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Resumen

El proposito de este proyecto de tesis fue evaluar la eficacia de la Fototerapia y la Terapia
Fotodinamica en el tratamiento de heridas cutdneas empleando luz verde, asi como al
fotosensibilizador Rosa de Bengala. La seleccion de las condiciones 6ptimas de densidad
de energia (cantidad de energia Optica suministrada a la herida, en una cierta area por un
determinado tiempo) y de concentracion del fotosensibilizador, fueron seleccionados a
partir de una prueba piloto en 18 ratas alopécicas, en donde se evaluaron 2 diferentes
densidades de luz (2 y 8 J/cm?) y dos concentraciones molares del fotosensibilizador (2 y 5
HUM). A partir de los resultados obtenidos en el estudio piloto, se seleccion6 solo una de las
variantes antes mencionadas para un estudio en 15 organismos. En ambos estudios, dos
heridas circulares (1 cm de diametro) fueron provocadas quirdrgicamente en el dorso de
cada rata y divididas aleatoriamente en cuatro grupos experimentales: i) Grupo Control, ii)
Grupo Fotosensibilizador, iii) Grupo Fototerapia (FT) y iv) Grupo Terapia Fotodinamica
(PDT). EI primer grupo, representa heridas sin ningln tipo de tratamiento; el segundo
grupo, representa heridas solo con la aplicacion topica del fotosensibilizador; el tercer
grupo, representa heridas irradiadas con luz verde; y el ltimo grupo, representa heridas con
aplicacion topica del colorante y posteriormente irradiadas con luz verde. Para los cuatro
grupos experimentales, fotografias convencionales fueron adquiridas durante el proceso de
cicatrizacién y analizadas en el software ImageJ, para cuantificar la contraccion de la herida
y el proceso de re-pitalizacion, mediante imagenes en 3D. La regién donde la herida fue
provocada, fue extraida mediante una biopsia en los dias 3, 5, 7, y 14, para realizar cortes
histoldgicos. Los resultados obtenidos muestran una disminucion de la herida en los grupos
de fototerapia y terapia fotodindmica, en comparacion con el control en el dia 14 de la
cicatrizacion. A partir de los cortes histologicos, en el dia 14 se observd una mayor
regeneracion del tejido en la herida tratada con PDT, en comparacion con el control; el
tejido regenerado muestra un mayor engrosamiento de la epidermis, la capa mas superficial
de la piel que puede ser traspasada por luz verde. Los resultados mostrados en este proyecto
de tesis, sugieren que la fototerapia y la terapia fotodinamica son tratamientos Opticos
innovadores, no invasivos y de no contacto, los cuales pueden ser un método alternativo en

el tratamiento de heridas cutaneas a un menor costo.



Planteamiento del problema

El tratamiento de heridas es un problema de salud mundial que afecta a una amplia
poblacion de todas las edades. Un manejo inadecuado de la herida, podria extender el
tiempo de curacion aumentando el riesgo de infeccion. Esto sin tomar en cuenta pacientes
con enfermedades cronicas, en donde los procesos de cicatrizacidn se encuentran
disminuidos y una herida pone en riesgo su integridad. Debido a lo anterior, es de suma
Importancia mejorar y proponer nuevos tratamientos no invasivos, de no contacto y
accesibles para la curacién de heridas, en donde la fototerapia y la terapia fotodinamica, son
tratamientos opticos que actualmente estan bajo estudio en la estimulacion de regeneracion
de tejido en piel. Son aun muy pocos los estudios publicados con este fin, principalmente

empleando terapia fotodinamica y luz verde.

Hipotesis
En fototerapia y terapia fotodindmica el uso de luz verde a bajas densidades de energia,

mejorara y acelerara el proceso de cicatrizacion de heridas cutaneas debido a su interaccion

con cromoforos celulares y fotosensibilizadores exdgenos (Rosa de Bengala).

Objetivo general

Estudiar el efecto de la luz verde en combinacién con el fotosensibilizador Rosa de Bengala
para optimizar y acelerar el proceso de cicatrizacion de heridas cutaneas.

Objetivos particulares

En un modelo murino, se evaluaran en el proceso de cicatrizacién los siguientes
parametros:
e Dos concentraciones del fotosensibilizador Rosa de Bengala (2 y 5 uM).
e Dos densidades de energia (2 y 8 J/cm2) utilizando una longitud de onda de 532nm
(luz verde).
e Monitorear el proceso de cicatrizacion mediante fotografias convencionales en dias
claves.
e Monitorear el proceso de reepitelizacion mediante histogramas 3D.

e Evaluar la formacion de estructuras de la piel mediante cortes histol6gicos.



CAPITULO 1

Introduccidn

1.1 Importancia del tratamiento de heridas

Una herida es la pérdida de continuidad de la piel o0 mucosa, producida por algun agente
fisico o0 quimico, que cursa una serie de signos y sintomas, tales como la separacion de
bordes de la piel, dolor, inflamacion, hemorragia, etc. (Figura 1.1). Esta puede variar de un
simple corte en el epitelio, rompiendo la piel, o ser profunda extendiéndose a tejido
subcutaneo (Velnar, 2009). Como consecuencia del dafio, existe riesgo de infeccion y
posibilidad de lesionar a 6rganos y tejidos adyacentes (Lazarus, 1994). Cuando una persona
presenta una herida, una serie de fases y eventos bioquimicos complejos son iniciados para
regenerar el tejido dafiado, llamando a este proceso curacion de la herida (Guo & DiPietro,
2010).

Epidermis

—= Sitio de la Herida
Dermis

Tejido subcutdneo

Figura 1.1: Representacion esquematica de una herida cutanea. Modificado de (Rui-Hua
Dong, 2016)
Las heridas pueden ser de distinto grado dependiendo de su tiempo de curacion, por
ejemplo, las heridas agudas tienen un tiempo de curacion que llega a los 30 dias. Este tipo

de heridas, resultan en una restauracion funcional y anatomica siguiendo vias ordenadas y



normalmente se reparan a si mismas. Las heridas cronicas pueden ser adquiridas por un
procedimiento quirdrgico o un accidente traumatico (Velnar, 2009). Aquellas heridas que
no cursan las etapas normales de curacion, y no se reparan de manera ordenada y oportuna
son las llamadas heridas cronicas. El proceso de curacidon de este tipo de heridas es
incompleto y se ve alterado por varios factores, los cuales prolongan uno o més estados de
las fases comprendidas en la cicatrizacion (las cuales seran descritas en la proxima
seccion). Estos factores perturbantes incluyen infeccion, hipoxia, necrosis, exudado y
niveles excesivos de citosinas (Lee & James, 1992). Por udltimo, las heridas complicadas
son un caso muy especial y son definidas como la combinaciéon de una infeccion y un

defecto en el tejido aunado a enfermedades del paciente que las presenta (Velnar, 2009).

Por otro lado, en México de acuerdo a la secretaria de salud, pacientes con heridas de
distinto grado son cada vez mas frecuentes en centros de salud, clinicas y hospitales. El
tratamiento de heridas en el pais tiene un impacto econémico estimado en varios billones de
pesos de manera directa, esto es sin tomar en cuenta que ademas estos pacientes sufriran de
diferentes grados de discapacidad mientras las padecen, y que si no son manejadas de
forma adecuada las tendran de manera permanente (Secretaria-de-salud., 2007). Estos
hechos ponen en claro la importancia que tiene el tratamiento de las heridas para México:
tanta es su importancia clinica y econémica que en el afio 2004 se reunieron 30 de los mas
prominentes lideres de opinion en cuidado de heridas del pais para evaluar la necesidad de
formar una asociacién dedicada a la investigacion, educacion e integracion de la
cicatrizacion y cuidado de heridas en el pais, culminando con la fundacion de la Asociacion
Mexicana para el Cuidado Integral y Cicatrizacion de Heridas A.C. el 9 de Noviembre de
2006 (Castafieda, 2008).

La necesidad de mejorar y/o proponer nuevos tratamientos en la curacion de heridas es un
reto a nivel mundial, por ejemplo, en los Estados Unidos de Norte Ameérica (USA) las
heridas crénicas afectan alrededor de 6.5 millones de pacientes. Se afirma que se gasta mas
de 25 billones de délares en el tratamiento de heridas cronicas, y estos costos van creciendo
rapidamente debido al aumento de la poblacion de personas de la tercera edad, y al

incremento de enfermedades metabdlicas y de cronico degenerativas, entre ellas la diabetes



(Chandan K. Sen, 2009). Por otro lado, el costo anual de productos para el cuidado y
tratamiento de heridas alcanza los 15.3 billones de ddlares; de acuerdo a los dltimos datos
del Centro Nacional de Estadisticas de Salud, 40 millones de procedimientos quirdrgicos
para pacientes internados fueron realizados en los Estados Unidos en el afio 2000, seguido
de cerca por 31.5 millones de cirugias ambulatorias. Cabe sefialar que el tratamiento de
heridas posquirargicas esta aumentando rapidamente (Chandan K. Sen, 2009); ademas, se
ha estimado que 120 de cada 100,000 personas son afectadas por heridas crénicas en una
edad entre 45 y 65 afios e incrementa a 800 por 10,000 en personas mayores de 75 afios.
(Velnar, 2009).

Es muy probable que la prevalencia y la incidencia de las heridas sigan aumentando. Lo
anterior se debe en parte al aumento de la edad media de la poblacién y a los incrementos
continuos de la prevalencia de la obesidad, la diabetes y la arteriopatia de las extremidades.
Debido a lo anterior, es necesario proponer tratamientos mas adecuados para la curacién de
heridas, que sean econémicos y de fécil acceso para la poblacion. Por lo que en la presente
tesis se estudia el efecto de la fototerapia y terapia fotodindmica en la cicatrizacion de

heridas en un modelo murino alopécico.

1.2 Fases de cicatrizacion de una herida

La cicatrizacion de una herida tradicionalmente ha sido dividida en tres fases distintas: i)
hemostasis e inflamacidn, ii) proliferacion vy iii) remodelamiento. Normalmente estas fases
son fisioldgicas y sus extremos pueden ser patolégicos (Broughton, Janis, & Attinger,
2006). En cada fase numerosas y orquestadas reacciones e interacciones entre células y

mediadores son puestos en accion (Schilling, 1976), las cuales se describen a continuacion.

1.2.1 Fase de hemostasis e inflamacion

La hemostasis precede a la inflamacién, sirve como el paso inicial y establecimiento para el
proceso de cicatrizacion, ya que la primera accion que lleva a cabo el cuerpo
inmediatamente después de la herida es controlar el sangrado y sucede justo después de la
injuria a través de los dias 4 al 6 (Witte & Barbul, 1997). Esto es, la denominada
constriccion vascular y es dada por la liberacion de potentes vasoconstrictores, dispensados
por membranas celulares, tales como Tromboxano A-2 y prostaglandina-2. El efecto reflejo
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de vasoconstriccion temporalmente reduce el sangrado, pero este mecanismo dura solo
unos minutos (Campos, Groth, & Branco, 2008). Asi los vasos lesionados, el endotelio
dafado y las plaquetas aledafias activan la parte intrinseca de la cascada de coagulacion,
formando asi un coagulo (ver Figura 1.2) (Witte & Barbul, 1997). El coagulo y el tejido
circundante liberan citosinas proinflamatorias y factores de crecimiento tales como: factor
de crecimiento transformante Beta (TGF-B), factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), factor de crecimiento fibroblastico (FGF) y factor de crecimiento epidermal
(EGF), fibronectina y serotonina (DiPietro., 2004).

Hemostasia
Bacterias 7

Epidermis
b = e — Glandula Sebacea
- |l o——Coliigeno
Dermis — e
) F Qe .
i Fibroblasto
Tejido | "= ~— S
J i | - — Plaquetas Vaso sanguineo
subcutaneo - PR
L CJ
o6 . o9
Neutrofilos -‘ PDGF

Células dainadas TG FB

Figura 1.2: Fase de hemostasia. Imagen adquirida de (Sun, Siprashvili, & Khavari, 2014)

Quimiotaxis y activacion

A medida que el coagulo es formado, sefiales celulares se generan dando como resultado la
respuesta de neutrdfilos (Pohlman, 1986). Conforme los mediadores inflamatorios se
acumulan, las prostaglandinas se elaboran y ocurre vasodilatacion de los vasos sanguineos
cercanos, lo cual permite el aumento del trafico celular a medida que los neutréfilos son
atraidos al area lesionada por la interleucina (IL) -1, factor de necrosis tumoral alfa (TNF)-
a, factor de crecimiento transformante beta (TGF)-B, factor plaquetario 4 (PF4), y

productos bacterianos (Figura 1.3) (Bevilacqua, 1985).



Los monocitos del tejido cercano y la sangre son atraidos al area y son transformados en
macrofagos, aproximadamente de 48 a 96 horas después de la lesion. Es de vital
importancia la activacion de células inflamatorias, especialmente para los macréfagos, de
manera que un macréfago activado es importante para la transicion a la fase proliferativa,
ya que su activacion mediara la angiogéneses debido a que sintetiza factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento fibroblastico (FGF) y TNF-a, y también
mediard la fibroplasia dado que sintetiza TGF-p, factor de crecimiento epidermal (EGF),
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), IL-1 y TNF-a, como se muestra en la
Figura 1.3. Ademas se lleva a cabo la activacién inducible del 6xido nitrico sintasa (por IL-
1y TNF-a) y se sintetiza 6xido nitrico (NO) (Barbul, 2002). Los neutréfilos comienzan a
ingresar al sitio de la herida y empiezan a despejarla de la invasion de bacterias y deshechos
celulares; ademas, los neutréfilos liberan enzimas proteoliticas causticas que digieren las
bacterias y el tejido no viable. Asi mismo los neutréfilos tienen varios tipos de proteasas
agrupadas de acuerdo a su diana, proteinas, aminoacidos o el ion metal dentro de la enzima
(Hart, 2002). Las serinas proteasas tienen amplia especificidad (por ejemplo, elastasa),
mientras que la metaloproteinasa (que contiene un ion de zinc) digiere especificamente el

colageno (Yager & Nwomeh, 1999).

En el sitio de la herida ambos tipos de proteasas destruiran la matriz extracelular
preexistente; por fortuna, hay inhibidores de proteasas que crearan una “armadura” que
protegera a la matriz del tejido no dafiado, de lo contrario si la respuesta inflamatoria es
extremadamente robusta, a partir de una liberacidbn masiva de proteasas, la “armadura
antiproteasa” puede ser abrumada y penetrada (Yager & Nwomeh, 1999). Los neutrofilos
también pueden generar radicales libres de oxigeno reactivos (a través de la via
mieloperoxidasa) que se combinan con cloro para ayudar a esterilizar la herida de bacterias
de modo que los neutrdfilos sucumben brevemente a un estimulo para la apoptosis y son
reemplazados por macrofagos (que fagocitan a los neutrofilos muertos); los macrofagos no
poseen mieloperoxidasa pero por la generacion de NO continlan matando patdégenos
(Broughton, Janis, & Attinger, 2006). La 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) de los
macrofagos es estimulada y crea asi grandes cantidades de NO. Por otra parte, TNF e IL-1

reaccionan con radicales de oxigeno del i6n perdxido para producir peroxinitrito y radicales



hidroxilos ain maés tdxicos (Goldman, 2004). En respuesta al TNF-p los macrofagos,
fibroblastos, monocitos y queratinocitos, producen metaloproteinasa (MMP) que eliminara
la matriz extracelular dafiada, ésta MMP limpia los restos inflamatorios y permite la
migracion de las células individuales de la herida a traves de la matriz extracelular
(Abraham & et al, 2000).

Hay una serie de reacciones para producir sefiales de paro, conocidas como “puntos de
control de la inflamacion” y asi termine la fase inflamatoria (Nathan, 2002). La
lipoxigenasa ademas de sintetizar los mediadores inflamatorios eicosanoides
prostaglandina, prostaciclina, tromboxano y leucotrienos, también sintetiza lipoxinas
(LXA4 y LXB4) (Chiang, 2004). Las plaquetas y los leucocitos a través de una biosintesis
transcelular formaran a las lipoxinas; por otro lado, los neutrofilos solos pueden secretar
lipoxinas, en cambio la plaqueta sola no lo puede hacer; pero cuando las plaquetas y los
neutréfilos se adhieren entre si, el leucocito produce leucotrieno A4 (a través de 5-
lipoxigenasa), que se transfiere a la plaqueta; la 12-lipoxigenasa de la plaqueta la convierte
en lipoxina A4y B4 (Chiang, 2004).
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Figura 1.3: Fase inflamatoria. Imagen adquirida de (Sun, Siprashvili, & Khavari, 2014).

Cuando los neutrofilos humanos presentes en la sangre periférica son expuestos a la
prostaglandina E2 (PGE2), resultan en un cambio en la biosintesis de eicosanoides
predominantemente LTB4 (una 5-lipoxigenasa- via iniciada) a LXA4, un producto de 15
lipoxigenasa que "detiene” la infiltracion de neutrdfilos polimorfonucleares, ademas la
PGE?2 inicia la expresion del gen de la 15-lipooxigenasa y el procesamiento del ARN in
vitro en un marco temporal, que es consistente con el "encendido” de la produccion de
lipoxina in vivo (Chiang, 2004). Exudados de heridas han demostrado que la aparicion de
leucotrienos y prostaglandinas coincide con la infiltracion de neutrdfilos en el sitio de
inflamacién; seguido de biosintesis de lipoxina, que concurre con la resolucion de la
inflamacion (Yager & Nwomeh, 1999). La inhibicion de los productos de prostaglandinas

puede alterar la duracién de la resolucion (Broughton, Janis, & Attinger, 2006).

1.2.2 Fase proliferativa

Las células epiteliales ubicadas en el borde de la piel comienzan a proliferar y enviar
proyecciones para restablecer una barrera protectora contra las pérdidas de fluidos y la
invasion bacteriana adicional (Menon., 2015). Las plaquetas y los macrofagos activados
producen EGF vy el factor de crecimiento transformante alfa (TGF-a), que es el estimulo
para la proliferacion epitelial y la quimiotaxis (Diegelmann, 1994). La epitelizacion
comienza poco después de hecha la herida y, para que suceda es estimulada por citosinas
inflamatorias IL-1 y TNF-a, que regulan positivamente la expresion del gen KGF del
fibroblasto, los fibroblastos, a su vez sintetizan y secretan el factor de crecimiento de
queratinocitos (KGF)-1, KGF-2 e IL6, que estimulan a los queratinocitos vecinos para que
migren al area de la herida, proliferen y se diferencien en la epidermis (Figura 1.4). al
parecer, en humanos KGF-2 es mas importante en la direccion de este proceso (Smola,
Thiekotter, & Fusenig, 1993) (Yu-Ping Xia, 1999) (Rampy, 1999).

Los fibroblastos y las células endoteliales son las células predominantes que proliferan
durante esta fase; las células endoteliales localizadas en vénulas intactas son atraidas por el

VEGF, que es mayoritariamente secretado por los queratinocitos en el borde de la herida,



aunque también por macrofagos, fibroblastos y plaquetas; para comenzar a formar mas

tubos capilares (Broughton, Janis, & Attinger, 2006).
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TNFa ' ~ Matriz extracelular
Figura 1.4: Fase Proliferativa. Imagen adquirida de (Sun, Siprashvili, & Khavari, 2014).
1.2.3 Fase de maduracion y remodelado

Clinicamente la fase de maduracion y remodelado es la de las mas importantes y va del dia
8 hasta 1 afio. El resultado de esta fase en un individuo sano serd la formacion réapida de
una cicatriz minimamente visible; sin embargo, ya sea por enfermedad o dieta se puede
prolongar esta fase, provocando cicatrices hipertréficas o queloides o hasta heridas cronicas
que no cicatrizan (Bridget & Harrison, 2014). La principal caracteristica para la maduracion
de la herida es la colocacién de colageno en una red muy bien organizada, la cual esta
relacionada con las propiedades biomecanicas del nuevo tejido regenerado (Broughton,
Janis, & Attinger, 2006).

Formacioén de la matriz en la herida

La formacion de la nueva matriz en la herida se dice que sigue un cierto patron en el
tiempo. Como se menciond anteriormente, la matriz provisional estd compuesta

principalmente de fibrina y fibronectina, que se derivaron de la fase de la hemostasia y
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proceden de los macrdfagos, al unisono los fibroblastos sintetizan proteoglicanos y
glicosaminoglicanos que se encuentran de manera desorganizada y junto con otras
proteinas como la SPARC (proteina secretada acida rica en cisteina) y la trombospondina
haran posible el reclutamiento celular y serdn un marco preliminar para la deposicion y
remodelacion de la matriz futura (Witte & Barbul, 1997). Esta matriz sera reemplazada por

una organizada y muy fuerte cicatriz hecha principalmente de colageno (Figura 1.5).

Remodelado

Remodelando maftriz
TGFB, PDGF, FGF2
MMPs, TIMPs

Figura 1.5: Fase de Remodelado. Imagen adquirida de (Sun, Siprashvili, & Khavari,
2014).
El colageno tipo I, es el componente principal de la dermis sin herida, aproximadamente de
un 80% al 90% y de un 10 al 20 por ciento es colageno tipo I11. Por el contrario, en el tejido
granular el colageno tipo Il comprende un 30% y a medida que la cicatriz madura de
nuevo baja al 10 por ciento y aumenta la concentracion de colageno tipo | y asi, va
incrementando la resistencia (Krummel, 1996). También se ha demostrado la presencia
temporal de colageno tipo VI y la aparicion del colageno tipo Ill, el cual coincide con la
presencia de fibronectina proponiéndose que el recubrimiento de colageno desnaturalizado

con fibronectina facilita su fagocitosis (Frederick Grinnell, 1980).
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1.3 Métodos convencionales en el tratamiento de heridas

El uso de antisépticos es basto ya que fungen como inhibidores de microorganismos, pero
se ha reportado que también son reductores en la cicatrizacion de heridas, por ejemplo,
yodopovidona se ha estudiado en animales y demostrado un retraso considerable en la
curacion de heridas y reduccion variable en carga bacteriana. También se ha sugerido que
el peroxido de hidrogeno retarda potencialmente la migracion y la proliferacion de
fibroblastos (Kramer, 1999). Otro proceso llevado a cabo de manera sistematica es el
tratamiento con antibidticos, sin embargo, se ha demostrado que las bacterias presentan

resistencia a antibidticos; ademas de que deprimen el sistema inmune (Fehervari, 2018).

Figura 1.6: Manejo convencional de una herida.

Hay heridas en las que es necesario el uso de suturas, pero no necesariamente cicatrizan;
ademas de considerar muchos aspectos para el uso adecuado y buen manejo de una sutura
(Coldiron, 1989). Si bien existen vehiculos de terapéutica dermatolégica que incluyen
pomadas, pastas, unguentos y fomentos (Figura 1.6). Por otro lado, estan las benditas, gasas
y apositos, de estos Ultimos no hay evidencia cientifica suficiente sobre la efectividad en la

aceleracién del proceso de cicatrizacion (Bridget & Harrison, 2014). Sin embargo, todos
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estos métodos convencionales son de contacto, en algunos casos poco eficientes y
propensos a infeccion; ademas de generar desechos infecciosos, que requieren de un

correcto manejo.

1.4 La luz en la salud humana

En la antigiiedad, en Grecia y Roma Apolo fue conocido como el dios del sol y
adicionalmente dios de la medicina y curacion, quien ademas de sanar podia provocar
también las enfermedades. Actualmente, se ha demostrado que la exposicion a la radiacion
electromagnética (luz) tiene tanto efectos positivos como negativos para la salud humana,
dependiendo de la energia de la onda electromagnética, la longitud de onda y el tiempo de

exposicion.

El beneficio mas conocido de la luz solar es su capacidad para aumentar el suministro de
vitamina D del cuerpo. La mayoria de los casos de deficiencia de vitamina D (raquitismo,
osteomalacia) se deben a la falta de exposicion al sol, ya que dicha vitamina se puede
sintetizar en la piel por la radiacion UVB (Osborne, 2002). A su vez, como criaturas
diurnas, el ciclo de luz oscuridad esta involucrado en la produccién de melatonina que es un
elemento clave para muchos de los ritmos circadianos, que también se pueden ver alterados
(insomnio, sindrome premenstrual y el trastorno afectivo estacional) (Mead, 2008). Por otro
lado, el sistema pigmentario cutaneo es un elemento importante de la piel con respuesta al
estrés, debido a que los melanocitos expresan un sistema de receptor de endorfina activado
por la luz solar (Kauser, 2003). En cuanto a los efectos perjudiciales, atribuidos en gran
parte a la exposicion excesiva a los rayos UV, se encuentran las tres principales formas de
cancer de piel (melanoma, carcinoma de células basales y carcinoma de células escamosas).
Ademas del fotoenvejecimiento (Mead, 2008), pero es ocasionado al exponerse a la luz del

sol por un tiempo prolongado.

1.5 Uso de luz en el tratamiento de heridas

En 1960 Maiman publicé el primer reporte de la radiacion laser (del acrénimo inglés
LASER, Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation; amplificacion de luz
por emision estimulada de radiacion) (Maiman, 1960). Desde entonces, los laseres se han
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involucrado en diversos campos de la ciencia y la tecnologia; sin mencionar que, en los
ultimos afios, los laseres estan revolucionando el campo de la investigacion en disciplinas
como la biologia y la medicina. Durante los sesentas y setentas, los laseres se utilizaban
para cortar y destruir tejido, por sus propiedades fototérmicas y ablativas, esto se conoce
como cirugia laser (Choy, 1988). Posteriormente, en 1982 Mester y colaboradores dan a
conocer la terapia l&ser, la cual es una técnica Optica que irradia tejido bioldgico (por
ejemplo, heridas) con luz de baja densidad de energia o potencia, conocida como LLLT
(Low-Level Laser Therapy) o también denominada fototerapia o fotobiomodulacion (Toth,
1982). Desde entonces, el laser ha incursionado en el tratamiento de heridas cutaneas y
actualmente se ha reportado el uso de dispositivos LED (por sus siglas en inglés light-
emitting diode, diodo emisor de luz) para el mismo propdsito.

La terapia fotodinamica PDT (por sus siglas en inglés, Photodynamic Therapy) es un
tratamiento Optico innovador que conduce a la destruccion selectiva de células, a través de
procesos bioldgicos activados por luz (Agostinis & et-al, 2011). La PDT requiere de un
fotosensibilizador, que por lo general es un colorante inocuo en ausencia de luz, dicho
fotosensibilizador puede ser absorbido por las células; a su vez para la PDT también se
requiere de una fuente emisora de luz a una longitud de onda adecuada, para activar al
colorante y finalmente, la presencia de oxigeno en la célula (Fila, Kasimova, Arenas, &
Nakonieczna, 2016). El colorante absorbe la energia de la luz, de tal manera que los
electrones excitados pueden interactuar con el oxigeno presente en la célula y producir
especies reactivas de oxigeno, las especies reactivas de oxigeno a bajas concentraciones
estan implicadas en la sefalizaciéon celular, sobre todo en procesos claves como la
proliferacion y la diferenciacién (Agostinis & et-al, 2011). Por tanto, utilizando luz a una
densidad de energia correcta, podria obtenerse un proceso eficiente de estimulacion de
regeneracion de tejido en piel (Nesi-Reis & et al, 2018). Son ain muy pocos los estudios
publicados con este fin (Philip V. Peplow, 2012), pero los resultados son alentadores.
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CAPITULO 2

Fundamentos generales de Optica

2.1 Luz y espectro electromagnético

Una onda electromagnética esta constituida por un campo eléctrico y un campo magnético
cuyas direcciones son perpendiculares entre si y, ademas perpendiculares a la direccion de
propagacion de la onda como se muestra en la Figura 2.1. Se ha determinado
experimentalmente que la velocidad de propagacién de una onda electromagnética en el
vacio es c~3x10%. El hecho de que esta velocidad sea practicamente igual a la velocidad de
la luz ha llevado a la hipotesis de que la luz es una onda electromagnética (Alonso, 1999)
(Duree, 2011)

Campo elécirico

Gam
magﬂgﬁm

., I |
L

Direccion de longitud

propagacion de onda

Figura 2.1: Representacion esquematica del campo eléctrico y magnético en propagacion.

(Modificado de unicrom).

Como se puede observar en la Figura 2.1, la distancia existente entre dos crestas o valles
consecutivos es lo que llamamos longitud de onda (). La frecuencia (v) es una medida que

nos dice con qué regularidad ocurre un evento periodico en funcion del tiempo, por
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ejemplo, un ciclo completo de oscilacion de una onda eléctrica 0 magnética en un segundo
se denomina Hertz o hercio. Por tanto, si A es la longitud de onda y v la frecuencia de una
onda electromagnética, ambas magnitudes estan relacionadas con la velocidad de
propagacion (c) mediante la siguiente expresion:

AV=C

Ahora bien, los efectos que la radiacién ocasiona en las células o tejidos dependen de
algunas propiedades de la luz, principalmente su energia. La energia del foton esta dada por
la formula Efoen = hv, la cual esta en términos de su frecuencia o en términos de su longitud
de onda como:
Efoton = h;\ :

donde h=6.63x10"3* Joules/seg es la constante de Planck, c=3x10% m/s es la velocidad de la
luz en el vacio y A es la longitud de onda de la luz medida en nanémetros (Inm= 10°°
metros). Por tanto, la energia del fotdn aumenta cuando la longitud de onda disminuye, es

decir, cuanto més corta sea la longitud de onda, mayor seré la energia (Hecht, 2000).

Los tipos de radiacion electromagnética de acuerdo a su longitud de onda o energia
incluyen ondas de radio, microondas, infrarrojo, visible, rayos ultravioleta (UV), rayos X y
rayos gamma, denominando a todo este conjunto como espectro electromagnético (Figura
2.2). Los rayos gamma, tienen las longitudes de onda mas cortas y las frecuencias mas altas
conocidas Y, por tanto, son radiaciones de muy alta energia. Los rayos X son empleados en
radiografias, debido a que son fotones de alta energia que pueden traspasar el tejido con
facilidad, sin embargo, una radiacion prolongada puede ser mortal. La radiacion
ultravioleta de ciertas longitudes de onda dafia el ADN. De todo el espectro s6lo un 0.013%
es observable por el ojo humano (espectro visible), que esta entre los 400 y 700 nm, que
gracias a nuestro cerebro interpretamos como colores (Hernandez, 2008), por ejemplo, la
longitud de onda de la luz violeta es de 400 nm, la luz verde es 532 nm, mientras que la de
la luz roja es de 633 nm.
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Figura 2.2: Espectro electromagnético.

2.2 Penetracion de la luz en la piel

La piel humana es la interfaz entre el hombre y su entorno. Un factor ambiental en el
entorno con el que la piel interactla diariamente es la radiacion electromagnética, la cual
puede ser absorbida o reflejada por la piel segln la longitud de onda del rayo incidente.
Cuando los fotones logran penetrar el tejido (aquellos que no fueron reflejados en la capa
superficial), interactan con los electrones en las capas exteriores de las moléculas que
conforman a las células, de esta interaccion dos resultados pueden tener lugar, el foton
puede ser absorbido o esparcido dentro del tejido. Comenzaremos hablando de la radiacion
ultravioleta (UV), la cual tiene una profundidad de penetracion hasta la epidermis, la capa
mas superficial de la piel (Figura 2.3). Hay tres tipos principales de rayos UV (Orazio &
Jarrett, 2013) .

e Los rayos UVA envejecen a las células de la piel y pueden dafiar el ADN de estas
células. Estos rayos estan asociados al dafio de la piel a largo plazo tal como las
arrugas, pero también se considera que desempefian un papel en algunos tipos de
cancer.

e Los rayos UVB tienen un poco mas de energia que los rayos UVA. Estos rayos

pueden dafar directamente al ADN de las células de la piel, y son los rayos
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principales que causan quemaduras de sol. Asimismo, se cree que causan la mayoria
de los cénceres de piel.

e Los rayos UVC tienen mas energia que otros tipos de rayos UV, pero no penetran
nuestra atmosfera y no estan en la luz solar. No son normalmente una causa de

cancer de piel.

La epidermis juega un papel importante, ya que actua como un filtro y se adapta a la
exposicion excesiva de la UV teniendo mayor grosor o0 mayor pigmentacion e induce la

produccién de previtamina D3. (Caerwyn Ash, 2017).

Pasando en la region visible del espectro electromagnético (Figura 2.2), la luz roja (600-
650 nm) penetra mas profundamente que la luz azul (450-495nm) y la luz verde (495-570
nm), debido a que en la piel existen cromdforos que tienen diferentes coeficientes de
dispersion y absorcion que son dependientes de la longitud de onda (véase figura 2.3). De
las propiedades intrinsecas del croméforo dependera la dispersion de luz en un tejido y la
eventual reduccion de densidad de energia conforme aumente la profundidad de
penetracion (Young, 1997). Como se observa en la figura 2.3, la luz infrarroja (650-950
nm) tiene mayor profundidad de penetracion en el tejido que longitudes de onda mas cortas

(Zhao, 1998), por lo cual, son las longitudes de onda mas empleadas en terapia
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fotodinamica para activar a fotosensibilizadores con coeficientes de absorciéon dentro de
este espectro (Nani Leite, 2014).

Figura 2.3: Corte histologico de la piel, tefiido con H&E donde se muestra la profundidad
de penetracion del espectro visible e infrarrojo cercano. Modificado de Healthy Line Mats.
La seleccion de la longitud de onda en un dispositivo emisor de luz es de suma importancia,
ya que se debe asegurar la absorcion de los fotones incidentes por los cromoforos diana y
considerar a que profundidad dichos cromoforos se encuentran en el interior del tejido. Por
tanto, la longitud de onda es probablemente la consideracién mas importante que hay que
tomar en cuenta en la fototerapia, ya que la absorcién de la energia de los fotones por los
posibles croméforos presentes en el tejido, produciran los efectos bioldgicos deseados o no
deseados (Caerwyn Ash, 2017).

2.3 Interaccion luz-piel

Cuando la luz incide sobre la piel, pueden ocurrir las siguientes interacciones luz-tejido: i)
reflexion, ii) esparcimiento, y iii) absorcion de radiacion y iv) transmision. A continuacion,

se describe cada una de estas interacciones.

Reflexion

Cuando la luz incide sobre la superficie de un tejido (en este caso piel) y es reflejado a
distintos angulos. Esta reflexion es debido a las diferencias en los indices de refraccién
entre el aire (n,ie=1) Y el estrato cérneo (la parte mas superficial de la epidermis); el cual
puede variar dependiendo de la longitud de onda. El indice de refraccion (n=c/v), es una
caracteristica dptica de los materiales, el cual se define como la razén de la velocidad de la

luz en el vacio (c) y la velocidad de luz en el medio (v).

Luz

Reflexion
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Figura 2.4: Representacion esquematica de la incidencia y reflexion de un haz de luz verde

sobre la superficie de la piel.
Cuando la luz incide casi perpendicularmente sobre la piel (angulos menores a 40°),
aproximadamente el 5% de la luz se refleja y el 95% restante entra en la epidermis (Ver
figura 2.4). Cuando el angulo de incidencia aumenta, la cantidad de luz reflejada aumenta
también. La luz reflejada no interactGa con el interior de la piel y, por tanto, no es
modificada por los cromdforos presentes en el tejido. La presencia de sebo en la piel
suaviza la rugosidad de la superficie y, debido al hecho de que posee un indice de
refraccién mayor (nseo=1.5) aumenta la cantidad de luz reflejada en la interfaz aire-sebo,
dando la apariencia de una piel brillante (es lo que vemos cuando nos colocamos crema)
(Gajinov & Matic, 2010).

Esparcimiento

Regularmente del 4 al 7% de la luz es reflejada por la piel, el 93-96% restante de la
radiacion puede ser esparcido, absorbido o transmitido en el tejido. El esparcimiento se
puede definir como la desviacion del haz de luz de una trayectoria recta, es decir, la luz
viaja a través del tejido en multiples caminos con angulos distintos, ver figura 2.5. El
esparcimiento puede ser causado por uniformidades microscépicas en el tejido y a la
diferencia del indice de refraccion de los organulos subcelulares y el citoplasma que los
envuelve (Cheong & Welch, 1990).

Luz

Esparcimiento
Figura 2.5: Esquema del esparcimiento de la luz a través de la piel.
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Absorcion

De la luz esparcida los fotones que se propagan aleatoriamente dentro del tejido tenderan a
ser absorbidos selectivamente por las estructuras pigmentadas cromoforos o fluoréforos
(ver figura 2.6). La absorcién por las estructuras pigmentadas o el tejido circundante se
caracteriza por sus respectivos coeficientes de absorcion (a[cm™]), los cuales dependen
fuertemente de la longitud de onda (X) (Young, 1997). Para longitudes de onda que varian
de 300 a 1200 nm, la melanina es el absorbente dominante, sin embargo, también la

hemoglobina, oxihemoglobina, desoxihemoglobina, coldgeno, agua absorben gran cantidad

Luz

Absorcion

de luz (Figura 2.7). En esta figura, se puede observar una ventana optica en la que se sitlan
los coeficientes de absorcion de los diferentes componentes bioldgicos de la piel.
Figura 2.6: Esquema que representa la absorcion de la luz en la piel.

Tras la absorcion de la luz, se pueden llevar a cabo dos procesos: i) los cromdéforos después
de su excitacion pueden volver a su estado inicial emitiendo luz, fenémeno conocido como
fluorescencia intrinseca o endogena del tejido (Padilla-Martinez, William Lewis, &
Franco, 2018) (Lewis, Padilla-Martinez, Ortega-Martinez, & Franco, 2016) (Padilla-
Martinez, Wang, & Franco, 2016) (Padilla-Martinez, Ortega-Martinez, & Franco, 2016)
(Wang, Ortega-Martinez, & Padilla-Martinez, 2017) y ii) la energia de los fotones
absorbidos puede convertirse en otro tipo de energia, dando lugar a fendmenos
fotoquimicos o fototérmicos (Avci, Gupta, & Sadasivam, 2013). En los fotoquimicos, se
desencadenan diversas reacciones quimicas entre las que podemos citar la fotoadicion,
fotofragmentacion, fotooxidacion, etc. En el caso de efectos fototérmicos, se produce un

calentamiento en la zona irradiada y sus alrededores y puede dar lugar a una hipertermia,
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desnaturalizacion de proteinas, fotocoagulacion, vaporizacién o carbonizacion. Las
aplicaciones terapéuticas que utilizan luz y en donde el aumento local de temperatura es
despreciable se engloban dentro de lo que se conoce como terapia laser de baja potencia
(LLLT) o de bajo nivel o fototerapia (Chung, Dai, & Sharma, 2012), la cual sera descrita en

la proxima seccion.
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Figura 2.7: Coeficiente de absorcion de melanina, oxihemoglobina y agua a diferentes
longitudes de onda y la ventana 6ptica. Tomado de (Ramos & Juan, 2016).

Trasmision

La luz que no es absorbida (por alguna estructura pigmentada), se transmite a través de la
piel (véase figura 2.8). Se ha demostrado que la transmision varia segun el tipo de piel;
ademas, como se menciono en la figura 2.4, generalmente hay un aumento gradual de la
penetracion de la luz en la piel a longitudes de onda méas largas, por ejemplo, se ha
observado que en la dermis blanca se transmite casi el 50% de la luz a una longitud de onda
de 400 nm y, hasta el 90% a una longitud de onda de 1, 200 nm; mientras que la epidermis

negra transmite menos del 40% a 400 nm, aproximadamente (Everett, 1966).
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Luz

Transmision

Figura 2.8: Transmision de la luz a través de la piel.

2.4 Fototerapia

La fototerapia involucra la exposicién de tejidos o células a bajas densidades de potencia de
luz, en comparacion con densidades utilizadas para producir ablacion o corte de tejido
(Fodor, 2011). Recientemente, se ha encontrado que el tratamiento médico con la
fototerapia a diferentes densidades de potencia estimula o inhibe una variedad de procesos
celulares (Barolet, 2008) y es que, la luz en dosis bajas tiene efectos benéficos importantes,
ya que puede inducir reacciones fisiolégicas favorables al interaccionar con moléculas y

estructuras subcelulares.

En 1971, Endre Mester demostrd que el laser de HeNe (A=633 nm) puede estimular la
cicatrizacion de heridas en ratones (Tota, 1971) posteriormente, aplicé sus hallazgos a
pacientes humanos, utilizando luz laser para tratar Glceras cutadneas no cicatrizantes
(Mester, Szende, & Spiry, 1972) (Mester. Nagylucskay, 1976). Muchos de los estudios
reportados muestran falta de estandarizacion en los parametros Opticos, por ejemplo, la
potencia del laser, la densidad de energia, el tiempo de irradiacion de la herida, nimero de
repeticiones y la longitud de onda. La fototerapia utiliza fuentes de luz coherentes (misma
longitud de onda y la misma orientacion) que son los laseres o fuentes de luz no coherentes

consistentes en lamparas con filtros o diodos emisores de luz (LED). Sin embargo, ya se ha
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demostrado en cicatrizacion que la fototerapia tiene el mismo efecto ya sea empleando

dispositivos emisores de luz laser o LED (Abreu Chaves, 2014).

El mecanismo de la fototerapia celular ain no se conoce por completo. A partir de
experimentos publicados, al parecer tiene muchos efectos a nivel molecular, celular y
tisular (Figura 2.9). Se cree que el mecanismo biolégico se debe a la absorcion de luz por
cromoéforos mitocondriales, en particular el citocromo c¢ oxidasa (CCO) que estd en la
cadena respiratoria ubicada dentro de las mitocondrias; también se especula que los
fotoaceptores en la membrana plasmatica de las células absorben la luz. (Karu P. L., 2004).
Debido a la energia absorbida de los fotones, se hipotetiza que podria causar
fotodisociacion del Oxido nitrico, inhibidor de CCO, lo que lleva a una mejora de la
actividad enzimatica, transporte de electrones, respiracion mitocondrial y produccién de
trifosfato de adenosina (ATP). También se supone altera el estado redox celular que induce
la activacion de numerosas vias de sefializacion intracelular, y altera la afinidad de los
factores de transcripcion relacionados con la proliferacion celular, la supervivencia, la

reparacion de tejidos y la regeneracion. (Karu & Kolyakov, 2005) (Avci G. A., 2013).
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Figura 2.9: Mecanismo de accion de la fototerapia.
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Hasta ahora, la mayoria de los estudios se realizan con luz roja o infrarroja y existen
diversos estudios en modelos de ratas que confirman su eficiencia (Suzuki & Takakuda,
2016) (Diwan & Abid, 2016). Por otro lado, existen algunos reportes en donde se estudia el
efecto de regeneracion de tejido utilizando luz verde o azul y al parecer, el tratamiento con
luz verde tiene efectos benéficos muy importantes, por lo que pudiera llegar a constituir una
alternativa tan eficiente como la luz roja o infrarroja, desafortunadamente hay muy pocos
estudios al respecto (Fushimi & Inui, 2012) (Adamskaya & et-al, 2011). Es por esto que en
este proyecto de tesis proponemos estudiar el efecto de la regeneracion de tejido a través de
la fototerapia utilizando luz verde, asi como con tratamientos de terapia fotodindmica
combinada con luz verde para activar al fotosensibilizador Rosa de Bengala en dosis bajas
de energia.
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CAPITULO 3

Fundamentos de la Terapia Fotodinamica (PDT)

3.1 Fotosensibilizadores

Un fotosensibilizador (PS) es un colorante no tdxico en ausencia de luz, el cual puede ser
administrado via local, tépica o sistémica a un sujeto. Cominmente el PS es inyectado en el
torrente sanguineo para ser absorbido por células de todo el cuerpo; posteriormente, es
expuesto a la luz a una determinada longitud de onda para producir especies reactivas de
oxigeno que pueden inducir sefalizacion celular de apoptosis, por lo cual, los PS’s son
empleados principalmente en el tratamiento de ciertos tipos de canceres, debido a que el PS
permanece por mas tiempo en las células cancerosas que en las células normales. Al
proceso que involucra un PS, luz y oxigeno se le conoce como Terapia Fotodindmica

(PDT) (Castano, Demidova, & Hamblin, 2004), la cual sera descrita mas adelante.

La primera generacion de PS incluye el Photofrim (conocido por su nombre comercial) y
derivados de hematoporfirina (HpD), debido a que existen en mezclas complejas de
estructuras monomeéricas, diméricas y oligoméricas. Esta primera generacién de PS
presentaba una larga fotosensibilidad, por lo que los pacientes tenian que evitar la luz solar
por hasta 8 semanas. Debido a lo anterior, se desarrollaron nuevos PS, por lo que
actualmente hay una gran variedad de compuestos. Entre los cuales se encuentran los

siguientes:

Fotosensibilizadores derivados de la porfirina: Las clorinas, que comparadas con las
porfirinas se diferencian en la estructura ya que la estructura de las clorinas tiene dos
hidrogenos adicionales en un anillo de pirrol. Este cambio estructural conduce a un cambio
en la banda de absorcion, siendo de 640 a 700 nm (Lui, 2004). En este sentido los
feoforbidos también tienen dos hidrdgenos adicionales en una unidad de pirrol y pueden
derivarse de la clorofila, que absorbe en 665 nm y ha sido usado para tratamiento contra el

cancer (Lobel, 2001). Los bacteriofeoforbidos por otra parte, tienen en su estructura con
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cuatro hidrégenos mas que las porfirinas y en general, la A max de estos sensibilizadores se
desplaza al rojo a 740-800 nm (Brun, 2004). De manera parecida las texafirinas también
absorben a 732 nm y son solubles en agua, finalmente en este grupo de derivados de
porfirinas encontramos a las ftalocianinas que se ha incursionado su uso en PDT pero
requieren la formacion de complejos metélicos porque los metales de transicion permiten
que ocurra el cruce entre sistemas. Su A max se puede encontrar a 670—700 nm (Lier,

1999).

En cuanto a fotosensiblizadores no porfirinicos se encuentran los siguientes:
Antraquinonas, siendo la hipericina un representante que absorbe a 590 nm., conocida por
generar EROS que atacan a las células cancerosas siendo un derivado de antraquinona
natural que se extrae de la hierba de San Juan (Sanovic & Verwanger, 2009), Pasando a
otro grupo, el azul de metileno pertenece a la familia del fenotiazinio y absorbe a 666 nm
(Chen, 2008). Por otro lado en el grupo de los curcuminoides esta la curcumina, siendo un
colorante natural aislado de los rizomas de Curcuma longa L y es un componente de la
cdrcuma, una especia de cocina. La curcumina absorbe a 420 nm y se ha utilizado en un
estudio piloto como desinfectante en cirugia oral por accion de terapia fotodinamica
(Waranyoupalin & Wongnawa, 2009). Finalmente el fotosensibilizador Rosa de Bengala
utilizado en esta investigacion, perteneciente a la familia de Xantenos se mencionara en las

secciones siguientes.

Por lo tanto, la seleccion del PS en la PDT depende mucho de la longitud de onda de la luz
y de las distintas areas del cuerpo a tratar, ya que la profundidad de penetracion de la luz en
el interior del tejido depende de su longitud de onda, como se explicé en el capitulo 2
(Freeman, 2013). A continuacién, se menciona algunas de las caracteristicas que un

fotosensibilizador debe cumplir para ser utilizado en la Terapia Fotodinamica.

3.1.1 Caracteristicas de un fotosensibilizador

Las caracteristicas que un fotosensibilizador debe poser para ser seleccionado en la PDT es
tener bajos niveles de toxicidad en ausencia de luz. Se requiere que sean solubles en agua o
en una mezcla de solvente acuosa inofensiva y no inducir alergias en el sujeto,

independientemente de la via de administracion. EI PS debe absorber luz a una determinada
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longitud de onda, especialmente en el espectro visible (400 a 700 nm) debido a que es luz
de baja energia en comparacién con longitudes de onda cortas (rayos UV). Cuando el PS
absorbe la energia de los fotones, se le denomina activacion. La mayoria de los
fotosensibilizadores son activados con luz roja e infrarroja, debido a que este tipo de luz
puede activar el PS a una mayor profundidad dentro del tejido; sin embargo, existen
fotosensibilizadores que pueden ser activados con luz verde (Peplow T.-Y. C., 2012). Es
deseable que el tiempo entre la aplicacion del PS en el sujeto y su posterior irradiacion sea
lo méas corta posible, con el propdsito de facilitar un tratamiento ambulatorio rapido y
rentable; aunque se han reportado distintos tiempos de espera, desde minutos a horas.
(Nesi-Reis D. S.-N.-L., 2017)

Las caracteristicas estructurales importantes del PS son: i) la carga ionica neta, la cual
puede variar de -4 (aniénica) a +4 catidnica, ii) el grado de hidrofobicidad, expresado como
el logaritmo del coeficiente de particién octanol/agua v iii) el grado de la asimetria presente
en la molécula. Los PS’s que son hidrofébicos y tienen dos o menos cargas negativas,
pueden difundirse a través de la membrana plasmaética y luego reubicarse en otras
membranas intracelulares. Aquellos PS’s que son menos hidrofobicos y tienen mas de dos
cargas negativas, tienden a ser demasiado polares para difundirse a través de la membrana
plasmaética y, por tanto, son absorbidos por endocitosis. (Castano, Demidova, & Hamblin,
2004). Es muy deseable que el fotosensibilizador tenga la capacidad de acumularse
selectivamente en tejidos, los principales objetivos son las membranas, las mitocondrias, el
aparato de Golgi, para poder asi iniciar apoptosis o necrosis, dependiendo de lo que se
busque. (Niamien Konan, 2002). Por ultimo y no menos importante, para que un PS pueda
ser utilizado en aplicaciones medicas debe ser aprobado por la FDA (Food and Drug
Association). (Wainwright, 2014).

El fotosensibilizador elegido en este trabajo de tesis es el rosa de Bengala, por lo que el

siguiente apartado esta dedicado a éste, y de este modo, se entendera la dependencia del uso

de luz verde en la terapia fotodinamica.
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3.1.2 Rosa de Bengala

El fotosensibilizador Rosa de Bengala (figura 3.1) pertenece a la familia de colorantes
xanteno, el cual es soluble en agua a un pH de 7.0 (Alarcon, Poblete, Roh, Couture, &
Jeffrey Comer, 2017). Este fotosensibilizador presenta un pico maximo de absorcion de luz
alrededor de los 550 nm (como se muestra en la figura 3.2), con una meseta a 525 nm, por

lo cual, puede absorber fuertemente la luz verde (A=532 nm). Cuando el Rosa de Bengala

es excitado a esta longitud de onda (A=532 nm), emite fluorescencia a una longitud de onda
cercano al color rojo, con un pico maximo de emision alrededor de los 575 nm, como se
observa en la figura 3.3. Los espectros de absorcion y emision mostrados en la figura 3.2 y
3.3, fueron obtenidos a una concentracion de Rosa de Bengala de 2 y 5 uM, las cuales
fueron utilizadas en este proyecto de tesis para la PDT. Dichos espectros fueron obtenidos
por el grupo de trabajo del Laboratorio de Luminiscencia y Raman del Centro de
Investigacion en Fisicoquimica de Materiales del ICUAP. Cabe mencionar, que el Rosa de
Bengala tiene una larga historia como colorante fotoactivo y ha sido utilizado en
aplicaciones antimicrobianas (Costa, Rasteiro, Pereira, Rossoni, & Jorge, 2011), de union

de tejidos (Xu & Farinelli, 2015) y contra el cancer (Panzarini, Inguscio, & Dini, 2014).

Figura 3.1: Modelo molecular del Rosa de Bengala. Tomado de (Alarcon, Poblete, Roh,
Couture, & Jeffrey Comer, 2017).
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Figura 3.2: Grafica absorbancia como funcion de la longitud de onda, donde se muestra el
pico maximo de absorbancia (~550nm) del Rosa de Bengala a concentraciones de 2 y 5
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Figura 3.2: Espectro de fluorescencia del Rosa de Bengala, donde se muestra el pico

maximo de emisidn (~575 nm) para ambas concentraciones molares (2 y 5 uM).
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3.2 Mecanismo de accién de la terapia fotodinamica

Como se menciond en el capitulo 1, la terapia fotodinamica (PDT) es un tratamiento Optico
que conduce a la destruccion selectiva de células, a través de procesos bioldgicos activados
por luz. A continuacidn, se describen los procesos fotofisicos y fotoquimicos que ocurren
en laPDT.

Proceso Fotofisico

En la terapia fotodindmica el PS en estado fundamental tiene dos electrones con espines
opuestos, ubicados en el orbital molecular de baja energia cominmente llamado estado
singulete (Sp), como se observa en la Figura 3.4. Después de absorber la energia de los
fotones (E=hwvyys), los electrones son excitados y pueden pasar hacia otros orbitales de
mayor energia llamados estados singuletes excitados (S1 y S2), pero mantiene su giro. Los
electrones que se encuentran en estos niveles de energia tienen un tiempo vida corto
(nanosegundos), es decir, son inestables y nuevamente regresan a su orbital molecular de
baja energia; sin embargo, la energia que habian absorbido puede ser perdida en parte por
conversion interna en forma de calor (cuando pasan del nivel S, al S;) o emitiendo luz
(cuando pasan del nivel S; al Sp), fendémeno conocido como fluorescencia. El hecho de que
la mayoria de PS sea fluorescente ha conducido al desarrollo de ensayos sensibles para
cuantificar la cantidad de PS en células o tejidos, permitiendo obtener imagenes de
fluorescencia in vivo en animales o pacientes. Los electrones del PS que se encuentran en el
estado de singulete excitado también puede experimentar el proceso conocido como cruce
entre sistemas, donde el giro del electron excitado se invierte para formar el estado triplete
excitado. En este estado, los electrones tienen un tiempo de vida relativamente larga
(microsegundos). Cuando los electrones pasan del estado triplete excitado al nivel S,
pierden su exceso de energia nuevamente emitiendo luz, sin embargo, este proceso es
conocido como fosforescencia. El tiempo de vida largo de los electrones en el estado
triplete, se podria explicar debido al hecho de que la pérdida de energia por emisién de luz
(fosforescencia) es un proceso "spin-prohibido,” es decir, los electrones del PS se moverian
directamente de un estado triplete a un estado singulete (Castano, Demidova, & Hamblin,
2004). Todo el proceso fotofisico descrito anteriormente es representado mediante un

esquema en la figura 3.4.
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Figura 3.4: Representacion esquematica del mecanismo fotofisico y fotoquimico que se
Ilevan a cabo en la PDT. Tomado de (Abrahamse & Hamblin, 2016).

Proceso fotoquimico

El estado triplete excitado del PS puede sufrir dos tipos de reacciones. La reaccion de Tipo
1, puede reaccionar directamente con un sustrato, como la membrana celular o una
molécula, y transferir un protén o un electrén para formar un anion radical o catién radical,
respectivamente (Figura 3.4). Estos radicales pueden reaccionar ain mas con oxigeno para
producir EROS, tales como el anion superdxido (O;), peréxido de hidrogeno (H,0,) v el
radical hidroxilo (OH") (Niamien Konan, 2002). El segundo proceso es una reaccién de
tipo 2, el PS triplete puede transferir su energia directamente al oxigeno molecular (30.) (en
si mismo un triplete en el estado fundamental), para formar oxigeno singulete en estado

excitado (*0.), la transferencia de energia al oxigeno molecular puede ocurrir sélo si el PS
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estd en el mismo estado triplete (Figura 3.4). Ambas reacciones tipo 1 y tipo 2 pueden
ocurrir simultdneamente, y la relacion entre estos procesos depende del tipo de PS
utilizado, las concentraciones de sustrato y la cantidad de oxigeno presente (Freeman,
2013).

3.2.1 Seializacion celular por cambios en estado redox

Dentro de la célula se producen EROS que a bajas concentraciones activan la transduccion
de sefiales, que van desde la inflamacién, apoptosis y/o necrosis, sin embargo, tratan de

mantener la homeostasis, como a continuacion se describe.

Oxidantes y radicales libres derivados del oxigeno

Como es bien sabido, en la célula el oxigeno se encuentra en su forma mas estable (O,),
con los electrones que forman el enlace (p), antienlazante con el mismo espin, es decir, en
estado triplete. De este modo el oxigeno es poco reactivo con una baja velocidad de
reaccion, a temperatura fisiologica; sin embargo, se pueden producir una serie de especies
quimicas o sustancias prooxidantes (moléculas o radicales libres altamente reactivos) que
pueden empezar multiples reacciones con otros compuestos presentes en el organismo.
(Gutiérrez, 2002). Existe un término que incluye a los radicales libres y a otras especies no
radicales, pero que pueden participar en reacciones que llevan a la elevacion de los agentes
prooxidantes y son las especies reactivas del oxigeno, entre las que se encuentran (Naqui,
Chance, & Cadenas, 1986):

— Radical hidroxilo (HO)+

— Peroxido de hidrogeno (H,0,)

— Anidn superdxido (O)

— Oxigeno singulete (*O,)

— Oxigeno nitrico (NO)

— Perdxido (ROO)

— Semiquinona (Q)

— Ozono

Efecto nocivo de las especies reactivas de oxigeno
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El dafio celular producido por las especies reactivas del oxigeno ocurre sobre diferentes
macromoléculas. En el proceso de peroxidacion lipidica afecta a las estructuras ricas en
acidos grasos poliinsaturados, de este modo se altera la permeabilidad de la membrana
celular dando como resultado edema y muerte celular. La peroxidacion lipidica representa
una forma de dafio tisular que puede ser desencadenado por el oxigeno, el oxigeno
singulete, el peroxido de hidrdgeno y el radical hidroxilo. A su vez, con las proteinas puede
suceder oxidacion de un grupo de aminoacidos como fenilalanina, tirosina, histidina y
metionina, asimismo puede haber entrecruzamientos de cadenas peptidicas, y por ultimo
formacion de grupos carbonilos. En el acido desoxirribonucleico (ADN) hay lugar a
mutaciones y carcinogénesis, pérdida de expresion por dafio a un gen especifico,
modificaciones oxidativas de las bases, deleciones, fragmentaciones, interacciones estables
ADN-proteinas, reordenamientos cromosomicos y desmetilacion de citosinas del ADN que
activan genes. (Reilly & Bulkley, 1990).

Ventaja y uso del ambiente oxidativo

Los EROS a bhajas concentraciones tienen una funcién fisiologica en el organismo como la
de participar en la fagocitosis, favorecen la sintesis de coldgeno y de prostaglandinas,
activar enzimas de la membrana celular, disminuir la sintesis de catecolaminas por las
glandulas suprarrenales, modificar la membrana celular y favorecen la quimiotaxis, ver
figura 3.5. (Hernandez-Saavedra & McCord, 2007)

De manera fisioldgica los leucocitos polimorfonucleares activados producen el radical
superdxido, que se utiliza como arma antibacteriana. Participando, asi como un antibiético
de amplio espectro. En el proceso, los neutréfilos también se destruyen, es decir, el
superdxido es un mediador de inflamacion y las superperdxido dismutasas despliegan una
actividad antiinflamatoria. Desde otro punto de vista el superdxido sirve para estimular a
los fibroblastos para que entren en un modo de proliferacion celular, extendiendo fibras de
colageno y formando el tejido de la cicatriz para cerrar y sellar la herida. (Halliwell, 2000)
(Hernéndez-Saavedra & McCord, 2007)
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Figura 3.5: Posibles vias debidas a las especies reactivas de oxigeno. Tomado de:
(Halliwell, 2000)

3.3 Terapia fotodinamica aplicada en la curacion de heridas

Los fotosensibilizadores se han utilizado en medicina desde hace varios afios, sin embargo,
los fundamentos cientificos para su uso eran inexistentes o poco claros, antes de 1900
(Daniell & Hill, 1991). Ya a principios del siglo XX, Oskar Raab observo por accidente que
las celulas protozoarias tefiidas con tintes fluorescentes murieron al ser iluminadas (Rajesh,
2011). Mas tarde, Prime y colaboradores notaron en humanos que, tras ingerir colorantes
fluorescentes para un tratamiento experimental de enfermedades neuroldgicas desarrollaron
eritema severo después de una corta exposicion a luz de sol (Abrahamse & Hamblin, 2016).
Por un tiempo, la PDT no tuvo demasiada atencién hasta la década de los 70s, cuando
investigadores estadounidenses que con derivados de hematoporfirina y luz roja dieron
tratamiento a cancer de vejiga en animales y humanos. Desde entonces, la PDT es
considerada como una terapia para matar celulas malignas, sin los efectos secundarios de la

quimioterapia (Garcia, Mazzocco, & Juan, 2016).
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En el area de curacion de heridas con PDT, un nimero limitado de estudios in vitro, en
modelos animales y casos clinicos han mostrado evidencia de mejoria (Peplow T.-Y. C.,
2012). Por ejemplo, Statius en el afio 1997 demostro que la matriz extracelular depositada
en placas de cultivo por células endoteliales al ser tratadas con PDT provocd una
inactivacion de TGFp, como resultado se observé un aumento de la proliferacion de las
células endoteliales (LaMuraglia, 1997). Ya para el 2014, Mills mostré que MALA-PDT
con 3 horas de incubacion e iluminacién con luz roja (34 J/cm?) aumenté TGF-B3, MMP1 y
MMP9 lo que condujo a una mejora de la matriz extracelular en la curacion de heridas
humanas in vivo (Mills, y otros, 2014). Sin embargo, los resultados obtenidos por la PDT
estan fuertemente relacionados a la fuente de luz y dosis, caracteristicas del
fotosensibilizador, concentraciones y, al modelo de experimentacion (Peplow T.-Y. C.,
2012).

Siguiendo este contexto, el fotosensibilizador Rosa de Bengala (RB) activado con luz
verde, ha sido utilizado experimentalmente en el tratamiento de carcinoma de mama y
melanoma metastasico (Mousavi, Tavakkol-Afshari, Brook, & Jafari-Anarkooli, 2009). Por
otro lado, Yao y colaboradores en el 2015 y 2011 reportaron el sellado de heridas
(incisiones quirdrgicas) utilizando RB activado con luz verde en humano y cerdo (Xu &
Farinelli, 2015) (Tsao, Yao, & Tsao H, 2011); sin embargo, han sido pocos los reportes del

uso de RB en la curacion de heridas cutaneas.
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CAPITULO 4

Procedimiento experimental

4.1 Manejo y uso de animales

En este proyecto de tesis, 33 ratas (Rattus norvegicus) macho alopécicas con un peso
corporal de entre 100 a 150 gramos fueron utilizados. Los animales fueron criados y
mantenidos en las instalaciones del Bioterio "Claude Bernard,” de acuerdo a los
lineamientos establecidos en la "Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio™ y
las especificaciones establecidas en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, y la
Legislacion Mexicana relativa vigente. Este proyecto de investigacion fue aprobado por el
Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la
BUAP, con el protocolo de investigacion con clave: GASW-UALVIEP-17.

Los organismos fueron mantenidos en cajas de propileno, con un ciclo de luz-oscuridad 12-
12, agua y comida Add libitum y divididos aleatoriamente en 4 grupos: G1 (Control), G2
(Fotosensibilizador), G3 (FT) y G4 (PDT). EL grupo G1 (Control), representa heridas sin
ningln tipo de tratamiento; el grupo G2, representa heridas con aplicacion topica del
colorante rosa de bengala; el grupo G3, son heridas irradiadas con luz a una longitud de
onda de A=532 nm (verde), sin la aplicacién topica de colorante (Fototerapia); por ultimo,
el grupo G4 son heridas con aplicacion tdpica del colorante rosa de bengala y

posteriormente irradiadas con luz verde (Terapia Fotodinamica).

Para estudiar los efectos que se llevan a cabo en la curacion de la herida cuando es tratada
con las técnicas FT y PDT, los experimentos de la primera etapa fueron realizados en 18
ratas para evaluar los siguientes parametros: ii) densidad de energia, iii) tiempo de
irradiacion, iv y v) concentracion del colorante. Basados en los resultados obtenidos de la
primera etapa, se realizaron experimentos en 10 organismos (5 ratas para la fototerapia y 5
ratas para la terapia fotodinamica) seleccionado la densidad de energia y concentracion
molar del fotosensibilizador que mejores resultados presentaron en la primera etapa. Las

ratas utilizadas en este proyecto fueron divididas como se especificaen la Tabla 1y 2.
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GRUPO (Primera NUMERO DE RATAS

etapa)
G1: Control 2
G2:Fotosensibilizador 4
G3: FT 4
G4:. PDT 8

Tabla 1: Grupos experimentales y nimero de organismos (Primera etapa).

GRUPO (Segunda NUMERO DE RATAS

Etapa)
G1: Control 5
G2: FT 5
G3: PDT 5

Tabla 2: Grupos experimentales y numero de organismos (Segunda etapa).

4.2 Procedimiento quirdrgico

Los organismos fueron anestesiados con Xilaxina-Ketamina a una dosis de 0.20 mL/100g
peso Vvivo por via intraperitoneal. Posterior a la anestesia, dos heridas circulares de 1 cm de
didametro fueron realizadas quirdrgicamente en el dorso de la rata (a nivel de la Gltima
costilla flotante), como se observa en la Figura 4.1. Las heridas fueron hipodérmicas justo
hasta llegar a la fascia. El dia en que las heridas fueron realizadas fue considerado como
“Dia 0” y el dia siguiente a la cirugia como “Dia 17 y asi consecutivamente. Cabe
mencionar que en el Dia 0 y 1, los organismos fueron colocados en cajas individuales, con
la finalidad de evitar algin contacto de la herida con otras ratas. En el Dia 2, los

organismos fueron colocados en parejas en cada caja.
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Figura 4.1: a) Cirugia, realizacion de heridas quirurgicas y b) localizacion anatomica de las

heridas.

4.3 Grupos Experimentales

Posterior a la cirugia, se ejecutaron los siguientes procedimientos para cada grupo

experimental.

4.3.1 Grupo Control (G1)

En este grupo solo se realizaron las heridas, sin llevar a cabo ningln tratamiento optico ni
aplicacion topica del colorante, y el proceso de cicatrizacion se llevé a cabo sin la
aplicacion de ningun farmaco (analgésico, antibiotico). Cabe mencionar que a ningun grupo
se le aplico analgésico o antibidtico, para evitar falsos positivos durante el proceso de
cicatrizacion. Fotos convencionales de cada herida fueron adquiridas durante el proceso de
cicatrizacion ver figura 4.2 y un organismo fue sacrificado utilizando camara de CO; al dia

3, 5,7, 14y 21 posterior a la realizacion de la herida quirdrgica.
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Figura 4.2: Heridas circulares de 1 cm de diametro, realizadas quirdrgicamente en ratas
alopécicas.

4.3.2 Grupo Fotosensibilizador (G2)

A las heridas de este grupo se les aplico topicamente el fotosensibilizador Rosa de Bengala
(Sigma Aldrich Co.) en los primeros tres dias, es decir, los dias 0, 1 y 2. El colorante fue
preparado en una solucion de amortiguador de fosfatos salina (PBS, Phosphate Buffered
Saline) a dos concentraciones molares (2 y 5 uM); a esta solucion se le conoce
comunmente como fotosensibilizador. Para el estudio piloto, a las heridas provocadas en 2
ratas se le aplico el fotosensibilizador a una concentracion de 2 uM vy a las 2 ratas restantes
una concentracion de 5 uM (Figura 4.3). Para asegurar que el fotosensibilizador penetrara
en el tejido, se dejo en contacto con la herida por 10 minutos (rata inmovilizada). Para cada
concentracion, un organismo fue sacrificado al dia 3 y 14. El Dia 3 de sacrificio fue
seleccionado para observar el efecto del fotosensibilizador posterior a la Ultima aplicacion
topica (Dia 2) en ausencia de luz verde. ElI Dia 14 de sacrificio para este grupo, fue
seleccionado para observar el estado de cicatrizacion de la herida. Todo el proceso descrito

previamente es ilustrado en la Figura 4.3.
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Figura 4.3: Procedimiento experimental para el Grupo Colorante (G2).
4.3.3 Grupo Fototerapia (FT)
Para este grupo, 2 ratas fueron utilizadas para el estudio piloto y 5 ratas para la primer
etapa. Las heridas fueron irradiadas con luz verde utilizando un dispositivo emisor de luz,
el cual fue disefiado y construido por nuestro grupo de trabajo perteneciente al
Departamento de Optica del Instituto Nacional de Astrofisica, Optica y Electronica
(INAOQE), del estado de Puebla (ver Figura 4.4).

Figura 4.4: a) Dispositivo LED (Diodo Emisor de Luz) apagado y b) Dispositivo

encendido y con la implementacion de una plataforma.
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El dispositivo fue caracterizado para obtener la potencia (W) de salida, para determinar la
densidad de potencia (W/cm?) y ajustar el tiempo (s) de irradiacion, obteniendo con ello la
densidad de energia (J/cm?) suministrada a la herida. Los parametros dpticos empleados en

la fototerapia se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3: Parametros Opticos calculados para la fototerapia.

Longitud de Potencia Area de Densidad Tiempo de Densidad Dia de
onda (nm) (W) irradiacion | de Potencia | irradiacién | deenergia | tratamiento
(cm?) (W/cm?) (sec) (Jlcm?)
532 0.043 ~0.78 0.055 ~37 2 Jlcm? 0,1y2
532 0.043 ~0.78 0.055 ~146 8 Jicm® 0,1y2

Figura 4.5: Aplicacion de la Fototerapia empleando luz verde (A=532nm).

Para la primera etapa del estudio, las heridas provocadas en 2 ratas fueron irradiadas a una
densidad de energia de 2 J/cm?y a las 2 ratas restantes a una densidad de 8 J/cm?® (Figura
4.5). Para cada densidad de energia, un organismo fue sacrificado al dia 3 y 14.
Nuevamente, el Dia 3 de sacrificio fue seleccionado para observar el efecto de la luz
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posterior al ultimo dia de realizar la fototerapia (Dia 2) y, el Dia 14 para observar el estado
de cicatrizacion de la herida y ser comparada con los otros grupos. Todo el proceso descrito
previamente es ilustrado en la Figura 4.6. Con base a los resultados obtenidos de este
primer estudio, se selecciond una densidad de energia (8J/cm?) y se repiti6 el experimento
en un grupo de 5 ratas, a las cuales se les aplicd el mismo procedimiento, con la diferencia
de que fueron sacrificadas a los dias 3, 5, 7, 14 y 21. Fotografias de las heridas fueron

adquiridas con una cdmara digital Sony a 6000 y analizadas en el Sotware ImageJ.

o

4 ratas macho alopécicas con
2 ‘ : — heridas T

1 u ‘ 3 ~"2 ratas, 8 J/cm.2
3 - 4
v " Terapia con luz verde los dias 0, 1y 2. >
LT ' Sacrificio
L' SR Fotografias dias 0, 3y 14 Biopsias

Figura 4.6: Procedimiento experimental para el Grupo Fototerapia.

4.3.4 Grupo Terapia Fotodinamica (PDT)

Este grupo experimental, es una combinacion de los dos grupos anteriores, es decir, del
Grupo Colorante y del Grupo Fototerapia. Una vez realizado el procedimiento quirdrgico,
se aplico el fotosensibilizador Rosa de Bengala a una concentracion de 2 y 5 uM, dejando
el fotosensibilizador en contacto con la herida durante 10 minutos. Posteriormente se

realiz6 la fototerapia con luz verde, a dos densidades de energia de 5y 8 J/cm?, para activar

50



al fotosensibilizador. Todo el proceso y el nimero de organismos utilizados en el primer
estudio, asi como la concentracion molar del colorante y densidad de energia, son
mostrados en la Figura 4.7. Basados en los resultados obtenidos de la primera etapa, se
realizaron experimentos en 5 ratas seleccionado una sola densidad de energia y una sola
concentracion molar del colorante. Los organismos fueron sacrificados los dias 3,5, 7, 14 y

21, para la adquisicion de biopsias.

v
r S g . fee\ @
%

~ 8 ratas macho alopécicas con heridas

.
-

2 ratas; 2 ratas; rosa de bengala e 7, r
y luz verd i y luz verde 8 J/cm? G uM y luz verde 2 | 2 ratas; rosa de l..j_:,x ]
UM y luz verde B Jfcm?

Terapia
—— fotodinamica los
dias 0,1y 2.

Sacrificio, biopsias
Y fotografias

Figura 4.7: Procedimiento experimental para el Grupo Terapia Fotodindmica (primera

parte del estudio).

4.4 Técnicas de Analisis

4.4.1 Anédlisis de fotografias convencionales
A partir de las heridas convencionales se cuantifico el area de las heridas, haciendo uso del

programa ImageJ, el cual es un Software de uso libre (ver Figura 4.8). Para ello, el borde de
la herida fue delimitado haciendo uso de las herramientas del Software (como se observa en
la Figura 4.8) y posteriormente se obtuvo el area de la herida en cm?. Esto fue realizado
para todas las fotos adquiridas en la primer y segunda parte de este estudio.
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Figura 4.8: Software Image J y ejemplo de la cuantificacion del area de la herida.

Nuevamente, haciendo uso del programa Image J, se obtuvieron histogramas en 3D en
escala de grises de cada herida, como se observa en la figura 4.9. Para obtener la imagen en
3D, primero se establece la escala de la imagen en centimetros (cm), con el propdésito de
saber el didmetro de la herida. Posteriormente, la fotografia convencional es descompuesta
en sus tres colores primarios (rojo, verde y azul), obteniendo asi tres imagenes. La imagen
en rojo, fue posteriormente seleccionada y convertida a escala de grises y finalmente, se
selecciona la region donde fue realizada la herida y se grafica la intensidad de cada pixel
para obtener la imagen en 3D. Dichas iméagenes, representan la intensidad de cada pixel en
la fotografia. Cuando una herida es realizada, la intensidad de los pixeles en la imagen es
mas baja en la region de la lesion, y conforme la herida va sanando, la intensidad de los
pixeles comienza a igualarse con la de la piel no dafiada. Lo anterior, nos da una idea del

proceso de re-epitalizacion.
Finalmente, se calcularon los promedios y desviacion estandar del area de las heridas para

cada grupo y dia, mediante el programa Origin 9.1 y se obtuvieron las gréaficas del

porcentaje de contraccion de las heridas con su respectivo error estandar.
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Figura4.9: Procesamiento de las fotografias convencionales.

4.4.2 Preparacion de tejido para analisis histoldgico

Cortes histolégicos

El dia de sacrificio de los organismos se tomaron biopsias de las heridas y se fijo el tejido
en paraformaldehido al 4% durante 4 semanas, para la proxima deshidratacion del tejido
sustituyendo el paraformaldehido por alcohol a diferentes concentraciones (del 70 al
100%). Una vez deshidratadas las muestras se procede a desalcoholizar con cloroformo;
entonces se incluyeron los tejidos en parafina y se hicieron cortes de 20 um de grosor

mediante un micrétomo, montando los cortes en portaobjetos.

Técnica de Tincion H&E (Hematoxilina y Eosina)

Los cortes histoldgicos se tifien con la intencion de elucidar los limites del tejido,
identificar y estudiar los componentes del mismo. Se emplean sobre los cortes realizados
dos colorantes, en primer instancia los cortes se exponen a la hematoxilina, un colorante
basico que se une a cualquier sustancia que tenga grupos acidos, tal es el ADN que presenta
grupos fosfatos y a proteinas nucleares con carga negativa. Posteriormente se someten a la
eosina, que es un colorante acido débil, por lo que colorea estructuras basicas. El resultado

de ambos colorantes en el corte histoldgico es distinguir perfectamente a los nucleos
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celulares tefiidos de azul o morado y proteinas con diferentes tonos de rosa dependiendo de

su acidofilia (Bueno Garcia, 2007).

4.4.3 Método Estadistico

Para estimar los efectos de los distintos tratamientos se realiz6 un anélisis de varianza
ANOVA de un factor que compara las medias de distintos grupos. Parte de suponer que
tenemos muestras aleatorias simples independientes que tienen una distribucion normal.
Este analisis de la varianza permite determinar si diferentes tratamientos muestran
diferencias significativas o por el contrario puede suponerse que sus medias no difieren.
(Moore, 2005)

4.5 Referencias
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Capitulo 5

5.1 Resultados experimentales (primera etapa)

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos del estudio piloto donde se evalud al
fotosensibilizador Rosa de Bengala a dos diferentes concentraciones molares. Dicho
fotosensibilizador fue activado empleando una longitud de onda de 532 nm (luz verde) a
dos diferentes densidades de energia (8 y 2 J/lcm?). En este estudio, se pretende observar
mediante fotografias convencionales la contraccion de una herida debido al efecto de tres
interacciones distintas con el tejido: i) efecto del fotosensibilizador, ii) efecto de la luz en el
tejido vy iii) efecto del fotosensibilizador activado con luz. A partir de los resultados
obtenidos en este estudio piloto, se selecciond la densidad de energia y la concentracion
molar del fotosensibilizador Optimos, para llevar a cabo la fototerapia y terapia
fotodinamica en un estudio con un mayor numero de individuos, asi como un analisis

histoldgico del progreso de la cicatrizacion de las heridas con y sin tratamiento.

5.1.1 Interaccion Rosa de Bengala-Tejido

La apariencia de las heridas es un importante aspecto clinico, donde se desea siempre una
rapida cicatrizacion, con el propdsito de evitar una infeccion. La forma mas comin de
evaluar el proceso de cicatrizacion de una herida o el cierre de la misma, es mediante
imagenes convencionales o haciendo una evaluacion visual en tiempo real de la herida por
un clinico o profesional de la salud. En la figura 5.1, se muestran fotografias
convencionales de heridas pertenecientes a los grupos Control y Colorante
fotosensibilizador (2 y 5 uM), las cuales fueron adquiridas a los dias 0, 3 y 14. En esta
figura se puede observar que al dia 0, las heridas tienen la misma forma y aproximadamente
el mismo tamafio (1 cm de diametro), en el dia 3 parecen tener la misma velocidad de
cicatrizacion. En el dia 14, la herida del grupo control presenta una coloracion ligeramente
mas rojiza en comparacion con las heridas del grupo colorante; sin embargo, para ambos

grupos la herida en el dia 14 ain no ha cerrado por completo.
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Cabe mencionar que las heridas en el dorso de la rata cierran por contraccion en los
primeros dias, por lo cual es facil medir su contorno y cuantificar su contraccién; sin
embargo, debido al proceso de re-epitalizacion es complicado cuantificar su progreso
mediante fotografias convencionales. Por esta razdn, se realizaron histogramas o imagenes
3D (ver figura 5.2), a partir de las fotografias de la figura 5.1. Los histogramas fueron
obtenidos, descomponiendo la fotografia convencional en sus tres colores primarios (rojo,
verde y azul), obteniendo asi tres imagenes. La imagen en rojo, fue posteriormente
seleccionada y convertida a escala de grises y posteriormente, se grafico la intensidad de
cada pixel para obtener la imagen en 3D que nos ayuda a cuantificar la profundidad y

tamarfio de la herida.

Control RB 2pM RB 5pM

Dia 3

Figura 5.1: Fotografias convencionales representativas de los dias 0, 3 y 14, mostrando las

heridas y su evolucion.

Cuando la herida estd abierta o presenta una coloracion rojiza (presencia de sangre o
costra), la intensidad de los pixeles es menor en comparacion con la intensidad de los
pixeles a su alrededor (piel no dafiada), observando asi un pozo en la imagen 3D (observar
herida RB 2uM en el dia 0), conforme la herida se va reepitalizando, la intensidad de los
pixeles dentro de la herida se van igualando con los del tejido circundante, ofreciendo
informacion sobre el cierre de la herida. La figura 5.3, muestra una grafica del porcentaje

del &rea de la herida durante el proceso de cicatrizacion, adquirida a partir de las fotografias
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convencionales. En el dia 3, el porcentaje del area de la herida fue 74.83% (control),
98.55% (RB 2uM) y 66.21% (RB 5uM); en el dia 14 el porcentaje del area de la herida fue
de 4.42% (control), 2.89% (RB 2uM) y 2.56% (RB 5uM). Aunque la concentracion molar
de 5uM presenta ligeramente una mayor contraccion, los porcentajes son muy parecidos en
los tres grupos y no hay diferencias estadisticamente significativas, por lo que podria
deducirse que el colorante por si solo no tiene un efecto considerable en la regeneracién del
tejido.

Figura 5.2: Imagenes 3D obtenidas a partir de las fotografias convencionales al dia 0, 3 'y

14, ofreciendo informacién sobre el cierre de la herida.

=

Control
Rosa de Bengala(5uM )
Rosa de Bengala (2uM)

Porcentaje del area de la herida

Dias
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Figura 5.3: Gréafica de area de las heridas obtenida de las fotografias convencionales.

Todas las heridas fueron normalizadas al 100% en el dia O.

5.1.2 Interaccion Luz-Tejido (fototerapia)

Para que la luz produzca algun efecto sobre el tejido, es necesario que ocurra la absorcion
de radiacion y son las moléculas fotorreceptoras las que desencadenan todo un conjunto de
respuestas celulares implicadas en estos fendmenos tisulares. Aunque algunos de los
efectos terapéuticos de la luz estan reportados (Karu, 2004), aun no estdn claros los
mecanismos a nivel celular y molecular, mediante el cual se produce la accion terapéutica y
cuéles son los parametros optimos de la luz que se deben de emplear para cada aplicacion
clinica. Debido a lo anterior, en este proyecto de tesis se pretende avaluar el efecto de la luz
verde (A=532 nm) en la regeneracién de tejido empleando dos densidades de energia
diferentes [energia total por unidad de &rea que absorbe la superficie de la piel (J/cm?)].
Para este estudio piloto, se eligieron densidades de energia bajas (2 J/lcm?) y (8 J/cm?), las
cuales se obtienen a partir de la potencia del dispositivo LED utilizado (43mW) vy del
tiempo de irradiacion de la herida. Cabe mencionar, que la cantidad de luz absorbida puede
variar, debido a el tipo de piel y la zona tratada.

Conrol 2 J/em? _ 8 J/em?

Figura 5.4: Fotografias convencionales representativas de los dias 0, 3 y 14, mostrando las
heridas y su evolucion.
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La figura 5.4, muestra la matriz de fotografias convencionales de ambos grupos (Control y
fototerapia). En esta figura se puede observar que en el dia 14, las heridas tratadas con
fototerapia muestran una mejor cicatrizacion que la herida del grupo control. Debido a que
cuando la luz incide sobre la herida, una parte de la luz se refleja y otra se refracta y penetra
el tejido. Dentro del tejido, ciertos cromoforos absorben parte de la luz a la longitud de
onda de operacién y la energia de los fotones absorbidos es convertida en energia quimica
(conservacion de la energia), lo anterior, modifica al cromdforo de forma transitoria o
permanente y este hecho activa todos los procesos fotobiologicos inherentes a la
fototerapia.

En la literatura, es posible encontrar algunos croméforos que absorben fuertemente la luz a
una longitud de onda de alrededor de A=550nm (color verde) (Jiménez & Merchant., 2003),
por ejemplo, podemos mencionar al citocromo b y c. Dichos croméforos, pueden absorber
energia a esta longitud de onda, por lo cual, se podria deducir que juegan un gran papel en
el proceso de cicatrizacion en nuestros experimentos, debido a que los cromdforos estan
involucrados en la trasferencia de electrones en la cadena respiratoria mitocondrial (NC-
IUB, 1992). Nuevamente, a partir de la figura 5.4 se obtuvieron las imégenes 3D o

histogramas.

Control 2 J/em? 8 J/em?

e

Dia 0

Dia 14
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Figura 5.5: Imagenes 3D obtenidas a partir de las fotografias convencionales los dias 0, 3y
14, ofreciendo informacion sobre el cierre de las heridas.

En la figura 5.5, se puede observar que en el dia 14, las heridas tratadas con luz verde
muestran una superficie mas uniforme que la herida del grupo control. Aunque la superficie
de la herida es similar en los histogramas para ambas densidades de energia, el area de la
herida es ligeramente menor para una densidad de energia de 8 J/cm?, lo cual se muestra en
la gréfica de la figura 5.6. Esta grafica, muestra el porcentaje del &rea de la herida durante
el proceso de cicatrizacion para el grupo control y fototerapia, adquirida a partir de las
fotografias convencionales. En el dia 0, las heridas fueron nuevamente normalizadas al
100% (herida completamente abierta), en el dia 3 la herida se redujo a un 74.83% para el
grupo control, 67.39% empleando la fototerapia a 2 J/cm?® y 74.41% para 8 J/cm?. En el dia
14, las heridas tratadas con luz se redujeron 2.85% y 2.07% para 2 y 8 Jlcm2,
respectivamente, ligeramente menor que la herida del grupo control (4.42%), sugiriendo

que la luz verde tiene un efecto en el positivo en el proceso de cicatrizacion.
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Figura 5.6: Grafica del area de las heridas medida en las fotografias convencionales.
Mostrando los promedios de los grupos de fototerapia comparados con el control y su

desviacion estandar.
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5.1.3 Interaccion Rosa de Bengala-luz-tejido (Terapia fotodinamica)

En esta seccion se muestran las heridas tratadas con el fotosensibilizador Rosa de Bengala a
las dos concentraciones molares utilizadas en la seccion 5.1 (2 y 5 uM), el cual fue activado
mediante la irradiacion con luz verde a las dos densidades de energia empleadas en la
seccion 5.2. Las combinaciones entre las concentraciones del fotosensibilizador y las
densidades de energia de la luz, fueron las siguientes: i) RB (2uM)/2 J/cm?, i) RB (2uM)/8
Jlem?, iii) RB (5uM)/2 Jicm? y iv) RB (5uM)/8 Jicm?®. En la figura 5.7, se muestran la
evolucion de la herida en los dias 0, 3 y 14 para el grupo control y los cuatro grupos

mencionados anteriormente.

Control

RB 2 pM,
2 J/em?

RB 2 uM,
8 J/em?

RB 5 pM,
2 J/iem?

RB 5 pM,
8 J/em?

Figura 5.7: Fotografias convencionales representativas de los dias 0, 3 y 14, mostrando las

herida y su evolucion.
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La figura 5.7, muestra la matriz de fotografias convencionales para los grupos mencionados
anteriormente. En esta figura se puede observar nuevamente que al dia 0, las heridas tienen
la misma forma y aproximadamente el mismo tamafio (1 cm de diametro); en el dia 3,
nuevamente parecen tener la misma velocidad de cicatrizacion a excepcién del grupo RB
(2uM)/8 Jicm?®. En el dia 14, la herida del grupo control presenta una coloracién
ligeramente més rojiza en comparacion con las heridas de los grupos RB (2uM)/2 J/icm2 'y
RB (2uM)/8 J/icm?. Aunque las heridas de los grupos RB (5uM)/2 Jicm? y RB (5puM)/8
Jlcm? muestran una coloracién aun rojiza, ésta es ligeramente menor que la coloracion de la

herida del grupo control.

Dia 0 Dia 3 Dia 14

Y A
\% \,

RB 2 pM,
2 J/cm?

RB 2 M,
8 J/iem?

RB 5 pl\[
2 Jiem?

RB 5 pM (fﬁ’"
8 J/em? .

Figura 5.8: Histogramas de las fotografias convencionales al dia 0, 3 'y 14, que representan
la epitelizacion.

La figura 5.8, muestra las imagenes en 3D de las heridas de los diferentes grupos en

diferentes dias (0, 3 y 14). Note que en el dia 14, las heridas del grupo (2uM)/8 Jicm?y
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(5uM)/8 Jlcm? muestran una superficie ligeramente mas homogénea con su entorno, en
comparacion con la superficie de las heridas de los otros grupos, sugiriendo que una dosis
de energia de 8J/cm? tiene un mayor efecto en la regeneracion del tejido, en comparacion
con dosis de 2J/cm?. Posiblemente, las imagenes en 3D de las heridas no sean la mejor
forma de evaluar el cierre de las mismas, esta técnica solo fue utilizada para obtener
informacion sobre el proceso de reepitalizacion, que nos pudiera ayudar a seleccionar los
pardmetros Optimos para la fototerapia y PDT vy, posteriormente analizar cambios

estructurales en ambos grupos mediante analisis histologicos.

Por ultimo, la figura 5.9 muestra el porcentaje del &rea de la herida durante el proceso de
cicatrizacion para todos los grupos mencionados en esta seccion grupo control y
fototerapia, adquirida a partir de las fotografias convencionales. En el dia 14, las heridas se
redujeron a un 4.42% para el grupo control, 3.41% Rosa de Bengala (2uM)/2 J/cm?, 0.33%
Rosa de Bengala (2uM)/8 J/cm?, 4.36% Rosa de Bengala (5uM)/2 J/cm?, finalmente 5.14%
Rosa de Bengala (5uM)/8 J/lcm® Cabe mencionar, que tomando en cuenta la baja
absorbancia del fotosensibilizador Rosa de Bengala a concentraciones molares bajas (ver
figura 3.2, capitulo 3), se escogid la concentracion de 5uM para los futuros experimentos,

activadas con luz verde a una dosis 6ptica de 8 J/cm?.
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Figura 5.9: Gréfica del area de las heridas medida en las fotografias convencionales.
Mostrando promedios de los grupos de terapia fotodinAmica comparados con el control y su

desviacion estandar.

5.2 Resultados experimentales (segunda etapa)

En esta segunda etapa del proyecto, se presentan los resultados obtenidos en un estudio con
un mayor numero de organismos empleados en la fototerapia y terapia fotodinamica. La
seleccién de los parametros épticos como la densidad de energia (8 J/cm?), asi como la
concentracion molar del fotosensibilizador Rosa de Bengala (5uM), fueron seleccionados a
partir del estudio piloto. Cabe mencionar, que en este estudio los organismos de cada grupo
fueron sacrificados a los dias 3, 5, 7, 14 y 21, adquiriendo nuevamente imagenes
convencionales en estos dias para ampliar la ventana y tener asi mas argumentos sobre la

efectividad y mecanismos de la fototerapia y terapia fotodinamica.

5.2.1 Fototerapia (8 J/cm?)

En este proyecto de tesis un objetivo propuesto fue estudiar el efecto de la regeneracion de
tejido a través de la fototerapia utilizando luz verde (532nm), debido a que la mayoria de
los estudios reportados emplean luz roja o infrarroja (Suzuki & Takakuda, 2016) (Diwan &
Abid, 2016). Se ha reportado que la fototerapia a diferentes densidades de potencia
estimula o inhibe una variedad de procesos celulares (Barolet, 2008), algunos de los cuales
fueron mencionados en capitulos anteriores.

La figura 5.10, muestra la secuencia de fotografias convencionales adquiridas en los dias
claves antes mencionados, tanto para el grupo control como el grupo fototerapia. Para
ambos grupos, en el dia 0 se puede observar una herida cutanea aproximadamente de 1 cm
de diametro. En el dia 3, se puede observar una herida con mejor coloracion en el grupo de
fototerapia en comparacion con el grupo control. Para los dias 5, 7, 14, la herida para el
grupo fototerapia es ligeramente menor en area que el grupo control, lo anterior puede ser
observado en la gréafica de la figura 5.11. En el dia 21, se observa que la herida inducida en
el grupo fototerapia casi no se nota (flecha negra en la fotografia convencional), es decir, la
region de la herida es mas parecida a la piel no dafiada. La observacion anterior puede ser
comprobada haciendo uso nuevamente de las imagenes 3D mostradas en la parte derecha

de la figura 5.10. Con base a la secuencia de fotos convencionales e imagenes 3D
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adquiridas para ambos grupos, se podria decir que el uso de luz verde si tiene un efecto
positivo en el proceso de cicatrizacién de las heridas en comparacion con heridas no

irradiadas (control).

En la figura 5.11, se muestra una grafica de porcentaje de areas de las heridas de cada
grupo. Nuevamente, al dia 0 se normalizan las heridas. Este estudio fue realizado con una
n=10 heridas (2 por individuo) para el grupo control y para el grupo de fototerapia (5
animales por grupo). En el dia 3 el area de la herida en el grupo control fue de 74.83%,
mientras el grupo fototerapia fue de 58.76%; en el quinto dia el area obtenida fue de
63.57% (control) y 46.38% (fototerapia); en el dia 7, se obtuvo un area de 31.78%
(control) y 26.06% (FT), para el dia 14, 4.42% (control) y 3.58%(FT); finalmente en el dia
21 el grupo control es de 2.90% y 0.73% (FT).
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Figura 5.10: Imagenes a diferentes dias del proceso de cicatrizacion para heridas irradiadas
con luz verde (fototerapia) y heridas no irradiadas (grupo control). Imagen de la izquierda
muestra fotografias convencionales representativas de los dias 0, 3, 5, 7, 14 y 21 (la flecha
indica el sitio de la herida y la linea es la escala de 1 cm). La imagen de la derecha, muestra
los histogramas de las fotografias convencionales a los mismos dias (imagenes en 3D de la
herida).

Los resultados obtenidos se sometieron a la prueba estadistica Anova de una via con una p
< 0.05, dicho analisis de la varianza permite determinar si diferentes tratamientos muestran
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diferencias significativas, obteniendo asi, que el dia 7 presenta la mayor diferencia

estadistica significativa para el grupo fototerapia, respecto al grupo control.

Control
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Figura 5.11: Gréfica del area de las heridas obtenida de las fotografias convencionales. El
100% representa una herida abierta al dia 0 y como va disminuyendo el area para los dias 3,
5,7, 14y 21. El asterisco se refiere una p < 0.05en Anovay las barras de error representan

la desviacidn estandar.

5.2.2 Terapia fotodinamica (RB 5uM, 8 J/cm?)

En esta seccion, se muestran los resultados obtenidos de la terapia fotodinamica (PDT), la
cual fue empleada para tratar de acelerar el proceso de cicatrizacion de heridas cutaneas. En
la figura 5.12, se muestran fotografias convencionales adquiridas tanto del grupo control
como de terapia fotodindmica (RB 5uM/8 J/cm?), en las cuales es posible observar que la
herida del grupo de PDT tiene un cierre mas rapido que la herida del grupo control. En el

dia 7 del proceso de cicatrizacion, se empieza a observar una evidente reduccion de la

67



herida tratada con PDT, respecto al control. En el dia 14, la herida del grupo control ain
estd abierta, mientras que la herida tratada con PDT muestra mayor contraccion.
Finalmente, en el dia 21, la herida tratada presenta una coloracion parecida a la piel sin
herida. La figura 5.12 muestra las imagenes en 3D, en donde es posible observar que
efectivamente en el dia 7, la herida tratada tiene una mayor reduccion de area y menor
profundidad. Los resultados obtenidos en esta seccidn, sugieren que posiblemente la
combinacion del fotosensibilizador Rosa de Bengala, activado con luz verde tiene un mayor
efecto en la regeneracion de tejido, que si se utiliza la luz verde o el fotosensibilizador de
manera independiente. Los resultados anteriormente mostrados posiblemente se deben a
que en la PDT, la luz verde activa tanto a fotosensibilizadores endégenos (croméforos)

como exogenos (Rosa de Bengala).

La figura 5.13 muestra la grafica del area de las heridas (en porcentaje) para el grupo
control y el grupo de terapia fotodinémica (RB (5M)/8 J/cm?). Nuevamente, en el dia cero
todas las heridas fueron normalizadas al 100%; en el dia 3, se obtuvo un porcentaje de 75%
(control) y 74% (PDT) siendo casi el mismo valor, lo cual sucede también para el dia 5
donde se observa un area de la herida de 64% (control) y 61%(PDT). Sin embargo, en el
dia 7 la herida tratada tiene un porcentaje de 20% en comparacion con el 32% en el control.
Para el dia 14, las heridas alcanzaron un 5% control y ~1% PDT, aqui es importante resaltar
que aunque la diferencia entre porcentajes es del 4%, la herida tratada presenta signos de
una mejor reepitalizacion. Finalmente, en el dia 21 el grupo control fue de 3% vy el de
terapia fotodinamica de 0% (en este caso fue dificil medir el porcentaje del area de la herida
debido a la coloracién de la misma). Los resultados anteriores se sometieron a la prueba
Anova de un factor con una p < 0.05, comparando el grupo de terapia fotodindmica con el

grupo control y diferencia significativa en el dia 7.
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Figura 5.12: Imagen izquierda muestra las fotografias convencionales representativas de
los dias 0, 3, 5, 7, 14 y 21, mostrando la herida realizada y su evolucion (la flecha indica el
sitio de la herida y la linea es la escala de 1 cm). La imagen de la derecha muestra los

histogramas en 3D de cada respectiva herida.
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Figura 5.13: Gréafica del area de las heridas obtenida a partir de las fotografias
convencionales de la figura 5.12. El asterisco representa una p <0.05 en Anova.

5.2.3 Resultados histologicos

Determinar la velocidad de cicatrizacion es un aspecto importante en el cuidado clinico de
las heridas, no obstante, sigue siendo la estimacién visual la manera mas comun de evaluar
la cicatrizacién (Wang, Ortega-Martinez, & Padilla-Martinez, 2017). Por ejemplo, en el
2018 Nesi Reis y colaboradores reportan que la mayoria de estudios de Terapia
Fotodinamica miden sus resultados por medio de examen clinico y fotografias digitales
(Nesi-Reis & et-al, 2018) y, con base a esos resultados proponen hipotesis de mecanismos
(que dependen de las variables opticas, del colorante y el modelo utilizado). Sin embargo,
también hay estudios donde emplean técnicas histoldgicas para estudiar los mecanismos de

accion (Peplow, Chung, & Baxter, 2012).
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En este trabajo de tesis, ademas de obtener fotografias convencionales del proceso de
cicatrizacion, también se realizaron cortes histologicos de la region donde se indujo la
herida, la cual fue procesada hasta tefiirla con la técnica H&E (Hematoxilina y Eosina), con
el objetivo de analizarlas mediante el uso de un microscopio dptico. A continuacion, se

presentan las imagenes histologicas.

Foliculo piloso

Epidermis

Dermis

Adipocitos
(Hipodermis)

Figura 5.14: Corte histoldgico (20 um de grosor) de piel de rata alopécica sin herida,
tefiida con H&E.

En la figura 5.14, se muestra una imagen de un corte histoldgico tefiido con H&E de la piel
de rata alopécica sin herida, resaltando que esta biopsia de piel fue adquirida en el dorso de
la rata, es decir, en la misma region donde las heridas cutaneas fueron realizadas en los
otros grupos experimentales. Lo anterior es importante debido a que el grosor de la piel
depende de las variables de un individuo a otro, del sitio corporal, la edad y el género
(Everall, 1973).

La epidermis es la capa méas externa de la piel, funciona como barrera y principalmente esta
constituida de queratinocitos, también alberga melanocitos y células dendriticas, las capas
de esta son estrato corneo, granuloso, espinoso y basal (Menon, 2015), en la fotografia 5.14

se aprecia como un borde morado, la cual delimita a la piel del espacio en blanco.
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Inmediatamente debajo de la epidermis se encuentra la dermis, que funciona como
proteccion contra traumatismos y nutre a la epidermis. El contenido celular de la dermis
consiste en mastocitos, fibroblastos y macréfagos y la principal proteina contenida es el
colageno (Ankush Gosain, 2004). Ademas, contiene foliculos pilosos con sus musculos
erectores y glandulas sebaceas. Cabe mencionar, que se observan muy pocos foliculos
pilosos, debido a las caracteristicas del organismo, es decir, la rata alopécica utilizada en

esta tesis tenia algunos pelitos pero eran escasos, poseia poca densidad de pelo.

Debajo de la dermis esté la hipodermis, una capa de tejido conectivo laxo que une la piel a
los drganos internos. Esta capa contiene grasa subcutadnea y tejido, proporcionando
amortiguacion, termorregulacion y estabilidad de la piel mediante la conexién dermis a los
organos internos. (Miranda A. Farage, 2008). En la fotografia 5.14, se sefialan a los
adipocitos que se encuentran en la hipodermis. ElI mdsculo se encuentra rodeado por la
fascia, la cual se encuentra por debajo de la dermis, siendo justo aqui hasta donde se realiz6
la herida quirdrgica cutanea en la piel de la rata. En la figura 5.14, se observa ademas de las
capas de la piel una porcién muscular.

Los siguientes cortes histologicos, fueron tefiidos con H&E (hematoxilina-eosina) y se

tomaron fotografias con el objetivo 5X.

Figura 5.15: Grupo Control (Dia 3).
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Figura 5.17: Grupo Terapia Fotodinamica (Dia 3).

En la figura 5.15 que corresponde al grupo control, se observa la presencia de la costra, ya
hay aparicion de tejido conectivo laxo, la dermis se observa pequefia aunque ya logra
distinguirse, se observa también infiltrado celular inflamatorio. Mientras que en la figura
5.16 que se refiere a fototerapia la dermis se muestra delgada comparada con el control,
respecto a la epidermis en la parte superior izquierda se observa una porcién gruesa de ella,
es decir un agregado de queratinocitos. En este sentido, la figura 5.17 que pertenece al
grupo de terapia fotodindmica se muestra una epidermis sumamente robusta, comparada

con el control y la fototerapia, asi mismo en esta figura se identifican ya las capas
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epidermis, dermis, e hipodermis, recalcando un mayor grosor de la dermis y mas vasos

sanguineos formados respecto a las figuras 5.16 y 5.15.
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Figura 5.20: Grupo Terapia Fotodinamica (Dia 5).

En la figura 5.18 no se logra observar la epidermis, la dermis se muestra delgada y sigue
habiendo migracion de neutrofilos, que nos indica que sigue habiendo infiltrado
inflamatorio, en cambio en la figura 5.19 que es de fototerapia hay un agregado de
queratinocitos y se define mejor la epidermis, la dermis se ve un poco méas delgada en
comparacion que la figura 5.18 y se va realizando angiogénesis. Por otra parte, la figura
5.20 que corresponde a terapia fotodinamica ya estd muy bien formada la epidermis, y se
observa ademas una gran capa de queratinocitos, hay neovascularizacion, ademas de una

dermis bien lograda, comparada con las figuras 5.18 y 5.19.
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Figura 5.22: Grupo Fototerapia (Dia 7).

En las figuras 5.21 y 5.22 no se aprecia la epidermis, sin embargo, la herida tratada con
fototerapia, muestra la aparicion de adipocitos y en la histologia del control eso no se
observa.
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Figura 5.24: Grupo Fototerapia (Dia 14).
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En la figura 5.23 la epidermis estd sumamente delgada, y aunque ya esta formada la dermis

e hipodermis falta madurar esas capas, pues aun se ve migracion celular y el foliculo piloso
no estd terminado, por su parte la figura 5.24 estd méas desarrollada que la figura 5.23
considerando su epidermis mas gruesa con una gran capa de queratinocitos, presencia de
adipocitos y una dermis gruesa respecto a la figura 5.23. Por ultimo, en la figura 5.25 la
epidermis esta muy bien definida, las dermis mas gruesa que las figuras anteriores, hay
varios foliculos pilosos asociados a sus glandulas y vasos de novo y también se observa la
hipodermis.
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Capitulo 6

Discusion y conclusion de resultados

En los resultados de los experimentos realizados utilizando el fotosensibilizador Rosa de
Bengala a 2 y 5 UM no se encontr6 una diferencia estadisticamente significativa en la
reduccion del tamafio de las heridas, lo cual sugiere que el fotosensibilizador por si solo no
estimula la proliferacion y diferenciacion celular. Con base en el anélisis de reduccion de
area empleando imagenes convencionales y 3D se encontré que las heridas que recibieron
fototerapia y terapia fotodinamica mostraron una significativa reduccion en el area de la

herida a partir del dia 7 en comparacion con el grupo control (P<0.05).

En las heridas irradiadas con una dosis de energia de 8J/cm? se observé una cicatrizacién
més evidente que en las heridas irradiadas a la dosis de energia de 2J/cm?. Cabe sefialar que
las dosis empleadas en este proyecto de tesis son de muy baja densidad de energia en
comparacion con las dosis encontradas en la literatura (Nesi-Reis, 2018). Es importante
destacar que el uso de luz verde (532nm), ha sido poco estudiado en tratamientos para la
regeneracion de tejidos, siendo la luz roja e infrarroja las mas reportadas para este

propasito.

El hecho de observar engrosamiento y mejor diferenciacion de la epidermis en las heridas
tratadas con terapia fotodinamica se debe probablemente a la profundidad de penetracién
que tiene la luz verde en el tejido, esta luz tiene menor longitud de onda (mayor energia del
foton) que la luz roja por lo que su interaccion con el tejido es mas superficial (hasta la
epidermis), y su efecto no impacto las capas mas profundas de la piel, ya que el nivel de
diferenciacion de la dermis y la hipodermis fue similar en todos los grupos. La terapia
fotodinamica potencializa la sefializacion celular mediante la formacion de Especies
Reactivas de Oxigeno capaces de inducir la expresion de factores de transcripcion que
activan la expresion de genes involucrados en la proliferacion y diferenciacion celular. En

los cortes histologicos, se observé que las heridas tratadas con Rosa de Bengala y luz verde
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(PDT) presentan mayor agregado de queratinocitos en la epidermis en comparacion con las

heridas de los otros grupos.

Los resultados mostrados en este proyecto de tesis sugieren que la fototerapia y la terapia
fotodinamica son tratamientos Opticos innovadores, no invasivos y de no contacto, que
pueden ser un metodo alternativo en el tratamiento de heridas cutaneas a un menor costo.
La implementacion de este tipo de tratamientos basados en el uso de luz, tiene el potencial
de mejorar los procesos de cicatrizacion en heridas cronicas como es el caso de ulceras
diabéticas o ulceras intestinales, reduciendo el tiempo de cicatrizacién de las mismas, y

mejorando el aspecto y funcion del tejido regenerado.

6.1 Referencias
Nesi-Reis, L.-N. O.-L. (2018). Contribution of photodynamic therapy in wound healing: A
systematic reviw. Photodiagnosis and Photodinamic Therapy, 294-305.
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Participaciones en congresos nacionales

1. Participacion en el IX Congreso Nacional de Tecnologia Aplicada a Ciencias de la
Salud 2018, con la presentacion del cartel titulado: “EVALUACION DE LA
EFICACIA DE LA TERAPIA LASER DE BAJO NIVEL EMPLEANDO DOS
LONGITUDES DE ONDA (633 Y 532NM) EN LA ACELERACION DEL
PROCESO DE CURACION DE HERIDAS CUTANEAS”

2. Participacion en el 1X Congreso Nacional de Tecnologia Aplicada a Ciencias de la
Salud 2018, con la presentacion del cartel titulado: “ESTUDIO PRELIMINAR DE LA
TERAPIA FOTODINAMICA APLICADA EN LA CICATRIZACION DE
HERIDAS”

3. Presentacion en la sesion de la Division optica del LXI CONGRESO NACIONAL
DE FISICA, con el trabajo titulado: “ESTUDIO DE LA TERAPIA LASER DE BAJA
DENSIDAD DE ENERGIA PARA ACELERAR LA CICATRIZACION DE
HERIDAS CUTANEAS”

Premios obtenidos

1. Obtencion del segundo lugar en la categoria de cartel a nivel licenciatura en el 1X
Congreso Nacional de Tecnologia Aplicada a Ciencias de la Salud 2018, celebrado
los dias 14, 15 y 16 de junio del 2018, Puebla Puebla, con la presentacion del cartel
titulado: “EVALUACION DE LA EFICACIA DE LA TERAPIA LASER DE BAJO
NIVEL EMPLEANDO DOS LONGITUDES DE ONDA (633 Y 532NM) EN LA
ACELERACION DEL PROCESO DE CURACION DE HERIDAS CUTANEAS”

2. Premiacion entre los mejores 3 carteles en el marco del dia del biotecndlogo
celebrado el 18 de Junio del 2018 en la facultad de Ciencias Bioldgicas de la BUAP,
Puebla, Puebla. con el cartel titulado “EVALUACION DE LA EFICACIA DE LA
TERAPIA LASER DE BAJO NIVEL EMPLEANDO DOS LONGITUDES DE
ONDA (633 Y 532NM) EN LA ACELERACION DEL PROCESO DE CURACION
DE HERIDAS CUTANEAS”
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Facultad de Ciencias, Piso 2 UNAM, C.U. C.P 04510 Delegacién Coyoacdn, Ciudad de México, CDMX

Edificio de Fisica,

Ciudad de México, 29 de agosto de 2018

Apreciable Estefany Marisol Garcia Garcia
Benemérita Universidad Auténoma de Puebla

Me es grato comunicarle que el trabajo con ID: SMF-1284 y cuyo titulo es:

Estudio de 1a Terapia Laser de Baja Densidad de Energia
para acelerar la cicatrizacion de heridas cutineas.

de los autores:

Estefany Marisol Garcia Garcia

Gabriela Juirez Salazar

Angela Cindy Rosas Garcia

Luis Adriin De la O Aguilar

Teresita Spezzia Mazzoco

Wendy Argelia Garcia Suastegui

Rubén Ramos Garcia

Anabela Handal Silva

Placido Zaca Moran

Juan Pablo Padilla Martinez

ha sido aceptado para su presentacion mural en la sesion de la Division
Optica del LXI CONGRESO NACIONAL DE FISICA, que se celebrard en

Puebla, Puebla, del 7 al 12 de octubre de 2018. A partir del 3 de agosto usted podra
consultar en la pagina del congreso la fecha y hora de su sesion.

ATENTAMENTE

Mesa Directiva
Sociedad Mexicana de Fisica SMF

Sociedad Mexicana de Fisica
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