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Resumen

En 1968, se realizé un estudio donde rasuraron e irradiaron ratones, esto para comprobar si
existian efectos negativos de la luz en la piel (1), se observéd que el pelaje de los sujetos
irradiados crecié mas rapido que el grupo control. Esto planted la idea de que la luz puede
activar mecanismos biolégicos y quimicos benéficos en el tejido. Lo que dio paso a una nueva
area de estudio, que utiliza a la luz como herramienta en procesos bioldgicos, conocida como

la Biofotonica.

El prop6sito de este estudio es analizar el efecto de la terapia de luz LED de baja densidad
de energia (LED-LLLT) en el proceso de cicatrizacién de heridas cutaneas. Para esto, se
realizaron dos fases experimentales, en la primera se probaron dos longitudes de onda a
diferentes densidades de energia. Se realizaron dos heridas circulares de 1 cm de diametro,
en el dorso de ratas alopécicas, divididas en 5 grupos: Grupo Control (sin terapia), grupos
con terapia de luz LED roja [633 nm], Grupo LR.D1 [2]/cm?] y Grupo LR.D2 [10 ]J/cm?],
para los grupos con terapia con luz LED verde [532 nm], Grupo LV.D1 [2]/cm?] y el Grupo
LV.D2 [10 J/cm?]. Para los grupos tratados con la LED-LLLT, las heridas fueron irradiadas
aldia 0, 1y 2, después de provocar las heridas. Posteriormente se midio el area de las heridas
con fotografias, adquiridas durante el proceso de cicatrizacion, estas se analizaron con el
software ImageJ. En la segunda fase experimental, se eligié una densidad de energia de cada
longitud de onda para un experimento mas detallado. Obteniendo 3 grupos, un grupo control,
grupo LR (10 J/cm?, luz roja) y el grupo LV (8 ]/cm?, la luz verde). En esta fase se hicieron
cortes histologicos, que fueron analizados en microscopio 6ptico de campo claro y aumento
5X, observandose subestructuras y diferenciacion entre las capas de la piel en los grupos
LED-LLLT a diferencia del grupo control que muestra solo proliferacion. Lo cual parece
indicar que la terapia ayuda al tejido a regenerarse, dejando una cicatriz mas estética y la piel

estructuralmente similar al tejido anterior a la herida.

Palabras Clave: Terapia de luz LED de baja densidad de energia, Cicatrizacion, Rata

alopécica, Herida cutanea.



Planteamiento del problema

El tratamiento de una herida cutanea es un problema de salud mundial que afecta a una gran
parte de la poblacion, ya que a diario estamos expuestos a percances que afectan nuestra piel,
el 6rgano més grande del cuerpo humano y la primera barrera que protege nuestro organismo
del exterior. Un manejo inadecuado de la herida podria extender el tiempo de curacién
aumentando la probabilidad de infeccion y afectado la salud del paciente.

En los Estados Unidos, las heridas cronicas afectan a 6,5 millones de pacientes. Se estima
que se gastan anualmente $ 25 billones de ddlares en el tratamiento de heridas, cifra que esta
creciendo rapidamente debido al aumento de los costos de atencién médica. Se proyecta que
el mercado anual de productos para el cuidado de heridas alcance $ 15.3 billones para el
2010. Un tema central de la curacion de heridas es el problema de la cicatrizacion de la piel,
un mercado anual de $12 billones de dolares. (1) Para el caso de la atencion a las heridas en
México, a pesar de los enormes esfuerzos que llevan a cabo los profesionales del Sistema
Nacional de Salud, no se ha logrado alcanzar la optimizacion de la calidad de los servicios

que se ofrecen para tan emergente problema. (3)

Por otro lado, se han desarrollado técnicas biofotonicas como la terapia con luz LED de baja
densidad de energia (LED-LLLT), que consiste en el uso de luz visible LED irradiada
directamente sobre la herida durante cierto tiempo, segun la dosis éptica, que es obtenida de
la potencia del dispositivo y la densidad de energia que se desea emplear. En la literatura se
han reportado trabajos que demuestran que esta terapia activa procesos fisicos y bioquimicos
en el tejido benéficos para proceso de cicatrizacion (4), sin embargo, existen diferencias entre
los resultados reportados, posiblemente debido a la gran diversidad de pardmetros empleados
como son; fuente de luz, densidad de energia, dosis y las condiciones del experimento, como
es el uso de antibioticos o farmacéuticos en el sujeto, ya que no hay una estandarizacion de

los pardmetros empleados, por lo cual todavia hay mucho por estudiar.

El impacto econémico y social de las heridas en nuestra sociedad exige la asignacion de un
mayor nivel de atencion y recursos para desarrollar terapias que minimicen las

complicaciones de una herida cutanea. El proposito de este trabajo es evaluar la aplicacion



de la LED-LLLT en el tratamiento de heridas cutaneas sobre ratas de laboratorio, por medio
de cortes histoldgicos. Esta terapia se propone como una alternativa no invasiva, sin contacto

parar evitar infecciones y acelerar el proceso de cicatrizacion en una herida cutanea.



Introduccion

Poco se conoce sobre el mecanismo que activa la LED-LLLT en el tejido durante el proceso
de cicatrizacion, todavia existe un gran debate sobre la efectividad de esta terapia. Nuestro
estudio propone el uso de ratas alopécicas para esta terapia, ya que estos individuos carecen
de pelo, con esto, tenemos ventajas como mayor visibilidad de la evolucién de la herida y al
tomar las medidas correspondientes mediante fotografias, que se realizaron con el software

Image J.

Las longitudes de luz que mas se han utilizado son la radiacion ultravioleta y la radiacion
infrarroja, en los estudios hechos dentro del rango visible del espectro electromagnético, se
han reportados resultados favorables. Entonces, si esta terapia es empleada correctamente
tiene un nivel nulo de riesgos, contraindicaciones y efectos secundarios, a diferencia de
farmacos y otros tipos de tratamientos. Se utilizaron dos dispositivos led [532 nm y 633 nm],
los dispositivos fueron disefiados y elaborados por el grupo de biofotonica del INAOE, cada
uno de estos, es econémico y facil de usar al aplicar la terapia, en comparacion a otros
dispositivos usados en estudios similares hechos con laser. Los parametros opticos usados,
fueron longitudes de onda y densidades de energia que se han empleado en estudios
anteriores, se aplicaron luz verde LED [532 nm] y luz roja LED [633 nm], a densidades bajas
de energia. Los métodos de observacion elegidos fueron la toma de fotografias para realizar
la medicion de areas de las heridas, para observar la cicatrizacion de la herida y los cortes
histologicos de las muestras de la piel de los sujetos de experimentacion, para ver los cambios

morfoldgicos del tejido entre grupos.



Objetivos

Objetivo general

e Comprobar la eficiencia de la LED-LLLT en la cicatrizacion de heridas provocadas
en modelo murino, utilizando diferentes longitudes de onda y densidades de

energia.
Objetivos especificos

1. Determinar el efecto de la luz verde [532 nm] sobre el proceso de epitelizacion
(tiempo requerido y aspecto de la herida) empleando diferentes densidades de
energia de luz.

2. Determinar el efecto de la luz roja [633 nm] sobre el proceso de epitelizacion
empleando diferentes densidades de energia de luz.

3. Realizar la primera fase experimental para seleccionar la densidad de energia
optima en el tratamiento para cada longitud de onda propuesta.

4. Tomar fotografias convencionales de las heridas a diferentes tiempos, para observar
el proceso de epitelizacion y el cierre de la herida.

5. Observar el comportamiento de los animales en experimentacion durante el tiempo
del tratamiento.

6. Sacrificar los animales en los tiempos establecidos y tomar muestras del tejido en
proceso de epitelizacion para estudios histologicos.

7. Realizar un analisis estadistico para evaluar diferencias entre grupos experimentales
con la prueba ANOVA de un factor.



Marco tedrico

Antecedentes

Las terapias con luz tienen sus inicios en el afio 1968 en Budapest, cuando se realiz6 un
estudio en ratones, para determinar si el uso del laser sobre la piel podria causar efectos
negativos como cancer en la piel, se rasur6 la parte dorsal de los ratones y se radiaron, usando
un laser de una longitud de onda de 694 nm, se observé que el pelo de los ratones irradiados,
crecié maés rapido que el de los no tratados, concluyendo que la luz podria causar una
estimulacién a nivel celular (3). Gracias a esta observacion crece el interés cientifico en el
uso de la luz a bajas densidades de energia para tratamientos y terapias en procesos
bioldgicos, hasta su aplicacion en la regeneracion de la piel. A la fecha hay diversas hipétesis
explicando los procesos que activa la luz en los tejidos para acelerar su proceso de
cicatrizacion, una de las hipdtesis explica que la irradiacion con luz induce una reaccion
inflamatoria leve que regula positivamente la angiogénesis alrededor de la herida con un
aumento posterior en el flujo sanguineo, por lo tanto, promueve la cicatrizacion de la herida.
(4) Por otro lado, en Japon, se realizaron experimentos probando con un laser He-Ne para la
cicatrizacion de cortes quirdrgicos de donde se demostr6 mediante cortes histologicos en
microscopia de campo brillante y microscopia de luz polarizada, que se mostro alivio de la
inflamacidn excesiva, mayor formacion de fibras de colageno y recuperacion de la
continuidad de los tejidos, en el grupo de irradiacion con una densidad de energia de 4.21
J/cm?, una dosis cada dos dias, en cambio, hubo indicios de inflamacién, mala formacion de
fibras de colageno y discontinuidad de los tejidos en el grupo no radiado (5). Un estudio
realizado en el afio 2003, motivado por la utilizacion de los LED como una alternativa en la
terapia de laser de baja densidad de energia, se llevo a cabo para evaluar la capacidad de los
LED de influenciar los procesos de curacion de heridas a nivel celular. Se utilizaron cultivos
celulares de fibroblastos los cuales fueron aleatorios de manera controlada y fueron
irradiados con laser y LED a diferentes longitudes de onda (Infrarrojo a 950 nm, rojo a 660
nm y verde a 570 nm). Los resultados son sorprendentes, se obtuvo un incremento en la
velocidad de crecimiento de todos los cultivos comparados con los controles, sin embargo,

el aumento en la tasa de crecimiento de los cultivos fue mas marcada en aquellos irradiados



con luz verde, seguidos de los irradiados con luz roja, en tercer lugar, luz infrarroja con LED
y por ultimo la luz infrarroja con l&ser de baja densidad de energia. Los investigadores
concluyen, que los resultados obtenidos en su estudio in Vitro sugieren la utilizacién de dicha
terapia en la curacion de heridas. La luz aplicada sobre las heridas aumenta de forma
sustancial la velocidad y la calidad de la curacién y cicatrizacion (7). Otro estudio realiz6
heridas circulares usando una cuchilla circular, irradiaron a una intensidad de 8 mW/cm? por
una hora por 9 dias, basado en la hipétesis que la irradiacion con LED induce proliferacién
beneficiosa de fibroblastos que pueden ser eficaces para promover la cicatrizacion de la
herida. Del analisis del tejido con tincién inmunohistoquimica para la citoqueratina, y la
tincion tricromica de Masson, se demostrd que la produccion de coladgeno se incremento en

el grupo irradiado con un LED verde de longitud de onda de 525 nm (6)

Aunque hay diversidad entre la descripcion de los mecanismos que acttan en la terapia LED-
LLLT, los ejemplos anteriores y mas estudios respaldan la LED-LLLT como una alternativa
para el tratamiento de heridas lo cual es de interés por las multiples aplicaciones a futuro para

la regeneracion de tejido y aceleracion del proceso de cicatrizacion.



La luz

Antes de que existiera un estudio formal de la luz, ya utilizaban dispositivos que se
relacionaba fendmenos dpticos, a lo largo de la historia han surgido conceptos y teorias que
han definido a la dptica, como la rama de la fisica que estudia el comportamiento y
propagacion de la luz. Esta diciplina se ha ido desarrollando y asocidndose con otras para

tener una observacion més completa acerca de los fendbmenos que nos rodean.

La luz es una onda electromagnética, constituida por un campo magnético y eléctrico
perpendiculares a la direccion de propagacion, en la Figura 1, podemos observar el campo
eléctrico £ y magnético B en un
sistema de coordenadas, esto para
representar que los campos son
perpendiculares a la direccion de
propagacion y entre si. También posee
una naturaleza dual, es decir, se
describe como onda o particula

(fotones) dependiendo del

experimento al que la sometan.

Gracias al creciente interés sobre el

Figura 1. Dualidad onda-particula, el campo
estudio de la luz, su uso ha ido magnéticoy eléctrico perpendiculares a la direccion

de la propagacion de la luz. La longitud de onda es la
creciendo conforme avanza la ciencia, distancia entre dos crestas secuenciales.

sabemos que la luz no necesita un medio para trasladarse, que la velocidad a la que se propaga
es una ley fundamental, que al pasar por ciertos materiales puede cambiar su direccion y que

es una forma de energia que es capaz de provocar cambios en la materia.

Clasificandola de longitudes de onda de baja energia como las ondas de radio hasta
longitudes de onda de alta energia como rayos gamma, esto conforma lo que se conoce como
el espectro electromagnético como se ve en la Figura 2, en esta figura se observa la
clasificacion por longitud de onda, su clasificacion por frecuencias es similar, la frecuencia
en inversamente proporcional a la longitud de onda, de este amplio espectro electromagnético

solo una fraccién es del rango es visible para el ojo humano. Es importante sefialar que la
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Espectro electromagnético

VA VAVAVAVAATITI

" : Rayos

Tipo de radiacién | Ondas de radio | Microondas Infrarrojo lUltravioIeta Rayos X gan{ma
Longitud deonda 30 mm 1mm 10 nm 0.01 nm
(aproximada)
Luz visible
700 nm 600 nm 500 nm 400 nm
Imagen modificada de "Espectro electromagnético”, de Inductiveload (CC
BY-SA 3.0) y "Espectro EM", de Philip Ronan (CC BY-SA 3.0). La image

velifa

1a licencia de CC BY-SA 3.0

Figura 2. Espectro Electromagnético, el rango de la luz visible es una pequefia porcién de este.

exposicion del ser humano a ondas electromagnéticas es muy grande, sin embargo, existen
longitudes de onda con una alta energia pueden causar dafios irreparables en el organismo.
Por esto, la exposicion debe ser medida cuando tratan de ondas electromagnéticas con gran

cantidad de energia, como lo son los rayos x.

La energia del foton puede calcularse por medio de la ecuacion de Plank:

hc
o [ =—
A

Donde c es la velocidad de la luz, h la constante de Planck y A la longitud de onda del foton.
En la actualidad es una gran herramienta en la ciencia y tecnologia, usualmente, se utilizan
longitudes de onda invisibles al 0jo humano que estan en rango de infrarrojo o ultravioleta.
Pero nuevos estudios estan apostando por el uso de nuevas tecnologias como es el LED con
longitudes de onda en el rango visible ya que en estas condiciones no se esperando obtener

efectos secundarios en los tejidos tratados.
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Interacciéon radiacion materia

Los fendmenos Gpticos mas importantes para nuestro estudio que ocurren cuando la luz

interacciona con la piel son:

Reflexién: La luz incidente es reflejada por el material
a distintos angulos, como se aprecia en la Figura 3.
Este fendmeno se debe a las diferencias en los indices
de refraccion entre los medios el aire y el extracto
corneo que es la parte superficial de la piel, este indice

esta dado por la relacion n=%(donde c es la

velocidad de la luz en el vacio y v la velocidad en el

medio).
Figura 3. Reflexion fenomeno optico.

Dispersion o Esparcimiento: Fendmeno por el cual
distintas longitudes de onda se refractan con angulos
distintos al pasar por un medio, es decir, la luz dentro
del medio viaja a través de varios caminos con distinto
angulo, como se muestra el cambio de direccion de la

luz al pasar por la piel en la Figura 4. Dentro del tejido,

la luz puede ser dispersada por fibras de colageno, vasos

sanguineos, estructuras u otras moléculas de la piel. Figura 4. Esparcimiento, la luz cambia de
direccion dentro la piel debido a su
estructura.

Absorcién: Cuando la luz es captada por el cuerpo es transformada en otro tipo de energia,
o0 bien puede ser reemitida, como se ejemplifica en la Figura 5. Por lo general todos los

materiales absorben en algun rango de longitudes de onda, la absorcion de la luz se puede



_dar en los cromdforos ya que cada uno estos tienen un
f pico de absorcion en una longitud de onda especifica.
Por otro lado, la penetracion de la luz depende de la
longitud de onda, ya que, en la piel, las longitudes de
onda mas cortas penetran menor distancia que las
longitudes de onda largas, pero hay que tener en cuenta

que existe un equilibrio ya que las longitudes de onda

muy largas no llegan a interactuar con el tejido.
Figura 5. Absorcion, fenomeno optico La absorcién se mide utilizando el coeficiente de
importante para las terapias con luz.

absorcién (pa) con unidades de 1/m. Si la energia que
tiene el fotén no es igual a la diferencia de energias entre los niveles de energias entre los
niveles de molécula, el foton puede ser dispersado, la direccion del foton variara. La
dispersion se le cuantifica de forma similar que a la absorcion usando el coeficiente de
esparcimiento por unidad de longitud. Algunos ejemplos de sustancias que absorben la luz
en sistemas bioldgicos son: Melanina que se encuentra en la epidermis y la Oxihemoglobina,

gue se encuentra en la Sangre.



Proceso de cicatrizacion

La piel estd conformada principalmente por tres capas, ver Figura 6, la capa exterior
epidermis, seguida de la dermis y por Gltimo la hipodermis.

La epidermis esté constituida por varios
grupos de celulas, uno de ellos son los
queratinocitos.

Los queratinocitos se organizan en capas
0 estratos, que de la méas superficial
hacia adentro son: Capa cornea, licida,
granulosa, espinosa y basal. Los
queratinocitos cumplen con varias

funciones, la mas conocida es la de

producir  queratina, pero ademas

sintetizan otras sustancias quimicas. El

Hipode?mis

ciclo de vida de las células de la
Figura 6. Principales capas de la piel.

epidermis es de aproximadamente 28
dias y es menor con la exposicion al sol.
La Dermis es la capa media de la piel y se divide en dos partes: primero la superficial, la mas
proxima a la epidermis, separada de esta por la membrana basal, que contiene vasos
sanguineos y terminaciones nerviosas. Después la dermis profunda con abundancia de redes
colagenas y elasticas, en la que estan situados los foliculos pilosos, las glandulas sebaceas y
las glandulas sudoriparas. Esta capa esta constituida por tejido conectivo, las fibras colagenas
son las mas numerosas en la disposicion y el grosor. En la dermis superficial hay fibras
delgadas, a diferencia de la dermis media y profunda, donde son mas gruesas y se disponen
en capas casi paralelos a la superficie de la epidermis.
La hipodermis es la capa mas profunda de la dermis y contiene las agrupaciones de glandulas
sudoriparas, los vasos sanguineos de la circulacion periférica de la piel y los troncos
nerviosos. En ella se asientan las células grasas (adiposas) de la piel, que se conocen con el
nombre de adipocitos, células grasas necesarias para una piel sana. (13)
El objetivo principal del estudio de los procesos fisioldgicos de la cicatrizacion es obtener

una técnica para favorecer un cierre rapido, obtener una cicatriz funcional y estéticamente



satisfactoria. Los avances recientes en biologia celular y molecular han ampliado
enormemente la comprension de los procesos biologicos implicados en la reparacion de

heridas y la regeneracion tisular y han dado lugar a mejoras en el cuidado de heridas.



Fisiologia de la cicatrizacion

Una herida es la perdida de la integridad de superficie cutanea y sus estructuras subyacentes
donde queda interrumpida la continuidad celular, dicha lesion tisular es comun y afecta al
organismo en diversas formas, incluyendo pérdida local de fluidos, dolor, inflamacion y
perdida de tejido tisular ademas que deja al organismo expuesto a posibles infecciones (10).

La cicatrizacion cutanea es un proceso reparativo complejo que conduce a la regeneracion
del epitelio y el reemplazo de la dermis por un tejido fibroso constituido por colageno con

caracteristicas diferentes al tejido anterior. Las

nuevas fibras son mas cortas y desorganizadas, TR
) ) ) Hemostasia Plaquetas
por lo que la cicatriz nunca presenta la misma LellCOC*B% .
pnl  NEE——— O o ia
fuerza tensora la piel ilesa. (11) A Macrofagos
La cicatrizacién el proceso donde participan 1| Tiamagsn |0 g7 - anlodkos: Dia. 7
mediadores solubles extracelulares, células %
] . . \
sanguineas y células de la matriz tisular, para \ Fibroblastos
facilitar su estudio de ha dividido en fases. (12) | Capilares
Las cuales ocurren de manera secuencial, pero Proliferacion Lo
Angiogé nesis / Col4
se superponen en el tiempo como se observan Granulacién S
en la Figura 7: [." -Epitelio
o Hemostasia: Agregacion plaquetariay 1| gsiizaaen |7 i Dia 21
activacion de la cascada de , | Fibroblastos
Remodelacion |
coagulacién control de la hemorragia :

y luego estimula la migracion celular.  rigyra 7. Fases del proceso de cicatrizacion,

sefialando los elementos importantes y el tiempo en

¢ Inflamatoria (3 a 6 dias): Se eliminan cada fase.

bacterias, la suciedad y se liberan
factores que producen la migracion y division de las células que toman parte en la
siguiente fase.

e Proliferativa o de Granulacion (4 a 14 dias): Se caracteriza porque hay presencia de

angiogenesis, aumento de colageno la formacidn del tejido granular.



e Epitelizacion: Las células epiteliales se desplazan por la herida cubriéndola, por otro
lado, los miofibroblastos ayudan a producir fibroblastos y adipocitos que ayudan
reducir el tamafio de la herida.

e Remodelacién: El colageno es remodelado y alineado a lo largo de las lineas de
tension y las células no necesarias son eliminadas por apoptosis.

Para el diagnostico en histologias de la cicatrizacidn, conocer el tipo de herida y el estado en
que se encuentra la herida, se analizan las células que componen el infiltrado inflamatorio,
que son linfocitos, histiocitos, células plasmaticas, mastocitos, neutrofilos, o eosindfilos,
pueden estar presentes un Unico tipo de estas células o por una mezcla de varias de ellas. (14)
Una de las etapas mas importantes de la cicatrizacion es el proceso de angiogénesis que
consiste en la formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de vasos preexistentes. Este
fendmeno esta presente en numerosos procesos bioldgicos, tales como la regeneracion de
tejidos (piel). Este proceso esté regulado tanto por factores bioldgicos (células) y quimicos

(oxigeno, factores de crecimiento) como por estimulos mecanicos. (15)



Terapia de luz led de baja densidad de energia (LED-LLLT)

Las terapias con luz consisten en irradiar tejido bioldgico (15), su estudio se concentra en
describir como la energia de la luz influye a nivel celular y cuales son los pardmetros de luz
Optimos para las diferentes fuentes de luz. (16) Otras definiciones se refieren a la
estimulacion directa intracelular y molecular, reorganizacion celular, inhibiciéon y
estimulacién de ciertas acciones a través de la luz. Es la conversion de la energia luminica
dentro del espectro de la luz visible, en reacciones quimicas y fisicas que inducen cambios
terapéuticos en el paciente. Algunos reportan que esta terapia es un fenémeno fotobioldgico
(interaccion no ionizante). (17)

Esta técnica Biofotdnica se reporta con diversos nombres como, por ejemplo, Low level laser
therapy orientado al uso del laser, terapia con luz, foto biomodulacion, pero el concepto es
parecido para los estudios reportados. Los tipos de luz que méas se han utilizado son la
radiacion ultravioleta y la radiacion infrarroja, ambos se encuentran en los extremos del
espectro del rango de luz visible, poco se ha estudiado sobre el efecto de algunas longitudes
de onda dentro del espectro visible de la luz, pero se han encontrado resultados sorprendentes,
ademas tienen un nivel infimo de riesgo biologico, contraindicaciones o efectos
secundarios. Estudios han reportado que la coherencia no es un parametro relevante, por
ejemplo, Salas Garcia afirma que “Las propiedades de la coherencia no se manifiestan
cuando un haz de luz interacciona con un tejido a nivel molecular “ (2), es decir, la eficiencia
de la terapia no depende de la coherencia de la luz, ya que pueden obtenerse los resultados

similares con luz no coherente (luz LED).



En la actualidad hay una gran variedad de parametros Opticos, para las terapias con luz, que
pueden influir, algunos ejemplos son; la longitud de onda de la luz, fuente de luz, densidad
de energia y la dosis (22). Segun un estudio hecho en Espafia, donde se realiz6 un
metaanalisis sobre la seleccidon optima de las fuentes de luz usadas en terapias, se encontrd
que existia un rango de densidad de energia terapéutico, como se muestra en la Figura 8, esto
se hizo comparando diversas fuentes en rangos de rojo-infrarrojo, concluyendo que existian
ciertas densidades de energia Optimas para su aplicacion terapéutica (18). Esto podria
explicar porque en algunos estudios no se han encontrado resultados concluyentes para los
experimentos de terapias con luz. Una caracteristica importante de la LED-LLLT es la
utilizacion de la luz del rango visible al ojo humano, usando baja densidad de energia, para
obtener un efecto terapéutico en el ser humano a través de la estimulacion a nivel molecular
y celular.

Efecto biolégico
N

Estimulacion y Ventana terapéutica
efectos positivos

LY
P

Dosis (J/fcm*2)

0.01 0.1 1 10 100

Inhibicidn y
efectos negativos

Figura 8. Grafica extraida de un analisis hecho sobre seleccidn de fuentes en terapias con luz. (18)



Mecanismos en la reparacion de tejidos con la LED-LLLT

En la basqueda de mejorar los tratamientos y técnicas bioldgicas ha dado a luz nuevas ramas
de ciencia como la biof6tonica, gracias a estas nuevas areas y al analisis multidisciplinario
del problema, podemos comprender mejor los procesos para describir los mecanismos que
activa la luz en tejidos biologicos como la piel. (18)

El mecanismo de accion mas aceptado de la terapia se encuentra basado en que la energia se
entrega a los atomos del objeto foto aceptor. Esta energia puede convertirse en oscilaciones
de calor, excitar, ionizar una molécula, o romper enlaces quimicos. Produciendo reacciones
primarias, explicadas a través de diferentes hipotesis (Hipdtesis de los singletes de oxigeno,
hip6tesis de la alteracion de propiedades Redox e hipétesis del éxido nitrico (NO)).

La oxidacion bioldgica, definida como la pérdida o ganancia de electrones da lugar al
potencial redox de cada célula, los cambios de energia libre a nivel celular se expresan en
términos de Potencial Redox 0 Potencial de oxido- reduccion (19). Existen diferentes
sistemas enzimaticos involucrados en este proceso: Las oxidasas, que utilizan al oxigeno
como aceptor de hidrogeno, dentro de este complejo, se encuentra el citocromo ¢ oxidasa que
es una hemoproteina distribuida ampliamente en muchos tejidos, es el componente terminal

de la cadena respiratoria que se encuentra en las mitocondrias (20). Por otro lado, la cadena

Light \\\\ 7 &y
_ _

cytochrome ¢ oxidase
Mitochondria

Figura 9. Esquema extraido: "Basic Photomedicine", Ying-Ying Huang, Pawel Mroz, and
Michael R. Hamblin, Harvard Medical School

respiratoria se encarga del transporte de electrones y del mantenimiento del potencial redox,

la fosforilacion oxidativa que es la encargada de la produccién de ATP (21), elemento



importante que da energia a la célula. En la figura 9, podemos observar que la radiacion
emitida sobre la célula actla sobre las mitocondrias, estimulan la sintesis de ATP, dando
mayor energia a la célula. Lo que en el proceso de cicatrizacion da como resultado el aumento
de la proliferacion de fibroblastos, fibras de coldgeno y procolégeno, y de varias citoquinas
responsables en el proceso de curacion de heridas, como el factor de crecimiento de
queratinocitos, sustancia natural que estimula el crecimiento de células epiteliales en la piel,
y el factor de crecimiento derivado de las plaquetas, PDGF (platelet derived growth factor)
que es uno de los numerosos factores de crecimiento, o proteinas que regulan el crecimiento
celular y la division celular. EI PDGF juega un rol significativo, en especial para la
angiogénesis, que implica el crecimiento de vasos sanguineos a partir de tejido vascular

existente. (20)

Este mecanismo es congruente en los resultados histologicos reportados, en la mayoria de
los estudios, de terapias empleando luz visible para la estimulacion celular o procesos

bioldgicos muestran los siguientes efectos:

e Regeneracion tisular, incluso en tejidos profundos

e Disminucion del proceso inflamatorio ya sea agudo o cronico
e Disminucion de los procesos dolorosos

e Disminucion y control de los edemas

e Aumento en la proliferacion de fibroblastos y fibras de colageno

Las propiedades dpticas de los tejidos bioldgicos son importantes para la terapia debido a
que estas determinan la manera en que la luz interactta con la materia. Al incidir luz en la
piel se observan cambios a nivel celular, hay muchas teorias acerca de los mecanismos de la
LED-LLLT, pero la conclusion es la misma; la luz activa procesos celulares y bioquimicos

que pueden ayudar a mejorar el proceso de cicatrizacion.
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Metodologia

Material biologico

Rattus novergicus (cepa alopécica)

La rata desnuda es un mutante
genético encontrado en Rattus
norvegicus, el tamafio y la solidez de
la rata desnuda y la ausencia de
anomalias endocrinolégicas
importantes la convierten en un
modelo experimental apropiado para
una variedad de procedimientos

inmunoldgicos y quirurgicos. (22)

Figura 10. Rata alopécica en observacion, fotografia tomada en
el bioterio “Claude Bernard” de la Buap. El modelo de rata sin pelo, como se

muestra en la Figura 10, ha demostrado valor en muchas areas de la investigacién biomédica.
Esta cepa de rata ha proporcionado un modelo sélido de tamafio adecuado para la
experimentacion. El Bioterio “Claude Bernard” de la BUAP posee una cepa de rata mutante
alopécica, este espécimen se muestra en la figura 10, que sobrevive en condiciones
convencionales, su docilidad y facil manejo le confieren ventajas relativas para el trabajo
experimental. (23)

En este trabajo en vital importancia sus caracteristicas ya que su uso nos brinda una ventaja
para medicion y observacion de las heridas inducidas, mediante el analisis de fotografia,
debido a su falta de pelaje. Las caracteristicas de los sujetos de experimentacion usados en
este estudio fueron sobre ratas macho (Rattus Norvegicus) de la cepa alopécica, con una edad
de 3-4 semanas de edad por lo cual, las ubicamos en la edad de la juventud con un peso entre
los 100-140 gramos.
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Monitoreo de los sujetos de experimentacion

Los sujetos se mantuvieron en las instalaciones del Bioterio “CLAUDE BERNARD” de la
BUAP, en un entorno limpio, en cajas con aserrin estéril, agua y comida add libitum, como
se ilustra en la Figura 11, mantenidos con ciclos de —
luz-oscuridad 12-12 horas. Respetando los | ,'
lineamientos de estas instalaciones y después de | L‘:
haber acreditado el curso de “Manejo y vias de | /|
administracion en rata de laboratorio” requerido -
para el manejo y vias de administracion de ratas ;g;;;anl,ils}gaosdsgr:S?Criitr?esflOpéCicaS’ puestas
de laboratorio. EI manejo de las ratas de laboratorio se realiz6 en las instalaciones de Bioterio
“CLAUDE BERNARD” de la BUAP bajo la norma oficial mexicana NOM-062-Z00-1999
y la supervision del Comité Institucional para el Cuidado y uso de Animales de Laboratorio

CICUAL BUAP.

Tabla 1
Experimento Grupos
Primera fase CONTROL LR.D1 LR.D2 LVv.D1 LVv.D2
Grupo sin Terapiacon | Terapiacon | Terapiacon | Terapia con
tratamiento | luz LED luz LED luz LED luz LED
roja, roja, verde, verde,
densidad de | densidad de = densidad de | densidad de
energia energia energia energia
2 ]/cm? 10 J/cm? 2 ]/cm? 8 ]/cm?
Segunda CONTROL LR LV
fase Grupo sin Terapia con luz LED roja, | Terapia con luz LED verde,
tratamiento | densidad de energia 10 densidad de energia 8 ] /cm?
J/em?

Todos los sujetos estuvieron aislados las primeras 48 horas, en cajas individual y con las
mismas condiciones mencionadas anteriormente, esto para evitar que la cicatrizaciéon de
herida fuera afectada por el contacto con otra rata en los primeros dias, posteriormente se

colocaron en pareja para evitar algun signo de depresion por soledad. Se elabor6 una bitacora
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para la observacion cualitativa de los individuos para detectar riesgos de salud, como

infecciones o estrés, durante el proceso de cicatrizacién, ya que no se implementé algan tipo

de vendaje, unguento o antibidtico.

En la segunda fase del experimento; experimento agudo, los
sujetos se clasificaron en cinco grupos, ver tabla 1. Esto para
encontrar la densidad de energia que muestre mejora en el
proceso de cicatrizacion, y posteriormente aumentar el
nimero de individuos por grupo para un analisis mas
detallado en el experimento agudo. El tratamiento para los
grupos con la LED-LLLT consisti6 en la irradiaciéon de las
heridas inducidas quirdrgicamente, en el dorso de ratas
macho alopécicas jovenes, usando el dispositivo de luz LED,
se aplicaron las dosis dpticas al dia 0,1 y 2 despues de realizar
los cortes, en el dia O la terapia se aplicé antes de que el efecto
del sedante pasara, para los otros dias, las ratas se sujetaron,
durante la terapia, como lo indica el manual del bioterio para
no causar algun dafio al sujeto. Después se monitoreo su
rehabilitacion y tomaron las fotografias en los dias
correspondientes, para posteriormente realizar el analisis
cuantitativo mediante la medicion del area de las heridas en

las fotografias.

Figura 12. Rata alopécica después
del corte quirargico.

Para obtener las muestras de las heridas, los sujetos se sacrificaron, segun el dia

correspondiente, por camara de CO,, para después recortar con bisturi y tijera dejando

espacio alrededor de la herida que se tuvo al dia 0.
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Parametros opticos

Los dispositivos LED usados en
las terapias se caracterizaron en
el laboratorio de Biofotonica del
ICUAP, los dispositivos de luz
LED, ver la figura 13, fueron
2 disefiados y elaborados por el
= . departamento de Optica del
instituto de astrofisica, dptica y
electronica de Puebla INAOE.

luz LED, luz verde y luz roja

Figura 13. Dispositivos de
correspondientemente.

La Tabla 2 muestra los parametros fisicos opticos obtenidos en el laboratorio de biofétonica,
bajo la direccién del Dr. Juan Pablo Padilla Martinez.

Tabla 2

Terapia | Longitud de | Densidad de | Area de Tiempo de | Densidad de

onda (nm) | Potencia irradiacion | irradiacion | energia
(W/cm2) (cm2) (segundos) | (J/cm2)
LV.D1 532nm 0.055 0.78 ~37 2 Jlcm
LV.D2 ~146 8 J/icm
LR.D1 633nm 0.1 0.78 ~20

En esta tabla también se muestran las densidades de energia que fueron empleadas en los
diferentes grupos, donde el tiempo de irradiacion del tejido se obtuvo mediante la siguiente

formula:

. . . . . Potencia
» Densidad de Energia = tiempo de exposicion| on ]

Para obtener la dosis dptica, se tomaron los datos de la caracterizacion y dado que la potencia
de los dispositivos es fija, y también el area, solo se puede influir en la densidad de energia

a traves del tiempo de exposicion.
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Valoracion cuantitativa de los sujetos de experimentacion

En la prueba piloto se tomaron fotografias de la cicatriz con una referencia métrica del dia 0,
3y 14, las fotografias se analizaron mediante el software ImageJ, en el cual se midio el area
de la cicatriz al dia 3 y 14, teniendo como referencia el dia 0.

En el experimento agudo se tomaron fotografias de la cicatriz, diariamente durante 21 dias,
con referencia métrica y delimitando el &rea a fotografiar con una platilla cuadrada. Estas
fotografias se analizaron mediante el software ImageJ, en el cual se midi6 el &rea de la
cicatriz, teniendo como referencia el dia 0. Se tomo este dia como el 100% de la herida, se
normalizaron los siguientes dias al dia O para crear una grafica con los porcentajes de area de
la herida. Estos datos fueron analizados usando el software Minitab para obtener graficas,
utilizando el método ANOVA de un factor, esto para comprobar diferencias significativas

entre tratamientos de los grupos a comparar.
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Analisis de imagenes

En la segunda fase del experimento se obtuvieron las
fotografias correspondientes de cada dia durante 21 dias,
para realizar las mediciones y observar la evolucion de la

cicatrizacion.

Las fotografias de las heridas en cada grupo fueron

tomadas con una escala, como se observa en la figura 14,

para la medicion del area mediante las herramientas del

Figura 14. Fotografia con referencia
para su posterior medida.

obteniendo las mediciones como se ejemplifica en la figura 16. Se tomaron las fotografias de

software Image J, que se muestran en la figura 15,

los dias claves del proceso de cicatrizacion. Estas medidas fueron sometidas a un analisis
estadistico para encontrar alguna tendencia en la reduccion del area de la herida en los grupos

con terapia en

4 Image) - *
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
Ojoja|o|~J« glolA| | |~

comparacion con el

grupo control.

7]« @0

Figura 15. Ventana de herramientas, ImageJ J.
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Figura 16. Ventana de medidas hechas en ImageJ.
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Analisis estadistico

El objetivo principal de muchos experimentos consiste en determinar el efecto que sobre
alguna variable dependiente Y tienen distintos niveles de algln factor X. El disefio para el
analisis simple de la varianza consistira en obtener muestras aleatorias e independientes del
valor de Y asociado un factor X1. (25) En otras palabras, el analisis de ANOVA de un solo
factor evalla la importancia de un factor al comparar las medias de la variable de respuesta.
La prueba ANOVA requiere datos que sigan una distribucion aproximadamente normal con
varianzas iguales entre los niveles de factores, sin embargo, funciona bastante bien incluso
cuando se viola el supuesto de normalidad, a menos que una o mas de las distribuciones sean

muy asimétricas o si las varianzas son bastante diferentes.

La hipotesis nula establece que todas las medias de cada tratamiento son iguales mientras
que la hipotesis alternativa establece que al menos una es diferente. Si el valor p es menor al
error aceptado se rechaza la hipétesis nula, lo que supone que el factor o tratamiento si influye
en la respuesta de la variable dependiente, en caso contrario la hipotesis nula se acepta y se
dice que no hay significancia entre las condiciones evaluadas. El objetivo del ANOVA es
comparar los diversos valores medios para determinar si alguno de ellos difiere

significativamente del resto (24).

De las areas obtenidas de la mediciones, se tuvo como referencia el dia 0 como el 100 por
ciento de la herida y se normalizaron los otros dias de cada herida, esto para tener los
porcentajes de area de las heridas, estos datos fueron procesados para el andlisis estadistico
utilizando el método de ANOVA de un factor para demostrar la diferencia entre los
tratamiento y el grupo control, usando nivel de significancia de o = 0.05 con una hipotesis

nula de medias iguales e hipotesis alternativa con al menos una media diferente.

Tabla 3. Método ANOVA, nivel de significancia para los resultados del experimento.

Hipotesis nula Todas las medias son iguales

Hipotesis alterna N todas las medias son iguales

Nivel de a=0.05
significancia
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Valoracion cualitativa de los sujetos de experimentacion

Para este rubro se llevé a cabo una la bitacora, en la cual se concentr6 la valoracién diaria de
los pesos, estado de salud y comportamiento de los sujetos de experimentacion, esto para
asegurar que los sujetos se encontraron en buena salud, antes, durante y después de la cirugia
y terapias. El experimento piloto y la bitdcora nos sirvieron para elegir los mejores
parametros Opticos y fisioldgicos para emplear en la segunda fase del experimento

En la prueba piloto, los pesos de los sujetos fueron de 95 a 130 g, de esta prueba se observé
que la edad de nuestras ratas no podria ser la misma, para la segunda fase se tomo el rango
de pesos entre 120-140 g. Los registros nos indican que el peso de los sujetos no mostro bajas
significativas ni presentaron deficiencias en su alimentacion, tampoco hubo signo alguno de
depresion o dolor cronico, esto nos indica que nuestros individuos fueron tratados de forma

responsable y nuestros sujetos se encontraron con buena salud a lo largo de su observacion.
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Pruebas histologicas

Cortes histoldgicos

El dia de sacrificio de los organismos se tomaron biopsias de las heridas, que se colocaron
en paraformaldehido (PFA) al 4% durante 4 semanas aproximadamente, después de este
tiempo se siguio el siguiente procedimiento para preparar el tejido para su estudio mediante

cortes histolégicos: B

e Deshidratar el tejido: Se colocé en
alcohol a diferentes
concentraciones, dejandolos 24
horas por cada cambio, los primeros
dos cambios al 70% y el ultimo al
100%.

e Desalcoholizar: Se cambid el tejido

a cloroformo durante 24 horas, '
después se hizo un ultimo cambio ’4\

de una hora y media. Figura 17. Micrétomo con bloque de parafina donde
se incluyé la muestra del tejido.

Posteriormente se incluyeron los tejidos en parafina dejando la muestra en parafina liquida
durante 24 horas y después la muestra se paso a parafina filtrada en moldes para formar un
bloque, estos se dejaron enfriar durante minimo 24 horas. Estos se cortaron en micrétomo,
m como se observa en la figura 17, con un

o

grosor de 20 um, estos cortes, con ayuda de
gelatina para montaje, se fijaron en los

portaobjetos, como los ejemplos en la figura

LLTwerde  LUlTyenk.  LLLTUerde  LLLTwerdle 0
D5 H2 U DS H2  DSHy; D5 HZ | p5 W2 (aE
B i an | ——

Cvese § LU Tverde 18. Los andlisis histologicos se realizaron

5 WL

en el departamento de Biologia vy

_ Toxicologia del ICUAP. Bajo la direccion
de la Dra. Wendy Argelia Garcia Suastegui.

Figural8. Cortes histolégicos montados en

portaobjetos.
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Tincion hematoxilina y eosina

La técnica de tincion con hematoxilina H&E, este se usa como colorante nuclear, tifiendo los
nucleos de color azul/negro y aportando un buen detalle de estos. Por este motivo, se suele
usar junto con un colorante citoplasmatico, generalmente la eosina, que aporta una gradacion
entre el rosa, y el rojo a las estructuras y matrices celulares de caracter cationico, a las que la
hematoxilina no tifie o lo hace muy débilmente. Las caracteristicas de los compuestos que la
componen hacen posible observar al microscopio 6ptico las células individualizadas y sus
nacleos, que se tifien de forma diferenciada. Las fibras de colageno no son dificiles de
reconocer en los cortes histolégicos. Con la hematoxilina y eosina toman un color rosado,
bajo esta tincion, es posible identificar la gran mayoria de tejidos musculares y glandulares
del cuerpo. Aportando con ella la morfologia de las células que forman el tejido y la posicion
relativa y la forma del nucleo dentro de ellas. (24)

Los cortes fueron montados, tefiidos y sellados para formar laminillas que seran observadas
en un microscopio optico de campo claro con un objetivo de 5X. Segun el protocolo del

laboratorio de toxicologia del ICUAP, el procedimiento es el siguiente, ademas que se

Figura 19. Carril de tincion.

1.- 2 cambios de10 min en xileno para
desparafinar.

2.- 2 cambios de 10 min en etanol 100°
3.- 10 min en etanol 96°

4.- 10 min en etanol 80°

5.- 10 min en etanol 50°

6.- 5 min en H>0O destilada.

7.- 5-10 min en Hematoxilina.

8.- 15 min en agua corriente.

Diferenciacion.

9.- 2 cambios de 1 min en H20 destilada.
10.- 1.5 min en Eosina al 0.2 % en H20.
11.- unos segundos en 70° para
diferenciacion.

12.- 20 s en etanol 96°

13.- 2 cambios de 3 min en etanol 100°
14 y 15.- 2 cambios de 10 min en xileno.
16.- Montar en un portaobjetos.
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Primera fase experimental: experimento piloto

En la prueba piloto se comprobaron dos densidades de energia para cada longitud de onda
usando un dispositivo de diodo LED. Los sujetos se valoraron y pesaron para verificar que
estuvieran en buenas condiciones para la cirugia. Se trabajaron con 10 ratas jovenes, se
distribuyeron segun la Tabla 4, después los sujetos se sedaron con Xilacina- Ketamina a una
dosis de 0.20 ml por 100 g. Los cortes fueron hechos con tijera, dos cortes circulares de 1 cm

de didmetro en la parte dorsal de la rata.

Tabla 4
Grupo Numero de ratas
Control 2
LR.D1 (Luz Roja) 2 J/cm? 2
LR.D2 (Luz Roja) 10 J/cm? 2
LV.D1 (Luz Verde) 2 J/cm? 2
LV.D2 (Luz Verde) 8 J/cm? 2

e EIl grupo control, camada de ratas con herida, pero sin tratamiento, n=4.

e Grupo de LED-LLLT con el dispositivo de luz roja (633nm) con una densidad de
energia de 5 (LR.D1) y 10 (LR.D2) J/cm?, n=4.

e Grupo de LED-LLLT con el dispositivo de luz verde (532nm) con una densidad de
energia de 2 (LV.D2) y 8 (LV.D2) J/lcm?, n=4.

La terapia se aplicé al dia 0, 1 y 2, segun los tiempos establecidos para cada grupo.
Después se tomaron fotografias de las heridas al dia 0, 3 y 14, para obtener las medidas

del rea de la herida para cada rata.



Segunda fase del experimento

En la prueba piloto se comprobaron dos densidades de energia para cada longitud de onda
usando un dispositivo de diodo LED, en esta etapa se utilizaron las densidades de energia
seleccionadas de la prueba piloto. En esta fase se trabajé con 17 ratas jovenes divididas en 3

grupos, como se describe en la tabla 5:

Tabla s
Grupo Numero de ratas
Control 6
LR (Luz Roja) 10 J/cm? 6
LV (Luz Verde) 8 J/cm? 5

e EIl grupo control, camada de ratas con herida, pero sin tratamiento, n=12.

e Grupo de LLLT con el dispositivo de luz roja (633nm) a la densidad de energia
seleccionada, n=12.

e Grupo de LLLT con el dispositivo de luz verde (532nm) a la densidad de energia

seleccionada n=10.

Los sujetos se encontraban en peso de entre 120 a 140 gramos, los sujetos se sedaron con
Xilazaina- Ketamina. Se hicieron dos cortes circulares de 1 cm de diametro con tijera. La
terapia se aplicé al dia 0, 1y 2 después de provocar las heridas en los sujetos. A diferencia
del experimento piloto, en esta fase se decidié tomar fotografias de las heridas con escala
diariamente, durante 21 dias, se normalizaron las heridas para obtener el porcentaje de herida

al dia correspondiente.

Finalmente se sacrificaron los sujetos por camara de CO2 y se tomaron las muestras de las

heridas que se incluyeron en paraformaldehido al 4% para posteriormente realizar los analisis



histoldgicos. A forma resumen, se puede observar en la Figura 20 para observar el proceso
de este experimento antes de la realizacion de los cortes histologicos.

Ratas Alopecicas LED-LLT Iuz roja 10 J/cm?
divididas en los

siguientes grupos: S\ '\ '\ N\ N\

Control
LV VAVAVAVAVAVAVAV.
LR LED-LLT luz verde 8 J/cm?
1 Terapia al dia 0, 1 y 2 despues
Sedada con }(ilazai!]a- de realizar las heridas
Ketamina/” ¥
Dosis:

0.20 ml por 100 gramos

Heridas circulares Fotografias cada dia
dorsales (1 cm) {

/

=
1em

Sacrificio por camara de CO;

Figura 20. Experimento.



Resultados

Primera fase experimental

En la primera fase experimental se obtuvieron las fotografias del dia 3 y 14, las &reas de la
herida fueron obtenidas mediante la medicion de las fotografias usando el software image J
y procesadas en el ANOVA de un factor en Minitab, también se obtuvo una gréfica para la

interpretacion de los resultados.

Resultados de la primera fase experimental del dia 3

Los datos se normalizaron respecto a la medida del dia 0, para obtener los porcentajes del
area la herida al dia 3, obteniendo las medias y datos que se muestran en la tabla 7, donde N

es nuestro nimero de area (herida medida).

Tabla 6. Medias

Dia 3. Grupo N Media Desv.Est. IC de 95%

Control 4 81.32 18.01 (63.35, 99.29)
LR.D1 2 76.3 17.1 (50.9, 101.7)
LR.D2 2 60.27 11.63 (34.86, 85.69)
LV.D1 2 62.25 13.27 (36.83, 87.67)
LV.D2 2 60.48 6.48 (35.06, 85.89)

De esta tabla 6 podemos deducir que hay una gran diferencia entre la desviacion estandar
para el grupo control, lo que es de esperar ya que los organismos no cicatrizan igual debido
a factores bioldgicos propios, en cambio el grupo LV.D2 disminuye esta diferencia, esto

podria deberse a la terapia que hace que cicatricen de manera similar.



En la figura 21, podemos observar que una clara diferencia al dia 3, teniendo los mejores
resultados para los grupos LV.D2 y LR.D1, los grupos menos eficientes son el grupo control

y el grupo LR.D1, que fue el de menor densidad de energia para la luz roja
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o
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Control LR.D1 LR.D2 LV.D1 LV.D2
Figura 21. Grafica de los porcentajes de area obtenidas al dia 3.
Para verificar esta diferencia, fue necesario realizar el analisis ANOVA de un solo factor,

entre todos los grupos.

Tabla 7. Analisis de varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Dia 4 1082 270.5 1.17 0.400
Error 7 1618 231.1

Total 11 2700

Como se
explicd en capitulos anteriores la prueba estadistica se hizo, estableciendo un nivel de
significancia menor a 0.05, por lo cual en este caso la se acepta hipdtesis nula, lo cual nos
dice que las medias son iguales, nuestro tratamiento parece no diferir a la cicatrizacion sin
terapia, este resultado podria no estar del todo correcto dado que estamos haciendo esta
prueba con todos los grupos y que nuestro nimero de datos es muy bajo, pero se toma como

referencia para la siguiente fase experimental.



Resultados primera fase experimental del dia 14

El andlisis de los datos es muy similar al dia 3 ya que de igual forma el grupo control tiene

la mayor desviacion estandar y el grupo LV.D2 la menor, estos resultados se pueden revisar

en la tabla 8.
Tabla 8. Medias

Dia 14. Grupo N
Control 2
LR.D1 2
LR.D2 2
LV.D1 2
LV.D2 2

Desv.Est. agrupada = 1.70485

Media

17.11

15.19

13.935

15.14

10.510

Desv.Est. IC de 95%
2.60 (14.01, 20.20)
1.64 (12.09, 18.29)
1.308 (10.836, 17.034)
1.61 (12.04, 18.23)
0.905 (7.411, 13.609)

En la grafica de la figura 22, podemos observar los porcentajes del area de las heridas entre

los tratamientos al dia 14, teniendo otra vez, como mejor resultado para el grupo LV.D2 y

LR.D1, los grupos con la terapia de mayor densidad de energia.



Dia 14
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Figura 22. Grafica del porcentaje de area al dia 14. Experimento piloto.

Sin embargo, al realizar el analisis ANOVA de un solo factor, entre todos los grupos, se
encuentra un valor p, ligeramente mayor a 0.05, ver tabla 8, por lo cual nuestra hipotesis nula,
que dice que todas las medias son iguales se acepta, por lo cual no existe significancia entre

nuestros resultados para el dia 14 del experimento piloto.

Tabla 9. Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Dia 14 4 47.65 11.913 4.10 0.077
Error 5 14.53 2.907

Total 9 62.19

Debido al que no se encontr6 un resultado significativo del analisis al dia 3 y 14, pero se
observo que la desviacidn estandar de los grupos LR.D2 y LV.D2 es menor que en otros, esto
nos puede indicar que los datos de este ultimo grupo tienen menor dispersion que en los datos
de otros grupos. Esto plantea la hipotesis que los tratamientos con densidad de energia de 8

y 10 J/cm? son parametros que podrian ayudar en el proceso de cicatrizacion de heridas



cutaneas, tomando esta hipdtesis y la retroalimentacion de experimento piloto se plantea la
segunda fase experimental. Por lo cual podemos concluir de esta fase experimental que,
aungue no se encontrd diferencia significativa entre los tratamientos al dia 3 y 14, los
individuos de grupos con mayor densidad de energia podrian estar cicatrizando de forma
similar debido a la terapia, por lo cual la terapia estaria influyendo en el proceso de
cicatrizacion. Estos grupos fueron elegidos para realizar un experimento agudo, donde se uso
mayor nimero de individuos, de la misma edad, camada y con pesos similares, para evitar

diferencias metabdlicas o bioldgicas importantes entre los individuos.



Segunda fase experimental

Para segunda fase experimental se obtuvieron las fotografias del dia 3, 5, 7 y 14, las areas
de la herida fueron obtenidas mediante la medicion de las fotografias usando el software
image J y procesadas en el ANOVA de un factor en Minitab, también se obtuvo una gréfica
para la interpretacion de los resultados.

Resultados de la segunda fase experimental del dia 3

En la figura 23, podemos ver la gréafica es similar a la gréfica obtenida de la primera fase, ya
que las medias obtenidas son similares. Como se observa en la gréafica el grupo LV tiene una

mayor reduccion en el porcentaje para el dia 3, en comparacion con los otros dos grupos.
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Figura 23. Grafica de los porcentajes de area al dia 3 del experimento piloto. LV (Luz verde, 8 J/cm?), LR
(Luz roja, 10 J/cm?), observando que el grupo LV es el que presenta menor area, por lo cual suponemos
que la contraccién de la herida es mas rapida que en los otros grupos.



En esta fase tenemos un numero de muestras mayor a la fase anterior, en la tabla 10, podemos
observar que el grupo LV tiene una menor desviacion estandar, resultado similar al analisis

de la primera fase, pero para esta fase el valor del grupo LR es mayor al grupo control.
Tabla 10. Medias

Grupo. Dia 3 N Media Desv.Est. IC de 95%

CONTROL 12 89.57 14.20 (80.47, 98.66)
LR 12 72.32 20.15 (63.22, 81.41)
LV 10 50.54 8.92 (40.57, 60.50)

Desv.Est. agrupada = 15.4497.

De los datos planteados anteriormente para el dia 3 de la segunda fase experimental, el grupo
LV ha tenido mayor éxito al reducir el area de la herida, pero es necesario verificarlo
mediante la prueba ANOVA.

Tabla 11. Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Dia 3 2 8312 4156.0 17.41 0.002
Error 31 7399 238.7

Total 33 15712

De la tabla 11, podemos ver que el valor p es menor a 0.05, lo cual nos dice que nuestros
resultados son significativos, y del cual la hipétesis nula se rechaza, las medias no son igual
por lo cual existe una diferencia entre la cicatrizacion sin terapia y el uso de la terapia, es

decir la terapia influye en la cicatrizacion del tejido al dia 3.



Resultados de la segunda fase experimental del dia 7

Los porcentajes del area de las heridas al dia 7 del experimento agudo se pueden observar en
la gréfica de la figura 24, en la cual no se observa una gran diferencia entre grupos,
comparada con la gréfica anterior, el grupo LV que tuvo tratamiento con la densidad de

energia de 8 J/cm?, tiene la menor érea.
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Figura 24. Grafica del porcentaje del area de la herida al dia 7, en el experimento agudo, a simple vista no se
observa gran diferencia entre los resultados, pero el analisis estadistico confirma que existe significancia entre
los datos.
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En este dia, como se ve en la tabla 12, las desviaciones estdndares sugieren que ahora el
grupo control al dia 7, tiene una cicatrizacion semejante, pero como se ha visto anteriormente
el grupo LV siguen teniendo los mejores resultados, al tener la mayor disminucion del
porcentaje de la herida al dia 7.

Tabla 12. Medias

Dia 7 N | Media | Desv.Est. | IC de 95%

CONTROL 8 3594 4.53 | (29.21, 42.67)
LR 8| 3177 12.13 | (25.04, 38.50)
LV 6 2153 8.92  (13.75,29.30)

Desv.Est. agrupada = 9.09585

El valor p obtenido para el dia 7 es menor a 0.05, ver tabla 13 obtenida de la prueba ANOVA,
lo cual rechaza la hipdtesis nula, por lo cual las medias entre los tratamientos son diferentes,

esto indica que hay un efecto de la terapia en la disminucion del area de la herida.

Tabla 13. Andlisis de Varianza

Fuente | GL | SC Ajust. | MC Ajust. | Valor F | Valor p
Dia 7 2 732.9 366.46 443 0.026
Error 19 1572.0 82.73

Total 21 2304.9
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Resultados de la segunda fase al dia 14

Al dia 14 del experimento agudo, podemos observar en la figura 27 que no es notable la
diferencia entre grupos, podria deberse a que la herida ya no tiene cicatriz ni es muy notoria,

ademas que ya son subjetivas al observador.
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Figura 25. Grafica de los porcentajes de area de las heridas, al dia 14 del experimento agudo, no se observan
claramente la diferencia entre grupos, dado que, a este dia, las heridas ya no tan visibles y su medicién es
subjetiva. El analisis estadistico nos dice que si existe significancia entre los resultados.

Tabla 14. Medias

Dia 14 N | Media | Desv.Est. IC de 95%

CONTROL | 6 1.563 0471 (1.126, 2.001)

LR 6 00767 0.1291 | (-0.3612, 0.5145)

LV 4 | 0.688 0.819  (0.151, 1.224)
Desv.Est. agrupada = 0.496413.
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Tabla 15. Analisis de Varianza

Fuente | GL | SC Ajust. | MC Ajust. | Valor F | Valor p

Dia 14 2 6.683 3.3416 13.56 0.001
Error 13 3.204 0.2464
Total 15 9.887

Los datos en el experimento agudo parecen méas favorables que el experimento piloto, esto
podria deberse, a la falta de experiencia en el manejo de ratas o la diferencia entre camadas

o al numero de sujeto, ya que, por el método de ANOVA de un solo factor, se encontro
diferencia significativa entre los tratamientos al dia 3, 7 y 14.

13



DIA3 DIAS DIA7 DIA 14 DIA 21

Figura 26. Se muestra la siguiente matriz de los dias claves de experimento agudo para observar la evolucion de la cicatrizacién a lo largo de los dias.
Fotografias obtenidas en la segunda fase del experimento

14



Para observar una evolucion de la cicatrizacion se graficaron los porcentajes del area de la
herida, teniendo el 100% al dia 0, observando como se contrae la herida a lo largo de 21 dias,
pero después de los primeros 14 dias las cicatrices, las mediciones no se pudieron lograr

porque en algunos grupos las heridas ya no se distinguian.

100 e=@==Control

e=@m==| R
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40
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Figura 27. Grafica del porcentaje del area de la herida, se observa como cambia el porcentaje del area a lo

largo de 14 dias.

Como podemos observar en la figura 27, al dia 3 hay indicios de que la luz verde acelera la
contraccion de la herida a comparacion de los otros tratamientos. Para el dia 14 la respuesta
aparente es similar entre los grupos, esto se confirma con el andlisis estadistico pues hay
diferencia significativa entre los resultados segun el analisis hecho por el método de
ANOVA.
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Resultados histologicos

Las heridas se valoran, en su mayoria, por métodos visuales que pueden ser diagnésticos
subjetivos, para tener informacion acerca de las terapias, se hicieron pruebas histoldgicas de
cortes tefiidos con hematoxilina y eosina (H&E), de 20 um de espesor, hechas en microtomo
que se observaron en microscopio 6ptico, tomando fotografias con un objetivo 5X. La capa
cornea esta formada por células que no tienen ndcleo, por lo que con los colorantes de rutina
(hematoxilina y eosina) se tifie inicamente por la eosina, como se muestra en la Figura 15,

casi morado.

Foliculo piloso

Observe la presencia de sus glindulas
bi das y sus glindul

sudoriparas ecrinas.

Epidermis

Capa mas externa de
la piel que actua
como barrera frente a
agresiones fisicas,
mecanicas, quimicas
y microbianas gracias
al estrato corneo. Estrato reticular
Formado por tejido
conectivo denso

Adipocitos

Localizados en la hipodermis

Figura 28. Corte histologico, de 10 um de espesor de piel tefiida con hematoxilina eosina, de
una muestra de piel sin herida.
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Histologias dia 3

En la figura 29, se muestra la histologia de la herida del dia 3 del grupo control, corte
histoldgico tefiido con H&E, donde podemos observar costra y sangre en la epidermis y
dermis, podemos observar indicios de inflamacién, lo cual indica a este tejido dentro de la
fase de hemostasia y al inicio de la fase de inflamacion del proceso de cicatrizacion, a
comparacion de que las histologias de la figura 29 y 30 que muestran presencia de adipocitos

en la dermis, ademas que se observa la formacion de la epidermis.

Figura 29. Grupo control, dia 3, se
observa la costra en color naranja-
rosa y podemos ver sangre
coagulada a la mitad y en la capa
inferior del tejido, la epidermis
todavia no se ha definido.

Figura 30. Grupo LR, dia 3: En la parte ey
superficial podemos observar la formacion
de la epidermis que podemos ver en tono
rosado, diferente al de hipodermis, podemos
ver que la dermis ya se puede diferenciar de
la capa hipodermis donde podemos ver
adipocitos migrando a la dermis.

Figura 31. Grupo LV, Dia 3: En esta
histologia, tenemos wuna vision
amplia del tejido alrededor de la
herida, podemos ver costra, pero la
epidermis se observa mejor, la linea
de color casi morado, y hay
& concentracion de adipocitos en la
dermis.
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Histologias dia 5

En la figura 32 podemos observar el corte histoldgico de una muestra del grupo control, el
cual muestra indicios de proliferacion ya que se observan muchos ndcleos, que se muestran
como puntos de color rosa, pero sin indicciones de nuevos tipos de células, a diferencia del
caso de la figura 33 y 34, que son muestras de los grupos tratados con LED-LLLT, al dia 5
muestran adipocitos en la dermis, para el caso del grupo LR, y en la hipodermis, estas células
grasas son de vital importancia ya que son la reserva energética y conforman la hipodermis.
En lafigura 33, muestradel grupo LR, se observa mayor presencia de adipocitos, la epidermis
esta méas definida, la linea rosada més superficial, ademéas que ya se pueden diferenciar las

capas de la piel.

=gy Figura 32. Histologia de un corte de una muestra
%.M del grupo control al dia 5, no se logra observar
la epidermis, la dermis se encuentra delgada y
hay migracion de neutrofilos, se llaman
neutrofilos porque no se tifien con colorantes
acidos ni basicos, por lo que su citoplasma al
microscopio optico aparece de color rosa suave,

Figura 33. LR Dia 5: En contraste con la
histologia del grupo control, podemos
observar presencia de angiogénesis, la
epidermis o el estrato corneo no se observan
formados aln, se observan mayor presencia
de adipocitos las cuales se pueden
transformar en fibroblastos.

Figura 34. LV Dia 5: Para el grupo tratado con
LED-LLLT se observa queratinocitos y se
observa mejor la epidermis, no hay mucha
diferencia entre la dermis que se observo con el
control, pero se encuentra mayor presencia de
angiogenesis.
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Histologias dia 7

En la figura 35, corte histolégico de una muestra del grupo control, el cual muestra indicios
de proliferacién ya que se observan muchos nucleos, contrario a las muestras de las figuras
36y 37, que son muestras de los grupos tratados con LED-LLLT, al dia 7 muestran adipocitos
en la dermis. La muestra del grupo LR, tienen el mejor resultado ya que, en la figura 36,
podemos observar mayor presencia de adipocitos, no hay restos de costra y la epidermis esta

bien definida, ademas que es el tejido que mas se asemeja al tejido sin herida.

= Figura 35. Dia 7 del grupo control, la
| epidermis no esta definida adn, la dermis
3 esta gruesa, pero no se logra diferenciar
las capas de la piel, lo cual indica que la
morfologia no se asemeja al tejido
4 anterior.

Figura 36. Al dia 7 en el grupo LR, se mostré una
mejoria de la herida en comparacion con los otros
grupos, ya que se ve definida la epidermis con el
estrato corneo, que se ve en un color roja-morado en
la parte alta, la estructura del tejido se parece mas a
la parte sana, que esta a los extremos de la imagen.

Figura 37. Para la muestra del grupo
== | V/ al dia 7, se observa que comienza

. laformacion de la epidermis, la dermis
estd mas gruesa que al dia 5,
encontramos  adipocitos en la
hipodermis.
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Histologias dia 14

En la figura 38, muestra del grupo control, podemos observar al dia 14, una epidermis
definida, las capas de la piel ain no estan definidas, pero ya podemos diferenciarlas, en la
figura 39, muestra del grupo LR, podemos ver presencia de costra, pero la epidermis ya se
puede diferenciar y hay presencia de proliferacion. En la figura 40 se observa que el grupo
LV parece estar todavia en la fase de proliferacién lo cual indica que esta en una fase anterior

de la cicatrizacion en comparacion con el grupo LR.

Figura 38. Grupo control. Dia 14
grupo control: La  epidermis
definida, la dermis esta diferenciada,
no se observa presencia de
adipocitos.

Figura 39. Grupo LR, dia 14: En
esta figura podemos observar que
existe una pequefia similitud a la
del dia 7, para esta muestra la
diferenciacion entre las capas de la
piel no es muy notoria.

Figura 40. Grupo LV, dia 14: Esta
muestra presencia de
proliferacion, podemos ver costra,
pero la epidermis ya se puede
distinguir.
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Discusion de resultados

De la tabla 21, podemos observar que los pardmetros y materiales son similares, por lo cual
es conveniente comparar los resultados obtenidos en cada reporte, aunque las histologias son
de carécter cualitativo, por lo cual esta sujeto a la lectura del observador, los resultados

descritos parecen llegar a conclusiones similares.

Tabla 16
Estudio Yasukawa (6) Cheon (8) En este trabajo
Sujeto de Rata (Sprague Rata (Sprague Rata alopécica
experimentacion | Dawley) Dawley) Heridas circulares 1 cm de
Corte quirurgico Heridas circulares 1 diametro
cm de diametro
Parametros | Laser He-Ne LED [525 nm] Dosis al dia 0, 1, 3
opticos Dosis cada dos dias 8 mw/cm? LED verde [532 nm]
4.21 Jlcm? Dosis por una hora 2y 8Jlcm?
por 9 dias LED rojo [633 nm]
2y 10 J/cm?

Resultados | Histologia: Alivio de  Tincion de Masson: En las histologias se vio la
la inflamacion, mayor  La produccion de diferenciacion de las capas de
formacion de fibras de  colageno se la piel y la produccion de
colageno y incrementa en el adipocitos que no se observé
recuperacion en tejido  grupo irradiado. en el grupo control.
irradiados.

Nuestros resultados histolégicos muestras claramente la diferencia entre las capas y las
fotografias ayudan a observar la evolucion de la cicatriz a través del tiempo, punto que no es

observable en estudios hechos con ratas con pelaje, ya que estas al ser rasuradas, el pelaje
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crece y no permite ver la cicatriz a los pocos dias del tratamiento. En el primer trabajo, hecho
con laser, la aplicacion del tratamiento es complicado ya que tuvieron que montar un arreglo
con lentes que pudiera expandir y dirigir el haz a lo largo de la cicatriz, lo cual no es préactico
y el precio del equipo en la terapia es mas costoso.

En el caso de los cultivos celulares, su material biolégico es in vitro lo que supone
condiciones dptimas en un laboratorio, aunque muestra que existe una estimulacion celular,
las condiciones convencionales in vivo, no seran evaluadas en este disefio, pero gracias a las
histologias hechas podemos observar en las muestras con tratamiento que el tejido sufre
cambios morfoldgicos e indicadores que muestran la existencia de una estimulacién celular.
Para el estudio de Cheon (8) que usa diversas fuentes de luz, obtuvieron mejores resultados
de LED verde en el estudio con la tincién Masson. Aunque el grupo LV (terapia con luz
verde) tuvo el mejor resultado en el analisis estadistico, en el analisis histoldgico fue el grupo

LR (terapia con luz roja) el que obtuvo el mejor resultado.
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Conclusiones

En la segunda fase del experimento, se encontraron diferencias significativa entre los
tratamientos al dia 3, 7 y 14. Ademas, se realizd una grafica de los primeros 14 dias para
mostrar la disminucion del porcentaje de herida a lo largo de ese tiempo, encontrando, en los
primeros dias, resultados favorables para el grupo LV, lo cual puede indicar un cierre de la
herida més rapida que los otros grupos, lo que confirma lo observado en las fotografias, ya
que estas mostraron una cicatriz mas estética en el dia 14 que los otros dos grupos, de hecho
al dia 21 ya no se distingue donde estuvo la cicatriz.

En las histologias con tincion H&E se observé que la terapia LED-LLLT, la aceleracion de
la diferenciacion entre las capas de la piel lo cual puede indicar la regeneracion de las
estructuras y subestructuras en el tejido, observacion que no se muestra en el grupo control,
ya que solo se observo proliferacion, pero sin ningun tipo de estructura en el tejido. Los
resultados histologicos sugieren que el tratamiento con luz roja favorece una mayor
regeneracion a diferencia de los otros grupos. Este grupo podria alcanzar que el nuevo tejido
sea tan funcional como el anterior. Para el caso del tratamiento de luz verde, los resultados
sugieren que el tratamiento con luz verde favorece una cicatrizacion mas estética en menor
tiempo, sin embargo, en las histologias, la mejoria observada esta detras del grupo LR.
Nuestro estudio muestra puntos importantes en el uso de la LED-LLLT que pudieran ayudar
en estudios posteriores, debido que existen pocos reportes y detalles en estudios anteriores.
Ademas de contribuir con el uso de un nuevo sujeto, la falta de uso de antibiéticos y el uso
de dispositivos LED en luz verde. La aplicacion de la LED-LLLT en una herida cutanea
podria llegar a constituir una alternativa innovadora, no invasiva, sin contacto, que ayudaria

para evitar infecciones, y acelerar el proceso de cicatrizacion.
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