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Resumen de la tesis que presenta Diana Isela Cruz Gallegos como requisito parcial para la obtencion
del grado de Maestra en Ciencias en Optica con orientacién en Optica Fisica.

Estudio in vitro de los efectos de la fotobiomodulacidn sobre la viabilidad de fibroblastos humanos

Resumen aprobado por:

Dr. Israel Rocha Mendoza Dra. Carolina Alvarez Delgado
Co-director de tesis Co-directora de tesis

La piel es el drgano mds grande de nuestro cuerpo y nuestra primera capa de proteccién al exterior.
Cuando se produce una herida, el proceso de cicatrizacién de la piel varia segun la gravedad de las
heridas; ademas, esto puede verse afectado por enfermedades crdnicas. Esto ha impulsado Ia
busqueda de métodos mas eficaces de cicatrizacion, como la fotobiomodulacién, una terapia basada
en luz laser de baja intensidad que estimula procesos bioldgicos sin causar dafio celular. Esta técnica
ha mostrado beneficios médicos y terapéuticos, especialmente en inflamacion, regeneracién y
cicatrizacion, dependiendo de parametros como la longitud de onda o el tiempo de exposicién. En esta
tesis se presenta el estudio in vitro de los efectos de la fotobiomodulacién en células de la linea CCD-
1112Sk. Las células se irradiaron con un diodo laser con una longitud de onda de 790 nm, una potencia
de 10 mW y un area de 0.32 cm?, a diferentes dosis de fluencia. Las células se evaluaron 24 horas
después de la irradiacién mediante analisis de la actividad metabdlica, utilizando un ensayo de
viabilidad celular. Los resultados indican estimulacidn e inhibicidon en la misma linea celular, utilizando
los mismos parametros a diferentes tiempos de exposicion.

Palabras clave: Fibroblastos, Viabilidad, Absorbancia, Diodo laser, reactivo MTS.



Abstract of the thesis presented by Diana Isela Cruz Gallegos as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Optics with orientation in Physical Optics.

In vitro study of the effects of photobiomodulation on the viability of human fibroblasts.

Abstract approved by:

Dr. Israel Rocha Mendoza Dra. Carolina Alvarez Delgado
Thesis Co-director Thesis co-director

The skin is the largest organ of our body and our first layer of protection against the external
environment. When a wound occurs, the skin's healing process varies depending on the severity of the
injury, and this can be affected by chronic diseases. This has driven the search for more effective
healing methods, such as photobiomodulation, a therapy based on low-intensity laser light that
stimulates biological processes without causing cellular damage. This technique has shown medical
and therapeutic benefits, particularly in inflammation, regeneration, and healing, depending on
parameters such as wavelength or exposure time. This thesis presents an in vitro study of the effects
of photobiomodulation on CCD-1112Sk cell line. The cells were irradiated with a laser diode with a
wavelength of 790 nm, a power of 10 mW, and an area of 0.32 cm? at different fluence doses. The cells
were evaluated 24 hours after irradiation through metabolic activity analysis using a cell viability assay.
The results indicate both stimulation and inhibition in the same cell line using the same parameters at
different exposure times.

Keywords: Fibroblasts, Viability, Absorbance, Laser diode, MTS reagent.
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Capitulo 1. Introduccidn

La piel, el 6rgano mas grande de nuestro cuerpo y el Unico en contacto directo con el exterior, juega un
papel fundamental en nuestra proteccién. Cuando se produce una herida, el proceso y el periodo de
curacién y cicatrizacion varia segun la magnitud y gravedad de la zona afectada. Debido al aumento de
enfermedades crdnicas que pueden afectar la cicatrizacidn, asi como el creciente interés en los aspectos
estéticos (Han et al.,, 2017; Soares et al., 2022), ha surgido la necesidad de encontrar e implementar
técnicas mas efectivas que aceleren este proceso. Entre ellas, destacan las terapias que emplean luz, como

la fotobiomodulacioén.

La fotobiomodulacién (FBM), también conocida como terapia laser de baja intensidad, es un fendémeno
biofotdnico que ocurre cuando las células o los tejidos son irradiados con luz roja o infrarroja por debajo

del umbral de dafo celular (Freitas et al., 2016; Tripodi et al., 2021).

La FBM ocurre cuando la luz en rangos de longitud de onda en las regiones roja (600-700 nm) o infrarroja
cercana (760-900 nm) es absorbida por fotorreceptores, principalmente la enzima citocromo c oxidasa
(COX) ubicada en la mitocondria. Esta absorciéon estimula la actividad de la cadena de transporte de
electrones, lo que induce un aumento en la produccién de energia a través de la sintesis de trifosfato de
adenosina (ATP, por sus siglas en inglés). Lo que a su vez promueve la generacién controlada de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y la activacién de factores de transcripcion, como NF-kB y AP-1, lo que
incrementa la actividad mitocondrial y favorece procesos celulares como la proliferacion y el aumento de
viabilidad celular. (Hamblin et al., 2019; Dompe et al., 2020, Huang et al., 2009; Greco et al., 1989; Karu,

1999). El proceso de la FBM se explicard con mas detalle en el Capitulo 2.

La FBM ha sido aplicada en estudios de diversos campos, especialmente, en la medicina clinica. En el
ambito clinico, ha demostrado ser eficaz en el tratamiento y control del dolor e inflamacién (Michael et al.
2017), enfermedades neuroldgicas (Salehpour et al., 2016), regeneracién ésea (Escudero et al., 2016) vy,

particularmente relevante para nuestro interés, en la cicatrizacién de heridas (Han et al., 2017).

Una herida en la piel es, basicamente, un dafio que afecta al tejido conectivo (como piel, tendones,
cartilagos, etc.), el cual estd compuesto principalmente por fibroblastos. Los fibroblastos son células
especializadas encargadas de sintetizar y mantener los componentes de la matriz extracelular, como el

coldgeno y otras proteinas estructurales. Estos desempefian un papel esencial en la cicatrizacién, ya que



reparan el tejido dafiado al promover su regeneracion. El proceso de regeneracion pasa por diferentes
fases, una de las cuales es la proliferacién celular de los fibroblastos que favorece la reparacion del tejido
conectivo (Plikus et al., 2021, Velnar et al., 2009). Dependiendo de las condiciones fisioldgicas del tejido
danado y de la gravedad de la herida, el proceso de cicatrizacidon puede tardar desde semanas hasta meses

en completarse, pudiendo ser parcial o total.

Para un adecuado funcionamiento de la FBM, es crucial ajustar correctamente los pardmetros de la luz y
las dosis segln el tipo de muestra a tratar. Los pardmetros mas relevantes incluyen la longitud de onda, la
energia o potencia, la densidad de energia, la fluencia, el tiempo de irradiacién y los intervalos de
tratamiento (Freitas et al., 2016; Zein et al., 2018). En la mayoria de los estudios, principalmente aquellos
gue examinan procesos de proliferacién y viabilidad celular, se ha demostrado que la longitud de onda y
la dosis de irradiacién son factores clave en la respuesta bioldgica. No obstante, estos factores pueden

variar dependiendo del tipo de célula.

En este proyecto, se propone estudiar el efecto biolégico de la fotobiomodulacién inducida en fibroblastos
dérmicos humanos bajo diversas condiciones de irradiacion. Como ya se menciond anteriormente, estas
células son responsables de mantener la estructura de los tejidos conectivos mediante la secrecion
continua de la matriz extracelular, ademas de producir colageno, la cual tiene una funcion importante en
el proceso de cicatrizacidon de heridas (Rahbar et al., 2020). Estudios previos han demostrado resultados
favorables en muestras de fibroblastos dérmicos humanos de donantes con diabetes tipo Il (Rahbar et al.,
2020; Oyedoda et al., 2018) y en odontologia como herramienta terapéutica (Henriques et al., 2010). Por
lo tanto, la terapia laser de baja intensidad se considera una herramienta prometedora para tratamientos

como la cicatrizacién de heridas, lo que constituye el enfoque central de este proyecto de tesis.

1.1 Antecedentes

Cabe resaltar que, a diferencia de otras aplicaciones biofotdnicas que emplean irradiaciones de alta
potencia y/o calentamiento, la FBM se realiza generalmente a niveles de irradiancia y densidad de energia
relativamente bajos y por debajo del umbral de dafio, tipicamente menores a 200 mW/cm?y con fluencias
de 0.1 a 30 J/cm? (Sadatmansonuri et al., 2021; Kasowanjete et al., 2023; Hawkins et al., 2006; Houreld &

Abrahamse, 2008). Se han realizado numerosos estudios sobre los efectos de la FBM en fibroblastos,



utilizando diferentes lineas celulares y aplicando irradiacién a diversas longitudes de onda (en el rango los

600 nm a los 1000 nm), fluencias y tiempos de exposicion.

Entre los primeros estudios sobre los efectos de los |aseres en tejidos bioldgicos se destaca el trabajo del
Dr. Endre Mester, quien inicialmente intentd tratar tumores malignos en ratas. Sin embargo, observé que
la luz de baja potencia de un laser de rubi, de una longitud de onda de alrededor de 694 nm, tenia un
efecto estimulante en el crecimiento del pelo de los ratones y favorecia la cicatrizacién rdpida de heridas

por escision (Winkler et al., 2019; Hamblin et al., 2019).

Mas recientemente, Sadatmansonuri y colaboradores realizaron una investigacion sobre los efectos de la
irradiacién con laser de baja potencia, utilizando una longitud de onda de 915 nm en fibroblastos
gingivales. En este estudio se aplicaron fluencias de 1 a 4 J/cm?, evaluando la viabilidad celular al primer,
tercer y quinto dia tras la irradiacién. Los resultados mostraron un aumento significativo de la viabilidad
celular en los grupos irradiados con 2 y 3 J/cm? a partir del tercer dia, y en todos los grupos irradiados a

partir del quinto dia (Sadatmansonuri et al., 2021).

Por su parte, Kasowanjete y colaboradores investigaron los efectos de la irradiacion en fibroblastos de piel
sana y diabética, a una longitud de onda de 660 nm y a una fluencia de 5 J/cm?. Los resultados mostraron
una estimulacién significativa de la cicatrizacion en fibroblastos de heridas de piel diabética, lo cual se
asocio a la activacion de la via de sefializacion Ras/MAPK, promoviendo un aumento de migracion,

viabilidad y proliferacion celular (Kasowanjete et al., 2023).

Asimismo, Nowak-Terpitowska y colaboradores exploraron la influencia de tres longitudes de onda de laser
(1064 nm, 980 nm y 635 nm) a dosis de fluencia de 3, 25 y 64 J/cm? en la actividad mitocondrial de
fibroblastos gingivales humanos cultivados in vitro. Utilizando el ensayo Cell Counting Kit-8 para medir la
actividad mitocondrial, encontraron que la longitud de onda de 1064 nm tuvo el efecto mas positivo en la
viabilidad celular, aumentando la actividad mitocondrial y promoviendo la proliferacion de los fibroblastos

(Nowak-Terpitowska et al., 2023).

Por otro lado, Hawkins y colaboradores, estudiaron los efectos de la irradiacién en fibroblastos cutaneos
humanos heridos, utilizando una longitud de onda de 632.8 nmy fluencias de entre 0.5 a 16 J/cm? durante
dos dias consecutivos. Este estudio demostré que las fluencias més bajas (0.5J/cm?y 5 J/cm?) favorecieron

un aumento en la migracién celular en la zona central de la herida, mientras que a fluencias mas altas (10



JJem? y 16 J/cm?) mostraron un efecto inhibidor, acompafiado de un dafio celular y estrés morfoldgico

(Hawkins et. al, 2006).

Houreld y Abrahamse descubrieron que la luz laser puede estimular la cicatrizacion de heridas en
fibroblastos, inducidos a un modelo de herida diabética in vitro, pero solo a ciertas longitudes de onda y
fluencias especificas. Probaron longitudes de onda de 632.8 nm, 830 nm y 1064 nm, con fluencias de 5
J/em?y 16 J/cm?, encontrando que la longitud de onda de 632.8 nm, a una fluencia de 5 J/cm?, fue la més
efectiva para promover la cicatrizacion de heridas, aumentar la viabilidad celular y estimular la expresion
del factor de crecimiento de fibroblastos. Sin embargo, las fluencias mas altas, a 16 J/cm?, inhibieron la

cicatrizacion de heridas y provocaron un aumento en la apoptosis. (Houreld & Abrahamse, 2008).

Por ultimo, en el grupo de microscopia dptica avanzada del Departamento de Optica se han realizado
estudios sobre el efecto de FBM en el modelo entomolégico Aedes aegypti. En estos estudios, se utilizaron
longitudes de onda, 561 nm, 785 nm y 806 nm, obteniéndose resultados relevantes pero solos a ciertas
longitudes de onda, fluencias especificas y relativamente bajas (del orden de 1 mJ/cm?). Los resultados
sugieren que las longitudes de onda de 785 nm y 806 nm tienen un impacto positivo en el proceso de FBM,
particularmente en el desarrollo de la capa externa (exocorium) de los huevecillos del mosquito debido a

su mayor penetracion (Rodriguez Pérez, 2024).

1.2 Justificacion

El desarrollo de este proyecto de investigacidn incorpora la colaboracién entre los Departamentos de
Optica y el de Innovacién Biomédica (DIB) del Centro de Investigacién Cientifica y de Educacién Superior
de Ensenada (CICESE). Como ya se menciond, en el grupo de microscopia optica avanzada del
departamento de Optica se han realizado estudios del efecto de FBM en el modelo entomoldgico Aedes
aegypti, en donde se han obtenido resultados relevantes. Por otro lado, parte de las actividades de
investigacion que actualmente se desarrollan en el Departamento de Innovacién Biomédica,
particularmente en el grupo de investigacion liderado por la Dra. Carolina Alvarez Delgado, se enfocan en
estudios sobre la funcién mitocondrial en células humanas en cultivo. En este sentido, la motivacion de
esta propuesta de tesis es inducir y estudiar el efecto de FBM para evaluar la respuesta bioldgica
estimulatoria (o inhibitoria) en la viabilidad, proliferacion y muerte celular de fibroblastos humanos in

vitro.



1.3 Hipétesis

El efecto biofotdnico de la fotobiomodulacién inducido en fibroblastos dérmicos humanos al irradiar con

luz laser en el infrarrojo cercano (785 nm) tendra un efecto estimulatorio en la viabilidad celular.

1.4 Objetivos

Objetivo general

El objetivo general del proyecto es realizar estudios del efecto biolégico de la fotobiomodulacién en
fibroblastos dérmicos humanos (CCD-1112Sk) para medir la respuesta estimulatoria (o inhibitoria) ante
diversas condiciones de irradiacion con luz laser, en el infrarrojo cercano, durante su proceso de viabilidad,

proliferacién y muerte celular.

Objetivos especificos

> Inducir el efecto de fotobiomodulacién en fibroblastos dérmicos humanos utilizando luz infrarroja
a 785nm en el régimen continuo bajo distintas condiciones de irradiacién (potencia y tiempo de

exposicién).

> Evaluar larespuesta bioldgica de los efectos de la luz sobre mediante pruebas de viabilidad celular.

1.5 Estructura de la tesis

Esta tesis esta conformada por cinco capitulos y esta organizada de la siguiente manera: En el Capitulo 1
se presenta una introduccidn al trabajo, unos breves antecedentes, la justificacién, la hipdtesis, los
objetivos y la estructura de la tesis. En el Capitulo 2 se describen los conceptos basicos para entender la
fotobiomodulacién, asi como algunos mecanismos dpticos como la densidad dptica, la absorbancia, la

fluencia y la interaccién de la luz con materia bioldgica. En el Capitulo 3, se muestra la metodologia



experimental utilizada; se explica el proceso de preparacion y cultivo celular, los parametros de irradiacion,
el montaje experimental y el analisis de viabilidad. En el Capitulo 4 se presentan los resultados obtenidos
y su discusidn sobre la caracterizacion del haz de luz, la absorbancia, |a vialidad y las imagenes. Por ultimo,

en el capitulo 5 se presentan las conclusiones de esta tesis y el trabajo propuesto a futuro.



Capitulo 2. Conceptos Basicos

En este capitulo se proporciona una descripcion general de los fenédmenos que rigen las interacciones
entre la luz y la materia, asi como los conceptos clave relacionados con la fotobiomodulacién y la viabilidad

celular utiles para la comprension de esta tesis.

2.1 Fundamentos de la luz y su interaccion con materia

2.1.1 El laser y sus caracteristicas

En 1960, el fisico estadounidense Theodore H. Maiman desarrollé el primer laser (Maiman, 1960), cuyo
acrénimo en inglés LASER (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation). Existen laseres cuya
emision puede ser continua o pulsada, un laser de emisidén continua genera un haz de luz con un ancho de
banda espectral estrecho, amplificado, monocromatico (de una longitud de onda especifica), altamente
colimado (casi unidireccional), coherente (con fase constante en el espacio y tiempo) y con una alta
densidad de energia (capaz de concentrar energia en areas pequefias). Estas propiedades hacen del laser
una herramienta de gran utilidad en areas como la biologia y medicina, por mencionar algunas. Existe una
gran variedad de laseres cuyas longitudes de onda van desde el ultravioleta (UV) hasta el infrarrojo (IR);
sin embargo, los ldseres que mas comunmente se utilizan en aplicaciones bioldgicas y biomédicas son
aquellos cuya emision se encuentran en el rango espectral conocido como la primera ventana bioldgica
(650-900 nm). El uso de longitudes de onda en este rango ofrecen varias ventajas, de las cuales destacan
una mayor penetracion en los tejidos, debido a la baja absorcion de agua, y una menor dispersién de la

luz. Por estas razones, en este trabajo se planted utilizar un laser con una longitud de onda de 785 nm.

Parametros de irradiacion de un Ildaser

Los parametros de irradiacion del laser utilizados en este trabajo son: la potencia, la irradiancia y la

fluencia, los cuales se definen a continuacion:

Potencia (P): La potencia es uno de los pardmetros mas importantes en la caracterizacién de un laser. Su
valor determina la capacidad del |aser para entregar una cierta cantidad de energia por unidad de tiempo

Y S€ expresa como



) (1)

donde E es la energia (en Joules) emitida por el laser y t es el tiempo (en segundos) durante el cual se

emite la energia. La unidad de potencia es el Watt.

Irradiancia (I): La irradiancia describe la potencia incidente de la fuente de ldser por unidad de areay se

mide en watts/m?. La irradiancia se expresa como
==, (2)

donde P es la potencia de la luz incidente y S es el drea de la superficie donde se distribuye la radiacién.
De esta relacion es facil ver que la irradiancia puede ajustarse variando el drea donde se estd concentrando

la potencia, es decir, variando el ancho del haz incidente.

Fluencia (F): La fluencia de un laser se refiere a la cantidad de energia entrega por unidad de area y se

mide en J/sz. Esta se expresa como
E

Notese que, usando las expresiones (1) y (2), la fluencia puede expresarse como F = [t; por lo que la
fluencia también puede expresarse como la irradiancia integrada en el tiempo. Este parametro es
importante en la interaccion del [dser con materiales ya que indica la cantidad de energia que se concentra

en un area especifica durante la exposicion laser, lo que puede determinar la efectividad de la interaccién.

En tratamientos con laser, como la fotobiomodulacidn, la fluencia debe controlarse cuidadosamente para
evitar dafos a los tejidos circundantes y obtener los efectos terapéuticos deseados. La fluencia determina
la intensidad con la que la energia del laser es absorbida por los tejidos, lo que influye en la profundidad

de penetracion y en los efectos bioldgicos inducidos por la irradiacion laser.

2.1.2 Espectroscopia de absorcidén

El estudio de la interaccidon de la radiacién de la luz con la materia es parte fundamental para medir



propiedades moleculares de muestras biolégicas. Esta interaccion puede estudiarse a través de la
espectroscopia de absorcién, que se basa en el tercer postulado de Bohr (Bohr, 1913; Lakowicz, 2006).
Este postulado establece que un electrén pude absorber (o emitir) energia al realizar transiciones entre
Orbitas permitidas. Durante este proceso, se emite o absorbe un fotén cuya energia corresponde a la
diferencia de energias entre el nivel energético superior e inferior. Especificamente, al absorber luz, una

molécula pasa de un estado de menor a mayor energia tal que:

E,— E; = hv, (4)

donde E, y E; corresponden a los estados energéticos mayor y menor respectivamente, v es la frecuencia
de la radiacidn electromagnética y h es la constante de Planck (6.626 x 103 Js). Este cambio energético
también puede describirse en funcidn de la longitud de onda 4, si se usa la expresion v =c/A en la

ecuacion (1); conc = 3 x 108 m/s como la velocidad de la luz en el vacio.

Cada molécula posee una serie de estados excitados que le son caracteristicos, por lo que la absorcién de
luz a diferentes longitudes de onda (esto es, a diferentes energias) genera un espectro de absorcion Unico
para medios compuestos con diferentes moléculas y dtomos. Este principio permite identificar y analizar

biomoléculas especificas, facilitando estudios en aplicaciones biomédicas.

La espectroscopia de absorcion es una técnica clave para analizar la absorcidon de radiacién ultravioleta
(200-400 nm) y visible (400-800 nm) por parte de las moléculas de una muestra. Los espectrofotémetros,
instrumentos utilizados en esta técnica, incluyen una fuente de radiacién (como lamparas de deuterio,
tungsteno o xendn), un monocromador que selecciona la longitud de onda incidente y detectores que
miden la intensidad de la radiacidn. Los datos generados forman un espectro Unico de absorcién o

transmision.

La espectroscopia tiene aplicaciones diversas en el campo biolégico y biomédico, incluyendo la
cuantificacion de proteinas, la medicidon de actividad enzimatica y la evaluacion de viabilidad celular.
Ademas, facilita la determinacién de concentraciones a través de la ley de Beer-Lambert, permitiendo

calcular la absorcion molar y el coeficiente de extincion como se describe a continuacién.
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2.1.3 Ley de Beer-Lambert

La Ley de Beer-Lambert, una de las bases fundamentales en espectroscopia, describe la relacién entre la
intensidad de la luz transmitida a través de una sustancia y las propiedades fisicas y quimicas del medio
que la absorbe (Mayerhofer et al., 2020; Myers et al., 2013; Muller-Karger et al., 2002; Aphalo, 2020;
Calvillo-Vazquez et al., 2019; Oshina & Spigulis, 2021). Esta ley es ampliamente utilizada para caracterizar
sistemas Opticos y cuantificar la concentracion de compuestos quimicos o sdlidos (nano- o micro-
estructuras) en soluciones a través de la absorbancia, también conocida como la Densidad Optica, tal y

como se explica a continuacion.

400 nm 700 nm 400 nm 700 nm

lo= i+ I+ e

Figura 1. Diagrama representativo de la densidad dptica.

Cuando un haz de luz colimado, como la de un haz laser, de intensidad inicial I, y una longitud de onda
determinada incide sobre una muestra liquida contenida en una cubeta de cuarzo (cuya transmitancia en
el visible es de ~85%) como se muestra en la Figura 1, y ademas ignorando los efectos inherentes a la de
reflexion de la luz en las interfaces aire-cuarzo-muestra, se tiene que parte de la radiacion es absorbida
por la muestra (cuya intensidad serd 1), otra parte es esparcida ( con intensidad I,) y el resto, la cual
llega al detector serd transmitida (con intensidad ;). Esto puede describirse matematicamente mediante

la siguiente relacion de conservacion de energia:

Iy = I+ 15 + 1, (5)

donde I, 1, I.5 vy I;, son la intensidad incidente, absorbida, esparcida y transmitida, respectivamente.

Los primeros dos términos representan la pérdida de energia (o la extincién) del haz de luz al propagarse

a través de la muestra. En esta pérdida estan involucrados dos mecanismos, pérdidas por la absorcion y
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pérdidas por el esparcimiento. La suma de estas pérdidas es a lo que se le conoce como la Atenuancia o

Densidad Optica (Myers et al., 2013).

De acuerdo con Mayers (2013), a través de la medicidn especifica de las pérdidas por esparcimiento y por
absorcién de luz, se pueden estimar, respectivamente, concentraciones de biomasa y niveles de
pigmentos. Para el caso de soluciones homogéneas de una sola fase, el proceso absorcidon contribuye mas
significativamente a la atenuancia de la luz, por lo que los efectos de esparcimiento suelen ignorarse; dicho
de manera mas simple, en palabras de Calvillo-Vazquez, “La atenuancia se reduce a la absorbancia en
ausencia de esparcimiento”. En contraste, para suspensiones con multiples fases, el esparcimiento debido

a las diferencias en el indice de refraccion también juega un papel clave en la atenuancia.

Experimentalmente, estas dos contribuciones de extincion pueden medirse a través de una esfera
integradora (Ortega Salazar, 2021). No obstante, en esta tesis consideraremos que el posible
esparcimiento de la luz por las células es despreciable, ademds dado que la Ley de Beer-Lambert se aplica
rigurosamente a soluciones homogéneas. Por lo tanto, de aqui en adelante se omitiran los efectos de
esparcimiento y se consideraran sélo efectos debido a la absorcién (absorbancia) de las muestras. Por lo
que para fines practicos usaremos los términos Absorbancia y Atenuancia (asi como de Densidad Optica y

Extincién) de manera indistinta.

Transmitancia

La transmitancia T es la fraccion de luz transmitida que llega al detector entre cantidad de luz que incidié
sobre esta. Puede expresarse en términos de la potencia o intensidades (potencia por unidad de area)

incidentes y trasmitidas del haz; esto es:

donde P, y P, son la potencia trasmitida e incidente, respectivamente.

Origenes de la Ley de Beer-Lambert

Aungue la formulacidn histérica ha sido un objeto de debate (Mayerhofer et al., 2020), basados en el

articulo de revision por Oshina y Spigulus (2021), la cronologia para llegar a esta Ley de Lamber puede
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contarse como se explica a continuacion.

Ley de Bouguer (Bouguer, 1729): Para hablar de los origenes de la ley de Beer-Lamber, o simplemente BLL
(por sus siglas en inglés), debemos considerar la Ley de Bouguer Pierre. Bouguer, fue el primero en afirmar
gue en un medio de transparencia uniforme, la luz que permanece en un haz colimado es una funcién
exponencial de la longitud de la trayectoria. Siendo esto valido si el medio es homogéneo, sin dispersiény

la luz incidente I, es monocromatica y colimada (como la de un laser).

Ley de Lambert (Lambert, 1760): Posteriormente, Johann Heinrich Lambert, formuld la Ley que lleva su
nombre, que no es mas que una afirmacidon matematica de la ley de Bouguer. Es decir, que la absorbancia
es directamente proporcional al grosor del medio (A « L), mientras que la intensidad de la radiacion

transmitida I; disminuye exponencialmente con el aumento del grosor:

I, = Ije~%l, (7)

donde a, es el coeficiente de absorcién del medio con unidades en cm™.

Ley de Beer (Beer, 1852): Casi un siglo después, Beer extendio la Ley de Lambert para incluir la
concentracién de soluciones, afirmando que la absorbancia es proporcional a la concentracién molar del

soluto € en un medio homogéneo (A « C).

Este punto es justo el centro del debate. Si bien en 1852, August Beer estudié la absorcidn de luz en
liqguidos coloreados y concluyd que la transmitancia de una solucidon depende de la fraccidn volumétrica
del soluto y el grosor de la muestra. Sin embargo, Mayerhofer et al. (2020) argumentan que Beer nunca
formuld explicitamente la relacion entre absorbancia y concentracion tal y como se conoce hoy en dia.
Segln estos autores, dicha interpretacion se desarrollé en los 50 afos posteriores al trabajo de Beer, a
través de estudios de otros investigadores, entre ellos, Bunsen y Roscoe (Bunsen & Roscoe, 1857), quienes
acufiaron el término de absortividad; Hurter (Huter et al., 1920), que introdujo el concepto de densidad

Optica y Luther (Luther, 1900), quien incorpord el término aleman Extinktion (extincidn).

Absorbancia

La version moderna de la Ley de Bouguer—Lambert—Beer, donde se combinan formalmente la relacién de
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Bouguer-Lambert con la dependencia de la concentracion, aparecid por primera vez en otro articulo de
Luther (Luther & Nikolopulos, 1913). En este trabajo, Luther integré explicitamente estos principios en la
ecuacion matematica que hoy se utiliza para describir la absorbancia (atenuancia) en medios homogéneos,
consolidando asi la formulacién actual. La ecuacion resultante establece la relacion entre la concentracion

y el grosor de la siguiente manera:
A= 10910% = &CL, (8)
t

donde ¢ es el coeficiente de extincién molar.

Notese que usando las ecuaciones (6) y (7) la transmitancia queda como T = e~ %l (Calvillo-Vazquez et
al., 2019). Por lo tanto, la ecuacion (8) queda como A = logm% = ayln(e)L = eCL. Con lo cual se llega a

que el coeficiente de absorcion es proporcional coeficiente de extincidn y a la concentracién molar del

solvente; esto es, a, = &C/In(e).

Absorbancia en la mezcla de dos medios

En esta tesis se mide la absorbancia A, de las muestras irradiadas a diferentes fluencias, las cuales
contienen los fibroblastos dérmicos inmersos en medio de cultivo. En la practica, los ensayos de MTS

registran la absorbancia total, que es la suma de la contribucién de las células y el medio de cultivo:
AM = ACel + AMCI (9)

donde A, es la absorbancia atribuida a la biomasa de los fibroblastos y A, corresponde a la absorbancia

del medio de control.

Si bien en algunos estudios la absorbancia del medio de control se considera despreciable, en este trabajo
se ha optado por medirla de manera independiente. Esto permite evaluar su impacto en la viabilidad
celulary, al mismo tiempo, obtener la absorbancia real de las células eliminando la contribucion del medio.
Una vez medida la absorbancia del medio de control, la absorbancia celular se obtiene mediante la resta
Acer = Ay — Ayc- Esta correccidn garantiza una cuantificacién mas precisa de la viabilidad celular,

minimizando la influencia de la absorbancia del medio de cultivo en los resultados experimentales. No
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obstante, como se mostrard mas adelante en el capitulo de resultados, se observard que la viabilidad
celular obtenida es muy similar considerando y sin considerar la absorbancia del medio de control, lo que

confirma que su impacto en los célculos es minimo.

2.2 Glosario de términos utilizados en fotobiologia

Antes de abordar el tema de la fotobiomodulacidn, se presenta un breve glosario con definiciones basicas

de los términos clave necesarios para su comprension (Alberts et al., 2022).

e ATP (trifosfato de adenosina): Molécula que almacena y transporta energia en las células,
utilizada en procesos como la contraccién muscular, la sintesis de proteinas y la sefializacién

celular.

e Apoptosis: Mecanismo de muerte celular programada, esencial para la eliminacidon de células

dafiadas o no funcionales sin causar inflamacion.

e Cromodforo: Molécula que absorbe luz y puede desencadenar cambios bioquimicos, como los que

ocurren en la fotobiomodulacidn.

e Enzima: Proteina que acelera reacciones quimicas dentro de la célula, facilitando procesos como

la produccidon de energia y la sintesis de moléculas.

e Fotodisolucion: Fendmeno en el que una molécula, como el éxido nitrico (NO), se libera de un

complejo molecular debido a la absorcién de luz.

e Formazan: Producto de la reduccion de sales de tetrazolio por enzimas deshidrogenasas en células
viables. Su formacion genera un cambio de color, permitiendo cuantificar la viabilidad celular

mediante espectrofotometria.

e Homeostasis: Capacidad de una célula o un organismo para mantener un equilibrio interno estable

a pesar de cambios en el entorno.
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e Proliferacion celular: Proceso mediante el cual las células se dividen y multiplican, contribuyendo

al crecimiento y reparacion de tejidos.

¢ ROS (especies reactivas de oxigeno): Moléculas derivadas del oxigeno que pueden actuar como

mensajeros celulares, pero en exceso pueden causar dafio oxidativo.

e Sales de tetrazolio: Compuestos quimicos utilizados en ensayos de viabilidad celular para evaluar
la actividad metabdlica. Son reducidas por enzimas celulares a compuestos de formazan, que

pueden cuantificarse mediante espectrofotometria UV-Vis.

e Viabilidad celular: Capacidad de las células para mantenerse vivas y funcionales bajo ciertas

condiciones experimentales o fisioldgicas.

2.3 Fotobiomodulacion

La fotobiomodulacién, también conocida como terapia con luz laser de baja intensidad (LLLT, por sus siglas
eninglés) (Chen et al., 2011; Huang et al., 2011; Hamblin & Huang, 2019), se define como el uso de energia

electromagnética, por debajo del umbral de dafo, para inducir cambios en las estructuras celulares.

El mecanismo de accién de la FBM, representado en la Figura 2, se basa en la interaccion de la luz con
moléculas fotorreceptoras, principalmente en la mitocondria, lo que induce un aumento en la produccion
de ATP. Este proceso ocurre mediante la activacion del cromoéforo Citocromo C Oxidasa (COX), un
componente clave de la cadena de transporte de electrones mitocondrial. La estimulacién de la COX
mejora el transporte de electrones a través de la cadena mitocondrial, esto aumenta el gradiente de
protones a través de la membrana mitocondrial interna. Este gradiente activa la ATP sintasa lo que resulta
en un incremento en la sintesis de ATP, que es la principal fuente de energia celular. Ademas, este proceso
libera 6xido nitrico (NO), mejorando la respiracidn celular, y genera una pequefia cantidad de especies
reactiva de oxigeno (ROS). Estas ROS, en niveles controlados debido a la FBM, actian como moléculas
facilita la produccién de ATP, promoviendo procesos celulares esenciales como la proliferacidn, viabilidad

y apoptosis (Dompe et al., 2020, Huang et al., 2009; Greco et al., 1989; Karu et al., 1999).

Muiltiples estudios han demostrado que la irradiacién con luz roja o infrarroja no solo modula la actividad
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mitocondrial, sino que también desencadena una serie de reacciones bioquimicas que favorecen la
proliferacién celular y la viabilidad, al tiempo que pueden inducir apoptosis en funcidn de la dosis aplicada.
Estos efectos estan mediados por la activacidn de rutas metabdlicas que influyen en el equilibrio entre la
supervivencia y la muerte celular, regulando el estrés oxidativo y la homeostasis mitocondrial (Avci et al.,

2013; Topaloglu et al., 2016; Topaloglu et al., 2021; Tripodi et al., 2021; Hawkins et al., 2006).

2.3.1 Rol del Oxido Nitrico (NO) y los lones de Calcio (Ca?*)

La FBM también influye en moléculas clave como el dxido nitrico y los iones de calcio (Ca%*). La FBM
incrementa el nivel de éxido nitrico debido a la liberacidn de complejos metalicos en la COX, lo que impacta
en la regulacién de la respiracién celular y la vasodilatacion. Bajo la irradiacidn con luz infrarroja, se ha
observado que la fotodisolucién del NO permite una mayor actividad mitocondrial al liberar los sitios de
la COX bloqueados por esta molécula, promoviendo un aumento en la produccidn de ATP (Desmet et al.,

2006).

Por otro lado, la modulacién de los niveles de Ca?* es otro mecanismo esencial en la FBM. Se ha
demostrado que la irradiacion en el infrarrojo cercano puede influir en los canales de calcio dependientes
de voltaje (VDAC), facilitando la entrada de Ca?* en la mitocondria y modulando la sefializacién celular.
Esta variacion en la homeostasis del calcio juega un papel central en la regulacién de la apoptosis, la

proliferacién y la diferenciacién celular (Khan & Arany, 2016).

2.3.2 Efectos en la Homeostasis Mitocondrial y Estrés Oxidativo

La homeostasis celular es el equilibrio dinamico que mantiene las condiciones internas estables dentro de
la célula, regulando procesos como la produccién de energia, el control de ROS y la sefializacién de iones
como Ca?*. La FBM influye directamente en estos mecanismos al modular la actividad mitocondrial y la

expresion de genes relacionados con la respuesta al estrés oxidativo.

Estudios recientes han evidenciado que la FBM no solo estimula la produccién de ATP, sino que también
puede regular la homeostasis del calcio y la actividad de los VDAC, que desempeiian un papel crucial en la

sefializacion apoptotica y en la regulacidon del metabolismo mitocondrial (Khan & Arany, 2016). Asimismo,
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la modulacion de las ROS inducida por FBM puede activar la via de sefalizacidn P13-K/Akt, promoviendo la

supervivencia celular y la proliferacion (Serrage et al., 2020).

2.3.3 Efectos de la fluencia y el rango espectral en el infrarrojo cercano

Es importante destacar que, a diferencia de otras aplicaciones biofotdnicas que utilizan altas potencias y
generan calentamiento tisular, la FBM se lleva a cabo con niveles de irradiancia y densidad de energia
relativamente bajos. Generalmente, los pardmetros utilizados oscilan por debajo de los 200 mMW/cm?, con

dosis energéticas entre 0.1y 30 J/cm?, asegurando un efecto bioestimulante sin provocar dafio térmico.

La COX presenta dos bandas de absorcion en las regiones del espectro rojo (600-750 nm) e infrarrojo
cercano (750-900 nm) (Hamblin et al., 2019; Dompe et al., 2020). En particular, la radiacién en el infrarrojo
cercano (NIR) ha sido ampliamente estudiada debido a su capacidad de penetracién en los tejidos y su
impacto en la modulacién de la actividad mitocondrial (Desmet et al., 2006). Se ha demostrado que la
irradiaciéon en el rango de 600-810 nm puede inducir estrés oxidativo, potenciar la apoptosis y alterar la
funcién mitocondrial en células tumorales expuestas a densidades de energia de 9.45 J/cm?2 (Khokhlova et

al., 2018).

Estudios como el de Hawkins & Abrahamse (Hawkins & Abrahamse, 2006), utilizando un laser de 632.8
nm, han demostrado que fluencias en torno a 5 J/cm? favorecen la proliferacién celular en fibroblastos
dérmicos humanos, mientras que fluencias mas altas podrian no ser igual de beneficiosas. Por otro lado,
Chen etal. (2011), con un laser de 810 nm de longitud de onda encontraron que fluencias extremadamente
bajas (0.003 J/cm? a 0.3 J/cm?) activan NF-kB y aumentan la produccién de ROS, un mecanismo que puede
estar relacionado con sefnalizacidon celular y regulacién del metabolismo mitocondrial, mas que con efectos

citotoxicos directos.

Como ya se ha mencionado anteriormente, en esta tesis se realizaron irradiaciones de fibroblastos
dérmicos humanos con luz NIR a 785 nm, seguidas de un cultivo celular para permitir que los efectos de la
fotobiomodulacién se manifiesten antes de la evaluacién de la viabilidad celular mediante ensayos MTS a
diferentes fluencias. Se busca analizar si la irradiacién con NIR a 785 nm tiene un efecto estimulador o
inhibitorio en la viabilidad celular, dependiendo de la dosis de energia aplicada y, con ello, evaluar su

potencial aplicacidn en terapias regenerativas o moduladoras del metabolismo celular.
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Figura 2. Esquema del mecanismo de accién de la fotobiomodulacién (FBM). La luz roja e infrarroja cercana activa
rutas celulares mediante la absorcién por citocromo c oxidasa y canales iénicos, lo que incrementa Ca?*, ROS, ATP y
cAMP, favoreciendo procesos como diferenciacién, proliferacion y migracion celular. (Dompe et al., 2020).

2.4 Viabilidad Celular

La viabilidad celular se puede definir como la proporcién de células sanas dentro de una muestra bioldgica
(Maldonado, et al, 2018). Existen diversos métodos para evaluar la viabilidad celular in vitro, los cuales se

pueden clasificar en cuatro categorias principales:

1. Ensayos de proliferacion celular, que evalldan el crecimiento y division de las células.

2. Ensayos de sintesis de ADN, que miden la actividad replicativa de las células.

3. Ensayos de permeabilidad de membrana, que detectan integridad celular.

4. Ensayos de actividad metabdlica, que evallan la viabilidad celular a través de la actividad

enzimatica.
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Uno de los métodos mas utilizados es la reduccidon de sales de tetrazolio, donde células metabdlicamente
activas convierten estas sales en formazan, un compuesto que puede cuantificarse mediante

espectrofotometria UV-Vis.

El reactivo MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) es ampliamente empleado para la
evaluacion de la viabilidad celular en estudios de FBM. En este método, las células se incuban con el
reactivo MTS durante un periodo de 1 a 4 horas. Las células viables reducen el tetrazolio del MTS a
formazan, generando un cambio de color de amarillo a morado. La cuantificacion del formazan se realiza
mediante espectrofotometria UV-Vis a una longitud de onda de 490 nm, lo que permite correlacionar la

absorbancia con la cantidad de células viables.

La FBM ha demostrado ser un método efectivo para modular la viabilidad celular, ya que influye en la
actividad mitocondrial y en la regulacién de ROS y NO. Dependiendo de la dosis de luz utilizada, la FBM
puede inducir proliferacion celular en condiciones fisioldgicas o apoptosis en células dafiadas o tumorales

(Khokhlova et al., 2018).

2.5 Fibroblastos Dérmicos

Los fibroblastos dérmicos son células esenciales en la piel, responsables de la sintesis y organizaciéon de la
matriz extracelular. Ademas de mantener la estructura de la dermis, estas células regulan procesos
biolégicos como la reparacién de heridas y la homeostasis de la piel (Lynch & Watt, 2018). Su capacidad
de interaccidn con otras células y su variabilidad funcional los convierten en un elemento clave para el

mantenimiento de la fisiologia cutanea (Sorrell & Caplan, 2004).

2.5.1 Origen, Morfologia y Diferenciacion

Los fibroblastos dérmicos provienen de células madre mesenquimales y pueden clasificarse en diferentes
subtipos segln su localizacion en la dermis como se muestra en la Figura 3. Se han identificado fibroblastos
papilares, ubicados en la dermis superior, y fibroblastos reticulares, en la dermis profunda, cada uno con

caracteristicas bioquimicas y funcionales distintas (Sorrell & Caplan, 2004).
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Figura 3. Representacidn de las bases de la piel, en la capa superficial se encuentra la epidermis; (1) basal, (2)
espinosa, (3) granular y (4) cornea, y debajo de ella se encuentra la capa dermis. Los fibroblastos, sefialados con
flechas, se encuentran encerrados en una red de colageno de tipo | proporcionan soporte dérmico a la epidermis.
Barra 44um (Sorrell & Caplan, 2004).

Morfolégicamente, los fibroblastos son células fusiformes con prolongaciones citoplasmaticas, un nucleo
ovalado y una alta proporcidn de reticulo endoplasmatico rugoso y aparato de Golgi, reflejando su intensa
actividad en la sintesis de proteinas de la matriz extracelular (Grinnell, 2003). Durante la reparacion tisular,
algunos fibroblastos pueden diferenciarse en miofibroblastos, caracterizados por la expresion de actina

de musculo liso y la capacidad contractil necesaria para la cicatrizacién de heridas (Hinz et al., 2007).

2.5.2. Funciones Principales

Produccion y Mantenimiento de la Matriz Extracelular

Los fibroblastos dérmicos sintetizan colageno tipo | y Ill, elastina y proteoglicanos, los cuales conforman la
matriz extracelular proporcionando soporte mecanico y funcional a la piel (Lynch & Watt, 2018). Se ha
demostrado que los fibroblastos papilares y reticulares tienen distintas capacidades de sintesis y

remodelacion de la matriz extracelular (Sorrell & Caplan, 2004). Ademas, estas células producen
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metaloproteinasas, enzimas que regulan el equilibrio entre la formaciéon y degradacién de la matriz

extracelular (Kalluri & Zeisberg, 2006).

Cicatrizacion y Regeneracion

En respuesta a una lesidn, los fibroblastos migran hacia la herida estimulados por citoquinas y factores de
crecimiento. Durante este proceso, secretan coldgeno y otros componentes extracelulares para facilitar la
reparacion del tejido dafiado (Hinz et al.,, 2007). Se ha observado que los fibroblastos reticulares
contribuyen mads activamente a la remodelacién del tejido lesionado debido a su capacidad para contraer

la matriz y promover la reepitelizacion (Sorrell & Caplan, 2004).
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Capitulo 3. Metodologia

Este capitulo detalla la metodologia empleada en el desarrollo de esta tesis, la cual se resume a modo de
introduccion en la Figura 4. Posteriormente, se describe en detalle el disefio e implementacién del arreglo
Optico experimental utilizado para las pruebas de irradiacién in vitro de fibroblastos dérmicos humanos.
Se incluye la caracterizacion del perfil del haz de luz, cuyo objetivo es garantizar una distribucion uniforme
de la irradiacion sobre las muestras. Ademas, se explica el sistema de automatizaciéon implementado para
controlar de manera precisa el tiempo de irradiacién. Finalmente, se describe el proceso de cultivo y
preparacion de muestras celulares, seguido de los ensayos de viabilidad, los cuales permitiran evaluar la

respuesta bioldgica de los fibroblastos frente a las diferentes condiciones de irradiacién.
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Figura 4. Proceso para determinar la respuesta biolégica de una linea celular.
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3.1 Descripcion general de la metodologia

La metodologia empleada para determinar la respuesta biolégica de fibroblastos dérmicos humanos (linea
celular CCD-1112Sk, derivadas de prepucio de neonato humano) consta de siete pasos, como se muestra

en la Figura 4, los cuales se describen a continuacion:

1. Cultivo Celular: En el primer paso, las células se incuban, lavan y cuantifican segun los procedimientos

descritos més adelante en la seccién 3.5.

2. Incubacion Previa. El segundo paso, las células se incuban durante 24 horas antes de la irradiacién.

3. Irradiacion. El tercer paso, las células se exponen a la irradiacion de luz infrarroja a 785 nm mediante
el arreglo experimental descrito en la seccidn 3.2, siguiendo los protocolos de irradiacion disefiados

especificamente para estos experimentos, como se explican en las secciones 3.3y 3.4.

4. Incubacion Posterior. Tras la irradiacién, el cuarto paso consiste en incubar nuevamente las células
por 24 horas antes de evaluar la respuesta bioldgica, permitiendo una adecuada recuperacion y
reaccion al tratamiento. Esta segunda incubacion es necesaria para evaluar cdmo la irradiacién afecta

la capacidad de las células para sobrevivir y proliferar y, con ello, obtener resultados confiables.

5. Adicién del reactivo MTS. El quinto paso consiste en afiadir el reactivo MTS para evaluar la actividad

metabdlica y viabilidad celular tal y como se explica en la seccién 3.8.

6. Incubacion final. Se incuban nuevamente las células con el reactivo MTS durante un lapso de dos
horas para permitir la reduccidn de tetrazolio del MTS a formazan, generando un cambio de color de

amarillo a morado.

7. Lectura de absorbancia. Se cuantifica la viabilidad celular mediante espectrofotometria de absorcidon

a 492 nm.

Este procedimiento se desarrollé para diferentes placas de cultivo en las cuales se aplican diferentes

fluencias de irradiacién. Posteriormente, se analizan los resultados de la absorbancia y se cuantifica la
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viabilidad, para finalmente aplicar pruebas estadisticas y determinar diferencias significativas entre los

grupos experimentales.

3.2 Arreglo optico para la irradiacion de células

Para evaluar el efecto de la FBM inducido en fibroblastos por los efectos de la irradiacién, se diseiid un
montaje experimental que permite irradiar cada pozo de una caja de cultivo celular de manera
homogénea, sin afectar pozos contiguos cargados con células. En la Figura 5 se presenta el esquema del
sistema de irradiacion, compuesto por un diodo laser de 785 nm (CNI, MDL-11I-785-500mW) con salida
acoplada a una fibra dptica. La potencia de salida es ajustable entre 0 y 500 mW. La fibra éptica se conecta
a un tubo de lente, el cual contiene un sistema de colimacidon compuesto por una lente (L) plano-convexa
con una distancia focal, f, de 10 cm y un diafragma con una apertura, D, de 6.3mm. Este sistema de
colimacién se muestra en detalle el recuadro derecho dentro de la Figura 5. El haz divergente que emite

la fibra es colimado por la lente, mientras que el diafragma delimita el area del haz con un diametro que

coincide con el didametro de los pozos de la placa de cultivo.

Salida de la fibra

-y

Soporte para

|
T la fibra
|
|

I
+— Tube lens
|

I
-— Lente f=10cm

d— Diafragma D=0.64cm

Figura 5. Sistema optico de irradiacion para inducir la FBM en los fibroblastos.

En la Figura 5 se enumeran los componentes del sistema, los cuales corresponden a: (1) Diodo laser y
controlador de potencia; (2) Fibra dptica; (3) Sistema de colimacidn (ver recuadro a la derecha); (4) Sistema

automatizado de obturacién del haz; (5) Placa de cultivo celular (donde se depositan las muestras
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celulares); (6) Base perforada con plantilla de la placa de cultivo; y (7) Trampa de luz (“beam trap”).
Derecha: Sistema de colimacién compuesto de una lente colimadora y un diafragma. Izquierda: Plantilla

para situar las coordenadas de cada pozo en la placa de cultivo de 92 pozos.

El sistema de colimacién se posiciona de forma transversal a la caja de cultivo celular, la cual se coloca
sobre una base metalica pintada de color negro para disminuir las reflexiones de luz. A esta base metdlica
se le adhiere una plantilla que reproduce la distribucion real de los pozos. La placa de cultivo es una
microplaca de 96 pozos, distribuidos en 12 columnas y 8 filas, donde cada pozo tiene un didmetro de 6.3
mm. La plantilla permite posicionar manualmente el pozo a irradiar en las coordenadas correspondientes,
como se muestra en el recuadro izquierdo de la Figura 5. Finalmente, en el trayecto del haz hacia la placa
de cultivo, se afiadid un segundo diafragma para reducir el esparcimiento producido por el primer
diafragma. Este segundo diafragma se indica con una flecha roja y en la figura se ubica antes del sistema

de obturacion.

El tiempo de irradiacion se controla mediante un sistema automatizado de obturacién, operado por una
computadora a través de una tarjeta Arduino. Debajo de la base, justo en la apertura por donde el haz
atraviesa el pozo de cultivo, se coloca una trampa de haz (“beam trap”, Thorlabs), que absorbe la energia

del haz laser y reduce posibles efectos de retrorreflexién.

Para la realizacion de los experimentos, el sistema de irradiacion se colocé dentro de una campana de flujo

laminar en un ambiente estéril, con el fin de preservar la viabilidad de las células.

3.3 Caracterizacion del perfil del haz laser

Para asegurar una distribucién uniforme de la irradiacidn sobre las muestras, se colimé el haz infrarrojo
proveniente de la fibra (ver recuadro derecho de la Figura 5). Se probaron dos lentes planoconvexas, con
diferentes distancias focales (75 y 100 mm), con el fin de determinar cudl de ellas amplificaba mas el perfil

del haz, de tal manera que irradiara homogéneamente el area de los pozos.

Para la caracterizacion del perfil del haz laser se utilizo la técnica de la navaja (DeGroot & Schervish, 2012),
ilustrado en la Figura 6. La cual consiste en bloquear (o desbloquear) progresivamente el haz del laser

mediante un borde plano desplazado en pasos micrométricos (ver Figura 6a). Durante este proceso, se
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mide la variacidn de la potencia del haz obteniéndose un perfil de intensidad que se asemeja a una funcién
de distribucion de probabilidad gaussiana mostrada en la Figura 6b. Al integrar este perfil, finalmente se
reconstruye la distribucidn gaussiana del haz tal y como se muestra en la Figura 6c.

Ill

Para determinar la colimacién del haz, se midid su cintura utilizando el criterio del “ancho total medido a
la mitad de la intensidad maxima” del haz (FWHM, por sus siglas en inglés). Este procedimiento se realizo
a las distancias de 5cm, 10cm y 30 cm después de la lente colimadora. Se consideré que el haz esta
colimado cuando su ancho es aproximadamente la misma en estas tres distancias. Como se detallara en
el capitulo de resultados, el perfil 6ptimo del haz se obtuvo con la lente de 100 mm de distancia focal. Con
ella se logré una cintura del haz de aproximadamente de 12 mm. Este didmetro cubre completamente los

pozos de la placa de cultivo, las cuales miden 6.3 mm de didmetro.

y Prueba de la navaja Perfil del haz
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Figura 6. Diagrama de la técnica de la navaja: a) Perfil transversal del haz; b) Distribucién de intensidad acumulada al
desplazar la navaja; c) Perfil del haz obtenido al derivar (b).

3.4 Automatizacion del tiempo de exposicion

Para garantizar un control preciso de la exposicién de la luz infrarroja, se implementd un sistema de
obturacidon que permitia pasar y bloquear el haz del ldser por tiempos determinados. El movimiento del
obturador fue ejecutado por un servomotor (MOT-100, Steren) controlado por una tarjeta Arduino UNO,

utilizando su lenguaje de programacién (Arduino IDE 1.8.19).

El tiempo de apertura del obturador se ajustd progresivamente segun el tiempo de exposicidon requerido
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para suministrar cada fluencia del haz sobre las células.

Cada fluencia de irradiacién se administré en tres pozos distintos, manteniendo el mismo tiempo de
exposicién para cada pozo y un tiempo “muerto” (sin luz) entre cada irradiacién para cambiar de pozo,
segun se explica mas adelante en la seccidn 3.7. Después de completar la irradiacidon de tres pozos, se

incremento el tiempo de exposicion para la siguiente triada de irradiaciones.

El algoritmo programado en Arduino ejecutd las aperturas y cierres del obturador en secuencia,
garantizando el aumento en los tiempos de irradiacion para incrementar las fluencias cada tres

irradiaciones. El cddigo del programa se muestra de manera detallada en la seccién de anexos.

3.5 Cultivo y preparacion de muestras

Las células se cultivaron en cajas Petri utilizando medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modification of
Eagle’s Minimum Essential Medium) suplementado con 10% suero fetal bovino (BioWest™) y 1% de
antibidtico/antimicético (Gibco™). Se incubaron a 37°C en una atmdsfera con un 5% de CO,. El medio se

cambid regularmente hasta que las células alcanzaron una confluencia minima del 80%.

Una vez lograda la confluencia deseada, se despegaron las células de la placa mediante el reemplazo del
medio de cultivo y se eliminaron los restos celulares con dos lavados de 6 ml de soluciéon amortiguadora
de fosfato salino (PBS) ajustada a un pH de 7.4. Luego, se agregd 1 ml de tripsina para facilitar el
desprendimiento de las células adheridas y se colocan en incubacidn por 5 minutos a 37°C. Tras este paso,
se agregd medio de cultivo para inactivar la enzima y las células se centrifugaron durante cinco minutos,
para asegurar la eliminacién completa de las interacciones que mantenian a las células adheridas al fondo

de las cajas de cultivo.

Para realizar el conteo celular, se tomé 20 pl de la solucidon y se le agregd 20 puL de azul tripano, el cual
permite diferenciar entre las células vivas y muertas, también se utilizé6 una camara de Neubauer donde
se contd la cantidad de células vivas por cuadrante. Con este procedimiento se determind un promedio

de células por ml.
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3.6 Condiciones de irradiacion de células

Se aplicaron irradiaciones en un rango exponencial de 0.05 a 8 J/cm?, basadas en la literatura. Los tiempos
de exposicion fueron definidos utilizando una progresidon geométrica con razén r = 2, de acuerdo a la

ecuacion:

ty =to-2"71, (10)

donde t,, es el tiempo de exposicién (que incrementa conn ), t, = 1.6 s es el tiempo de irradiacién inicial

yn=1,2,..,8, esel nUumero de irradiaciones.

Dado que la fluencia esta dada por la expresién F = t,P/S;i-c; con P como la potencia promedio del haz
Y Scirc cOmo el area circular del haz laser cuyo didmetro es el ancho al FWHM del perfil del haz. Entonces,

sustituyendo la ecuacién (10) en esta expresion, la fluencia queda expresada de la siguiente forma:

F= A (11)

Scirc

Tabla 1. Condiciones de irradiacién correspondiente para una potencia de 10mW y una distancia de 10cm.

n Tiempo (s) Fluencia (J/cm?)
1 1.6 0.05

2 3.2 0.1

3 6.4 0.2

4 12.8 0.4

5 25.6 0.8

6 51.2 1.6

7 102.4 (Im 42 5s) 3.2

8 204.8 (3m 24s) 6.4

9 256 (4m 16s) 8
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Considerando una potencia de irradiacion de 10 mW, medida en el plano de la muestra, y un area de los
pozos de S.;,. = 0.31 cm?, se obtienen las fluencias que se detallan en la Tabla 1. Nétese que el tltimo
tiempo de exposiciéon, para cuandon = 9, no cumple con la progresidon geométrica de la ecuaciéon (11). En
su lugar, se utilizé un tiempo de exposicidn to = 256 s para ajustar el tiempo total irradiado las tres placas,

como se explicard en la siguiente seccidn.

3.7 Distribucion de las irradiaciones en las placas de cultivo

Para evaluar el efecto de la irradiacién se sembraron las células en una microplaca de 96 pozos, en la cual
se colocaron 5,000 células por pozo en 100 pl de medio DMEM F-12 libre de rojo fenol, suplementado con
10% de suero fetal bovino (BioWest™) y con un 1% de antibidtico/antimicético (Gibco™). Las células se
incubaron por 24 horas antes de la irradiacion a una temperatura a 37°C en una atmésfera con un 5% de

CO..

La distribucion de las células en la caja de cultivo se organizé considerando las condiciones de irradiacion,
el tiempo de exposicion de cada fluencia y el tiempo total de exposicién cada caja de cultivo. Para
garantizar la validez de los resultados de viabilidad celular, los ensayos se realizaron por triplicado. La
distribucidn detallada de las células en la caja de cultivo se presenta en las Figuras 8,9, 10y 11. Tres placas
se utilizaron para las distintas fluencias de irradiacién, de manera tal que el tiempo total de la placa fuera
similar (ver Tablas 2, 3 y 4). La cuarta caja se utilizé para determinar si el medio y el control estando afuera

del sistema 6ptico presentan alguna diferencia con respecto al medio y control dentro del sistema dptico.

En la Figura 7, se muestra la distribucién de la primera placa de cultivo, donde los pozos expuestos a
fluencias de 0.4, 0.8, 1.6 y 3.2 J/cm? estan identificados con colores distintos. Los circulos morados
corresponden a las células irradiadas durante 12.8 segundos para una fluencia de 0.4 J/cm?; los circulos
verdes a las irradiadas por 25.6 segundos para a una fluencia de 0.8 J/cm?; los circulos azules fueron
expuestos a 51.2 segundos para suministrar 1.6 J/cm?; y, finalmente, los circulos amarillos fueron
expuestos por 102.4 segundos para suministrar 3.2 J/cm?. La Tabla 2 muestra el tiempo total que dura esta

prueba de exposicidn, siendo este un tiempo de 11 minutos 26 segundos.
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Tabla 2. Condiciones de irradiacion correspondiente para la placa 1.

n Fluencia (J/cm?) Tiempo (s) por pozo Tiempo (s) por los tres pozos
4 0.4 12.8 38.4
5 0.8 25.6 76.8 (1m 16s)
6 1.6 51.2 153.6 (2m 33s)
7 3.2 102.4 (1m 42 s) 307.2 (5 m 7s)
Tiempo de movimiento de placa 1m 50s
Tiempo Total 11m 26s

Medio+Células
(Control)

Medio

0.4J/cm? 0.8J/cm? 1.6J/cm? 3.2J/cm?

Figura 7. Distribucién de fluencias en la placa 1.

La Figura 8, muestra la distribucién de fluencias de la segunda placa de cultivo, donde los pozos son
expuestos a 0.05, 0.1, 0.2 y 6.4 J/cm?2. Y cuyos respectivos tiempos de irradiacion se representan de la
siguiente manera: los circulos naranjas representan las células irradiadas por 1.6 segundos para
suministrar una fluencia de 0.05 J/cm?; los circulos rosas a las irradiadas por 3.2 segundos para a una
fluencia de 0.1 J/cm?; los circulos verdes fueron expuestos a 6.4 segundos para suministrar 0.2 J/cm?; v,
finalmente, los circulos azules fueron expuestos por 204.8 segundos para suministrar 6.4 J/cm?. La Tabla

3 resume esta distribucién de irradiaciones dando un tiempo total de 12 minutos 8 segundos.
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n Fluencia (J/cm?) Tiempo (s) por pozo Tiempo (s) por los tres pozos
1 0.05 1.6 4.8
2 0.1 3.2 9.6
3 0.2 6.4 19.2
8 6.4 204.8 (3m 24s) 614.4 (10m 14s)
Tiempo de movimiento de placa 1m 20s
Tiempo Total 12m 8s

Medio+Células
(Control)

Medio

0.05J/cm? 0.1J/em? 0.2J/cm? 6.4 J/cm?

Figura 8. Distribucién de fluencias en la placa 2.

En la tercera placa, ilustrada en la Figura 9, sélo tres pozos fueron irradiados. Estos estan representados
por circulos rojos, que corresponden a las células expuestas a una fluencia de 8 J/cm?irradiados por 256
segundos (ver Tabla 4). La irradiacion de estos tres pozos dio un tiempo total de 13 minutos, 8 segundos.
Ademas, en la misma caja se monitorearon seis pozos con células de control, representada con circulos

negros, y tres pozos con medio de cultivo, indicados con circulos grises. El objetivo es monitorear estos
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ultimos nueve pozos en ausencia de exposicidn directa, pero aun dentro del arreglo experimental. Esto
debido a que pudiera existir luz esparcida proveniente desde la primera hilera de pozos durante su
irradiaciéon. Con esto se buscé medir si tal luz esparcida, por minima que esta fuera, afecta la viabilidad de

las células.

Tabla 4. Condiciones de irradiacion correspondiente para la placa 3.

n Fluencia (J/cm?) Tiempo (s) por pozo Tiempo (s) por los tres pozos
8 256 768
Tiempo de movimiento de placa 20s
Tiempo Total 13m 8s

Medio+Células
(Control)

Medio

8 J/cm?

Figura 9. Distribucién de fluencias en la placa 3.

En la cuarta y ultima placa, mostrada en la Figura 10, se monitorearon tres pozos con células de control,
representada con circulos negros, y tres pozos con medio de cultivo, indicados con circulos grises. A
diferencia de la placa 3, aqui el objetivo es monitorear estos pozos en completa obscuridad, fuera del
arreglo experimental. Esto para derivar conclusiones sobre la posible influencia del medio de cultivo en las

mediciones de absorbancia.
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Medio + Células  Maedio
(Control)

Figura 10. Distribucion de fluencias en la placa 4.

3.8 Ensayo de viabilidad (MTS)

Para evaluar la viabilidad celular (de la linea celular CCD-1112Sk) tras la irradiacién, se utilizé el ensayo de
viabilidad MTS (CellTiter 96®, Promega). Este ensayo mide la actividad metabdlica de las células a través
de la reduccién del reactivo MTS a formazan soluble en medios acuosos, el cual es directamente

proporcional a la cantidad de células viables.

Las células irradiadas y de control fueron incubadas durante 24 horas. Posteriormente se agregaron 20pulL
del reactivo MTS directamente a cada pozo que contenia células y medio de cultivo. Las placas se
incubaron a 37°C con una atmdsfera de 5% de CO, durante 2 horas para permitir la conversién de MTS a
formazdan. Luego se midié la absorbancia a 492 nm utilizando un espectrofotdmetro de microplacas
(EPOCH, BioTek). Para evaluar la morfologia de las células antes y después de la irradiacion, se les tomaron

fotografias a las células expuestas al tratamiento y de control.
Con los resultados de absorbancia se calculd el porcentaje de viabilidad mediante la siguiente ecuacién

%Viabilidad = %L x 100%, (12)

Cont
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donde es A, la absorcidn de las células irradiadas (a diferentes fluencias) y A,y €S la absorcion de las

células de control (sin irradiar).

3.9 Analisis estadisticos

Para comparar los resultados de viabilidad celular (%) de las distintas dosis de luz infrarroja suministradas,
se realizé un analisis de varianza (ANOVA) de una via, seguido de una prueba de comparacién multiple de

Dunnett.

El ANOVA de una via permite evaluar si hay diferencias significativas (p < 0.05) entre las medias de los
distintos grupos de irradiacién y el grupo de control, pero no especifica cudles son esos grupos. En caso de
encontrar diferencias significativas, se aplicé la prueba de Dunnett, que compara individualmente cada
grupo experimental contra el control, determinando cudles tratamientos tienen un efecto

estadisticamente relevante.

El valor p nos indica el nivel de significancia observado en una prueba estadistica y se utiliza para evaluar
la evidencia en contra de la hipétesis nula (que no existe una diferencia significativa) (Mendenhall et al.,
2006). En este caso, se utilizd p < 0.05. Si se obtiene un valor de p menor a 0.05, se considera que los

resultados son estadisticamente significativos, es decir, se rechaza la hipétesis nula.

Los analisis estadisticos se realizaron en GraphPad Prism 10.2.3. Se reportaron los valores de p, asi como
los intervalos de confianza y las desviaciones estandar de cada grupo. Ademas, los datos fueron
representados en graficos de barras con medias y errores estadndar para visualizar mejor las diferencias en

viabilidad celular entre las distintas condiciones experimentales.
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Capitulo 4. Resultados y Discusiones

En este capitulo se presentan y discuten los principales resultados obtenidos a lo largo de esta
investigacion. La estructura del capitulo sigue el orden cronoldgico de la metodologia experimental para
facilitar la comprension de los resultados en relacién con los objetivos planteados. Primero, se exponen
los resultados de la caracterizacidn del haz de luz utilizado en los experimentos, lo cual es fundamental
para asegurar su uniformidad y estabilidad, aspectos clave para la reproducibilidad y confiabilidad de los
experimentos de irradiacion celular. A continuacion, se presentan los resultados de absorbancia y
viabilidad celular en células de fibroblastos, lo cual permiten evaluar el efecto del tratamiento,
proporcionando informacién sobre sus efectos inhibitorios e estimulatorios en la viabilidad celular y
ofreciendo una medida directa del impacto en la supervivencia celular. Finalmente, se muestran las
imagenes de campo abierto obtenidas, que complementan los analisis cuantitativos y permiten observar

posibles cambios morfolégicos de interés.

4.1 Caracterizacion del perfil del haz laser

Para realizar los experimentos de irradiacion celular, se requiere un haz uniforme. Para esto, se colimé el
haz divergente emitido por la fibra éptica mediante una lente plano-convexa con una distancia focal de

f=100 mm (ver figura 5).

La caracterizaciéon del perfil del haz se llevé a cabo utilizando la técnica de la navaja a tres distancias
diferentes, posteriores a la lente de colimacidn, siendo estas de 5 cm, 10 cm y 30cm, respectivamente. En
ese rango de distancias se obtuvo, una colimacién del haz éptima, manteniéndose una cintura del haz
aproximadamente constante, particularmente entre 5y 10 cm. Se considerd que 10 cm es una distancia

adecuada para mantener un arreglo éptico lo mas compacto posible.

La Figura 11 muestra los resultados obtenidos con la técnica de la navaja para las distancias de 5y 10 cm.
En las Figuras 11a y 11b se observa la distribucidon de intensidad obtenida en estas dos distancias. Los
cuadros negros corresponden a los datos experimentales, mientras que los trazos rojos son los ajustes

obtenidos mediante Origin usando la funcidn signmodal Slogistic mediante la expresién 13:
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a

(1 + exp(—k * (x — xc))) ' (13)
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Figura 11. Resultados de la prueba de la navaja. Trazo de intensidad acumulada medido a una distancia de 5 cm (a)
y 10 cm (b), respectivamente. Los cuadros negros presentan los datos experimentales, y los trazos rojos se muestra
el ajuste. Perfiles del haz c) y d), obtenidos mediante la derivada (trazos negros) de los ajustes obtenidos en a) y b),
respectivamente. En rojo se muestra el ajuste gaussiano.

Las Figuras 11cy 11d, muestra las respectivas derivadas de los ajustes obtenidos en las Figuras 11ay 11b,
respectivamente, evidenciando un perfil casi gaussiano. Mediante un ajuste numérico, los valores
obtenidos para el ancho del haz a distancias de 5 cm y 10 cm fueron de FWHM;= 12.01+0.01 y FWHM,=
11.83+ 0.01, respectivamente. Aunque se observa un ligero desenfoque, reflejado en una disminucién
aproximada del didmetro del haz en aproximadamente un 2%, este puede considerarse colimado en dicho
rango de distancia. Ademds, en ambos casos, los trazos gaussianos se extienden de 0 a 25.5 mm, lo cual

es coherente con el didmetro de la lente de 1 pulgada (24.54mm). Esta consistencia en el rango también

indica que el haz esta efectivamente colimado.
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Mediante una captura fotografica aérea de la intensidad del haz IR proyectado sobre la superficie donde
se coloca la muestra, es posible verificar la uniformidad del haz. Las Figuras 12a y 12b muestran la
proyeccion del haz sobre un papel milimétrico y la distribucidon de intensidad con y sin luz de fondo,
respectivamente. Las Figuras 12c y 12d muestran este mismo experimento, sin luz de fondo. En la Figura
12a se aprecia una distribucion de intensidad uniforme y casi circular, con didmetro de aproximadamente
2.16 cm en la base, y una intensidad casi constante debido a la luz de fondo (laboratorio iluminado). En
contraste, en la Figura 12d revela que el haz presenta un leve decaimiento mas alla del didmetro de 3.2

cm, lo cual es atribuible al decaimiento tipico del haz gaussiano.

(a) (b)

(© T (d)

Figura 12. Medicién de la uniformidad del haz. Proyeccion del haz sobre un papel milimétrico: (a) con luz de fondo
y b) sin luz de fondo. c) y d), muestran la distribucién de la intensidad del haz del area iluminada. El eje z corresponde
a la intensidad del haz.

Dada la homogeneidad del haz obtenida, se realizd una segunda medicion del perfil del haz utilizando un

diafragma con una apertura de 6.3 mm en la lente de tubo, logrando una distribucién uniforme del haz.
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Este procedimiento asegura que todas las muestras sean irradiadas homogéneamente, garantizando una
densidad de energia uniforme en las dreas de irradiacién. La Figura 13 presenta los resultados. En las
Figuras 13a y 13b se muestran los valores de potencia obtenidos al desplazar la navaja justo a5 cm y 10
cm de distancia respecto a la lente de colimacion. Los cuadros negros indican los datos experimentales y
los trazos rojos son los ajustes respectivos. En este caso, dado que el perfil gaussiano es truncado por el
diafragma, no se obtiene una distribucién acumulada tipica de un haz gaussiano, por lo que no es posible
ajustar una funcion signmodal. En su lugar, se optd por hacer un ajuste lineal Unicamente en la zona de
subida de las trazas experimentales de intensidad acumulada. Las Figuras 13cy 13d muestran las derivadas

de los datos (en cuadros negros) y de los ajustes (trazo rojo) obtenidos en las figuras 13a y 13b,

respectivamente.
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Figura 13. Caracterizacion del haz mediante la prueba de la navaja, utilizando un diafragma. Trazo de intensidad
acumulada medido a una distancia de 5 cm (a) y 10 cm (b), respectivamente. En cuadros negros se presentan los
datos experimentales, mientras que en trazos rojos se muestra el ajuste. Perfiles del haz c) y d), obtenidos mediante
la derivada (trazos negros) de los trazos mostrados en a) y b), respectivamente. En rojo se muestra el ajuste
gaussiano.

Con base en estos resultados, se puede resumir que el uso del diafragma genera un haz circular plano con
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una uniformidad de aproximadamente 5 cm, como se observa en la Figura 14. En la Figura 14a, se aprecia
una distribucidn de intensidad uniforme con un diametro de aproximadamente 5 cm en la base y una
intensidad constante debido a la iluminacidn de fondo del laboratorio. Cabe destacar que, a pesar del
diafragma, en la Figura 14b auin se observa intensidad en los bordes del circulo, con un ligero decaimiento.
Esto puede atribuirse al esparcimiento del haz al pasar por el diafragma, debido al truncado del perfil
gaussiano. Por lo tanto, es importante evitar que dos pozos de cultivo sean consecutivos, ya que la luz

esparcida podria influir en las mediciones.
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Figura 14. Confirmacién de la uniformidad del haz utilizando un diafragma. Proyeccién del haz sobre un papel
milimétrico (a) con luz y b) sin luz.

4.2 Resultados de la irradiacion celular

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos de absorbancia en dos pruebas de viabilidad celular.
Para ello, en cada prueba se distribuyeron las células en las cuatro placas de cultivo segln el protocolo
descrito en la secciéon 3.7 del capitulo de metodologia. Las primeras tres placas contienen distintas
fluencias, manteniendo un tiempo de exposicién similar para cada una (ver las tablas 2, 3 y 4). La cuarta
placa se utiliz6 como control para evaluar las diferencias entre células con y sin irradiacién bajo

condiciones dpticas controladas.

4.2.1 Resultados de absorbancia

Los resultados de la primera placa se presentan en la Figura 15 donde las células fueron expuestas a
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fluencias de 0.4, 0.8, 1.6 y 3.2 J/cm?. El tiempo total de irradiacion en esta placa fue de 11 minutos. La
Figura 15a muestra la imagen de la placa, adquirida después de las pruebas de irradiacion, mientras que
la Figura 15b muestra el grafico con los valores de absorbancia obtenidos. Los datos de la primera prueba
estdn en azul y los de la segunda, en rojo. Para facilitar la comparacion, la seccién sombreada de la grafica
incluye los valores de absorbancia correspondientes al medio y al control (ver la parte izquierda de la
grafica); estos corresponden a los pozos que no han sido radiados, por lo que esta zona gris del grafico en
realidad corresponde a cero J/cm?. Mientras que la seccidn en blanco (parte derecha de la grafica) muestra
los resultados obtenidos a las distintas fluencias utilizadas en la irradiacidn infrarroja. Este mismo esquema

de graficado se aplica en las Figuras 16, 17 y 18.

A primera vista, ambas pruebas parecen seguir una tendencia similar; sin embargo, un analisis detallado
revela diferencias importantes. En la seccién sombreada, el medio presenta una absorbancia
practicamente constante, como era de esperarse, dado que no contiene células ni fue expuesto a
irradiacién infrarroja. En contraste, el control muestra un cambio notable, lo cual podria deberse a que las
células se encontraban en diferentes pases celulares, siendo la primera prueba en pase 20 y la segunda
prueba en pase 24. En los resultados de las distintas fluencias (lado derecho de la grafica) no se observan
cambios significativos en las células irradiadas a 0.4 J/cm?. Sin embargo, en el caso de las células irradiadas
a fluencias de 0.8, 1.6 y 3.2 J/cm?, se aprecian ligeras diferencias en el rango de 6.3 a 12.3 % entre ambas

pruebas, pero estos valores se mantienen dentro del rango de la desviacion de los datos (ver barras de

error).

~&— Prueba 1
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Figura 15. Resultados de absorbancia de la placa 1, representacion de la a) distribucion de los pozos irradiados y b)
grafica de los valores de absorbancia obtenidos.
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Los resultados de absorbancia de la placa 2 se muestran en la Figura 16, donde las células fueron expuestas
a fluencias de 0.05, 0.1, 0.2 y 6.4 J/cm? y el tiempo de irradiacidn total es de 12 minutos. A diferencia de
la primera placa, en la Figura 16b se observan diferencias en los valores de absorbancia, tanto en el medio
de cultivo como en las células de control (zona gris). Nétese aqui, que el pozo correspondiente al medio
de cultivo en la prueba 1, que no fue irradiado y no contiene células, muestra un aumento considerable
en la absorbancia. Este resultado es inconsistente y, como se demostrara mas adelante, podria deberse a

un error de procedimiento en el manejo de ese pozo de cultivo.

Por otro lado, en el caso de las células irradiadas (zona blanca), los valores de absorbancia en la prueba 1
son, en general, mayores en comparacién con los de la prueba 2. Con excepcidn a la fluencia de 0.05 J/cm?,
las absorbancias en las demas fluencias no se superponen en absoluto y no caen dentro del rango de
dispersion de las respectivas mediciones. Esto sugiere, en primera instancia, que hay una variacion en la
respuesta entre las dos pruebas. Esta discrepancia podria ser atribuida a errores de cultivo ya que de igual

manera se encuentra un aumento en el medio de cultivo.
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Figura 16. Resultados de absorbancia de la placa 2, representacion de la a) distribucién de los pozos irradiados y b)
grafica de los valores de absorbancia obtenidos.

Los resultados de absorbancia de la placa 3 se muestran en la Figura 17. En esta placa se irradiaron células
a una fluencia de 8 J/cm?, cuyo el tiempo de exposicidn de irradiacién tan solo en esta fluencia es de 13
minutos. Se puede ver que la absorbancia del medio presenta un valor parecido en ambas pruebas, con
un valor de absorbancia practicamente igual a las obtenidas en la placa 1. Por su parte, el control muestra

un cambio notable, en este caso a la baja, entre las pruebas, lo cual podria deberse nuevamente a que las



42

células se encontraban en diferentes pases. En cuanto a la absorbancia obtenida en la Unica irradiaciéon

aplicada en esta placa, es de destacarse que se obtiene un valor muy parecido en ambas pruebas.
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Figura 17. Resultados de absorbancia de la placa 3, representacion de la a) distribucion de los pozos irradiados y b)
grafica de los valores de absorbancia obtenidos.

4.2.2 Comparacion de la absorbancia dentro y fuera del arreglo experimental

Las pruebas en medio de cultivo y en células de control de la placa 4 se llevaron a cabo fuera del arreglo
experimental, sin exposicidn a ningun tipo de luz. Esta prueba se realizé con el fin de evaluar la posible
influencia de la luz infrarroja esparcida hacia los pozos dedicados al control. Los resultados de esta placa

se muestran en la Figura 18.
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Figura 18. Representacion grafica de los datos obtenidos de a) medio de cultivo y b) células de control.
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La Figura 18a presenta los datos de absorbancia del medio de cultivo, comparando los valores obtenidos
dentro del arreglo (exposicidon a luz IR esparcida, en rojo) y fuera del arreglo (sin exposicidn a este
esparcimiento, en azul). En esta figura, los circulos cerrados indican la primera prueba, mientras que los
circulos abiertos representan la segunda prueba. Con excepcién de un resultado correspondiente a la
prueba 1 de la placa 2, en todos los casos la absorbancia se mantiene en torno a un valor de
aproximadamente 0.1 (indicado por la linea horizontal), lo que sugiere que la luz IR esparcida no influye
entre los pozos irradiados y en aquellos que contienen medio de cultivo sin irradiar durante el proceso.
Ademas, estos resultados indican que la absorbancia del medio de cultivo permanece constante con el
tiempo, permitiendo descartar al medio como un factor que afecte los valores de absorbancia observados

en las células irradiadas.

Este resultado respalda lo mencionado anteriormente, al indicar que la absorbancia medida en la prueba
1 de la placa 2 probablemente se debe a un error en el llenado del pozo, debido a que al pipetear ese
medio no se realizé un cambio adecuado de micropipeta utilizada en pozos con contenido celular. De
manera similar, la Figura 18b muestra los valores de absorbancia para las células de control, tanto las que
estuvieron expuestas a la luz como las que no. Los resultados reflejan variaciones en absorbancia entre
placas, que se deben a los diferentes tiempos de exposicidn; sin embargo, se observa que estos valores
son consistentes entre las dos pruebas realizadas, ya que se encuentran dentro de los limites de desviacion

estandar de cada placa.

4.2.3 Integracion de resultados de absorbancia

Para obtener una perspectiva completa del comportamiento de la absorbancia en todas las fluencias
utilizadas, la Tabla 5 resume los valores promedio obtenidos en las cuatro placas para las dos pruebas

realizadas (ver cuarta columna de la tabla).

En la Figura 19 se muestran los promedios de estas absorbancias en funcién de la fluencia en escala
logaritmica. La linea horizontal continua indica el valor promedio de la absorbancia del medio, mientras
que la linea segmentada representa los valores promedio de la absorbancia del control. Con esta
referencia, se observa una aparente tendencia ascendente seguida de un descenso en torno al valor

promedio de la absorbancia del control.



Tabla 5. Valores de absorbancia de cada prueba y su promedio.

Absorbancia
Fluencia
Prueba 1 Prueba 2 Promedio
Control 0.655 0.646 0.6505
0.05 J/cm? 0.548 0.643 0.5955
0.1J/cm? 0.66 0.62 0.64
0.2J/cm? 0.68 0.624 0.652
0.4J/cm? 0.669 0.687 0.678
0.8J/cm? 0.655 0.736 0.6955
1.6 J/cm? 0.691 0.634 0.6625
3.2J)/cm? 0.737 0.784 0.7605
6.4 J/cm? 0.63 0.629 0.6295
8J/cm? 0.581 0.599 0.59
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Figura 19. Representacion logaritmica de los valores de absorbancia de cada fluencia.
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4.3 Resultados de viabilidad

Otra forma de representar la grafica de la Figura 19 es mediante la viabilidad celular, que se obtiene
dividiendo los datos de absorbancia por el promedio de la absorbancia del control. Recordando que el
control se compone de las células mas el medio de cultivo, es posible quitar la contribucion en la
absorbancia del medio, como se muestra en la Figura 20 la contribucién del medio de cultivo representa

una aportacién maxima del 8% en la viabilidad de las células sin afectar la tendencia de viabilidad.

La Figura 20 muestra el porcentaje viabilidad obtenido sin restar (cuadros negros) y restando (cuadros
blancos) el medio de cultivo. Donde cada punto representa el promedio de los porcentajes de viabilidad
celular obtenidos en las dos pruebas realizadas. Ambas gréficas exhiben una tendencia de dos picos de
estimulacién en la viabilidad celular; esto es, por encima del 100% de la viabilidad de las células de control,
siendo mas evidente al restar el medio de cultivo. El primer pico en el aumento de viabilidad va desde la
fluencia mas baja utilizada, es decir, de 0.05 J/cm?, hasta 0.2 J/cm?, seguido de una disminucién entre las
dosis de 0.4 J/cm?y 1.6 J/cm?. El segundo pico de viabilidad se presenta en la dosis de 3.2 J/cm?, seguido
de una nueva disminucién a partir de 6.4 J/cm2. Asimismo, es posible observar una inhibicién en la

viabilidad en la méxima fluencia utilizada en ambas pruebas de este experimento; es decir a 8 J/cm?.
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Figura 20. Viabilidad celular (%) a las 24 hrs de exposicién con y sin medio de cultivo. Viabilidad normalizada con el
control.
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El analisis de varianza (ANOVA) revelé diferencias significativas en la viabilidad celular Unicamente en la
prueba 1., como se muestra en la Figura 21. La viabilidad celular se mantuvo en niveles similares en las
células tratadas con fluencias de 0.05, 0.4, 0.8, 1.6, 3.2 y 6.4 J/cm?; sin embargo, se observé una diferencia
significativa en las células tratadas con fluencias de 0.1, 0.2 y 8 J/cm?. Se detectd un aumento significativo
en la viabilidad celular a dosis de 0.1 y 0.2 J/cm? (P = 0.0348 y P = 0.0112, respectivamente), y una
disminucion significativa de viabilidad solo en las células tratadas a 8 J/cm? (P = 0.0065) en comparacion
con el control. Estos resultados confirman un pico de estimulacion en fluencias de 0.1 y 0.2 J/cm? y una

inhibicion de la viabilidad celular a partir de fluencias de 8 J/cm?2.

En conjunto, los resultados del ensayo MTS muestran cambios significativos en la viabilidad celular de las

células CCD-1112Sk a diferentes dosis de fluencia con irradiacién laser de 785 nm.
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Figura 21. Viabilidad celular (%) a las 24 hrs de exposicidn. Viabilidad normalizada con el control. Datos analizados
por medio de ANOVA de una via con prueba Dunnett, P < 0.05 (*) y P < 0.01 (**).
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Capitulo 5. Conclusiones

Los estudios realizados en este trabajo mostraron que el montaje experimental disefiado permite obtener
una respuesta significativa en la viabilidad en la linea celular CCD-1112Sk, la caracterizacién detallada
muestra que utilizando un diodo laser de 785 nm y una potencia de 10 mW se puede generar estimulacion

celular.

Los resultados obtenidos en las pruebas de absorbancia, muestran que la luz infrarroja esparcida en las
placas de cultivo no produce un cambio significativo en los valores de absorbancia. La consistencia de los
valores del medio de cultivo, tanto dentro como fuera del experimento, respaldan la precisidn de las
mediciones. Aunque se detectaron variaciones en las células de control debido a diferentes tiempos de

exposicion, los valores se mantienen dentro del rango aceptable de desviacién estandar.

Los resultados de los experimentos de irradiacion realizadas se determinaron dos picos de estimulaciéon
aumentando alrededor del 10% en el porcentaje de viabilidad, el primer pico de aumento de viabilidad se
presenta desde la dosis mas baja desde fluencias de 0.05 J/cm? hasta 0.2 J/cm?, mientras que el segundo
pico de viabilidad se presenta en la dosis de 3.2 J/cm?. Sin embargo, se observé que, a fluencias mayores,
a una dosis de 8 J/cm?, se presenta una disminucién en la viabilidad, lo que podria deberse a dafio celular
afectando su capacidad de regeneracidon celular. Estos resultados fueron respaldados por un andlisis de
varianza, ANOVA, de donde se deduce que existe una estimulacion en fluencias de 0.1y 0.2 J/cm? y una

inhibicion de la viabilidad celular a partir de fluencias de 8 J/cm?2.

Los resultados de este proyecto de investigacion muestran la posibilidad de utilizar la técnica de
fotobiomodulacién como herramienta para tratamientos de regeneracion celular, como la aplicacién en

la cicatrizacion de heridas.

En contraste con trabajos previos que exploran los efectos de las fotobiomodulacién en diversas lineas
celulares, esta tesis presenta como aporte principal el disefio y caracterizacidon de un sistema experimental
preciso para irradiacidn con luz infrarroja en placas de cultivo. El montaje permitié controlar la irradiacion
de manera efectiva y la evaluacidon de la viabilidad celular en la linea CCD-112Sk, una linea poco estudiada

en estudios de FMB, asi como utilizar valores de fluencias menores a comparacion de otros estudios.
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5.1 Trabajo a futuro

Este proyecto de tesis da paso a estudios a futuro en investigaciones orientadas a una comprensién mas
profunda del efecto de la irradiacidn a nivel molecular. Se propone estandarizar el protocolo de obtencién
de los datos de absorbancia e incluir un ensayo de proliferacion celular para contrastar y analizar los datos
obtenidos de viabilidad. Ademds se propone un andlisis morfoldgico utilizando técnicas de microscopia y
un andlisis de proteinas del ciclo celular. Esto para asegurar la comparabilidad de los resultados y la

reproducibilidad.
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Anexos

Programa para controlar el tiempo de exposicidn a través de un obturador realizado con un motor servo
y una tarjeta Arduino.

Se definen las posiciones (columnay fila) de las células a irradiar y lostiempos de exposicion paracada placa

PLACA 1Y 2

char* Columna[3] ={"A", "C","E"};

intFila[4]=12,5,8,11};

long Tiempo[4] ={12800,25600,51200,102400}; //PLACA 1
long Tiempo[4] ={1600,3200,6400,204800% //PLACA 2

PLACA 3

char* Columna[2] ={"X", "A"};
intFila[5]=40,2,5,8%

long Tiempo[2] ={0,256000); / /PLACA S

5e define la velocidad de movimiento

void setupl) {
myservo.attachiservolin);
myservo.write(0);
delay(72);
Serial.begin(9600);

1

Se define el movimiento del servomotor el cual bloqueay deshloquea el haz lasera durante un tiempodeterminado

void loop()} {
for (intfil=0; fil <=3;fil +=1)}{// fila
for (intcol =0; col <=2; col +=1}{// columna

/f Bervomotor se colocaen O grados(se bloqueael haz)

myservo.write(0);

/{f 5e imprime la posicion del pozo a irradiar
serial.printinl"\nTiempo de blogueo, colocarte en:");
Serial.print]"Columna: ");
Serial.printin{Columnalcal]);

Serial.print("fila: ");
Serial.printin(Fila[fil]);

Tiempo traslacion de laplacadurante |z pausa delservamatoren 0 grados
delay(3000);

/{ Servomotor se colocaen 45 grados (se deshlogueael haz)
myservo.write|45);
{{ 5e imprime el tiempode irradiacion v el momento de finalizacion
Serial.printin{™\nTiempo de Irradiacion”);
delay{Tiempo[fil]);
Serial.printin{"Finde Irradiacion™);
1

1
exit(0); }



