y ejercicio. La primera
fase del protocolo consistié en golpear en repetidas ocasiones el musculo vasto medial de la
extremidad posterior de ratas y al dia siguiente iniciar un protocolo de ejercicio en una cinta
sin fin. En la siguiente fase mediante palpacién identificaban las posibles zonas con bandas
tensas para estudiar y grabar la actividad eléctrica mediante electromiografia. Los resultados
de los registros electromiogréaficos de estos musculos mostraron una alta frecuencia de ruido
en la placa y picos polifasicos. Un aspecto que resulta interesante de este modelo es el
hallazgo de diferentes tipos de onda en el ruido de placa dependiendo del estadio de
recuperacion del tejido®. Estos autores describen que en la cuarta semana observaron
actividad eléctrica de baja amplitud, similar al ruido de placa y picos intermitentes de alta
amplitud. Sin embargo, este tipo de registros estan mas relacionados con una lesién aguda e
inflamacién posterior que asociables a los PGMs. Por otro lado, a las 8 semanas observaron
una disminucién del ruido de placa que coincide con el plazo habitual de recuperacion del
tejido muscular. En un analisis mas detallado de las senales mioeléctricas, Huang vy
colaboradores proponen que las sefiales tipo | y Il tienen como origen el flujo de iones de Na*
y K*, las senales tipo Ill y IV presentan un patrén invertido y podrian tener un origen similar a
las propuestas por Hubbard y Berkoff*3. A las sefales tipo V, con un patrén fibrilar, Huang y
colaboradores proponen que tienen su origen en la hipersensibilidad o inflamacion crénica del
sistema neuromuscular. Notar que las ondas de tipo IV y V nunca estan presentes en los
PGMs de los grupos control y, ademas, el tipo V no se observé durante el periodo de
recuperacion de las 4 semanas. Finalmente, Huang y colaboradores afirman que la diferencia
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en el tipo de ondas presentes en el registro electromiografico de los PGMs podria explicar la
diferencia entre un punto activo y uno latente. Como se puede ver, muchos de los hallazgos
electromiogréaficos obtenidos en el modelo de estos autores no responden en absoluto a los
PGM que se registran en pacientes y si se pueden justificar por la lesiéon que provocan. En
este sentido, el modelo de PGM propuesto en esta tesis se genera en base a la
neurotransmisién espontanea alterada y sus resultados entran dentro de los que

habitualmente se pueden obtener en pacientes.

5.4. LA UNION NEUROMUSCULAR Y EL NODULO DE CONTRACCCION.

En la hipotesis integrada® se describe que la alteracion en la liberacién espontanea de
ACh enla SNM, es el primer paso para la aparicion de los PGM. Con la NTG, se ha aumentado
de forma artificial la liberacion espontanea de ACh, provocando que los sarcomeros mas
cercanos al contacto sinaptico se contraigan, formando un nédulo de contraccién alrededor
de la SNM, en ausencia de potenciales de accion. También con el objetivo de generar un
modelo animal con PGM, Sigfrid Mense® usé un agente anti-AChE para generar
experimentalmente un incremento de ACh en la SNM. Sin embargo, no obtuvo nédulos de
contraccién por lo que sobrepusieron estimulacion eléctrica con el objetivo de afiadir
neurotransmisién adicional. El resultado final de la combinacién provocé la apariciéon de discos
de contraccién y areas anormalmente contraidas y lesionadas en la mayoria de las fibras, en
cambio otras fibras se mantenian en perfecto estado, sin cambios histoldgicos observables®.
Estos autores propusieron que las areas anormalmente contraidas son una reaccion general
e inespecifica tipica de las lesiones observadas en fibras musculares sometidas a
inmovilizacién forzada en posicién acortada, contraccion excéntrica, elongacion forzada o
estimulacion eléctrica'®*-'35. Ademas, Mense y colaboradores contemplaron la posibilidad que
los cambios histolégicos observados pudieran ser artefactos del procesamiento histolégico o
por la inyeccién intramuscular del anti-AChE aunque lo descartaron dado que establecieron
criterios para prevenirlas. Por ultimo, hay que comentar que Mense y colaboradores
procesaron todas las muestras histoldgicas con el fijador paraformaldehido, hecho que puede
considerarse como un posible factor perturbador para la identificacion de los nédulos de
contraccién, como a continuacion trataremos.

En la presente tesis, no se observaron efectos directos sobre los musculos derivados
de la inyeccion, ya que esta se administré subcutdneamente y en un &rea diferente al musculo
estudiado. Ademas, los modelos musculares utilizados presentan unas caracteristicas
intrinsecas que hay que destacar. Tanto el LAL como el diafragma, son musculos planos y
Unicamente se encuentran cubiertos por otros musculos y/o tejido conectivo que pueden ser
retirados sin lesionarlos y sin alterar los nervios 0 vasos sanguineos intramusculares. En

definitiva, conservando la integridad del tejido y permitiendo un estudio con menos
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interferencias. Ademas, permiten prescindir del uso de fijadores, procedimiento que tiene
como objetivo, preservar las caracteristicas tisulares de las muestras, pero que puede alterar
la visualizacién de los GAGs, debido a su menor interaccion quimica con los fijadores'36:1%7,
hecho que puede disminuir su concentracién durante los procedimientos de histologia. Esta
situacion la identificamos durante el desarrollo del modelo animal con PGM y nos condujo a
modificar el protocolo de tincion PAS azul alcian, después de consultar con un experto en
anatomia patoldgica.

Por otro lado, para tratar explicar los cambios histolégicos observados, en que algunas
fibras presentaban alteraciones y otras no, Mense y colaboradores®® apoyandose en los
resultados de trabajos previos sujetos al tratamiento con anti-AChE'&'3° propusieron que
estos cambios se producen en fibras musculares de tipologia diferente a las dominantes del
musculo (sea | o Il). Asi, estas fibras, al estar en condiciones desfavorables son mas
susceptibles de lesionarse y presentar las alteraciones descritas. Recordemos que el modelo
de estudio utilizado por Mense y colaboradores, el gastrocnemio, presenta
predominantemente fibras de tipo Il. En los resultados obtenidos durante el desarrollo de esta
tesis, también se observé esta distribucién irregular de cambios en las SNMs del mismo
musculo y entre diferentes musculos, aun asi no se han podido entender los mecanismos
exactos que favorecen que algunas fibras presenten nédulos y otros no. Notar sin embargo
que en la presente tesis se llevd a cabo una bateria de experimentos con dos tipos de
musculos, el diafragma (musculo con mayor porcentaje de fibras ténicas) y el LAL (muUsculos
con mayor porcentaje de fibras fasicas). Hay que recordar que se obtuvo una mayor liberacion
de ACh de forma espontanea en experimentos in toto, en el musculo fasico (LAL) en
comparacion a los obtenidos en el musculo ténico (Diafragma), soportando los argumentos
de la hipétesis planteada por Mense y colaboradores.

Por otro lado, Huang y colaboradores en el modelo animal con PGM generados por el
protocolo de contusidon de comentado anteriormente® analizaron las muestras con el
microscopio éptico y describieron que varias fibras musculares tenian forma circular o eliptica
a la seccion transversal y, ademas, fibras coénicas con diferentes grosores a la seccion
longitudinal. Los autores sugieren que estas morfologias se corresponden con las propuestas
por Simons y colaboradores'®' en que las fibras musculares con PGM presentan en su zona
central mas grosor debido al nédulo y en los extremos presentarian un menor tamafno. Este
modelo de contusion® se basa en que las lesiones musculares son probablemente uno de los
mecanismos generadores y/o perpetuadores de PGM aunque como modelo presenta algunos
puntos cuestionables. Huang y colaboradores afirman que las muestras observadas en su
trabajo presentaban fibras musculares con nédulos de contraccion, que presentan una mayor
densidad en comparacion con las fibras control y que solo pueden ser comparadas con los
trabajos de Simons y colaboradores®'.Otros trabajos usando una metodologia similar'#%'4" en
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los que se evalla el efecto de la contusion en tejido muscular, también se observaron cambios
descritos en la forma y tamario de las fibras musculares, pero en estos trabajos los asociaban
al proceso regenerativo propio del tejido muscular. Ademas, en las imagenes de los tejidos
tratados ofrecidas por Huang y colaboradores®®, no se pueden identificar signos de
acortamiento o cambios en el patrén de los sarcomeros y que, en trabajos previos® y en la
presente tesis, si se observan.

Otro punto para debatir del modelo de PGM por contusién, es la relacién entre los
cambios morfologicos de la fibra muscular, con el correspondiente contacto sinaptico, zona
donde Simons y colaboradores sittan el foco de origen del PGM. En un trabajo mas reciente,
Liu y colaboradores'*? aportan imagenes de nédulos de contraccién adyacentes a los
contactos sinapticos en este modelo de contusién. Para obtenerlas utilizaron la técnica de
Karnovsky Roots, que, mediante un analogo de la ACh (ioduro de tiocolina) marcado con
cobre que, al ser hidrolizado por la AChE sinaptica, precipita el cobre coloreando el perfil
sinaptico. Aunque, hay que destacar que esta técnica precisa de una fijacién previa con formol,
hecho que como previamente se ha comentado, puede ser suficiente para alterar los nédulos
de contraccion formados alrededor de la SNM, objetivo del estudio. Pese a todo ello, las
imagenes son impecables.

Durante el desarrollo del modelo animal con PGM presentado en esta tesis y con la
intencién de evidenciar la relacién entre los nédulos de contraccion obtenidos con la técnica
de PAS —Alcian y los contactos sinapticos, se utilizd un marcaje con a-bungarotoxina de los
receptores de la ACh (AChR). Esta técnica de permiti6 delimitar su perimetro y medir las areas
de las SNM. Con ello se identific6 una disminucion del tamafno del area de las SNM,
confirmando que los nddulos de contraccion observados con la técnica PAS-Alcian se
correspondian con las uniones neuromusculares.

En este sentido, en el afio 2020, Gerwin y colaboradores publicaron un trabajo en el
que mediante microscopia electrénica evaluaron muestras de tejido muscular humano,
obtenido en puntos previamente identificados como PGM en sujetos con bandas tensas con
y sin signos clinicos de SDM'#3. Pero, en esta ocasion los autores hallaron un bajo nimero de
sujetos con sarcémeros contracturados, tan solo 2 de los 15 sujetos estudiados. Ante estos
resultados los autores se cuestionan si la obtencion de las muestras, examinada y marcada
previamente por un investigador experto, significa que el PGM es un fendmeno poco comin
o si las biopsias se tomaron en el sitio incorrecto. Sin embargo, reconocen que las muestras
se tomaron solicitando a los sujetos que relajaran la zona del trapecio, de donde se iba a
obtener la biopsia, pero, aun asi, podia haber cierta contraccién, desviando el punto de
obtencion del punto marcado inicial. Este factor se hubiese podido compensar tomando una
biopsia mayor tamaro, pero a costa de generar mayor lesiéon en los pacientes.
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Hong yTorigoe®, describieron que las REL disminuyen a medida que se alejan del
punto gatillo en la banda tensa, al mismo tiempo que disminuye el RP, por este motivo Gerwin
y colaboradores'® buscaron los PGM en la zona de la banda tensa. Sin embargo, no hallaron
contactos sinapticos en las zonas estudiadas, ni tampoco consiguieron establecer una
relacion entre los PGM y los n6dulos de contraccion en el aparato contractil. El conjunto de
estos argumentos sugiere que es posible que los nédulos con contracturas ocurran por
razones que no se hayan considerado, por no estar relacionadas directamente con los PGM
0 con el proceso nociceptivo. En su discusién Gerwin y colaboradores'® sefialan al articulo
publicado por nuestro grupo de investigacion y parte de esta tesis, ya que durante el desarrollo
de nuestro modelo, observamos que los procesos de fijacién podian alterar la visualizacién
de los nédulos de contraccion y la presencia de GAGs. Sin embargo, Gerwin y colaboradores
no creen que sea lo ocurrido en su trabajo, dado que Hudson y colaboradores obtuvieron
imagenes de nodulos de contraccién subsinapticos inducidos por NTG, usando fijadores.
Ademas, recordemos el trabajo de Liu y colaboradores'? con el modelo de contusion
muscular en que obtuvieron imagenes de nddulos de contraccién con sinapsis asociadas
mediante la técnica de Karnowsky-Roots que precisa de la fijacion de los musculos. También
en el articulo 1 de la presente tesis se usé la técnica de inmunohistoquimica para demostrar
la existencia indirecta de nédulos de contraccién subsinapticos y los resultados demostraron
esa relacién, pese a que esta técnica precisa de fijacion de la muestra, aunque en su forma
mas suave (paraformaldehido al 4%). Resumiendo, parece que la relacion de los nédulos de

contraccién en los PGM ain no esta completamente zanjada.

5.5. GLUCOSAMINOGLICANOS Y PGM.

El analisis de las imagenes de microscopia electrénica de nddulos de contraccion
publicadas en trabajos previos®7:58, después de aplicar NTG a dosis terapéuticas muestran
que existe un espacio anormalmente agrandado entre las fibras musculares adyacentes y, a
veces, la presencia de fibroblastos es evidente. Usando la escala de las propias fotografias el
aumento de diametro de la fibra muscular debido a la contraccion de algunos sarcémeros es
de aproximadamente 1 ym. Por lo tanto, se necesitarian miles de fibras musculares con
nédulos de contraccién localizados en la misma area para lograr un PGM palpable en
humanos. Estas imagenes sugieren que en las areas con PGM estan ocurriendo otros
cambios tisulares que podrian contribuir a generar un noédulo palpable. Shah vy
colaboradores''** describieron que el medio extracelular adyacente a los PGM activos
presenta protones, sustancias nociceptivas y proinflamatorias y estas sustancias pueden
sensibilizar los nociceptores musculares causando hiperalgesia muscular. Estas sustancias,
especialmente los protones, pueden irritar a los fibroblastos'*'47. Estas células son las
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responsables de regular la produccion y mantenimiento de colageno y glucosaminoglicanos
(GAGs) en la matriz extracelular muscular (MEC). Los fibroblastos, irritados por las sustancias
nociceptivas pueden iniciar una produccién anémala de GAGs. En el articulo 1 de la presente
tesis se demostré que estos GAGs se acumulan en la proximidad de los nédulos de
contraccion'®. Los GAGs son altamente higroscdpicos absorbiendo liquidos y substancias en
dilucion, lo que aumenta el volumen de la zona de nédulos de contraccion, contribuyendo a
aumentar el tamano del PGM, hasta que son palpables. De este modo, puede explicarse que
cuando se aplican técnicas masaje y compresion como tratamiento de los PGM se genera un
efecto de drenaje del area PGM que, al exprimir o generar una contracciéon muscular, el liquido
y el contenido retenido en los GAGs, reduce su volumen y eliminar o disminuir la cantidad de
sustancias nociceptivas'®, disminuyendo asi la sintomatologia.

El tejido conectivo estd ampliamente distribuido en nuestra economia llenando
espacios entre tejidos y ofreciendo una base de sujecion para dar forma a érganos y
permitiendo la circulacion de vasos y nervios. En el tejido muscular la MEC esté formado por
colagenos de diferentes tipos, glicoproteinas, proteoglicanos y elastina '*¢. En los tltimos afios
se ha ahondado mucho sobre el papel de la MEC en el desarrollo, crecimiento, reparacién
muscular. También en la transmision de la fuerza generada por el aparato contractil formando
un entramado entre las fibras y que permite dirigir el movimiento generado hacia las
inserciones tendinosas'®'%0, Asi existen mudltiples enfermedades relacionadas con las
alteraciones de la MEC'® como por ejemplo, la fibrosis muscular caracterizada por una
acumulacién anormal de tejido conectivo que provocan cambios en el funcionamiento de la
MEC. Estos cambios también se han hallado en miopatias como la sarcopenia relacionada
con la edad, la distrofia muscular, incluso se ha observado que alteraciones metaboélicas como
la diabetes. Alteraciones en la MEC pueden generar cambios que alterarian el funcionamiento
del tejido muscular y cumplir con sus funciones''. En este punto hay que considerar los
recientes comentarios de Dommerholt y colaboradores '°2 que sugieren realizar un estudio del
tipo de GAGs presentes en estas zonas contracturadas, adyacentes a las SNMs. Propuesta
para tener en cuenta para futuros trabajos para describir mas ampliamente el modelo animal

con PGM y evaluar el efecto de los tratamientos.

5.6. RESPUESTA DE ESPASMO LOCAL.

La relevancia de la REL en la eficacia del tratamiento de los pacientes con PGM esta
muy debatida. Sin embargo, la trascendencia de hallar RELs en el desarrollo de un modelo
animal es evidente. La evaluacién del dolor en animales es complicada y con algunos riesgos,
por lo tanto la presencia de un signo patognomonico y de reconocido papel en la identificacion
y tratamiento de los PGM en pacientes' 53, permite una mejor caracterizacion del modelo. De
hecho, en la presente tesis el modelo animal fue puesto a prueba por seis pares de
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fisioterapeutas expertos en el diagnéstico y tratamiento de los PGM en pacientes. Todos
coincidieron en la presencia de una banda tensa palpable. A diferencia de los pacientes, a fin
de disminuir el riesgo de sufrimiento y posible reaccién al dolor durante la exploracion, los
animales permanecieron anestesiados.

La principal aportacién del uso de la ecografia en el presente modelo ha sido la
observacion y registro de las RELs con una buena calidad de imagen. La combinacién de la
técnica de PS y la ecografia para registrar las REL, ya ha sido probada previamente en
pacientes. Rha y colaboradores®® afirman que el uso de la guia ecografica permite identificar
la trayectoria de la aguja en el tejido muscular tratado, permitiendo mejorar la puncién de la
musculatura profunda mejorando los resultados terapéuticos. Los resultados obtenidos en el
presente estudio (articulos 1y 2) nos permiten afirmar que la guia ecografica permite visualizar
la aguja de tratamiento y su direccionamiento, ademas permite identificar las respuestas de
espasmo local en el grupo muscular tratado y poder asi, cuantificar su nimero y velocidad.

En este sentido, se observé que la CGl aumenté considerablemente las respuestas de
espasmo local tanto en nimero y en velocidad, en comparacién a la PS. Por lo tanto, ademas
del efecto ya descrito a nivel electrofisiolégico, las RELs mas potentes también contribuirian
al drenaje y lavado de la zona disminuyendo la concentracion de las sustancias nociceptivas
que puedan estar acumuladas en los GAGs. Se precisan estudios que profundicen este
mecanismo asi como en el efecto de electrotaxis, generada por la CG sobre varios tipos
celulares'>'541%5 (macrofagos, linfocitos o células endoteliales), que pueden afectar a los
mediadores inflamatorios y vasculares favoreciendo el tratamiento de los PGM.

5.7. TEMPERATURA, MORFOLOGIA Y COMPOSICION DE LAS AGUJAS UTILIZADAS EN
LA APLICACION INTRAMUSCULAR DE CORRIENTE GALVANICA.

Histéricamente la corriente galvanica se ha usado en cirugia para provocar ablacion
térmica. Hay abundantisimos ejemplos en la bibliografia como ejemplo en los estudios
pioneros en la ablacion electrolitica de tumores hepéticos'2%:'5” en los que se describe
ciertas acciones beneficiosas relacionadas con revascularizacién del tejido hepatico o
influyendo en la reaccion inflamatoria. Para la accién cauterizante térmica de estos
tratamientos precisa de un amperaje muy alto, 60-80mA, que se prolonga durante periodos
también extremadamente largos (20-35 min). Notar que en el estudio presentado en esta tesis
(articulo 3) los parametros evaluados fueron muy inferiores tanto en amperaje como en
duracion lo que justifica que el tratamiento con la corriente galvanica haya sido completamente
atermal. Respecto al cambio de resistencia de las agujas por la aplicaciéon de la corriente
galvanica no se observé ninguna variacion entre la parte de la aguja insertada en el tejido

tratado, respecto a la parte externa. Es decir que queda justificado que no cambie la
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temperatura ya que, segun la ley se Ohm, un aumento de resistencia implica un aumento de
temperatura de una manera casi proporcional’®,

Ademas, en el articulo 3 de esta tesis no se observé ninguna aguja con imperfecciones
de fabrica antes de su uso. En un trabajo previo, Bosque y colaboradores'® evaluando agujas
de puncién seca de diferentes marcas tampoco encontraron ninguna aguja con
imperfecciones de fabrica antes de su uso y solo observaron defectos después de realizar 10
impactos en el hueso. Sin embargo, Hwang y colaboradores''® evaluando las agujas post
tratamiento con corriente eléctrica continua y mostraron una gran corrosiéon de las agujas tras
su utilizaciéon. Estos autores demostraron la acumulacion de compuestos metalicos en un
modelo de gelatina usada habitualmente en las practicas de acupuntura. Hay que notar que
Hwang y colaboradores utilizaron dos protocolos de bajo amperaje (0,05 mA y 1 mA) pero
durante un tiempo notablemente mas largo (30 minutos) que los usados en el articulo 3 (3 y
7 segundos). De forma similar Lee y colaboradores'®® trabajando con otro tipo de agujas,
hallaron también deterioro de la superficie de las agujas. Parece obvio que los 3mA del
presente estudio, con una duracion mucho menor, no genere ninguna variacion ni estructural
ni de pérdida de materiales. Por el contrario, cuando los 3mA durante 3 segundos se repiten
un numero de veces notablemente mayor, provoca una variacion importante en la
composicion de las agujas y una alteracion estructural. Asi la pérdida observada en este Gltimo
protocolo nos indica que los metales faltantes han quedado en los tejidos del raton. Por lo
tanto, evitar la aplicacion de CGIl por un tiempo elevado o con demasiadas repeticiones

deberia prevenir acumulacién de materiales en el tejido tratado.
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6. CONCLUSIONES
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1.- El tratamiento con un anti-AChE provoca un aumento sostenido de ACh en la hendidura
sinaptica el cual induce un aumento del ruido de la placa y la frecuencia de MEEP. Esto
tiene consecuencias que simulan un punto gatillo miofascial:

1.1.- Aparecen nédulos de contraccibn que estan rodeados de abundantes
glucosaminoglicanos (GAG).

1.2.- Aparecen nédulos de contraccion situados en el &rea subsinaptica. En este modelo
animal no se palparon PGM, pero si bandas tensas

1.3.- Si se estimulan las bandas tensas con una aguja de puncién seca aparecen RELs
objetivables tanto por palpaciéon como por registro ecografico.

1.4.- Ninguno de los hallazgos alcanzados con la aplicacién de neostigmina subcutanea
(aumento de MEPPs y ruido de placa, presencia de PGM) duraron mas de 3 dias.

1.5.- La administracion repetida de anti-AChE cada 12 horas provoca lesién muscular
dentro de las primeras 24 horas.

2.- Las corrientes galvanicas intramusculares revierten la elevada neurotransmisién
espontanea generada por la accion de la neostigmina tanto a las 3 como a las 24 horas.
2.1.- La aplicacion de corrientes eléctricas produjo un aumento en el nUmero y en la
velocidad de RELs, en comparacién con la puncion seca.
2.2.- Las dosis de corriente eléctrica 1.5mA durante 5 segundos y 3 aplicaciones y 3mA
durante 3 segundos y 3 aplicaciones son mas efectivas para disminuir los PGM en
un modelo animal.

3.- La aplicacién de corriente galvanica intramuscular, es un procedimiento seguro si no se
aplican parametros abusivos.

3.1.- El uso de la CG no produce en las agujas alteracion térmica local.

3.2.- El uso de la CG no altera las propiedades eléctricas de la aguja, no genera perdida
de sus metales y no modifican su morfologia durante su uso. No obstante, si los
parametros resultan abusivos es posible una alteracién de la aguja con un riesgo
potencial para el paciente.
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