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Resumen de la tesis que presenta Alba Daniela Rodriguez Pérez como requisito parcial para la obtencion
del grado de Maestra en Ciencias en Optica con orientacién en Optica Fisica.

Estudio de la fotobiomodulacion en huevos de mosquito de Aedes aegypti.

Resumen aprobado por:

Dr. Jacob Licea Rodriguez Dr. Guillermo Daniel Jiménez Gémez
Codirector de tesis Codirector de tesis

La fotobiomodulacién (PBM), conocida como terapia laser de baja intensidad, es un fendmeno biofotdnico
gue se da cuando se irradian seres vivos con luz roja o infrarroja por debajo del nivel de dafio celular. En
este trabajo se presentan resultados del efecto de la fotobiomodulacion en el desarrollo de la capa externa
(exocorium) de los huevos de mosquito de la especie Aedes aegqypt, ante diversas condiciones de
irradiacion con luz I3ser. Para el desarrollo de este estudio se contd con la colaboracion del CICESE en
Ensenada, y la empresa Grupo Molecular en Tijuana. En donde recientemente, realizaron estudios para
monitorear el proceso de desarrollo del exocorium, siendo menor a 90 minutos (a 28°C), pasando de una
tonalidad semitransparente, en su etapa inicial, a una tonalidad mds opaca en su etapa madura. Bajo este
contexto, la motivacidn del presente trabajo busca investigar cémo la irradiacién de luz infrarroja cercana
afecta el desarrollo del exocorium y evaluar su respuesta bioldgica utilizando microscopia dptica. Para el
proceso de irradiacion se emplearon tres longitudes de onda (785, 806 nm, 561 nm) y tiempos de
irradiaciéon de 10, 100, 500 segundos. El monitoreo de las muestras durd 3 horas a 21°C, y las imdagenes se
analizaron con un programa en desarrollado en Matlab. Nuestros hallazgos muestran que las densidades
de energia que presentan un aceleramiento en el desarrollo del exocorium, en un tiempo de irradiacion
de 10 segundos para A=785 nm fueron 0.0001, 0.001 y 0.0025 J/cm?, para A=806 nm fue 0,005 J/cm?y para
A=561 nm son 0.0025 y 0.005 J/cm?2. Con 100 segundos de irradiacién, 0.05 J/cm? fue la densidad de
energia mas efectiva para todas las longitudes de onda. Para 500 segundos, A=785 nm y A=806 nm
mostraron la menor diferencia de tiempo en densidades con valores de 0.05 y 0.05 J/cm?, mientras que
para A=561 nm fue 0.125 y 0.25 J/cm?. Esto se atribuye, a que la Citocromo c oxidasa tiene una mayor
absorcion en longitudes de onda del rojo e infrarrojo cercano (600-900 nm), como también la luz infrarroja
tiene una mayor penetracion en la muestra que la luz visible.

Palabras clave: Fotobiomodulacion, terapia con laser de baja intensidad, Aedes aegypti, dinamica
mitocondrial.



Abstract of the thesis presented by Alba Daniela Rodriguez Pérez as a partial requirement to obtain the
Master of science degree in Optics with orientation in Physical Optics.

Study of photobiomodulation in Aedes aegypti mosquito eggs

Abstract approved by:

Dr. Jacob Licea Rodriguez Dr. Guillermo Daniel Jiménez Gémez
Thesis Co-Director Thesis Co-Director

Photobiomodulation (PBM), also known as low-level laser therapy, is a biophotonic phenomenon
occurring when living organisms are irradiated with red or infrared light below the cellular damage
threshold. This study presents results on the effect of photobiomodulation on the development of the
outer layer (exocorium) of Aedes aegypti mosquito eggs under various laser light irradiation conditions.
The collaboration of CICESE in Ensenada and Grupo Molecular in Tijuana was enlisted for this study. Recent
investigations monitored the exocorium development process, which lasts less than 90 minutes (at 28°C),
transitioning from a semitransparent hue in its initial stage to an opaquer tone in its mature stage. Within
this context, this work aims to investigate how near-infrared light irradiation affects exocorium
development and evaluate its biological response using optical microscopy. Three wavelengths (785 nm,
806 nm, 561 nm) and irradiation times of 10, 100, 500 seconds were employed. Sample monitoring lasted
3 hours at 21°C, with images analyzed using a Matlab-based program. Findings indicate that energy
densities accelerating exocorium development within a 10-second irradiation period were 0.0001, 0.001,
and 0.0025 J/cm? for A=785 nm, 0.005 J/cm? for A=806 nm, and 0.0025 and 0.005 J/cm? for A=561 nm. A
density of 0.05 J/cm? was most effective across all wavelengths with a 100-second irradiation. For 500
seconds, A=785 nm and A=806 nm showed minimal time differences in densities, with values of 0.05 J/cm?,
while for A=561 nm, it was 0.125 and 0.25 J/cm?. This is attributed to cytochrome c oxidase having higher
absorption in red and near-infrared wavelengths (600-900 nm), and near-infrared light penetrating
samples more effectively than visible light.

Keywords: Photobiomodulation, Low-level laser therapy, Aedes aegypti, mitochondrial dynamics.
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Capitulo 1. Introduccidn

Indudablemente en la actualidad el uso de diversas técnicas basadas en procesos éptico-fisicos son de
gran relevancia en diversas areas de las ciencias de la vida tales como las medicina y la biologia. Una de
estas técnicas es la fotobiomodulacién (PBM, por sus siglas en inglés), descubierta en la década de los 1960
por Endre Mester (Mester et al., 1968; Hamblin, 2016), que permite estimular y/o inhibir procesos
celulares como consecuencia de irradiacién de luz con parametros controlados. Inicialmente, sus estudios
se centraron en la aplicacién de incidir luz infrarroja en ratones, a los cuales se les habian implantado
células cancerigenas. Sin embargo, a medida que avanzaba la investigacion no se observé una reduccion
de estas células, sino mas bien una mejora en la capa superficial de la piel; es decir se observd una
cicatrizacion y recuperacién en las areas donde se encontraban las incisiones o heridas causadas por dichas
implantaciones (Winkler, 2019). Estas observaciones marcaron el inicio de una serie de pruebas continuas
hasta demostrar que es posible utilizar de forma clinica la radiacién de luz infrarroja por debajo del umbral

de dafo celular (razén por la que también se le conoce como terapia laser de baja intensidad).

. »

Muestra

Mitocondria
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+NO
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Figura 1.Esquema general del desarrollo de la actividad celular debido a la técnica de fotobiomodulacién. En la
imagen: ATP: trifosfato de adenosina; ROS: especies de oxigeno reactivas; NO: Oxido nitrico.



El principal mecanismo de la PBM es la absorcién de luz por los diferentes fotorreceptores localizados en
la membrana celular o los croméforos en la mitocondria. Uno de estos cromoéforos es la Citocromo C
Oxidasa (CCO), enzima de la cadena respiratoria mitocondrial, que presenta bandas de absorcion en las
regiones del espectro rojo (600-700 nm) y del infrarrojo cercano (NIR 760-900 nm) (De Freitas & Hamblin,
2016; Dompe et al., 2020). Estos cromdforos en la mitocondria (principalmente la CCO) son los encargados
del flujo de electrones de niveles de mayor a menor energia, creando un gradiente de protones siendo Uutil
para el almacenamiento de energia (Alberts et al., 2002); Este proceso es necesario para todas las
actividades celulares desde la estimulacidn, inhibicidon, activacidon, aumento, etc., de moléculas como el
adenosin trifosfato ATP, especies reactivas de oxigeno (ROS) y dxido nitrico (NO) (Li &, Zhang, 2019) (ver
esquema de la Figura 1). Por lo que en la PBM comunmente se usa luz roja e infrarroja, ya que ademas
esta tiene una mayor penetracion en tejidos bioldgicos y ha demostrado ser seguro en pruebas clinicas

(Hamblin, 2016; Hamblin et al., 2019).

Para el buen funcionamiento de la PBM son importantes los pardmetros y las dosis adecuadas
dependiendo el tipo de muestra a utilizar. Los pardmetros mds importantes que impactan sobre el efecto
bioldgico que han sido identificados a la fecha incluyen la longitud de onda, irradiancia, estructura
temporal (pulsado u onda continua) y propiedades de coherencia, asi como la energia total depositada,
densidad de energia, tiempo de irradiacién e intervalos de tratamiento. Con respecto a la potencia de
irradiacién, se podria inferir que a mayor sea la potencia, se obtendran mejores resultados en menor
tiempo. Sin embargo, no siempre sucede esto, también se ha encontrado que si la dosis se suministra
demasiado réapido puede existir una disminucion del rendimiento, debido a la irradiancia y densidad de
energia(Winkler, 2019), lo que demuestra la importancia de considerar estos parametros y que mas

adelante se describen a detalle.

La PBM ha sido empleada en investigaciones en diferentes areas, incluyendo la clinica, la agricultura y la
apicultura. Por ejemplo, se han realizado estudios en algunos vertebrados como caracoles, erizos de mar,
paramecios, sapos, ranas, gallinas y plantas(Hamblin, 2016). Ademas, se han obtenido resultados
cualitativos y cuantitativos de los efectos biofotdnicos inducidos por luz en una gran variedad de dolencias
entre los que se incluyen principalmente el dolor e inflamacién (Hamblin, 2017), enfermedades
neurolégicas (Salehpour et al., 2018) y regeneracién ésea (Escudero et al., 2019); Cabe mencionar que,
aun cuando la PBM es una técnica con un drea de estudio muy amplia y en constante investigacion, existen
preguntas abiertas y cierta controversias en relacion a la dependencia de estos efectos bioldgicos frente

las variaciones de los parametros de irradiacion, por ejemplo, entre los regimenes continuo/pulsado y las



propiedades de coherencia espacial y temporal de la fuente de luz (Chaves et al., 2014; Hamblin et al.,
2019). Teniendo en cuenta lo anterior, Es asi como esta tesis se centra en la investigacion del efecto
biolégico de la fotobiomodulacion en huevos del modelo entomolégico Aedes aegypti con el objetivo de
medir y evaluar la respuesta estimulatoria y/o inhibitoria durante el proceso del desarrollo del exocorium
frente a diversas condiciones de irradiacién con luz laser. Sé utilizé luz infrarroja a longitudes de onda de
785 nm, 806 nm, asi como en el visible a 561 nm, con el objetivo de establecer un cuadro comparativo
entre ellas y determinar los parametros de irradiacién para los cuales el efecto de la PBM es éptimo en
estas muestras bioldgicas. Finalmente, la medicidn y evaluacién de la respuesta de las muestras se realizd

mediante un sistema de monitoreo desarrollado por la empresa Grupo Molecular.

1.1 Justificacion

Con base a estudios previos realizados por el laboratorio de entomologia aplicada de la empresa Grupo
molecular, se observé que el tiempo del desarrollo de la capa externa de los huevos(exocorium) es menor
a 90 minutos a una temperatura de 28 + 2°C, pasando de una tonalidad semitransparente en su etapa
inicial a una tonalidad mds opaca y negra en su etapa madura hasta lograr la eclosién. En este sentido, el
propdsito de esta esta tesis es, por un lado, inducir y estudiar los efectos de la luz en el proceso de
desarrollo de los huevos del mosquito bajo diferentes parametros de irradiacion en el infrarrojo cercano
y, por otro lado, evaluar la respuesta bioldgica en el proceso de la estimulacidn/inhibicién de las muestras
irradiadas mediante imagenes de campo claro. Ademas, con la finalidad de tener una referencia del
proceso biolégico inducido, se realizd irradiaciones con una longitud de onda en el espectro visible (561
nm). Cabe resaltar que, a diferencia de otras aplicaciones biofotdnicas que utilizan alta potencia y/o
calentamiento, la PBM se realiza a niveles de irradiancia y densidad superficial de energia relativamente
bajos (tipicamente menores a 200 mW/cm?y de 0.1 a 100 J/cm?) de forma que no producen calentamiento

significativo en las muestras irradiadas.

1.2 Hipétesis

Los tiempos necesarios para el desarrollo de la capa externa (exocorium) de los huevos de Aedes aegypti
seran afectados disminuyendo o aumentando de manera significativa por diferentes tipos y tiempos de

irradiacion.



1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Evaluar el efecto bioldgico de la fotobiomodulacién en huevos de mosquito Aedes aegypti para medir la
respuesta estimulatoria e inhibitoria de los tiempos de desarrollo del corion de las muestras irradiadas

ante diversas condiciones de irradiacion con luz laser.

1.3.2 Objetivos especificos

» Inducir el efecto de fotobiomodulacién en huevos de mosquito Aedes aegypti utilizando luz
infrarroja a 785 Y 806 nm en el régimen continuo bajo distintas condiciones de irradiacidén (potencia
y tiempo de exposicion).

» Utilizar luz visible (561 nm) para efectos de comparacion del efecto de fotobiomodulacion.

» Estimar los tiempos de desarrollo de la capa externa de los huevos (exocorium) de las muestras
irradiadas.

» Evaluar la respuesta bioldgica de los efectos de la luz (Infrarroja y visible) sobre la estimulacion e
inhibicion de la capa externa de los huevos (exocorium) mediante microscopia éptica de campo

claro.

1.4 Estructura de la tesis

Esta tesis esta conformada por cinco capitulos y esta organizada de la siguiente manera: En el Capitulo 1.
se presenta la introduccion, justificacidn, hipdtesis, objetivos y estructura de la tesis. En el Capitulo 2. se
describen los antecedentes y estado del arte del proyecto; se presenta la informacién relacionada la
técnica de fotobiomodulacion, fundamentos bioldgicos y aplicaciones. En el Capitulo 3. se muestra la
metodologia experimental utilizada; de forma detallada se explica el proceso de preparacion y extraccion
de las muestras, parametros de irradiacién, montajes de cada una de las longitudes de onda y la

adquisicion, procesamiento y anadlisis de las imdgenes. Los resultados obtenidos en este trabajo y su



discusion se describen en el Capitulo 4. Y finalmente, en el Capitulo 5. se presentan las conclusiones de

esta tesis y el trabajo propuesto a futuro.



Capitulo 2. Antecedentes

En este capitulo se describe la informacidn y trabajos realizados que anteceden al presente proyecto de
tesis. En especifico, se describe cdmo surge esta técnica de la fotobiomodulacién, el proceso interno,
caracteristicas y aplicaciones. También se mencionan los trabajos relacionados al uso de esta técnica, asi

como los parametros de irradiacidn cominmente usados y de interés.

2.1 Fotobiomodulacion

La fotobiomodulaciéon (PBM) es una técnica que utiliza una fuente de luz (generalmente un sistema Laser
o LED) para activar tejido celular, permitiendo la estimulacidn o inhibicién de diversos procesos biolégicos
intracelulares. El principal precursor de esta técnica fue el médico Endre Mester en 1967, que, aunque sus
estudios originales estaban orientados en remover un modelo de cancer implantado en ratones con el uso
de un prototipo de laser de rubi de 694 nm, obtuvo por casualidad resultados en los que se observaba una
aceleracién de la cicatrizacién y el crecimiento del pelaje en la zona de las incisiones que tenian estos
animales (Liebert & Kiat, 2021). Es asi, que orienta su investigacion en la linea de curacién de heridas,

regeneracioén de fibras musculares, entre otros.

Como era de esperarse, las primeras aplicaciones de esta técnica fueron en torno al campo de la
medicina, con laseres de baja potencia principalmente de luz roja o infrarroja cercana (NIR) (600-1100
nm) y densidades de energia en el rango de 0,1 a 100 J/cm? (Hamblin, 2016). Se obtuvieron beneficios
como reduccion de la inflamacién, tratamiento de heridas, lesiones musculares, alivio de dolor,
regeneracién de tejidos, etc. Una de las ventajas de estas longitudes de onda es que tienen una mayor
profundidad de penetracidn en los tejidos y causan un menor dafo en la muestra. Sin embargo, también
se ha explorado inducir el efecto de PBM en otras longitudes de onda del espectro visible, especificamente
en el rango de 400-500 nm (azul) y 500-570 nm (verde) (Wang et al., 2016). Los estudios realizados en el
rango de 400-700 nm se han enfocado principalmente en tratar afecciones de la piel, como el acné y en
odontologia para el blanqueamiento dental. Los estudios realizados en el rango de 500-570 nm se han
empleado primordialmente en el tratamiento de problemas cutdneos, como el enrojecimiento y las

lesiones vasculares (Glass, 2021).



En la figura 2 se muestra el esquema del proceso de PBM y el alcance de penetracion de las diferentes
longitudes de onda. Actualmente, las longitudes de onda que se utilizan para inducir el efecto de PBM
estan en el rango espectral de 400-1100 nm, dependiendo de la aplicacidn y objetivos de estudio. No
obstante, las longitudes de onda tipicamente empleadas se encuentran en el espectro conocido como la
primera ventana bioldgica (650-950 nm). Durante un extenso periodo de tiempo, surgid la interrogante
acerca del mecanismo de accion de la técnica de PBM, es decir cudles eran los procesos desencadenados
y los organismos involucrados al irradiar células, tejidos etc., con estas longitudes de onda y como se
obtenian los beneficios previamente mencionados. Afortunadamente en los Ultimos afios se han
identificado algunas posibles explicaciones para estos procesos que impactan en ciertos componentes

celulares (Hamblin, 2017).

Light beam
(900=11000m )

Figura 2.Proceso de fotobiomodulacién para diferentes rangos de longitud de onda y alcance de la penetracion de
cada una de ellas. En la imagen de derecha a izquierda el rango de longitudes de onda es:900-1100nm (Infrarrojo
cercano); (600-850nm) (luz roja, luz azul; luz verde). Imagen obtenida de (Salehpour et al., 2018).



Las moléculas con la capacidad de absorber luz son conocidas como cromodforos. Estos croméforos
responden de manera distinta ante diferentes irradiaciones, y esta variacién estd fuertemente
influenciada por la capacidad de penetracién de la luz y la profundidad de alcance. Algunos de los
cromdforos identificados incluyen los canales de opsinas, que absorben luz verde los cuales son capaces
de incrementar el calcio intracelular; los criptocromos que son parte de las flavoproteinas y absorben
principalmente la luz azul. Por otra parte, la luz roja e infrarroja estimulan la enzima citocromo c oxidasa
(CCOX) la cual estd estrechamente relacionada con la producciéon de adenosin trifosfato (ATP) (ver
esquema de la figura 2). Finalmente, también se ha considerado que el agua puede absorber estas
longitudes de onda de manera mas efectiva, especialmente alrededor de los 810 nm (Hamblin, 2017;
Salehpour et al., 2018; L. Wang et al., 1995). Ahora, considerando que uno de los objetivos principales de
esta tesis es estudiar la técnica de PBM en las longitudes de las ondas de 785 y 806 nm, abordaremos con
mas detalle el mecanismo de accion de la PBM en el espectro de luz roja e infrarrojo cercano. En la figura
2 se muestra un esquema de la estructura interna de la célula, podemos observar que en la parte inferior
se encuentra iluminado mayormente por luz infrarroja un organulo muy importante, llamado mitocondria,
compuesto por una doble membrana presente en la mayoria de las células eucariotas y es la, encargada

de la produccién de energia celular (Marazziti et al., 2012).

Dentro de la mitocondria, esta produccidn de energia se debe a una cadena de transporte de electrones
compuesta por cinco complejos (ver figura3.a). El complejo | (NADH deshidrogenasa), recibe electrones de
NADH, y a su vez el complejo Il (succinato deshidrogenasa) recibe electrones de FADH2, es decir, estos dos
complejos son las grandes puertas para la transferencia de electrones. Estos electrones son transportados
por la ubiquinona (coenzima Q10, CoQ) y el citocromo c (Cyt c) hasta los complejos lll y IV respectivamente
(Berry et al., 2000). El complejo IV (Cytocromo C Oxidasa (CCO)), es una enzima tiene la propiedad de tener
una mayor absorcién de la luz roja e infrarroja cercana (NIR) (ver figura3.a). Esta enzima participa en el
transporte de electrones. A medida que los electrones pasan por la CCO se genera un bombeo de protones
que crea un gradiente o potencial de energia. Por ultimo, este gradiente es utilizado por el complejo V
donde se realiza la produccion de ATP a partir de ADP y fosfato inorganico (FoF1 ATPasa), (Hunter et al.,
2000; Neustadt & Pieczenik, 2008).No obstante, aunque todo este sistema o cadena este encargado de la
produccién de energia en forma de ATP, también se producen especies reactivas de oxigeno (ROS), esta
molécula es muy importante ya que puede incluir radicales libres 02 y H20 (ver esquema en la figura 3.b)
creando asi un estrés oxidativo o desequilibrio de transporte de electrones generando una actividad

contraria a lo anteriormente mencionado. Esto puede resultar altamente beneficioso en situaciones como



la sefalizacidn celular, la apoptosis (muerte celular programada) o como parte de la respuesta inmune.
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Figura 3.a) Estructura de la membrana interna mitocondrial. En la imagen de derecha a izquierda el complejo | (NADH
deshidrogenasa), complejo Il (succinato deshidrogenasa), complejos Il (Cytocromo bcl), IV (Cytocromo C Oxidasa
(CCO)), complejo V (ATP sintasa). b) Estructura interna IV (Cytocromo C Oxidasa (CCO)). Imagen obtenida de
(Salehpour et al., 2018).

2.2 Dispositivos y Aplicaciones de la Fotobiomodulacion

Los dispositivos comunmente utilizados para esta técnica son sistemas laser de una sola longitud de onda
o LEDs. El rango de potencias de salida utilizada varia desde 1 mW a 30 W, para el caso de los laseres, y
hasta 480W para los LED (Hamblin, 2016). Es importante destacar que en la actualidad hay una amplia
variedad de equipos con disefios, estructuras y tamafios diversos destinados para diferentes funciones y/o
aplicaciones (Alibaba ,2015). Estos equipos son desarrollados generalmente en el sector privado que

posteriormente se lanza al mercado. También se encuentran equipos de uso exclusivo para procesos de
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investigacion internos y montajes experimentales utilizados en laboratorios del dambito educativo e
investigativo. En lo que respecta a las aplicaciones, como se menciond anteriormente, la PBM encontro su
primera aplicacidn significativa en el ambito médico. Sin embargo, gran parte de las investigaciones y
pruebas iniciales fueron realizadas en diversas especies animales para posteriormente extenderse a

estudios en seres humanos.

Ademas de su aplicacion en el tratamiento de heridas y la mejora en la cicatrizaciéon, se han realizado
investigaciones en tratamientos de la alopecia (Esmat et al., 2017), el control del dolor y cicatrizacién dsea
en personas con osteoporosis (Escudero et al., 2019). También se ha estudiado y buscado mejorar los
sintomas de enfermedades como el Parkinson (Moro et al., 2014), Alzheimer (Maksimovich, 2015),
lesiones traumaticas (Morries et al., 2015) y la depresidn (Cassano et al., 2015; Disner et al., 2016). En el
ambito veterinario, se han realizado estudios en iguanas que demostraron mejoras en la cicatrizacion de
heridas después de la irradiacidon con una longitud de onda de 660 nm, en comparacion con el uso de
cremas como la sulfadiazina (Cusack et al., 2018). En el caso de mascotas, como perros y gatos, la PBM se
ha utilizado para tratar la inflamacidon dental e infecciones (Maver-Biscanin et al.,, 2004; Watson &
Brundage, 2019). Aunque la investigacion principal de la PBM se centra en procesos terapéuticos en el
campo médico y veterinario, estudios recientes han identificado aplicaciones importantes en Ia
produccién de alimentos (Nadimi et al., 2021); el crecimiento de cultivos microbioldgicos (Peplow et al.,

2010) y estudios contra las sequias (Xiang et al., 2021).

Debido a la importancia ecolégica y econémica de diversos insectos (por ejemplo: los polinizadores y
aquellos utilizados en técnicas de control por insecto estéril), es posible que los resultados obtenidos
tengan aplicaciones directas en la industria o en el sector agroalimentario. Cabe mencionar que, aunque
se ha presentado un panorama muy general de las aplicaciones al utilizar la PBM, se han obtenido grandes
ventajas y beneficios en una gran variedad de especies (mamiferos, reptiles, invertebrados, etc.) sin
embargo, aun se estd investigando de manera continua la dependencia de los efectos inducidos con
respecto a los parametros de irradiacion como la irradiancia y la densidad de energia depositada, los cuales

se describen a continuacion.

2.3 Parametros de irradiacion: irradiancia y densidad de energia

A diferencia de otras aplicaciones biofotdnicas que utilizan alta potencia y/o calentamiento, la PBM se
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realiza a niveles de irradiancia y densidad superficial de energia generalmente por debajo de los 200
mW/cm? en un rango de densidad de energia de 0.1 a 100 J/cm?. Considerando estos parametros como
referencia, en nuestros experimentos hemos decidido emplear valores de irradiancia por debajo de los
200 mW/cm?y de densidad de energia tales que cubran y superen los limites de los rangos indicados tanto
en el extremo de alta como de baja densidad de energia. Los detalles sobre los parametros de irradiacion
(potencia, irradiancia y densidad de energia) correspondientes a cada experimento se presentan en las
tablas 1y 2 en la seccién de resultados (seccion 4). Considerando que la iluminacién sea uniforme sobre
una cierta area, la irradiancia de un haz de luz que incide sobre esta area estad dada por la potencia dptica

del haz entre su seccién transversal Py, :

P
I: haz’ 1
Ahaz ( )

donde Ay, el drea de la superficie donde incide la luz. Por tanto, las unidades de la irradiancia en el
sistema internacional son W/m2.Para determinar el valor de la irradiancia asociada a una potencia
especifica, es necesario medir tanto la potencia como el drea de la superficie sobre la cual incide el haz
laser (ecuacidn 1). En nuestros experimentos, ajustamos los diametros de los haces de los diodos laser a
5mm, utilizando la medida del FWHM (ancho completo a la mitad del maximo) que se midié mediante la
técnica de la navaja. El area irradiada por las tres longitudes de onda (785, 806 y 561 nm) fue de
Apaz=Tt*r2=0.19 cm?. Una vez conocida la irradiancia, se puede calcular la exposicion, que representa la

densidad de energia depositada (p) para un tiempo de irradiaciéon dado mediante la siguiente ecuacion:

p = I * tirradiacions (2)

donde, I es lairradiancia y t;rrqdiacion €l tiempo de irradiacion.

2.4 Cantidad de luz infrarroja a partir de la Luz solar

Antes de que se implementara el uso del laser en los procesos de irradiacion de tejidos, células, etc., la

fuente de irradiacién utilizada de manera natural para la PBM era el sol. Es interesante saber, a partir de
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la luz natural emitida por el sol, cuanta de esta corresponde a las longitudes de onda utilizadas en este
estudio, en una superficie dada. Es por esto, que en este apartado se realiza una estimacién de ello.
Partimos de que, la irradiancia es decir la potencia por unidad de area producida por el sol es
aproximadamente de I;,; =1353 W/m? segln el reporte de la Nasa. (NASA Official, 2022). Esta irradiancia

esta distribuida en funcidon de la longitud de onda(A) de acuerdo a la distribucién de Planck:

[oe]

N 1
= [ 022 = | F 5
0 e kﬁTﬂ

Donde h=6.62x10-34 J.s es la constante de Planck, kﬁ=1.38x10-23 J/K es la constante de Boltzmann, la
velocidad de la luz es ¢=3x108 m/s y N es la constante de normalizacion. Esta constante de normalizacidn
N, depende de la temperatura de la superficie emisora, en este caso se utiliza la temperatura de la

superficie solar T=5772K, de forma que:

N = 15h%c* A

— Isol 7T4_kgT4 ( )

15 —23,,,4 5

N =l (3.86X10723m*) (5)

Al evaluar el integrando de la funcién de la ecuacién 3 obtenemos como resultado la distribucion que se
muestra en la figura 4. Esta curva corresponde a la irradiancia espectral de la radiacién solar dentro del
rango de 10-1500 nm, cabe mencionar que aqui se han ignorado los efectos de absorcidn atmosférica que

reducen los valores por debajo de esta estimacion tedrica.

Con este ejercicio se puede estimar aproximadamente el valor de la irradiancia espectral a una longitud
de onda en especifico, en nuestro caso las longitudes de onda de interés son 785, 806 y 561 nm, que son
las que se utilizaron en esta investigacidn. Los valores de irradiancia espectral correspondientes a cada

una de estas longitudes de onda se reportan en la tabla insertada dentro de la figura 4.
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Figura 4.Espectro solar de Radiacidn a partir de una cantidad de energia solar de 1353 W/m2.

Con base en estos resultados podemos ver que, si bien las densidades de potencia utilizadas en PBM son
moderadas (usualmente de 0.01 a 0.5 W/cm?), al utilizar fuentes laser con anchos espectrales angostos
(que tipicamente cubren un intervalo de = 2 a 5 nm), éstas son capaces de generar irradiancias espectrales
significativamente por encima de las irradiancias que se obtienen de la luz solar. Por ejemplo, un sistema
que emite 0.1 W de potencia sobre un intervalo de 5 nm en un drea de 1 cm? produce una irradiancia
espectral de 200 W/m2/nm. Por lo tanto, es posible observar que los campos utilizados en PBM puede
alcanzar valores de irradiancia espectral sumamente por encima de los valores a los que estan expuestos

los seres vivos de manera natural.



14

Capitulo 3. Metodologia

En este capitulo se presentan los métodos experimentales utilizados en el desarrollo de este proyecto. Se
describe el proceso de preparacidn y extraccién de muestras, se muestran los montajes experimentales
implementados vy, finalmente, se describe el proceso de captura y procesamiento de las imagenes

obtenidas

3.1 Preparacion de muestras

Para la preparacién de muestras fue necesario obtener mosquitos hembras y machos de Aedes aegypti de
4 dias de edad, los cuales fueron proporcionados por el laboratorio de entomologia de Grupo Molecular.
Estos mosquitos fueron concentrados en jaulas de 30 cm3. Posteriormente, fueron alimentadas con sangre
y separadas en contenedores de plastico cubiertos con tricot (tela translucida) sujetado con ligas. Las
hembras experimentales se mantuvieron a temperatura de 28 + 2°C, humedad relativa de 70-80% y
fotoperiodo Luz Oscura de 12:12h. Diariamente, se les proporciond una solucidn azucarada al 10% para

garantizar su sobrevivencia.

3.2 Extraccion de muestras

Una vez preparados y alimentados los mosquitos hembras de 4 dias de edad, se procede a colocarlos
dentro de un contenedor disefiado y adaptado para su transporte seguro hacia el laboratorio de
preparacion de muestras biolégicas del CICESE. En este laboratorio, después de 72 horas posteriores a su

alimentacidn, se realiza el proceso de extraccidn de los huevos de mosquitos.

Para esto, se siguieron las recomendaciones y el protocolo ya establecido por el equipo de entomologia

de GM.

A continuacidn, se describe el procedimiento de extraccidén de los huevos de mosquito, el cual también se

muestra de manera esquematica en la figura 5:
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Jaula de Crianza Aspirador Proceso de aletargado  Estereoscopio
entomologico de insectos
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por decapitacion por inicio de oviposicion papeleta con huevos

Figura 5.Representacion esquematica del proceso de extraccién de huevos de mosquito Aedes aegypti.

1. Para extraer de manera controlada los mosquitos de la jaula de crianza, se construyd un aspirador
entomoldgico que consta de una mangueray un tubo de vidrio unidos entre si, ademas de un filtro
interno. Con este dispositivo es posible aspirar una cantidad especifica de individuos.
Generalmente, se seleccionan y aspirar de 2 a 3 hembras, de las cuales se extraen
aproximadamente de 30 a 40 huevos de cada una, cantidad suficiente para el experimento

correspondiente.

2. El aspirador entomoldgico que contiene los mosquitos se coloca dentro de una nevera a 5 °C
durante 2 minutos. A esta temperatura, las funciones fisioldgicas de los mosquitos se ven
alteradas, lo que provoca principalmente una notable disminucidn en su movilidad (efecto similar

a la anestesia). Esto asegura que sus funciones se ralenticen y facilita la manipulacion.

3. El aspirador entomoldgico es retirado de la nevera, y se observaron los mosquitos en reposo a
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través de un estereoscopio (Modelo Edmund Ind. Optics), notando el inicio de su actividad
locomotora como indicio para proceder realizar el proceso de oviposicidn inducida por extirpacién

de la cabeza del mosquito (Diaz-Santiz and Mikery 2023 en prensa).

4. Inmediatamente después de la extirpacion, se inicid la expulsion de huevos de coloracién
transparente mediante contracciones presentadas en el abdomen. Utilizando un microscopio
estereoscopico y un pincel con punta fina, se procedié a retirar los huevos uno a uno, teniendo el
cuidado de no extirparlos ni arrastrarlos debido a su fragilidad. Finalmente, estos se colocan sobre
papeletas de papel filtro de 6 mm de didmetro, previamente humedecidas para su posterior

irradiacion.

5. En todos los experimentos realizados se colocaron 10 huevos en cada papeleta, esto con el
objetivo de contar con un numero significativo de muestras para su analisis. En cada experimento
de irradiacion, se utilizaron dos papeletas con muestras, una designada como control (sin irradiar)
y la otra destinada a ser irradiada. Al concluir cada irradiacién, se inicié el proceso de monitoreo

de las muestras durante un periodo de 3 horas.

3.3 Irradiacion de muestras

Los experimentos de irradiacion y evaluacién de los efectos biolégicos inducidos en las muestras se
realizaron en las instalaciones del CICESE. Para el proceso de irradiacion se utilizaron diferentes longitudes
de onda: dos de ellas en el infrarrojo cercano (785 y 806 nm) y una en el visible (561 nm). Para el caso de
785 nm, se utilizé un diodo laser operando en el régimen de onda continua (cw) y con salida de fibra dptica

a sintonizable en potencia de 0 a 500 mW (MDL-111-785-500mW).

La irradiacion a 806 nm se realizd con un dispositivo de fibra laser, con una potencia fija de 100mWwW
desarrollado por GM. Este dispositivo laser se utilizé6 en modalidad de onda continua. Para el caso de 561
nm, se utilizd, un diodo laser operando en el régimen de emisién continua (Obis 561, Coherent). Esta
ultima longitud de onda se utilizé para efectos comparativos con respecto a las longitudes de onda del

infrarrojo cercano.



17

3.4 Montaje experimental para la irradiacion de 785 nm

b)
Esfera
Integradora

‘—__

Figura 6. a) Montaje experimental 785 nm. b) Montaje experimental 785 nm con esfera integradora. En la imagen:
NM: Nido de Monitoreo, NI: Nido irradiando, MD: Medidor de Potencia.
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Para el proceso de irradiacidon correspondiente a la longitud de onda de 785 nm, se utilizd el arreglo
experimental que se muestra esquematicamente en la Figura 6.a). El arreglo consta del diodo laser (CNI,
MDL-111-785-500 mW) con salida a fibra dptica y potencia variable de 0 a 500 mW. El haz laser es colimado
mediante una lente de colimacién (Thorlabs, F240SMA-780) que es acoplada a la salida de la fibra. Después
de la fibra, se coloca un medidor de potencia sobre una montura desplazable angularmente para las

mediciones de potencias correspondientes.

El sistema de colocacidon de muestras y monitoreo estd integrado en una mesa indexadora construida
por GM. Esta mesa cuenta con un carrusel que tiene 12 compartimentos circulares denominados “nidos”
de un didmetro de 1 cm, en los cuales se colocan las muestras. Sobre la base de los nidos se colocan trozos
circulares hechos a medida de algoddn, y sobre estos se colocan las papeletas con las muestras (huevos).
Es importante destacar que las muestras deben de mantenerse hidratadas para no afectar el proceso de
desarrollo del coridn; por lo cual se procede a humedecer tanto el algodén como las papeletas antes de

iniciar los experimentos.

El sistema de monitoreo estd conformado por una fuente de iluminacion (LED blanco) y un sistema
formador de imagen compuesto por una lente y una cdmara CCD. El proceso de adquisicidon de imagenes
esta sincronizado con el movimiento circular del carrusel, lo cual permite adquirir imagenes de manera
selectiva y automatizada. La adquisicion de imagenes es controlada mediante un software programado en

Python desarrollado también en GM.

El haz laser tiene un perfil espacial Gaussiano cuyo didmetro medido al valor FWHM es de 5 mm. Si bien,
el diametro completo del haz cubre totalmente el nido cuyo didmetro es de 10 mm, se debe de tener
cuidado y tener la certeza de colocar las muestras en la zona central y dentro del didmetro FWHM de
incidencia del haz, esto para garantizar que todas las muestras sean irradiadas con la misma densidad de

energia.

Con el fin de lograr una distribucién homogénea de la energia de irradiacion en toda el area del nido, se
emplea una esfera integradora Mikropack 50 mm, la cual se posiciona en la salida de la fibra éptica, como
se ilustra en la Figura 6.b). Esta configuracion asegura una irradiacion uniforme en todas las muestras
ubicadas en el nido. Es importante sefialar que la distancia tanto de la fibra como de la esfera integradora

se ajustd para que el haz cubriera completamente el area del nido.
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3.5 Montaje experimental para la irradiacion a 806 nm

Figura 7.Montaje experimental 806 nm. En la imagen FDN1: Filtro de densidad neutral; FDN2: Filtro de densidad
neutra 2; PO: Polarizador; MP: Medidor de potencia.

Para el caso de la irradiacién a 806 nm, el arreglo experimental se muestra en la Figura 7. El sistema de
colocacién de muestras y de monitoreo (mesa indexadora) es el mismo que en el caso anterior, solamente,
se adapto el sistema de irradiacidn. En esta configuracidn, se utiliza un dispositivo laser de 806 nm, el cual

tiene una potencia de salida fija de 100 mW.

Para ajustar los valores de potencia correspondientes, empleamos un conjunto de filtros de densidad
neutral FDN1-FDN2 y un atenuador. La potencia se mide con un medidor de potencia colocado después

del atenuador.

Es importante mencionar que, a diferencia del arreglo experimental de 785 nm en este caso no se requiere
el uso de la esfera integradora, ya que el dispositivo laser fue disefiado para iluminar de manera uniforme

toda la superficie de los nidos.
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3.6 Montaje experimental para la irradiacion 561 nm

Para el caso de los experimentos con irradiacion en el espectro visible, se utilizé un diodo laser de emision
continua a 561 nm (Obis, Coherent). Similar al caso de irradiacién a 785 nm, fue necesario ajustar el
didmetro del haz y utilizar la esfera integradora para lograr una iluminacidn uniforme en toda la superficie

de los nidos. El arreglo experimental se muestra de manera esquematica en la figura 8.

*— 561 nm

Figura 8.Montaje experimental 561 nm. En la imagen E1, E2, E3: Espejos.

3.7 Adquisicion, procesamiento y analisis de imagenes

Como se mencioné previamente, el proceso de adquisicion de imagenes estd sincronizado con el
movimiento giratorio del carrusel que contiene las muestras. El programa de control y adquisicién esta
programado en el lenguaje Python. A través de la interfaz, se puede seleccionar los nidos para la
observacién. En todos los experimentos, el tiempo de monitoreo fue de 3 horas después de la irradiacidn.
El intervalo de tiempo entre la adquisicion de imagenes consecutivas de cada nido varia segin el nimero
de nidos que se monitorean simultaneamente, oscilando entre 13 y 45 segundos. Cabe mencionar que en
todos los casos se utilizaron dos nidos: uno para el grupo de control y otro para el grupo de irradiacién. El

software utilizado facilita la separacion y el almacenamiento de las imagenes asociadas a cada caso. Para
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determinar de manera mas eficiente el tiempo de desarrollo del exocorium de los huevos a partir de las
imagenes obtenidas en cada experimento, se disefid un programa en Matlab. Es te programa primero
carga todas las imagenes de la carpeta correspondiente. Cada carpeta tiene definido el tiempo inicial de
la primera foto y el intervalo de tiempo con el que se tomd cada imagen. La uUltima imagen del monitoreo
se utiliza como referencia, y a partir de esta, se selecciona con el puntero el huevo a analizar (ver figura
9). El programa realiza un “barrido” de la muestra seleccionada sobre todo el conjunto de imagenes de

ese experimento.

Figura 9.Ultima imagen como referencia para la seleccién de cada huevo.

Los pixeles que componen cada imagen se convierten a escala de grises y posteriormente se obtiene el
complemento de esta imagen, es decir, sus niveles de intensidad se invierten (el color mas oscuro en la
imagen original corresponde al color mas claro en la imagen procesada). Este procedimiento se realiza
debido a que los huevos en su estado inicial son transparentes y facilita el proceso para poderlos analizar.
Para cada imagen se calcula el nimero total de pixeles y el nimero de pixeles de color blanco. Por ultimo,
a medida que avanza este barrido, los pixeles que cumplen con la condicién de nivel de intensidad

establecido, son etiquetados con marcadores rojos como referencia y registra el nimero de pixeles
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etiquetados en memoria (ver figura 10).

Figura 10.Secuencia del andlisis de las imagenes de como el huevo cambia de intensidad y como se marca cada pixel.

Por ultimo, a los datos obtenidos, se les aplica un suavizado de Savitzky—Golay reducir para reducir el ruido
sin afectar las caracteristicas propias de la curva obtenida y estimar su primera y segunda derivada.
Posteriormente, se usan estos datos para medir el tiempo en el que se alcanzan los maximos de la funcion
correspondiente a velocidad y aceleracidn del proceso de en el desarrollo del exocorium y asi calcular los
maximos de la funcién correspondiente a velocidades maximas y aceleraciones (primera y segunda
derivada). Finalmente, los datos relevantes se guardan en un archivo de texto (txt). Este procedimiento se
repite para cada uno de los 10 huevos presentes en laimagen. El diagrama de flujo y el cédigo del programa
se muestra de manera detallada en la seccién de anexos. El nivel de intensidad y otros detalles sobre el
analisis de datos se presentan con mas detalle en la seccion 4.1.2 Descripcién del procedimiento de analisis

de resultados.
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Capitulo 4. Resultados

En este capitulo se describen y discuten los resultados del presente proyecto de tesis. Estos resultados
incluyen la determinacion del primer conjunto de pardmetros de irradiacidn realizados con la longitud de
onda de 785 nm. Se muestran los resultados utilizando los segundos pardmetros de irradiacidon para las
tres longitudes de onda de 785, 806 y 561 nm. Finalmente, se muestra de manera visual la direcciéon de

desarrollo del exocorium junto con respectiva estadistica.

4.1 Determinacion de los primeros parametros de irradiacion y descripcion del

procedimiento de analisis de resultados

4.1.1 Determinacion primeros parametros de irradiacion

Como se habia mencionado en la seccién 1.1, la PBM se realiza a niveles de irradiancia y densidad
superficial de energia relativamente bajos, valores menores tipicamente a 200 mW/cm? y de 0.1 a 100
J/cm?. Teniendo en cuenta estos valores, se establecid que la primera recoleccién de datos englobaria
valores de irradiancia desde 1 mW/cm? hasta 200 mW/cm? (Ver tabla 1), esto con el fin de observar el
comportamiento de los huevos a diferentes tiempos de irradiacién, especificamente a 10, 100, 500 y 1000

segundos. Estos primeros parametros fueron tomados solo para la longitud de onda de 785 nm.

Tabla 1.Primeros parametros de irradiancia.

Densidad de Energia(J/cm?)
Potencia Irradiancia
(mw) (mW/cm?)
0.19 1 0.01 0.1 0.5 1
1.96 10 0.1 1 5 10
491 25 0.25 2.5 12.5 25
9.82 50 0.5 5 25 50
19.63 100 1 10 50 100
39.26 200 2 20 100 200
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4.1.2 Descripcion del procedimiento de analisis de resultados
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Figura 11.Niveles de oscuridad.

Para realizar un analisis de resultados para esta investigacion fue necesario establecer dentro de la
segunda etapa del programa de Matlab (ver secciéon 3.7 Adquisicion, procesamiento y andlisis de
imagenes), un criterio de medicion especifico como lo fue el nivel de intensidad con valor de 224 dentro
de una escala de 0 (negro) a 255 (blanco). El nivel de intensidad con valor de 224 se obtuvo a partir de
observar que otros valores no se ajustaban a la medicién del desarrollo del exocorium. La dependencia
temporal del nimero de pixeles que supera el umbral se presenta en la figura 11 para distintos valores del

valor umbral de intensidad.

Tomando en consideracion lo anterior se pudo de optimizar la evaluacién de pardmetros relevantes para
cada huevo obtenidos siguiendo el procedimiento de la figura 12. Primero se hace un ajuste de Savitzky—
Golay a las graficas de los datos que corresponden a los nimeros de pixeles blancos durante el tiempo de
monitoreo (ver linea azul de la figura 12 a). Este ajuste reduce el ruido como se puede apreciar en la linea

roja de la figura 12 a).
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Figura 12.a) Datos obtenidos a partir de medir nimeros de pixeles durante el tiempo de monitorio y su respetivo
ajuste Savitzky—Golay. b) Primera derivada del ajuste savitzky—golay. c) segunda derivada del savitzky—golay. En la
imagen Vmax: velocidad maxima; Tf= tiempo final del desarrollo del exocorium; To: tiempo inicial del desarrollo del
exocorium, AT:diferencia de tiempos entre tiempo final y tiempo inicial del desarrollo del exocorium.
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En la figura 12 b) se muestra la primera derivada producida a partir del ajuste de Savizky-Golay, se indica
la ubicacidn del valor maximo y la ubicacién donde la primera derivada alcanza un 10% del valor maximo;
el tiempo asociado al valor maximo corresponde al momento en que la velocidad del desarrollo del
exocorium es maxima, mientras que el tiempo asociado al 10% del valor maximo se asocia con el momento
donde se finaliza el proceso de desarrollo completo del exocorium. Al calcular este valor de velocidad final
obtenemos también el tiempo final del desarrollo de exocorium. En la figura 12 c) se muestra el valor
maximo de la segunda derivada correspondiente al valor de la aceleracidn a este valor se le asocial el
tiempo de inicio del desarrollo del exocorium. Este tiempo corresponde al tiempo inicial del desarrollo del
exocorium. Es conveniente resaltar nuevamente que este proceso se repitié para cada uno de los 10
huevos irradiados y de control, esto con la finalidad de obtener un promedio del tiempo final e inicial del
desarrollo, dichos parametros fueron los escogidos para estudiar el efecto de PBM, asi como la diferencia
de estos tiempos es decir tiempo final menos tiempo inicial AT. Esta diferencia permite saber el tiempo
de duracién de desarrollo del exocorium para cada huevo. Cabe resaltar que este procedimiento del
analisis de resultados se llevd cabo tanto para resultados obtenidos de los primeros parametros de
irradiaciéon (seccién 4.2) como también para los resultados de los segundos pardmetros de irradiacion

(seccion 4.4).

4.2 Resultados utilizando los primeros parametros de irradiacion

4.2.1 Primer conjunto de datos a 785 nm

4.2.1.1 Tiempo de irradiacion: 10 segundos

En la tabla 2 se muestran los valores obtenidos al irradiar las muestras durante 10 segundos con una
longitud de onda de 785 nm a diferentes densidades de energia y su respectivo control (muestra sin
irradiar). Este control tiene un valor inicial de 125.42 + 11.59 (min) y las demas densidades de energia sus

tiempos iniciales son menores a este valor.

Esta relacidn la podemos observar también para los tiempos finales; sin embargo, podemos notar que en

las diferencias de tiempos se presenta un aceleramiento del proceso del desarrollo de exocorium,
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especialmente para una densidad de energia de 0.01 J/cm? mientras que a medida que se aumenta esta
densidad de energia, también aumenta esta diferencia tendiendo a un valor parecido a la del control. Esto
se puede observar con detalle en la grafica de la figura 13, donde la linea azul muestra esta diferencia de
tiemposy la linea azul punteada muestra su control, a medida que aumenta la densidad de energia el valor

del tiempo del desarrollo tiende a tomar valores cerca del control.

Tabla 2.Datos obtenidos primer conjunto 785 nm para un tiempo de irradiacion de 10 segundos.

Densidad de Energia Tiempo inicial To Tiempo final Tf Diferencia de tiempos AT
depositada (J/cm?2) (min) (min) (min)
0 125.42 +11.59 160.74 +13.36 35.32+17.69
0.01 108.23 +6.48 130.13+% 14.06 21.89 +£15.48
0.1 113.36+5.51 139.01 +12.96 25.65 +14.08
0.25 114.52 +4.55 143.34 +15.22 28.81+15.89
0.5 122.23 +6.018 155.58 +9.75 33.35+11.46
1 116.20+7.41 148.15+11.33 31.95+13.54
2 112.84+5.48 145.45 +9.32 32.60+10.81
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Figura 13.Primer conjunto 785 nm con un tiempo de irradiacion de 10 seg. En la imagen Tf=tiempo final del desarrollo
del exocorium; To: tiempo inicial del desarrollo del exocorium, AT: Diferencia de tiempos entre tiempo final y tiempo
inicial del desarrollo del exocorium.

4.2.1.2 Tiempo de irradiacion: 100 segundos.

Enla tabla 3 se muestran a los valores obtenidos al irradiar las muestras por 100 segundos con una longitud
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de onda de 785 nm a diferentes densidades de energia y su respectivo control. Este control tiene un valor
inicial de 121.22 + 9.67 (min) y las demads densidades de energia sus tiempos iniciales es menor a este
valor. Esta relacién la podemos observar también para los tiempos finales, sin embargo, podemos notar
que en las diferencias de tiempos entre tiempo final y tiempo inicial se presenta un aceleramiento del

proceso del desarrollo de exocorium especialmente para una densidad de energia de 2.5 J/cm?.

Tabla 3.Datos obtenidos primer conjunto 785 nm para un tiempo de irradiacion de 100 segundos.

Densidad de Energia Tiempo inicial To Tiempo final Tf Diferencia de tiempos (min)
depositada (J/cm?) (min) (min) P
0 121.22 +9.67 152.72 + 16.53 31.50 £ 19.15
0.1 84.52 £ 6.360 108.54 + 13.90 24.02 £15.28
1 102.84 +3.53 122.00 + 10.63 19.16 +11.20
2.5 97.26 £5.75 114.37 +6.95 17.11 +9.02
5 98.48 + 2.65 125.73 +4.23 27.24 +£5.00
10 94.10 +7.66 127.46 +12.12 33.36 +14.34
20 91.21+7.75 119.66 +6.58 28.44 +10.16
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Figura 14.Primer conjunto 785 nm con un tiempo de irradiacion de 100 seg. En la imagen Tf= tiempo final del
desarrollo del exocorium; To: tiempo inicial del desarrollo del exocorium, AT: diferencia de tiempos entre tiempo final
y tiempo inicial del desarrollo del exocorium.

Los valores de diferencia de tiempos para densidades de energia como 0.1,1,5, 10 J/cm? se mantuvieron
menores al del control. Sin embargo, para una densidad de energia de 10 J/cm? llego a ser mayor esta

diferencia respecto a su control, es decir el proceso de desarrollo fue moderadamente ralentizado. En la
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grafica de la figura 14 se muestra la tendencia de como para ciertas densidades de energia, al realizar sus
respectivas diferencias de tiempo, algunos valores se mantienen por debajo del control y a medida que
aumenta estas densidades los valores llegan a ser mayores en el caso de 10 J/cm?y para los demas valores

de densidad se mantienen muy parecidos a los valores del control.

4.2.1.3 Tiempo de irradiacidn: 500 segundos.

Los valores presentados en la tabla 4 corresponden al caso en que las muestras se irradiaron durante 500
segundos con una longitud de onda de 785 nm a diferentes densidades de energia y su respectivo control.
Este control tiene un valor de diferencia de tiempos de 30.31 + 21.76 (min). Sin embargo, a medida que
aumenta la densidad de energia esta diferencia de tiempos tiende a ser oscilante, es decir, para una

densidad de energia de 0.5 J/cm? aumenta su valor respecto al control.

En el caso de 5 J/cm? este valor disminuye. Para densidades de 12.5 y 25 J/cm? la diferencia de tiempos
vuelve aumentar, siendo esta Ultima densidad de energia que presenta la mayor diferencia de tiempos
con un valor de 43.15 + 13.9 min. Por ultimo, para densidad 50 y 100 J/cm? nuevamente disminuye esta
diferencia de tiempos. Se presenta un aceleramiento del proceso del desarrollo de exocorium
especialmente para una densidad de energia de 100 J/cm?; Esta densidad como se observa en la gréfica
de la figura 15 se observa se mantiene por debajo del control tanto como en el tiempo inicial, final y de la

diferencia de tiempos.

Tabla 4.Datos obtenidos primer conjunto 785 nm para un tiempo de irradiacion de 500 segundos.

Densidad de Tiempo inicial To Tiempo final Tf . . .
, . . Diferencia de tiempos
Energia (min) (min) (min)
depositada (J/cm?)
0 119.41 +£12.09 149.73 + 18.09 30.31+£21.76
0.5 113.06 +13.11 147.20 £9.97 34.14 + 16.47
5 111.84 £2.03 126.68 £+ 19.81 14.83 £ 19.91
12.5 114.20+8.71 149.25 +9.021 35.04+12.54
25 107.50 +£4.53 150.65 +13.20 43.15+13.95
50 119.53 +£11.55 136.06 £ 13.23 16.53+17.56
100 96.69 + 6.00 107.34 £9.12 10.65 +10.92
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Figura 15.Primer conjunto 785 nm con un tiempo de irradiacion de 500 seg. En la imagen Tf= tiempo final del
desarrollo del exocorium; To: tiempo inicial del desarrollo del exocorium, AT: diferencia de tiempos entre tiempo final
y tiempo inicial del desarrollo del exocorium.

4.2.1.4 Tiempo de irradiacion: 1000 segundos.

Tabla 5.Datos obtenidos primer conjunto 785 nm para un tiempo de irradiacion de 1000 segundos.

Densidad de Energia Tiempo inicial To Tiempo final Tf Diferencia de tiempos (min)
depositada (J/cm?) (min) (min)
0 110.67 £ 9.69 130.83 +11.02 20.15+ 14.68
1 106.97 +7.18 118.54 +5.51 11.57 £9.05
10 108.08 + 10.35 127.46 +11.74 19.37+ 15.66
25 121.20+9.15 134.82 +5.33 13.61 +10.59
50 104.31+5.49 129.24 +12.22 2492 +£13.40
100 102.17 £5.81 123.32+9.75 21.14 +£11.35
200 117.94 +10.18 149.96 + 11.02 32.02 £ 23.05

La tabla 5 corresponde a los valores obtenidos al irradiar las muestras por 1000 segundos con una longitud
de onda de 785 nm a diferentes densidades de energia y su respectivo control. Este control tiene un valor
de diferencia de tiempos de 20.15 + 14.68 (min). Tanto en la tabla 5 como en la grafica de la figura 16 se
observa que para valores de densidad de energia depositada entre 1y 25 J/cm?, sus respectivos valores
de diferencia se mantienen por debajo del control, mientras que aumentan para densidades de energia
de 50 y 200 J/cm?. En este caso se presenta un aceleramiento del proceso del desarrollo de exocorium

especialmente para una densidad de energia de 1 J/cm?. La mayor diferencia de tiempos se presenta para
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una densidad de energia de 200 J/cm? con una duracidén de 32.02 + 23.05 (min), es decir, este fue la mayor

duracién en que se desarrollaron el exocorium de los huevos.
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Figura 16. Primer conjunto 785 nm con un tiempo de irradiacion de 1000 seg. En la imagen Tf= tiempo final del
desarrollo del exocorium; To: tiempo inicial del desarrollo del exocorium, AT: diferencia de tiempos entre tiempo final
y tiempo inicial del desarrollo del exocorium.

4.3 Determinacion de los segundos parametros de irradiacion

Considerando los resultados del primer conjunto de irradiaciones, se observd un efecto estimulatorio
importante en los tiempos de desarrollo cuando se utilizaron densidades de energia entre 1 a 5 J/cm?. Este
resultado incité la decision de estudiar detalladamente condiciones de irradiacion con potencia,
irradiancia y energia menor a los utilizados en el primer conjunto de irradiaciones. Por lo que, se generaron

nuevos valores de irradiancias y densidades de energia (Ver tabla 6).

Se excluyd el tiempo de irradiacién correspondiente a 1000 segundos debido a la ausencia de
aceleramiento significativo del proceso de desarrollo del exocorium en el primer conjunto de irradiaciones.
Finalmente, como parte del procedimiento y tomando como referencia la tabla 1, se procedid a calcular
nuevamente los respectivos valores de densidad de energia. Cabe mencionar que estos valores de

densidad de energia se usaron para las tres longitudes de onda (785, 806 y 561 nm).
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Tabla 6.Segundos parametros de irradiancia.

Densidad de Energia (J/cm?2)
Potencia Irradiancia
(mw) (mW/cm?)
0.001 0.00001 0.0001 0.001 0.005
0.019 0.0001 0.001 0.01 0.05
0.049 0.00025 0.0025 0.025 0.125
0.098 0.0005 0.005 0.05 0.25

4.4 Resultados utilizando los segundos parametros de irradiacion

4.4.1 Longitud de onda 785 nm

4.4.1.1 Tiempo de irradiacién: 10 segundos.

Como se observa en la tabla 7 y la grafica de la figura 17al irradiar con esta longitud de onda vy
estableciendo un tiempo de irradiacion de 10 segundos, tenemos que la diferencia de tiempo para el
control tuvo un valor de 25.52 + 9.71 (min). La diferencia de tiempos correspondiente a las densidades de
energia de 0.0001, 0.001 y 0.0025 (J/cm?) se mantuvieron por debajo de este control. Siendo la densidad
de energia de 0.0001 (J/cm?) la que presenta menor valor. Para una densidad de energia 0.005 (J/cm?) se
sobrepasa el valor del control, siendo la densidad de energia con mayor diferencia de tiempo, es decir, fue

la densidad de energia con mayor duracién en el desarrollo de exocorium.

Tabla 7.Datos obtenidos para 785 nm para un tiempo de irradiacion de 10 segundos.

Densidad de Energia Tiempo inicial To Tiempo final Tf ) . A .

. . . Diferencia de tiempos (min)
depositada (J/cm?2) (min) (min)

0 86.86 + 14.22 112.39+6.37 25.52+9.71

0.0001 91.41+ 12.47 108.22 + 10.74 16.81+12.36

0.001 90.82 £13.37 113.14 +6.31 22.31+£8.21

0.0025 89.33+10.21 108.83 + 10.14 19.50 + 14.04

0.005 90.45+5.61 120.80 +9.38 30.34+12.23
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Figura 17.Datos 785 nm con un tiempo de irradiacién de 10 seg. En la imagen Tf= tiempo final del desarrollo del
exocorium; To: tiempo inicial del desarrollo del exocorium, AT: diferencia de tiempos entre tiempo final y tiempo
inicial del desarrollo del exocorium.

4.4.1.2 Tiempo de irradiacion: 100 segundos.

De la tabla 8 y la gréfica de la figura 18 se observa que el tiempo inicial del desarrollo de los huevos fue

aproximadamente igual para todas las densidades de energia; Sin embargo, los tiempos finales se

mantuvieron entre los 122 a 124 min a excepcidn para una densidad de energia de 0.01 (J/cm?) donde se

presente el mayor tiempo final de desarrollo con un valor de 132.59 + 15.69 (min), y mayor valor en la

diferencia de tiempos. Por el contrario, la menor diferencia de tiempo se presentd para una densidad de

energia de 0.05 (J/cm?).

Tabla 8.Datos obtenidos para 785 nm para un tiempo de irradiacion de 100 segundos.

Densidad de Energia Tiempo inicial To Tiempo final Tf 5 . . .
. . . Diferencia de tiempos (min)
depositada (J/cm?) (min) (min)
0 97.25+10.90 124.39 +15.28 27.14 +£18.77
0.001 98.71+8.85 122.21+13.59 23.49 £ 16.22
0.01 97.15+11.49 132.59 + 15.69 35.43£19.45
0.025 97.92 +10.21 126.89 + 18.71 28.97 £21.32
0.05 99.50 + 13.92 122.17 +18.82 22.66 * 23.41
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Figura 18.Datos 785 nm con un tiempo de irradiacién de 100 seg. En la imagen Tf= tiempo final del desarrollo del
exocorium; To: tiempo inicial del desarrollo del exocorium, AT: diferencia de tiempos entre tiempo final y tiempo
inicial del desarrollo del exocorium.

4.4.1.3 Tiempo de irradiacion: 500 segundos.

De la tabla 9 y la grafica de la figura 19, se observa que los valores de densidad de energia de 0.005 y 0.05

(J/cm?), tanto como sus tiempos iniciales como sus como sus tiempos finales se mantuvieron por debajo

de las del control. Por consiguiente, sus diferencias de tiempos también fueron menores a este, es decir

el desarrollo fue més rapido en estas densidades. Para densidades como 0.125 y 0.25 (J/cm?), se observa

que, aunque el desarrollo empezd antes con respecto al tiempo inicial del control, cada uno de sus

procesos tomaron mds tiempo que la diferencia de tiempos de control.

Tabla 9.Datos obtenidos para 785 nm para un tiempo de irradiacion de 500 segundos.

Densidad de Energia Tiempo inicial To Tiempo final Tf 5 . . .
) . . Diferencia de tiempos (min)
depositada (J/cm?) (min) (min)
0 11491 +13.84 132.15 +15.06 17.24 £ 20.45
0.005 91.97 +7.58 107.49 + 10.31 15.52 + 12.79
0.05 110.10+13.61 126.88 +12.80 16.78 £+ 18.69
0.125 112.23+7.82 138.23 +13.30 25.99+15.43
0.25 97.75 £ 27.42 118.01+6.19 20.26 £28.11
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Figura 19. Datos 785 nm con un tiempo de irradiacidon de 500 seg. En la imagen Tf= tiempo final del desarrollo del
exocorium; To: tiempo inicial del desarrollo del exocorium, AT: diferencia de tiempos entre tiempo final y tiempo
inicial del desarrollo del exocorium.

4.4.2 Longitud de onda 806 nm

4.4.2.1 Tiempo de irradiacion: 10 segundos

Teniendo en cuenta los valores de la diferencia de tiempos para una irradiacién de 10 segundos con la
longitud de onda de 806 nm, se observa que el control tiene un valor de 25.52 + 9.71 min (Ver tabla 1y
grafica de la figura 20). Teniendo este valor como nuestro punto referencia, vemos que para la densidad
de energia como 0.0001 y 0.001 (J/cm?), esta diferencia de tiempos disminuye a 16.81 + 12.36 miny 22.31
+ 8.21 min, respectivamente, es decir estos valores de densidad para este caso son los que presentan

mayor efecto PBM.

Adicionalmente, se observa una ralentizacién altamente significativa del proceso de desarrollo del
exocorium para una densidad de energia de 0.001 J/cm?, tanto para el inicio como el final del mismo.
Mientras que para una densidad mayor a 0.005 J/cm?, este proceso es aproximadamente 5 minutos mayor

respecto al control.



Tabla 10. Datos obtenidos para 806 nm para un tiempo de irradiacion de 10 segundos.
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Densidad de Energia

Tiempo inicial To

Tiempo final Tf

Diferencia de tiempos (min)

depositada (J/cm32) (min) (min)
0 98.94 £ 13.65 119.29 + 15.22 20.35 £20.45
0.0001 92.39+9.60 113.65 + 10.35 21.25+14.12
0.001 120.06 + 10.16 148.67 +9.69 28.61 + 14.04
0.0025 100.12 +7.08 126.78 £ 7.08 26.65 + 10.02
0.005 121.74 £ 6.55 140.31 £ 8.22 18.56 + 10.51
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Figura 20.Datos 806 nm con un tiempo de irradiacién de 10 seg. En la imagen Tf= tiempo final del desarrollo del
exocorium; To: tiempo inicial del desarrollo del exocorium, AT: diferencia de tiempos entre tiempo final y tiempo
inicial del desarrollo del exocorium.

4.4.2.2 Tiempo de irradiacion: 100 segundos.

Para este caso en el que se irradio por 100 segundos las muestras (Ver tabla 11 y grafica de la figura 21),

se tiene que el control presenté un valor de diferencia de tiempo de 25.45 + 14.27 min. La Unica densidad

de energia que presentd un valor menor en esta diferencia de tiempo fue para 0.05 (J/cm?). Se observa

que, aunque para esta densidad energia, su tiempo inicial de desarrollo empezd después que el tiempo

inicial de control, no afectd en el hecho de que pudiera a llegar a durar mas su desarrollo; esto lo vemos

también reflejado en su tiempo final que llego a ser un valor muy cercano al tiempo final del control.



Tabla 11.Datos obtenidos para 806 nm para un tiempo de irradiacién de 100 segundos.
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Densidad de Energia

Tiempo inicial To

Tiempo final Tf

Diferencia de tiempos (min)

depositada (J/cm32) (min) (min)
0 115.15+9.18 140.61 +10.92 25.45 +14.27
0.001 105.25 +9.09 136.61 +13.33 31.35+16.14
0.01 111.74 +13.01 145.18 +17.30 33.43 £21.65
0.025 111.25+9.43 137.97 +12.24 26.71 +15.45
0.05 121.74 +11.06 140.31 +£9.10 18.56 +14.32
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Figura 21.Datos 806 nm con un tiempo de irradiacidon de 100 seg. En la imagen Tf= tiempo final del desarrollo del
exocorium; To: tiempo inicial del desarrollo del exocorium, AT: diferencia de tiempos entre tiempo final y tiempo
inicial del desarrollo del exocorium.

4.4.2.3 Tiempo de irradiaciéon: 500 segundos.

Tabla 12.Datos obtenidos para 806 nm para un tiempo de irradiacién de 500 segundos.

Densidad de Energia

Tiempo inicial To

Tiempo final Tf

Diferencia de tiempos (min)

depositada (J/cm?2) (min) (min)
0 99.37 +14.36 128.87 +17.97 29.50 +23.01
0.005 94.69 + 8.45 116.32 +13.12 21.63 +£15.61
0.05 79.43 £8.26 98.35+11.61 18.91 +14.25
0.125 103.12 +7.43 139.40 + 13.00 36.27 +14.97
0.25 119.14 + 10.54 158.33 +10.13 39.19 +14.63
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Figura 22.Datos 806 nm con un tiempo de irradiacidon de 500 seg. En la imagen Tf= tiempo final del desarrollo del
exocorium; To: tiempo inicial del desarrollo del exocorium, AT: diferencia de tiempos entre tiempo final y tiempo
inicial del desarrollo del exocorium.

Teniendo en cuenta los valores obtenidos en la tabla 12 y la grafica de la figura 22, correspondientes a un
tiempo de irradiacidon de 500 segundos, se observa que nuevamente las dos densidades de energia con
valores de 0.005 y 0.05 (J/cm?) presentan un menor tiempo inicial respecto al tiempo inicial del control.
Realizando sus respectivas diferencias de tiempo vemos que también el proceso de desarrollo del

exocorium se adelanta 8 y 11 min, respectivamente.

Para el caso de la densidad de energia de 0.125 (J/cm?), su tiempo inicial también es mayor al tiempo inicial
del control, asi como también su tiempo final es mayor al tiempo final del control. Por consiguiente,
cuando se realiza la diferencia de tiempo correspondiente, se obtiene que duro mas el proceso de

desarrollo.

Para el caso de una densidad de energia de 0.25 (J/cm?), se obtiene que tanto el tiempo inicial como final
fueron mayores al del control, siendo ésta una de las densidades de energia que presentd una duracidn

mayor de desarrollo.



4.4.3 Longitud de onda 561 nm

4.4.3.1 Tiempo de irradiacién: 10 segundos.

Tabla 13.Datos obtenidos para 561 nm para un tiempo de irradiacion de 10 segundos.
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Densidad de Energia Tiempo inicial To Tiempo final Tf Diferencia de tiempos (min)
depositada (J/cm?2) (min) (min) P
0 108.12 +11.54 130.11 +14.48 21.98 +18.52
0.0001 103.88 +£10.35 126.00 £+ 10.53 22.11 +14.77
0.001 114.07 £9.98 142.18 +11.20 28.11 +15.00
0.0025 89.94 +6.38 106.45 +10.77 16.50 £12.51
0.005 98.31+7.25 115.82 £9.27 17.51 £11.77
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Figura 23.Datos 561 nm con un tiempo de irradiacién de 10 seg. En la imagen Tf= tiempo final del desarrollo del
exocorium; To: tiempo inicial del desarrollo del exocorium, AT: diferencia de tiempos entre tiempo final y tiempo
inicial del desarrollo del exocorium.

Observamos que, para esta longitud de onda en un tiempo de irradiacion de 10 segundos (Ver tabla 13)

se presenta un comportamiento diferente a las otras longitudes de onda. En este caso se tiene una

disminucién en la diferencia de tiempos para las densidades de energia mayores. Estos tiempos fueron

menores para los valores de densidad de energia de 0.0025 y 0.005 (J/cm?2).
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Ya en los casos menores de la densidad de energia lo que ocurrié fue un aumento en estos tiempos
respecto al control. En la grafica de la figura 23, se observa como para densidades de energia menores, es

decir 0.0001 y 0.001 (J/cm?), los tiempos se mantienen mayores con respecto al control, mientras que para

la densidad de energia de 0.0025 y 0.005 (J/cm?, se encuentran por debajo de esta.

4.4.3.2 Tiempo de irradiacion: 100 segundos.

Tabla 14.Datos obtenidos para 561 nm para un tiempo de irradiacién de 100 segundos.

Densidad de Energia Tiempo inicial To Tiempo final Tf Diferencia de tiempos (min)
depositada (J/cm?2) (min) (min) P
0 95.43 +8.38 113.62 1£9.55 18.18 £12.71
0.001 100.72 +8.79 126.20 +11.16 25.47 +14.21
0.01 96.81 +15.00 118.03 +17.08 21.22 £22.73
0.025 81.23 +6.28 101.96 £7.14 20.73 +9.51
0.05 88.86 +3.88 106.99 15.18 18.13 £6.35
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Figura 24.Datos 561 nm con un tiempo de irradiacion de 100 seg. En la imagen Tf= tiempo final del desarrollo del
exocorium; To: tiempo inicial del desarrollo del exocorium, AT: diferencia de tiempos entre tiempo final y tiempo
inicial del desarrollo del exocorium.

En este caso, de la tabla 14 y grafica de la figura 24, se observa que, para las densidades de energia con

valores de 0.001, 0.01 y 0.025 (J/cm?), se obtiene valores de diferencia de tiempos mayores con respecto
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a la diferencia de tiempo de control, teniendo como consecuencia que la duracién del tiempo de desarrollo
de exocorium sea mayor. Para la densidad de energia con el valor de 0.05 (J/cm?) aunque su tiempo inicial
como final se mantuvo con valores por debajo de los respectivos tiempos del control, observamos que su

diferencia de tiempo dio un valor muy parecido a las del control, con una diferencia de solo 5 segundos.

4.4.3.3 Tiempo de irradiacion: 500 segundos.

Tabla 15.Datos obtenidos para 561 nm para un tiempo de irradiacion de 500 segundos.

Densidad de Energia Tiempo inicial To Tiempo final Tf Diferencia de tiempos (min)
depositada (J/cm?2) (min) (min) P
0 92.83 +10.64 115.44 +14.70 22.61 +18.15
0.005 93.09 +19.65 119.53 +24.74 26.44 +31.59
0.05 86.96 +6.43 110.39+12.42 23.43 £13.99
0.125 92.781 +11.53 112.50 £ 15.94 19.72 £19.68
0.25 94.38 +19.74 112.57 £21.48 18.18 £29.17
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Figura 25.Datos 561 nm con un tiempo de irradiacidon de 500 seg. En la imagen Tf= tiempo final del desarrollo del
exocorium; To: tiempo inicial del desarrollo del exocorium, AT: diferencia de tiempos entre tiempo final y tiempo
inicial del desarrollo del exocorium.

Finalmente, para este caso, se observa en la tabla 15 y en la gréfica de la figura 25, que las densidades de

energia con valores de 0.005 y 0.05 (J/cm?), presentan una diferencia de tiempo mayor respecto a la
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diferencia de tiempo del control. Mientras que para densidades de energia como 0.125 y 0.25 (J/cm?) se
observan valores menores que en el control. Siendo la densidad de energia de 0.25 J/cm? con la menor
diferencia de tiempos entre inicio y fin de desarrollo del exocorium, es decir, fue la densidad de energia

qgue presento menor tiempo en el desarrollo del exocorium.

4.4.4 Discusion de resultados de los segundos parametros

Se observa que, a pesar de la temperatura de 21°C utilizada en el laboratorio, que pudo haber prolongado
el proceso de desarrollo del exocorium mas alla de los resultados previamente observados de aprox. 90
minutos, esto no impidid, (como también que al ser irradiados) que el desarrollo del exocorium se
efectuara. Ademads, se pudo observar un proceso estimulatorio en este desarrollo. Este proceso puede
asociarse con la aparicion de una disminucion significativa en la diferencia de tiempos en ciertas
densidades de energia. Este fendmeno se puede apreciar en las figuras 17, 20y 23, correspondientes a las
longitudes de onda de 785, 806 y 561 nm, respectivamente. Estas figuras comparten el tiempo de
irradiacién de 10 segundos, donde solo la longitud de onda de 785 nm muestra una reduccién en las
diferencias de tiempos para las densidades de 0.0001, 0.001 y 0.0025 J/cm? en comparacién con el control.
Para las longitudes de onda de 806 nm y 561 nm, la densidad de energia que presenta una reduccién en
la diferencia de tiempos es de 0.005 J/cm?. Para un tiempo de irradiacién de 100 segundos (ver figuras 18,
21y 24), tanto para las longitudes de onda de 785, 806 y 561 nm, la densidad de energia de 0.05 J/cm? es
la que muestra el menor valor en la diferencia de tiempos respecto al control. Finalmente, para un tiempo
de irradiacion de 500 segundos, las longitudes de onda de 785 nm y 806 nm (ver figuras 19y 22) comparten
en comun que, para una densidad de energia de 0.005 y 0.05 J/cm?, presentan la menor diferencia de
tiempos. Sin embargo, para una longitud de onda de 561 nm (ver figura 25), las densidades de energia de
0.125 y 0.25 J/cm? muestran valores menores. Para el caso del proceso inhibitorio se podria asociar a
dichas diferencias de tiempos es que fueron mucho mayores respecto a los controles, en el caso general
especificamente para densidades de energia mayores a 0.125 J/cm?2. Ahora, si bien este trabajo de
investigacion se enfoca Unicamente en el comportamiento de la parte externa del huevo, es importante
considerar que también podrian haber ocurrido procesos estimulantes e inhibitorios en su interior. Estos
procesos podrian proporcionarnos informacién detallada sobre la viabilidad del desarrollo completo de la
larva dentro de cada huevo. Es plausible suponer que nuestros resultados podrian reflejar una situacién

en la que las diferencias de tiempos menores obtenidas en dichas densidades de energia podrian haber
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contribuido a la aceleracién del desarrollo de la cascara del huevo y del embridn, preparandolo para una
eclosién rapida e incluso un incremento en la resistencia a la desecacién. Del mismo modo, en los casos
en los que las diferencias de tiempo que fueron mayores y ralentizaron el desarrollo del exocorium, esto
podria no haber representado ningiin impedimento para la eclosién, comportamiento que debe estudiarse

a profundidad.

Considerando la complejidad de los procesos estimuladores e inhibitorios que podrian estar ocurriendo
dentro de los huevos de la especie Aedes aegypti, es evidente que hay multiples resultados posibles que
podrian surgir. Esta investigacidon proporciona una vision inicial del efecto de la fotobiomodulacién sobre
el exocorium de los huevos de mosquito, pero queda claro que aun hay mucho por seguir investigando. Es
crucial continuar explorando mas a fondo cémo estos procesos internos podrian influir en el desarrollo

embrionario y, por lo tanto, en el éxito de la eclosion.

4.5 Analisis visual del desarrollo del exocorium

Durante el proceso de monitorio y adquisicién de datos se evidencio que el inicio del desarrollo del
exocorium se presentaba en diferentes ubicaciones del huevo. En la figura 26 se muestra las tres
frecuentes y diferentes maneras que se observaron. El circulo azul sefiala el inicio del desarrollo del

exocorium y las flechas la direccidon del mismo.

Las tres diferentes maneras de desarrollo que se observaron fueron el desarrollo de polo a polo;
(entiéndase la referencia polo a polo como un extremo del huevo a otro) (PP), este desarrollo se presenta
de manera uniforme de un polo hacia el otro hasta que el exocorium del huevo queda completamente

desarrollado.

El segundo desarrollo es desde el centro a uno de los polos (CP1P2), aqui se observé como el inicio del
desarrollo ya no se presenta desde un polo del huevo sino desde el centro extendiéndose primero hacia
uno de los polos y luego hacia el otro. Por ultimo, se evidencia un desarrollo de manera uniforme,

extendiéndose simultdneamente desde el centro del huevo hacia ambos polos (CPP).
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CP1P;

CPP

Figura 26.Diferente desarrollo visual del exocorium de los huevos. Desarrollo de polo a polo (PP); Desarrollo desde el
centro a uno de los polos (CP1P2); Desarrollo uniforme desde el centro hasta los dos polos (CPP). En la imagen el
circulo azul sefiala el inicio.
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Es asi, como en la figura 27, se muestra el nimero total de huevos irradiados que se utilizaron en las
longitudes de onda de 785 nm, 806 nm y 561 nm. Ademas, el nimero total de huevos irradiados para cada
longitud de onda, se dividio en las tres clasificaciones: PP (color azul), CP1Px(color amarillo) y CPP (color
naranja. Se evidencia que el para cada uno de las longitudes de onda, el mayor comportamiento que se

presento fue el desarrollo de polo a polo (PP).

Inicio de desarollo

150 . .
PP
(EEEcCPP
1251 T JcP1P2|

-
Q
o

o
o

Numero de huevos irradiados
M ~J
(@3] o

785 nm 806 nm 561 nm

Figura 27.Numero de huevos que presenta cada una etiqueta de desarrollo para cada una de las diferentes longitudes
de onda. En la grafica: (PP) desarrollo de polo a polo; (CP1P2) desarrollo desde el centro a uno de los polos; (CPP)
Desarrollo uniforme desde el centro hasta los dos polos.



46

Capitulo 5. Conclusiones

La investigacién se centrd en analizar las variaciones en los tiempos de desarrollo del exocorium de los
huevos de mosquito Aedes aegypti para diferentes tiempos de irradiaciéon y densidades de energia
producidas con longitudes de onda especificas (561 nm, 785 nm y 806 nm). La eleccién de las densidades
de energia y tiempos de irradiacién se fundamentd ya que la fotobiomodulacién trabaja a niveles de
irradiancia y densidad superficial de energia relativamente bajos (tipicamente menores a 200 mW/cm? y

de 0.1a 100 J/cm?).

Los resultados revelaron que, para la longitud de onda de 785 nm, se observé una reduccién significativa
en la diferencia de tiempos solo para densidades de 0.0001, 0.001 y 0.0025 (J/cm2) durante un tiempo de
irradiacién de 10 segundos. Para un tiempo de irradiacién de 100 segundos, la densidad de energia de
0.001 y 0.05 (J/cm?) muestra la menor diferencia de tiempos en comparacion con otras densidades. Para
un tiempo de irradiacién de 500 segundos, las densidades de energia de 0.005 y 0.05 (J/cm?) presentan las

menores diferencias de tiempos.

Los resultados revelaron que, para la longitud de onda de 806 nm, se observd que, para un tiempo de
irradiacién de 10 segundos, la reduccién en la diferencia de tiempos se tiene solo para densidades de 0.005
(J/cm?) en comparacién con el control. Para un tiempo de irradiaciéon de 100 segundos, la densidad de
energia de 0.05 (J/cm?) muestra la menor diferencia de tiempos en comparacién con otras densidades.
Para un tiempo de irradiacién de 500 segundos, las densidades de energia de 0.005 y 0.05 (J/cm?)

presentan las menores diferencias de tiempos

Se observd que, para un tiempo de irradiacién de 10 segundos, la longitud de onda de 561 nm muestra
una reduccién en la diferencia de tiempos Unicamente para densidades de energia de 0.0025 y de 0.005
(J/cm?). Para un tiempo de irradiacién de 100 segundos, la densidad de energia de 0.05 (J/cm?) muestra la
menor diferencia de tiempos en comparacién con otras densidades. Para un tiempo de irradiacién de 500
segundos, las densidades de energia de 0.125 y 0.25 (J/cm?) muestran las menores diferencias de tiempos,

siendo contrario a las otras longitudes de onda.

Estos hallazgos sugieren que la longitud de onda de 785 nm y 806 nm puede tener un impacto diferencial

en los procesos de fotobiomodulaciéon. La reduccion en la diferencia de tiempos se evidencio
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especialmente para 785 nm en un tiempo de irradiacion de 10 seg y para 806 nm fue para los tiempos de
irradiacién de 100 seg y 500 seg., donde esta reduccion especifica tiene implicaciones importantes para

aplicaciones practicas mencionadas en el marco de referencia.

Las diferencias en los tiempos de desarrollo del exocorium, parecen depender tanto de la longitud de onda
como de la densidad de energia, y estas variaciones son mas notables en algunos casos especificos segln

la combinacidn de longitud de onda, tiempo de irradiacién y densidad de energia.

El andlisis detallado de los datos revel6 aspectos intrigantes en el desarrollo del exocorium de los huevos
bajo diferentes longitudes de onda y tiempos de irradiacion. Mas alla de las variaciones en los tiempos
iniciales y finales, se destacé la singularidad del inicio del desarrollo, evidenciando patrones especificos en
la distribucidn del huevo. La definicidn del inicio, basada en la condicién de oscuridad establecida, permitio
la identificaciéon y marcado de pixeles con marcadores rojos, revelando tres distintas modalidades en las
que los huevos exhibieron este crucial momento inicial de desarrollo. Este enfoque innovador de andlisis
proporciona una comprensién mas detallada de la dindmica del desarrollo del exocorium, brindando

perspectivas valiosas para futuras investigaciones en este campo.

Contrastando con investigaciones anteriores en fotobiomodulacién, nuestros resultados muestran un
efecto bioldgico significativo en densidades de energia mucho menores a las cantidades frecuentemente
reportadas en estudios fotobiomodulatorios. Esta observacion es una muestra de cdmo la presentacion
especifica y detallada de los valores de densidades de energia pueden ser de gran utilidad para
investigaciones futuras. Esto es relevante ya que otros estudios no ofrecen esta informacién de manera
explicita dejando evidencia de la importancia de reportar adecuadamente los pardmetros que determinan

la dosis dptica para evitar incertidumbres con respecto a la metodologia utilizada.

Trabajo a Futuro

Se recomienda realizar investigaciones adicionales para profundizar la relacién entre la longitud de onda,
densidad de energia y tiempo de irradiacidn en una siguiente etapa posterior como la eclosién. Esta
aproximacién nos permitira no solo entender mejor los resultados observados, sino también identificar
posibles puntos de intervencidn para futuras investigaciones, las cuales podrian dirigirse a aspectos como
el crecimiento y desarrollo, lo que podria ofrecer una comprension mas completa de los mecanismos

involucrados de la especie estudiada en esta tesis.
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Figura 28.Diagrama de flujo del programa de andlisis de imagenes.
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clc; clear; close all

% Imagen referencia

ol@  ol©

Se eligie la Ultima imagen de cada carpeta
FotoReferencia=('Huevo (317) .png'):

[signal] = imread(FotoReferencia):
[fi,co,dim]=size(signal):

figure ('units', 'normalized', 'outerposition', [0 0 1 1]):
imagesc (signal); grid on; grid minor;

%% Seleccionar Huevo con dos puntos

[x0,y0] = ginput(2); xo=round(xo); yo=round(yo):
close all;

filasH=min (yo) :max (yo) ;

columH=min (x0) :max (x0) ;

%% Tiempo de cada imagen

Cantidad de imagenes en la carpeta
tiempo (seg) imagen inicial

tiempo (seg) que se toma cada foto
tiempo final en min

CantidadImagenes=317;

t0=15.76;

delt=34.28;

T1l=(t0+ (CantidadImagenes-1) *delt) /60;
T2=linspace (t0,Tl, CantidadImagenes) ';
T final=size(T2):;

T final=T final(l):

o o® o o o

' cambia fila por columna o viseverza

%% Variables inicializadas
Resultados=zeros(T_final,1l):
time=zeros (T_final,1l);
pixel_blancos=zeros(T_final,1):

o\®
o\®

for p=2:T_final
%analiza cada imagen
filename=(['Huevo (' num2str(p) ').png'l):
[signal2] = imread(filename);
%$vuelve la imagen original en blanco-negro
signalbw=rgb2gray(signal2);
%cambia lo negro a blanco solo la region seleccionada
I=imcomplement (signalbw) ;

% Matriz del Huevo recortado
Huevo=I (filasH, columH) ;

%% Numero de pixeles totales

% Obtiene las dimensiones del huevo cortado
[filas, columnas, ~] = size (Huevo);

% Calcula el numero total de pixeles
num_Pixeles = filas * columnas;

[

% Muestra numero total de pixeles

disp([num2str (num Pixeles), # pixeles totales.']):



%% Valor nivel de oscuridad

Nivel Oscuridad=224;

[fi,co]=find (Huevo(:,:)>=Nivel Oscuridad):
if isempty(fi)==1; £i=0; end

%% Numero de pixeles color blanco = mayor negro
num_Pixelesblancos= sum(Huevo(:) >= Nivel Oscuridad);

disp([ num2str (num_Pixelesblancos), ' # pixeles de color blanco.'])

pixel blancos(p,1l)=num_Pixelesblancos;
Resultados (p,1)=num_Pixelesblancos.* (60/delt);
time(p,1)=p;

%% Marca los pixeles blancos en la imagen original
[fH,cH]=find (Huevo (:, :) >=Nivel Oscuridad):

figure (1)

imshow (Huevo) ;

pause (0.01)

hold on

% Seflalar los pixeles blancos con marcadores rojos
pleot:{eH;:EH;"x:a") 2

end

%% SUAVIZADO SGOLAY A LOS RESULTADOS ORIGINALES

window_size = 21; %numero impar
degree = 2; %grado polinomio
[b,g] = sgolay(degree, window_size);

smoothed=conv (Resultados, g (:,1), 'valid'):

smoothed = max (smoothed, 0):

first_derivativeS=-conv (smoothed, g (:,2), 'valid');
second_derivativeS = conv(smoothed, g(:,3), 'wvalid'):

$Eje x para el suvizado sgolay a los resultados
Ndatos_eli=(window_size-1)/2;

$tiempo para el smoothed

time s1=T2 (1l+Ndatos_eli:T final-Ndatos_eli):

$tiempo para 1-2 derivada
time_suavizado=time_ sl (l1+Ndatos_eli:size(time_sl)-Ndatos_eli);
[maxVl, maxIl] = max(first_derivatives);
[maxV2, maxI2] = max(second derivatives);
xMaxIl = time_suavizado (maxIl) s

xMaxI2 = time_ suavizado (maxI2);
Vil=maxv1*0.1l;

da Vfl = abs(first_derivativeS-Vfl):
vc_Vfl = find(da_Vfl == min(da_Vfl));
max_Vfl = first derivativeS (vc_Vfl):
posVfl = time_ suavizado (vc_Vfl );

’
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% FIGURAS

% RESULTADOS ORIGINALES

figure (2)

subplot(2,1,1);

plot (T2, Resultados,'k'):
title('Resultados Originales ');
xlabel ('Tiempo (min)'):

ylabel ('Namero de Pixeles');
ylim([0 max(num Pixeles)])

ol ol

Dividir la ventana en 2 filas y 1 columna
Graficar yl en rojo con una linea sélida
Titulo de la primera grafica

Etiqueta del eje x

Etiqueta del eje y

o0 o° o o o

%% RESULTADOS SUVIZADOS SGOLAY
subplot(2,1,2):

plot (time_sl, smoothed, 'b'):
title('Resultados Suavizados'):
xlabel ('Tiempo (min)'):

ylabel ('Nimero de Pixeles');
ylim ([0 max(num Pixeles)])
subplot(2,1,1)

% Obtener el objeto de los ejes de la primera grafica
axl = gca;

o

% Reducir el ancho de los ejes

Titulo de la primera grafica
Etiqueta del eje x
Etiqueta del eje y

o o® o

axl.Position(3) = axl.Position(3) - 0.02;
%% 1 DERIVADA PARA EL SUAVIZADO
figure (3)

%$subplot(2,1,1);
plot (time_suavizado,first_derivativeS, 'b');

line([xMaxI1 xMaxIl1], [0 maxV1l], 'LineWidth',1,'LineStyle','--', 'Color','k") :
line ([0 xMaxIl], [maxV1l maxV1l], 'LineWidth',1, 'LineStyle','--"', 'Color', 'k')
hold on:

legend ('f" (x)"'):

% Punto rojo en el maximo

scatter (xMaxIl, maxVl, 'r', 'filled', 'DisplayName',6 'Vo'):
% Marcar el segundo punto en azul

scatter (posVfl,max_Vfl, 'm', 'filled', 'DisplayName', 'Vf'):
title('Primera Derivada Resultados Suavizados'):

xlabel ('Tiempo (min) ') ;

yvlabel (' (Namero de pixeles/min)'):

%% 2 DERIVADA PARA EL SUAVIZADO

figure (4)

%$subplot (2,1,2);

plot (time_suavizado,second derivativeS, 'b');

line([xMaxI2 xMaxI2], [0 maxV2], 'LineWidth',1, 'LineStyle','--', 'Color’', 'k') ;
line ([0 xMaxI2], [maxV2 maxV2], 'LineWidth',1, 'LineStyle','--','Color', 'k')
hold on;

legend ('f" " (x)"):

% Punto rojo en el maximo

scatter((xMaxI2), maxV2,'k', 'filled', 'DisplayName', 'RAo'):;
title('Segunda Derivada Resultados Suavizados');

xlabel ('Tiempo (min) ') ;

ylabel (' (Numero de pixeles/min”2)');:

%% ARCHIVO PARA GUARDAR LOS DATOS
nombreArchivo = 'datos.txt';

% Abre el archivo en modo de escri
fileID = fopen (nombreArchivo, 'a'):
% Verifica si el archivo se abrié correctamente

a en modo de agregar (append)

if fileID == -1
error('No se pudo abrir el archivo para escritura.'):
end
% Comprueba si la cabecera ya se escribié previamente
if ftell(filelID) == 0

% Si no se ha escrito la cabecera, escribela

fprintf (fileID, '%s\n', 'TVo Vo FOTOVo TFv Vf FOTOVf TAo Ao FOTORAo'):
end
% Concatena las variables en una matriz

matrizDatos = [xMaxIl',maxV1l',maxIl', posVfl',max Vfl',vc Vfl', xMaxI2',6maxV2,maxI2'];

% Escribe la matriz en el archivo

dlmwrite (nombreArchivo, matrizDatos, '-append', 'delimiter', '\t', 'precision', 6):;
% Cierra el archivo

fclose (fileID);

Figura 29. Cédigo del programa.
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