Una linea completa

de soluciones Premium

EXOTICOS

Uso de fototerapia LED para el
tratamiento de heridas: amputacion
en Ciervo Axis hembra

Coordinador de seccion
Juan Carlos Troiano

Coordinadora de seccion
Sandra Rosa lerino

Autores:

Vieta, C.; Rivulgo, M.; Sanchez Bruni, S.;
D’Angelo, C.; Lester, M.; Rosatti, J.;
Brusco, M.; Garcia, J.

El uso de fuentes de luz de ra-
diaciones no ionizantes como
Light EmitingDiode (LED) para
el tratamiento y el alivio del dolor
e inflamacion, se conoce como
Fototerapia o Fotobiomodulacion.
La Fototerapia de LEDs de alta
potencia instantdnea, se gene-
ra por la estimulacion del diodo

semiconductor que produce una
luz de muy baja potencia de emi-
sion (1-5 mWatt). Los equipos de
LEDs de alta potencia instanta-
nea tienen mayor profundidad de
penetracion (véase fig. 1) que los
LEDs comunes (accién mas su-
perficial). Las luces LED se utili-
zan con una longitud de onda que
van desde los 380 a 436 nm (luz
violeta), 436 a 495 nm (luz azul),
495 a 566 nm (luz verde), 566 a
589 nm (luz amarilla), 589 a 627
nm (luz naranja), 627 a 780 (luz
roja), 770a 940 nm (luz infrarroja).
Las mismas son responsables de
diversas acciones sobre la célu-
la, incluyendo su permeabilidad,
su estimulacién de mitocondrias,
la sintesis de ATP y sobre pro-
teinas como colageno y elastina.
(McGowan y Goff, 2016;Millis y
Levine, 2014; Russel, 2005). A
su vez, estda documentado que
ademéas de acelerar el proce-
so de cicatrizacion de heridas,
poseen efecto antimicrobiano,
antiinflamatorio y analgésico, de-
pendiendo de la longitud de onda
utilizada (Tomazoni et al., 2017;
Redondo y Sthepens, 2019).
Desafortunadamente, al presente
hay pocos estudios experimenta-
les en especies superiores sobre
los efectos favorables de fototera-
pia LED en el proceso de cicatri-
zacion de heridas (Dall-algon et
al. 2009, Farouk et al. 2003, Meyer

“Ademas
de acelerar el
proceso de
cicatrizacion
de heridas,
poseen efecto

antimicrobiano,
antiinflamatorio
y analgeésico,
dependiendo de
la longitud de
onda utilizada”
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Se observa el grado de penetracion de la luz producida por LEDs a través

de los tejidos. Fuente: Elaboracion propia.

“Los campos
eléctricos
endogenos se
encuentran de
manera natural en
el organismo y son

los encargados
de controlar los
procesos de
crecimiento y
comportamientos
celulares”
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et al. 2010, Channal, et al., 2008;
Deland et al., 2007)

Durante el proceso de cicatri-
zacion de una herida, una suce-
sibn de eventos son activados,
sobre la accion celular. Estos es-
timulan el crecimiento, reparacion
y remodelacion del tejido dafiado,
por medio del restablecimiento
de la caracteristicas fisicas, me-
canicas y eléctricas del mismo
(Hosgood, 2003; Velnar et al.
2009; Stashak y Theoret, 2008).
Los campos eléctricos enddge-
nos se encuentran de manera
natural en el organismo y son los
encargados de controlar los pro-
cesos de crecimiento y compor-
tamientos celulares. De esta ma-
nera se produce (a nivel celular)
una sefial bioeléctrica generada
por un potencial transmembrana
que permiten varios procesos fi-
sioldgicos en las células. Estas
caracteristicas eléctricas presen-
tes en la piel estan dadas princi-
palmente por la epidermis, que
ante la presencia de una lesion
altera la integridad del circuito

bioeléctrico, traduciéndose en
una variacion del comportamien-
to normal (Trengove et al., 1999).
El restablecimiento del potencial
eléctrico enddgeno durante la ci-
catrizacion normal requiere de la
interaccion de muchos procesos
biolégicos, por lo que la interrup-
cion de algunos de estos circuitos
bioeléctricos, genera una lesion
crénica que incide directamente
en la prolongacion de la fase infla-
matoria inhibiendo la cicatrizacion
(Trengove et al., 1999; Zhao 2009)

Los diodos emisores de luz
(LED) son dispositivos semicon-
ductores en estado soélido por el
cual circula la corriente eléctrica
Unicamente en una direccion y
emite luz. Los rayos LEDs estan
compuestos de dos terminales
denominadas p-n, el material n
tiene demasiados electrones vy
el material p le faltan electrones,
cuando se da un voltaje, los n
se dirigen a los p, formando una
diferencia de potencial eléctrico;
por tanto, los electrones se orien-
tan al orbital de mayor energia
a uno mas bajo (Dorronsoro y
Gonzalo 2015; Gupta et al. 2017;
Malacara 2015). El color de la ilu-
minacion LED depende de los di-
ferentes materiales semiconduc-
tores. Estos poseen una radiacion
(longitud de onda) dentro de la
gamma infrarroja hasta el visible
(Malacara 2015), Ademas poseen
alta resistencia a las vibraciones
y una mayor estabilidad térmica.
La fototerapia LED es una tec-
nologia amigable con el medio
ambiente, no utiliza compuestos
de mercurio y una bombilla LED
tiene mayor durabilidad que una
comun (Calderon 2016,D"Souza
et al. 2017, Abramovitis vy
Arrazalap2005)

En las moléculas bioldgicas
existe una semimolécula deno-
minada cromoforo. Este dltimo
es una region molecular donde
la diferencia de energia entre dos
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orbitales moleculares cae dentro
del rango del espectro visible.
Los cromoforos son receptores
primarios que capturan la energia
y cambian su forma, cada cro-
moforo posee un espectro propio
de absorcion y este cambio es el
que genera los efectos fotobiolo-
gicos que se busca en la clinica
(Austin et al., 2021). En el caso
de la luz visible, la luz azul que
se encuentra en el rango de 450
nandémetros de longitud de onda
(A) convierte la bilirrubina no con-
jugada en isémeros no toxicos y
solubles, ademas estimula el flujo
de bilis y la excrecion de bilirru-
bina siendo el tratamiento de la
hiperbilirrubinemia en neonatos
(Ebbesen et al., 2022) y presen-
ta a su vez efectos antimicrobia-
nos (Leanse et al., 2020; Wang
et al.,, 2017). La efectividad del
LED verde (A=515-525 nm), tiene
como objetivo los cromoéforos de
la hemoglobina y melanina, pro-
duciendo efectos hemodinamicos
(Ebbesen et al., 2022). Por otro
lado, el LED rojo (A620-630 nm)
posee su cromoéforo objetivo en la
melanina dando efectos sobre la
cicatrizacion y el rejuvenecimien-
to de la piel. A su vez, también la
citocromo Coxidasa (CCQO) dentro
de las mitocondrias y cromoéforos
de la membrana plasmatica de
las células, fundamentalmente
fibroblastos, queratinocitos, cé-
lulas endoteliales y linfocitos, se
activan provocando varios proce-
sos de bioestimulacion, con una
cadena de reacciones biologi-
cas, bioguimicas, bioeléctricas y
bioenergéticas, teniendo efectos
a nivel molecular, celular y nive-
les tisulares (Leanse et al., 2020;
Wang et al., 2017).

De esta manera, los efectos fi-
siolégicos primarios se inician por
una compleja cascada de sefia-
lizacion celular producida por el
estimulo luminoso, generando
numerosos efectos a nivel celular,
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Se observa la herida de amputacion el primer dia de tratamiento
respectiva histologia en donde se observa vascularizacion compatible con conges-

tién y areas de necrosis.
El dltimo dia de tratamiento

A

. "- "’

VB

s

o

con su

Se observa el proceso de contraccion de la herida.
se observa la herida con una costra gruesa y en la

histologia se observa la epidermis engrosada, sin zonas de necrosis.

molecular y tisular. Los efectos
complementarios son estimula-
dos por la microvascularizacion,
angiogénesis, proliferacion de fi-
broblastos (colageno) y trofismo
celular. Ademas, se genera libe-
racion de endorfinas y opioides
centrales mediado por el aumento

de oxido nitrico (ON) en sangre,
aumento de superodxido dismuta-
sa (SOD), modula la produccion
de citoquinas, modula factores
de crecimiento como PDGF (fac-
tor de crecimiento derivado de
plaquetas), TGF-p 1 (factor de
crecimiento transformador beta)
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y MMP (metaloproteinasas) activa
células T CD8 e induce la apop-
tosis (Bartoled 2008, Russel et al.
2005).

Los objetivos de este estudio
fueron: a) valorar in vitro el es-
pectro y la calidad de rayos uti-
lizados en el estudio in vivo b)
evaluar los efectos de las luces
LEDs con longitudes de onda de
luz visible de espectros rojo, ama-
rillo, verde e infrarrojo, en el tra-
tamiento de una herida en ciervo
axis axis, a través de la evolucion
del proceso de cicatrizaciéon y por
histopatologia

Valoracion de fisica de
espectro y calidad de rayos
LED (estudio in vitro)

Todos los espectros fueron re-
gistrados con un espectrometro
de alta resoluciéon (Modelo 504,
Acton Research Corporation,
USA). La sefial (luz emitida) de
cada LED fue debidamente ais-
lada. Para esto se usd una mas-
cara que deja expuesto al LED
a medir, dejando oculto el resto.
Cada sefial fue enfocada en la
rendija de entrada del espectro-
fotometro (alrededor de 10 pm
de apertura), mediante una lente
de cuarzo de 100 mm de longi-
tud focal. La sefial es dispersada
mediante una red de difraccion
de 1200 lineas/mm, y permite cu-
brir un rango espectral de 200 a
1200 nm. La deteccidon de la luz
dispersada fue ejecutada por un
arreglo de fotodiodos lineales no
intensificado (Model RY-1024,
Pricentoninstrument, Inc., USA) y
sin posibilidad de discriminacion

Tabla 1. Interales de los perfiles de emisidn de los diferenes tipo de diodos

Verde

Amarillo

Rojo
3

temporal. Este arreglo de fotodio-
dos cubre un ancho de 50 nm del
espectro a estudiar en cada toma
de datos. En cada caso, se imple-
mentd un tiempo de exposicion
de 2 s, y los registros espectrales
finales fueron ajustados por la efi-
ciencia cuantica correspondiente
al sensor utilizado. En particular
para el caso del LED de IF (in-
frarrojo), su espectro se armo de
registros secuencial en cuatros
zonas espectrales centrales (900,
930, 960 y 990 nm).

Estudio in vivo de
tratamiento de herida

Descripcion del animal

Especie: Cérvido, pertenecien-
te a la familia Axis axis, de 4 me-
ses de edad, sexo hembra, que
presentd una herida en miembro
pelviano izquierdo cuando fue
pisado por su propia madre, con
el resultado de una fractura de
metatarso expuesta con compro-
miso vascular, por lo que se tuvo
que realizar una amputacion del
miembro a la altura de la articula-
cion tarsometatarsiana. La herida
se dejo que cierre por segunda
intencion. A la semana del proce-
dimiento, el veterinario de referen-
cia decide derivarlo a fisioterapia.

Tratamiento y terapia
implementada

Para este estudio se utilizaron
cuatro fuentes de luces LEDs,

101740
285757
125913
1,37953E6

de un equipo de fototerapia, de
marca Demox© con 4 pads de
luces LED. El equipo de LEDs de
alta potencia instantanea utilizado
tiene una fuente de alimentacion
regulada y estabilizada universal
(100V/240V), 50-60 Hertz, tipo
Switching de 12-volt y 5 amperes.
Cada aplicador de LEDs (Pad)
tiene las siguientes luces:

¢ |nfrarrojo: 904 nm

e Rojo: 625 nm y aporta 0,95

mWatt

e Amarillo: 590 nmy aporta 0,885
mWatt

e Verde: 525 nm y aporta 12
mWatt

La superficie que abarca cada
LED es de 0,19cm2. A la herida
se le realizaron cinco sesiones, 1
vez por semana. En el protocolo
de cicatrizacion de heridas se
colocaron los Pads sobre la heri-
da con biofilm para proteger los
Pads, se aplicaron frecuencias
bajas y sin modular para la acti-
vidad regenerativa de la piel y el
pelo, entre 800 hertz y 1 khtz, con
una duracion del tratamiento de
30 minutos.

Medicion del area de la
herida

La medicion de la herida se
tomd con un calibre mecanico
Hamilton 150 mm C10 de ace-
ro inoxidable, las mediciones se
realizaron el primer dia antes de
la primera sesion, en la tercera
sesion y luego de finalizada la
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Ultima sesion de terapia. Se tomo
registro escrito y audiovisual con
una camara de 29 megapixeles
marca Samsung. Las medidas se
tomaron en dos puntos de cada
lado, del lado medial y lateral de
la herida del miembro pelviano y
se realizé un promedio.

Se tomaron muestras de piel
con una aguja trucut©, el pri-
mer dia antes del tratamiento y
el ultimo dia de tratamiento. Las
muestras fueron conservadas en
formol al 10% hasta su analisis.
Luego se procedio a procesarlas
y a tomar registro audiovisual de
las mismas con un microscopio
con céamara incorporada modelo
Olympus®©.

Resultados

En cuanto a los resultados de
los espectros de absorcion, el de
mayor espectro por varios orde-
nes de magnitud fue la fuente de
luz infrarroja, seguido de la fuen-
te de luz roja, amarilla y verde,
respectivamente.

En la se observa
Intensidades integradas espec-
tralmente, relativas entre los dife-
rentes diodos

La primera medicion de la heri-
da fue antes de comenzar el tra-
tamiento dando como resultado 6
cm de largo por 5 cm de ancho.
En la segunda medicion, realiza-
da en la tercera sesion (tercer se-
mana) hubo una reduccion a 4 cm
de largo por 2,2 cm de ancho y
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Figura 3. Intensidades de rayos LED integradas espectralmente. Se realizaron los

perfiles para establecer la relacién de intensidad total de emision entre cada diodo,

utilizado en el tratamiento reportado.

en la tercera medicion, realizada
en la ultima sesién (quinta sema-
na de tratamiento) fue de 0,5 cm,
observandose practicamente la
reduccion total de la herida (véa-
se ).

¢ Muestra 1 (antes del tratamien-
to): Se observd abundante can-
tidad de tejido de granulacién
compuesto por un abundante
ndmero de vasos sanguineos
de calibre mediano, rodeado
por una moderada cantidad de
fibras colagenos vy fibroblastos
orientados perpendicularmen-
te hacia los vasos. Se observa
de forma multifocal y al azar

zonas de necrosis liticas, ca-
racterizado por la presencia
de una abundante cantidad de
neutréfilos degenerados mez-
clados con restos celulares y
fibrina. Ademas, se observa
areas extensas de hemorragia
y edema proteinaceo, la mayo-
ria de los vasos sanguineos se
encuentran en su interior llenos
de glébulos rojos compatibles
con congestion ( ).

¢ Muestra 2 (Ultimo dia de tra-
tamiento). Se observa la capa
de la epidermis engrosada de
forma focal por una costra for-
mada por células inflamatorias
degeneradas y células epite-
liales descamadas mezcladas
con queratina desorganizada

( )-
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Los agentes fisicos utilizados
en fisioterapia pueden jugar un
rol importante en el manejo de
las heridas, ya que disponen de
recursos terapéuticos capaces
de acelerar el proceso de cica-
trizacion sobre todo en espe-
cies no tradicionales, en donde
los tiempos del procedimiento
de curacion debe reducirse al
minimo, ya que son animales
que sufren un alto estrés ante
el manejo del hombre (Basson y
Hoffmayer1973; Odeon y Romera
2017). Los resultados del pre-
sente estudio resultaron en una
cura de la herida por reepiteli-
zacion y formacion de tejido de
granulacién en un tiempo menor
al registrado por otros autores
Stashak y Theoret, 2008, en don-
de registran tiempos mayores a
75 dias hasta 1 afio para el cie-
rre de una herida por tratamiento
convencional.

También nuestras observacio-
nes concuerdan con publica-
ciones anteriores (Gupta et al.
2014),en donde se mostraron re-
sultados positivos en la curacion
de tejidos, luz roja e infrarroja
para mejorar significativamente
la curacion de abrasiones dér-
micas. En otro estudio realizado
por Meyer et al. 2010, en donde
se evaluo el efecto del LED en la
cicatrizacion de heridas en piel
de ratas los resultados mostraron
que el tejido de granulacion esta-
ba mas desarrollado en los gru-
pos irradiados, asi como también
mayor deposicion de colageno y
mejores efectos antiinflamatorios.

En nuestro estudio, el andlisis
de la histologia de las dos biop-
sias realizadas mostré6 mejorar
el proceso de cicatrizacion fa-
voreciendo el engrosamiento de
la epidermis y de esta manera
crear un mufidn mas resistente.

El cierre de una herida impli-
ca la migracion de los limites
de una lesién hacia su centro y
puede evaluarse mediante pa-
rametros relacionados, como la
medida de contraccion de la he-
rida (Hosgood, 2003) por lo que
uno de estos agentes fisicos con
propiedades prometedora para
el manejo de heridas es la foto-
terapia o fotobiomodulacién LED
(Light EmitingDiode).

Un haz de luz aplicado a un
tejido vivo tendra diferentes efec-
tos sobre los componentes del
tejido dependiendo de la longi-
tud de onda. De esta manera,
los efectos bioestimulantes que
inducen a los queratinocitos no
lesionados y células endoteliales
en la piel circundante a migrar al
area de lesion y promover la re-
epitelizacion y angiogenesis.

Los rayos de luz roja e IF pue-
den penetrar los tejidos en pro-
fundidad y permiten llevar a
cabo un tratamiento no invasi-
VO para aumentar los procesos
de curacion. La luz roja visible
(A660) es absorbida facilmente
por la sangre y la superficie de
la piel limitando su penetracion
en los tejidos a menor a 10 mm.
Por otro lado, los rayos infrarro-
jos poseen una mayor profundi-
dad de penetracion a los tejidos
de 30 a 40 mm proporcionando
una mayor deposicion de fotones
(Redondo y Sthepens, 2019), lo
que concuerda con nuestro tra-
bajo en donde la luz infrarroja
tuvo una mayor intensidad inte-
grada que el resto de las luces
seguida por la luz amarilla, roja
y verde, respectivamente (véase

). La cicatrizacion de la heri-
da por amputacion reportada en
este estudio, luego del tratamien-
to con rayos LED, demostré un
cierre eficiente de los bordes de
la herida en cinco sesiones de 1
vez por semana de tratamiento.

En conclusion, los hallazgos del
presente estudio sugieren que la
fotobioestimulacion generada por
las luces LEDs induce un proceso
de curacion que incluye la proli-
feracion celular, reduciendo los
tiempos de cierre de una herida.
Sin embargo, més estudios con
un numero relevante de animales
y diferentes lesiones son necesa-
rios para establecer un protocolo
de tratamiento de heridas, sobre
todo en especies no tradicionales.
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