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RESUMEN

Cuando un tejido es dafado tiende a repararse de manera natural. En ocasiones, este
proceso es lento y toérpido, lo que implica la cronificacion de la herida. Las heridas
cronicas mas prevalentes son las Ulceras por presion (UPP). Estas lesiones son originadas
por diversos factores mecanicos (presion, fuerza y cizallamiento) junto con otros
factores pertenecientes al paciente (estado de salud, estilos de vida, nutricion y
medicacidn, entre otros). El padecimiento de estas heridas origina graves consecuencias
para el paciente, la familia y el sistema sanitario. Es por ello que existe una necesidad de
abordar estas heridas con tratamientos adecuados a fin de reducir estas importantes
consecuencias, y mejorar la calidad de vida de los individuos y la familia; al igual que

mejorar la asistencia sanitaria.

La terapia fotobiomoduladora o fotobiomodulaciéon (PBM) es uno de los tratamientos
regenerativos mas usados en dreas sanitarias como odontologia, tratamientos estéticos
o dermatologia. Consiste en la aplicacién de energia en forma de luz a fin de promover
cambios bioquimicos, bioenergéticos y estructurales en el tejido receptor. Actualmente
existe una gran variedad de dispositivos que promueven PBM, siendo los ldseres de
diodo pertenecientes a la region roja o infrarroja del espectro electromagnético, los que
generalmente son empleados con este fin. En concreto, el laser de diodo de 940nm
(laser infrarrojo) ha sido estudiado sobre poblaciones celulares como es el osteoblasto,
comprobandose que promueve la proliferacion y diferenciacion de este. Sin embargo,
aun no han sido demostrados los efectos de tal dispositivo sobre el tejido blando, asi

como los pardmetros dosimétricos mds adecuados para la reparacion de este.

El objetivo de esa tesis doctoral fue estudiar el efecto del Iaser de diodo de 940nm sobre
fibroblastos humanos en cultivo, mediante el estudio de crecimiento, perfil antigénico
y expresion génica; dado que los fibroblastos son el componente celular mayoritario de

los tejidos blandos y es esenciales en el proceso de reparacion tisular.

La linea CCD-1064Sk de fibroblastos epiteliales humanos fue tratada con un laser de
diodo de 940nm a distintas dosis de energia (potencia de energia de 0.2, 0.5 0 1W, y

densidades de energia entre 1y 7J/cm?) y modos de emisidn (continuo y pulsado). Para



determinar el efecto sobre el crecimiento celular, el perfil antigénico y la expresién
génica. El crecimiento celular se valord analizando el efecto sobre la proliferacion
(mediante la técnica del MTT, técnica espectrofotométrica que mide respiracion celular)
y el ciclo celular (mediante una técnica de citometria de flujo). El perfil antigénico se
evalud mediante microscopia confocal. La expresidn génica de los distintos marcadores
analizados se realizd a través de la técnica cuantitativa de la reaccidon en cadena de la

polimerasa en tiempo real.

El tratamiento con ldser incrementd la capacidad proliferativa a las 24 y 72h de los
fibroblastos humanos; si bien, este efecto fue modulado en funcién de la dosis de
energia aplicada. Cabe sefialar que los pardmetros energéticos mas efectivos fueron a
la potencia de 0.2 y 0.5 W y la densidad de energia entre 1 y 4 J/cm?
independientemente del modo de energia utilizado. No se encontrd ningun efecto
cuando el laser fue aplicado a potencia de 1W. Respecto al ciclo celular, no se detectaron
cambios significativos como consecuencia del tratamiento respecto del grupo control.
Mediante el estudio de la expresién antigénica se observa unincremento de la expresion

de a-actina de las células tratadas, lo que sugiere una posible diferenciacion celular.

Por otro lado, los resultados obtenidos mostraron un aumento significativo en la
expresion de FGF, TGF-B1, TGFBR1, TGFBR2, a-actin, fibronectin, decorina y MMP2 tras
la aplicacion de dos pautas de tratamiento. El andlisis de la expresion de DDR2 solo
mostro un incremento de expresidn cuando las células fueron sometidas a dos dosis de
energia. Igualmente, al aplicar esta pauta de tratamiento se observé un descenso en la
expresion de los marcadores CTGF y elastina. Tales cambios explican el efecto PBM del
laser de diodo sobre el fibroblasto, el cual se traduce en un incremento de la
proliferacién a corto plazo y una diferenciacién a miofibroblasto a largo plazo; ademas
justificarian el potencial terapéutico del ldser de diodo en la reparacion de heridas,
aunque se necesitan de mas estudios en modelos animales que nos permitan extrapolar

su uso en la practica clinica en el tratamiento de heridas crénicas como las UPP.



Nuestros resultados indican que el ldser de diodo de 940nm presenta propiedades
fotobiomoduladoras sobre el fibroblasto, al estimular la capacidad proliferativa y la
diferenciacion celular, sin alterar el ciclo celular, ademads de modular la expresién génica

Estos datos justifican su posible utilidad clinica en la regeneracidn de heridas.



ABSTRACT

A damaged tissue has the tendency to repair by itself naturally. Sometimes, this process
is slow and torpid, which leads to the chronification of the wound. The most common
chronic wounds are pressure ulcers (PU). These injuries are caused by various
mechanical factors (pressure, force and shear) along with other factors related to the
patient (health status, lifestyle, nutrition and medication, among others). Suffering
these injuries has serious consequences for the patient, their families and the health
system. Thus, it is necessary to treat PU in order to reduce these important adverse
events and improve quality of life of the individuals and their families, as well as

improving health cares.

Photobiomodulatory therapy or photobiomodulation (PBM) is one of the most used
regenerative treatments in different areas such as dentistry, cosmetic therapies or
dermatology. It consists of the application of energy in form of light in order to promote
biochemical, bioenergetic and structural changes in the receptor tissue. Nowadays,
there is a wide variety of devices that promote PBM, being the diode lasers belonging
to the red or infrared region of the electromagnetic spectrum, which are generally used
for this purpose. Specifically, the 940nm diode laser (infrared laser) has been studied on
another cell population, such as osteoblast, where it promotes the proliferation and
differentiation of these cells. However, the effects of this device on the soft tissue have
not been demonstrated yet, as well as the most suitable dosimetry parameters for the

repair of its.

The objective of this doctoral thesis was to study the effect of the 940nm diode laser on
cultured human fibroblasts, through the study of growth, antigenic profile and gene
expression; because of fibroblasts are the main cellular component of soft tissues and

are essential in the tissue repair process.

The CCD-1064Sk line of human epithelial fibroblasts was treated with a 940nm diode
laser at different energy doses (power of 0.2, 0.5 or 1W, and energy densities between
1 and 7J/cm?), and emission modes (continuous and pulsed). To determine the effect

on: A) Cell growth, through a proliferation assay (using MTT technique, which is a



spectrophotometric technique that measures cellular respiration) and the cell cycle
(using a flow cytometry technique); B) The antigenic profile (evaluated by confocal
microscopy); and C) Gene expression of different tissue repair markers (through the

guantitative technique of the polymerase chain reaction in real time).

The laser treatment increased the proliferative capacity at 24 and 72h of the cultured
fibroblasts. Nevertheless, this effect was modulated according to the dose of energy
applied. The most effective energy parameters were the power of 0.2 and 0.5 W and the
energy density between 1 and 4 J / cm2, regardless of the energy mode used. No effect
was found when the laser was applied at 1W power. No significant changes were
detected, as a consequence of the treatment, with respect to the control group in the
cell cycle test. The study of the antigenic expression shwed an increase of the expression
of a-actin of the treated cells is observed, which suggests a possible cellular

differentiation.

In addition, the results obtained showed a significant increase in the expression of FGF,
TGF-B1, TGFBR1, TGFPR2, a-actin, fibronectin, decorin and MMP2 was observed after
the application of two treatment guidelines. The analysis of the expression of DDR2 only
showed anincrease in expression when the cells were subjected to two doses of energy.
Likewise, when applying this treatment regimen, a decrease in the expression of the
CTGF and elastin markers was observed. These results explain the PBM effect of the
diode laser on the fibroblast, which demonstrate an increase in short-term proliferation
and long-term myofibroblast differentiation. Besides, it would also justify the
therapeutic potential of the diode laser in wound repair, although more studies are
needed in animal models that allow us to extrapolate its use in clinical practice in the

treatment of chronic wounds such as UPP.

These results reveal the 940nm diode laser has photobiomodulatory properties on the
fibroblast; stimulating the proliferative capacity and cell differentiation, without altering
the cell cycle, besides modulating the gene expression. These findings justify its possible

clinical usefulness in the regeneration of wounds



MARCO TEORICO

1. Lapiel

La piel es un érgano del sistema tegumentario junto con otros componentes como ufias,
cabello, gldndulas y nervios. Es considerado el drgano mas largo del cuerpo, con una
extension de superficie de entre 1.6 y 2 m?. Ademds, supone aproximadamente el 15%
del total del peso de cuerpo humano?. Histolégicamente, se divide en 3 capas:

epidermis, dermis e hipodermis o tejido subcutaneo.

Estructura

La epidermis es el epitelio mas externo. Su grosor varia dependiendo de la zona del
cuerpo, alcanzando su maximo espesor en la palma de las manos y en la planta de los
pies. Estd compuesto principalmente por queratinocitos, células encargadas de la
produccidon de queratina, proteina filamentosa la cual proporciona la funcién de
proteccidén?. Aunque en menor proporcion, también se encuentran melanocitos, cuya
principal misién es la pigmentacion de la piel®, células de Langerhans, las cuales juegan
un papel de protecciéon inmunoldgica®, y células de Merkel, células responsables
fundamentalmente de la mecanorecepcién®. Presenta cinco estratos diferenciados
microscopicamente pos su composiciéon, que, desde el mds externo al mas interno son:

estrato cérneo, estrato lucido, estrato granuloso, estrato espinoso y estrato basal®.

La dermis es el tejido intermedio, situado bajo la epidermis. Esta compuesta por tejido
conectivo en forma de colageno mayoritariamente, elastina y fibronectina, en menor
proporcion®. Posee redes vasculares, terminaciones nerviosas, asi como gldndulas y
foliculos pilosos. La dermis estd dividida principalmente en dos estratos: estrato papilar
y estrato reticular'.Las principales células en esta capa son los fibroblasto’, aunque

también se encuentran otros tipos celulares como, mastocitos e histocitos®.

La hipodermis es la capa mds profunda de la piel, situada debajo de la dermis. Est3
formado por adipocitos, células encargadas de fabricar y almacenar grasas, en forma de
I6bulos unidos entre si por tejido conectivo. Su espesor varia segln la regién anatédmica,

peso corporal, sexo o edad. Debajo de esta capa se encuentra el tejido muscular. Su



principal funcién es la de reserva y depdsito de energia, mantenimiento de la

temperatura corporal y proteccion frente a traumatismos?.

El fibroblasto

El fibroblasto es la célula que mas predomina en la dermis, por lo que se localizan en
este tejido conectivo por todo el cuerpo. Se caracteriza por tener un citoplasma muy

ramificado’.

Su principal funcién es la de sintetizar la matriz extracelular (MEC) y el colageno.
Ademas, los fibroblastos juegan un papel importante como “arquitectos cutaneos” en
la cicatrizacidn de heridas. Estan relacionados con la sintesis de sustancias esenciales en
el proceso de reparacion de tejidos como factores de crecimiento, citoquinas,

quimiocinas y mediadores de inflamaciéné.

Son células muy heterogéneas y dindmicas, por lo que son capaces de cambiar su perfil
celular en funcién de las necesidades externas®. Asimismo, se ha evidenciado que la
matriz extracelular, componente tisular activo y complejo, es capaz de influenciar en la
supervivencia, proliferacion y funcién de esta poblacién celular. La heterogeneidad de
los fibroblastos estd atin en estudio!® y, aunque algunos autores la vinculan a su origen
embridnico* o con el 6rgano o lugar del cuerpo!?, se han hallado diferentes
subpoblaciones de fibroblastos en la misma capa de la piel3. Por ejemplo, dependiendo
de la profundidad de la dermis, los fibroblastos pueden expresar diferentes cantidades
de coldgeno; incluso, en capas mads profundas de la dermis la expresion del RNAm (acido

ribonucleico mensajero) de la colagenasa es menor que en las capas superficiales!®.

Debido a su gran actividad, estas células son capaces de alterar su funcién y fisiologia, o
incluso transformarse en un nuevo tipo celular, fendmeno conocido como
diferenciacién®. Asi, tienen la habilidad de cambiar la expresidon de o-actinal®,
adquiriendo propiedades contrdctiles propias de células del musculo liso, dando como
resultado la apariciéon de una nueva poblacidn celular denominada miofibroblasto. La
apariciéon de miofibroblastos ha sido asociada a la presencia del factor de crecimiento
transformante 3 (TGF-B)!18. Ademas, hay que sefialar que la propiedad contractil del

miofibroblasto ayuda en el arrastre de los margenes de la herida®®.



Igualmente, durante el proceso de reparacién de herida conocido como angiogénesis,
el fibroblasto tiene un papel relevante a través de la sintesis del factor endotelial
vascular (VEGF), el cual induce esta etapa y aumenta la permeabilidad celular

endotelial?°.

1.1 Funciones

La piel posee diferentes funciones gracias a sus propiedades tales como elasticidad,
propiedades tensoras, extensibilidad y reparacion y regeneracion?!. De entre estas
funciones destacan®:

- Proteccién frente a agentes externos

- Mantenimiento del equilibrio electrolitico

- Regulacion de la temperatura

- Regulacion del pH

- Lubricacion

- Identificacién personal

- Inmunidad

- Sintesis de vitamina D

- Almacenaje

1.2 Patologia de la piel

La patologia de la piel es uno de los mayores problemas de salud, afectando a millones
de personas a lo largo del mundo?’?3. Edad, factores genéticos, factores
medioambientales y traumatismos pueden contribuir a desarrollar diversas patologias
de la piel?*?>, En la literatura hay mas de 3000 variedades de patologias descritas?®?’,
En la International Classification of Diseases se ordenan todas las enfermedades de la
piel en 24 categorias; donde la nimero 20 corresponde a Ulceras, acogiendo a cualquier

tipo de Ulcera cual sea su estadio o etiologia®?.

En el ambito de la enfermeria, la American Nursing Association define diferentes

diagndsticos de enfermeria en relacién con pérdida de integridad de la piel, y de este



modo ayuda a garantizar una correcta deteccién precoz y fomentar el 6ptimo
tratamiento del paciente. Asi surge en 1975 el diagndstico de enfermeria “Deterioro de
la integridad cutdnea”® definido en la ultima edicién de NANDA (North American
Nursing Diagnosis Association) como “Alteracidn de la epidermis y/o de la dermis”®;y
en 1986 el diagndstico “Deterioro de la integridad tisular”?® definido como “lesién de la
membrana mucosa, cornea, sistema integumentario, fascia muscular, musculo,
tenddn, hueso, cartilago, cdpsula articular y/o ligamento”?. En la préctica diaria el
deterioro de la piel no siempre es un problema real; sino que se determina como riesgo
potencial. Por este motivo se aprobaron los diagndsticos enfermeros “Riesgo de
deterioro de la integridad cutdnea”, “Riesgo de deterioro de la integridad tisular” y
“Riesgo de ulcera por presion” definidos correlativamente como “vulnerable a una
alteracion en la epidermis y/o la dermis, que puede comprometer la salud”, “vulnerable
a una lesion de la membrana mucosa, cérnea, sistema integumentario, fascia muscular,
musculo, tendon, hueso, cartilago, cdpsula articular y/o ligamento, que puede
comprometer la salud” y “vulnerable a una lesion localizada de la piel y/o capas
inferiores del tejido epitelial, generalmente sobre una prominencia dsea, como resultado
de la presidon o de la presion combinada con cizallamiento”; siendo estos dos ultimos
mencionados, han sido recientemente incluidos como diagndsticos de riesgo o

potenciales en la dltima edicion de NANDA?®,

2. Proceso de reparacion tisular

La habilidad de los organismos de reparar y regenerar los tejidos ha sido una gran
ventaja para su supervivencia®®. Tras un traumatismo en el tejido se activan
rdpidamente una serie de acontecimientos. Este proceso puede derivar en regeneracion
o reparacion del tejido. La regeneracidn consiste en la restitucién completa del tejido
perdido. En cambio, la reparacién es una combinacion entre regeneracion y formacion
de cicatriz3!. Generalmente ocurre cuando el grado de afectacién no sucede solo a las
células del tejido, sino a su estructura; es decir, a la matriz extracelular. La respuesta de

ambos procesos es dependiente de la edad del organismo?.



El proceso biolédgico de cicatrizacién puede ser de dos tipos: por segunda intencion,
reparacion del tejido perdido mediante la formacién de tejido de granulacién, o por
primera intencidn, en el cual la reparacion de la herida consiste en la aproximacién de
los bordes, generalmente mediante sutura, y donde los anexos de la piel (ufia, foliculos

y gldndulas) quedan intactos®?.

2.1 Etapas en el proceso de reparacién del tejido

El proceso de cicatrizacién del tejido viene clasicamente dividido por tres etapas
solapadas entre si, pero claramente diferenciadas: fase de hemostasia e inflamacion,

fase proliferativa y fase de maduracion33.

Fase de hemostasia e inflamacion

Tras el dafo del tejido tisular comienzan dos respuestas inmediatas y paralela del
organismo; por un lado, se activa la hemostasia para frenar la pérdida de sangre3, y por
otro lado se desencadena una respuesta inflamatoria, para dar comienzo a la reparacién

de la zona®®.

La hemostasia se inicia gracias a la activacién de los factores de la coagulacién tanto por
via extrinseca (activacion desde los extractos de tejido lesionado) como por via
intrinseca (activacion del Factor de la Coagulacion VII por la exposicion del codgulo)®.
Ambas vias activan la via de la coagulacion comun que finaliza con la conversién del
fibrindgeno en fibrina. De este modo se forma el coagulo hemostatico, el cual contiene
fibrina, fibronectina, vitronectina y trombocitos. Este codgulo de fibrina es considerado
como una matriz provisional. Al mismo tiempo, se produce una vasoconstriccién de la
zona, para reducir la hemorragia, que es continuada por una vasodilataciéon
beneficiando la llegada de trombocitos a la zona®®. Esta vasodilatacion es reconoida
clinicamente como hiperemia local y edema perilesional. A causa de la sefializacién de
citoquinas y factores de crecimiento (FC), este primer coagulo es desgranulado,
comenzando con la adhesién de células como leucocitos, queratinocitos y células
endoteliales®®. Las plaquetas son las responsables de activar la sefializacion de

Interleuquinas (IL) y del Factor de Necrosis Tumoral (TNFa) que son los responsables de

10



producir la respuesta inflamatoria, asi como la de otros factores que favorecen la

sintesis de coldgeno.

La etapa inflamatoria, iniciada tras la lesidn, estd dividida en dos fases: un estadio
temprano, donde se produce el reclutamiento de neutréfilos, y un estadio tardio,
caracterizado por la aparicion de monocitos®®. Los neutrdfilos son las primeras células
en migrar al lecho de la herida®’. Son los encargados de la fagocitosis de agentes
patdgenos y tejido necrdtico. Ademas, estos leucocitos son responsables de la sintesis
de citoquinas (IL1, IL6 y TNFa), las cuales amplifican la secuencia inflamatoria, y estimula
la sintesis de Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF) y IL838. M4s tarde, los
monocitos alcanzan la herida conducidos por el sistema vascular al lugar®. Tras su
llegada rdpidamente son diferenciados a macréfagos®. Estas células, al igual que los
neutrofilos, llevan a cabo la fagocitosis de patdgenos y contribuyen a la desbridacién de
la zona®°. Algunos de ellos son capaces de activar los procesos sucesivos*!, mediante la
liberacion de FC como Factor de Crecimiento Transformante [ (TGFp), Factor de
crecimiento Transformante o (TGFa), Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas
(PDGF) y VEGF; los cuales promueven la proliferacion de diferentes células y sintesis de
moléculas de la regenerada matriz extracelular*>#3, Al finalizar esta etapa, se produce la
resolucién de la inflamacidn, donde los neutrofilos decrecen bien por apoptosis o bien
por ser fagocitados por los macrdfagos, debido a la accién de la IL10, citoquina

reguladora de la inflamacién®?.

Fase de proliferacion

Esta etapa se encuentra subdividida en dos procesos diferentes que ocurren

paralelamente; reepitelizacién y angiogénesis®.

En la etapa de reepitelizacion el fibroblasto es la célula mas relevante en este proceso.
La migracion del fibroblasto comienza tras la destruccidon de tejido, durante la fase
hemostatica*. Es conducido a los bordes de la herida a lo largo de la red de fibrina®.
Esta célula causa reemplaza el codgulo hemostatico inicial por una matriz extracelular

(MEC) rica en colageno, fibronectina y otros elementos®. La proliferacién mediante
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mitosis celular de fibroblastos se produce por la seializacion FGF y PDGF
principalmente, mientras que la migracion estd sefalizada fundamentalmente por la
accion de TGFB*8, Los receptores de fibrina son expresados por el fibroblasto justo

antes de la contraccion de la herida (fase posterior)*.

Otro grupo celular implicado en la reepitelizacidén, son los queratinocitos, los cuales
también migran hacia el lecho de la herida y se dispone a lo largo del coagulo de
fibrina®. La accién de los queratinocitos es regulada por distintos FC y/o citoquinas;
mientras que la migracion estd controlada por el Factor de Crecimiento Epidérmico
(EGF) y Factor de Crecimiento Tisular o (TGFa) principalmente®°2; |a proliferacién viene
regulada por el Factor de Crecimiento del Queratinocito (KGF), el EGF, y la citoquina

TNFa®3.

La angiogénesis y neovascularizacién, proceso esencial de la cicatrizacion®*, ocurre
perpendicularmente a la etapa descrita anteriormente. Consiste en la formacién de
nuevos vasos sanguineos los cuales forman una red, mejorando la perfusion de la zona,
aportando mayor numero de nutrientes y mediadores implicados en el proceso de
cicatrizacion®. La activacién del ciclo celular de las células endoteliales estd mediada
por VEGF, PDGF y FGF°®°7, Una vez las células endoteliales han madurado hacia vasos

arteriales o venosos y estabilizada la pared vascular, se da paso a la neovascularizacion®®.

Al término de la etapa proliferativa, se produce la formacién de tejido de granulacion
altamente vascularizado gracias a la angiogénesis. La fibrina es reemplazada por
fibronectina®?. El fibroblasto aumenta en densidad. Es el encargado de la produccién de
glicoproteinas, proteoglicanos y acido hialurénico (AH)®C. De este modo, se forma el
tejido de granulacion por células como macrdéfagos, fibroblastos, células endoteliales y
gueratinocitos, ademas de MEC compuesta por coldgeno tipo lll, glicoproteinas,
fibronectina y 4cido hialurénico3?, sirviendo de base para la adhesién de otras células y

posterior maduraciéon?®.

Al final de esta etapa, el numero de fibroblastos se ve reducido notablemente a causa

de la diferenciacidon de estos a miofibroblasto.
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Fase de maduracion

La fase de maduracién corresponde a la remodelacidn de la cicatriz formada y
contraccion de la herida. El tejido de granulacidn finaliza con la apoptosis de las células
implicadas. El proceso angiogénico declina, disminuyendo el riego sanguineo. Una
herida madura se caracteriza, por tanto, por ser avascular y acelular. Durante la
maduracién de la herida suceden varios cambios en la MEC. Entre ellos, el colageno tipo
Il es sustituido por colageno tipo |, el cual se dispone de forma paralela y presenta la
caracteristica de poseer mayor capacidad contractil®®. La actividad contractil es regulada
por Metaloproteinasas (MMPs) y citoquinas secretadas por los fibroblastos. FC como
PDGF, Factor de Crecimiento Insulinico (IGF) o TGFP regulan esta etapa®®®l. A
continuacion, en el tejido de granulacion, el fibroblasto se diferencia a miofibroblasto,
célula con mayor capacidad contractil debido a su comportamiento similar a la célula a
del musculo liso®%%3, Esta diferenciacion esta sefializada por el TGFB%4%5. El
miofibroblasto se une a las fibras de coldgeno, tratando asi de producir la contraccién

de la herida y con ello reduciendo su superficie®®.

2.2 Heridas crdnicas en el proceso de reparacion tisular

Como se ha descrito anteriormente, la cicatrizacion de heridas es un proceso complejo
estrechamente regulado por numerosos factores de crecimiento, citoquinas y
metaloproteinasas. Alteraciones en alguna de las moléculas reguladoras provocan un
fallo en la cicatrizacién, pudiendo causar un retraso de esta, lo que conlleva a una
cicatrizacién térpida y crénica. En general, en ausencia de infeccién, la cronicidad de las
heridas es causa de una excesiva prolongacion de la respuesta inflamatoria en el lugar
de la herida®’. Se ha observado un incremento en la incidencia de heridas crénicas a
medida que aumenta la edad y en pacientes con diabetes®®. En concreto, esta situacion
estd caracterizada por una infiltracidén excesiva de neutréfilos y macrofagos; los cuales
proporcionan citoquinas proinflamatorias, ROS (especies de oxigeno reactivas) y
metaloproteinasas al lugar de la herida, y una reduccion de la actividad de los

fibroblastos y queratinocitos®. Una actividad elevada de MMPs conduce a la
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degradacion de la MEC y FC, lo que inhibe ain mas el proceso de cicatrizacién de la
herida’®. Una herida crénica se asocia con un retraso en la expresion de PDGF,

obteniéndose bajos niveles de este FC"*.

2.3 Ciclo celular en la proliferacién celular

La proliferacion de las multiples células que intervienen en el proceso de reparacion
tisular es esencial. Para el correcto desarrollo de esta etapa proliferativa es necesario
un normal ciclo mitético de la célula, en el que intervienen diversos mecanismos y
moléculas’?. Durante todo este proceso la célula estd constantemente relacionada con
la MEC; de modo que recibe todas las sefializaciones referentes a la activacion de los
diferentes periodos, asi como todos los nutrientes necesarios para el correcto curso. El
ciclo celular estd caracterizado por la replicacién del ADN y la divisién en dos nuevas
células, con el mismo material genético. Las fases del ciclo celular son cuatro: Gy, S, G2 y
M. Las fases Sy M son las consideradas “fases de trabajo”, debido a que en ellas ocurren
los procesos de replicacién y division mitética, mientras que las fases G (G1 y G2) se
conocen como “fases de intervalo”, ya que en ellas sucede la fase de preparacion de la
célula a etapa sucesiva. La fase de quiescencia o fase Go se produce cuando la célula no
se encuentra en ninguna de las etapas del ciclo celular mencionadas anteriormente y se

caracteriza por la ausencia de sefializacion mediante factores de crecimiento’3.

La fase Gi puede estar precedida bien por una etapa de quiescencia celular’® o tras la
finalizacion del ciclo celular, y por tanto tras la fase M. En ambos casos, la activacién de
un nuevo ciclo celular es independiente a los anteriormente concluidos; por tanto, se
considera otro periodo completamente auténomo. En esta fase, acaece la preparacién
de la célula para su posterior replicacion, siendo asi el momento en el que se sintetizan

las proteinas necesarias para esta replicacion del material genético’%.

Posteriormente, en la fase S, también Ilamada fase de sintesis, sucede la replicacion del
ADN celular’. Esta etapa estd estrechamente controlada por los mecanismos de control
también conocidos como ‘checkpoints’. Su misién es la de asegurar la integridad y

correcto proceso de replicacién durante el ciclo celular, especialmente en este
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periodo’®. En el caso de que en algin punto se detectara alguna anomalia, los
‘checkpoints’ son los encargados de ralentizar el ciclo celular e iniciar la reparacion del

ADN. Si el dafio fuera muy severo, la célula seria eliminada mediante apoptosis’’.

A continuacién, la fase Gz o fase de intervalo 2, corresponde a la preparacién celular

para la mitosis.

Es en la fase M o fase mitética cuando la célula es dividida en dos nuevas células, tras la
correcta separacion del ADN. De modo que, cada una de las dos células resultantes
contiene el mismo material genético. Esta fase esta diferenciada microscépicamente por

una serie de subetapas conocidas como profase, metafase, anafase y telofase’.

La progresiéon del ciclo celular estd regulada y controlada por diversas moléculas
activadoras e inhibidoras de las diferentes etapas evolutivas del ciclo celular’®. Una de
las moléculas mas relevantes de esta sefalizacidon son las denominadas quinasas ciclo-
dependientes o CDKs, por su nombre en inglés ‘cyclin-dependent kinase’; siendo los

grupos CDK1 y CDK2 los mds implicados en este proceso®°.

Del mismo modo, la proliferacién celular es inducida por diversos polipéptidos llamados
factores de crecimiento, como por ejemplo el Factor de Crecimiento Endotelial-
Vascular®!, Factor de Crecimiento del Fibroblasto® o Factor de Crecimiento
Transformante [5*'. Estos factores contienen un ligando el cual se una a su receptor en
la membrana celular. Esta uniéon desencadena una respuesta celular en la célula de

destino, la cual activa la proliferacion y el ciclo de la célula®.

3. Ulceras por presién

3.1 Definicién

La definicién de ulcera por presién (UPP) ha ido variando acompafiada de los avances
sobre la comprensién de su etologia, asi como de los cambios y modificaciones del

concepto de herida crénica.
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El término ulcera por decubito ha sido empleado durante décadas para referirse a estas
heridas y, aunque ha sido una denominacidn tradicional, ya ha sido reemplazada por
inexacta, puesto que la posicién de decubito no es la Unica situacion ni la
potencialmente mds peligrosa en el desarrollo de estas lesiones®*. Es por ello que el
término ulcera por presidn indica el mecanismo principal y responsable de esta afeccion,

que es la presiéon®.

No se establecié una definicion clara de UPP hasta 1975, donde se le define como
“cualquier lesidn provocada por una presion ininterrumpida que provoca lesidn del tejido

subyacente”®®.

A principios de los 90, el Panel Nacional de Expertos en Ulceras por Presién (NPUAP)
definié las UPP como “dreas localizadas de tejido necrosado que tienden a aparecer
cuando el tejido blando estd comprimido entre dos prominencias dseas y una superficie

externa durante un periodo prolongado”®’.

Gracias a los avances llevados a cabo en este tipo de heridas, el concepto de UPP fue
modificado en 1999 por el Panel de Expertos Europeos en Ulceras por Presién (EPUAP)
como “dreas de daio localizado en la piel y tejidos subyacentes causado por la presion,

la friccién, la cizalla o la combinacidn de las mismas”®8.

Estas dos sociedades internacionalmente reconocidas en el ambito de las UPP (NPUAP
y EPUAP), a finales del afio 2009 formularon una nueva definicion de UPP, concretando
como una “lesién localizada en la piel y/o el tejido subyacente por lo general sobre una
prominencia ésea, como resultado de la presion, o la presion en combinacion con la

cizalla”®.

Actualmente, estas definiciones son consideradas incompletas®, por lo que algunos
autores aceptan la definicion de las UPP como “lesiones de la piel cuyo origen isquémico
afecta a la integridad cutdnea y tejidos subyacentes, existiendo en ocasiones pérdida de
sustancia, que es producida por la presion prolongada o friccion entre dos planos duros,

uno perteneciente al paciente y otro externo a é/”°*.
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3.2 Epidemiologia

Son pocos los estudios de prevalencia en Espana. El primer trabajo que estimé la
prevalencia en Espafia, se llevd a cabo en la comunidad de La Rioja, e indicaba que la
prevalencia en mayores de 65 afios atendidos en centros de atencién primaria fue del
0,26%, un 12,26% en atencion hospitalaria y un 12,84% en pacientes ingresados en

instituciones sociosanitarias®.

El 12 Estudio Nacional de Prevalencia de UPP realizado por el Grupo Nacional para el
Estudio y el Asesoramiento en Ulceras Por Presién y Heridas Crénicas (GNEAUPP)
publicado en 2003 calculé que la prevalencia de UPP en pacientes de atencién
domiciliaria fue del 8,34%, 8,81% en atencién hospitalaria y 7,6% en pacientes

ingresados en centros sociosanitarios®3.

El 22 Estudio Nacional de Prevalencia de UPP afirmd que la prevalencia de UPP entre
2005y 2006 era del 9,11% en atencion primaria, 8,91% en hospitales y 10,9% en centros

sociosanitarios?.

En 2009, el 32 Estudio Nacional de Prevalencia de UPP mostré que la prevalencia de
estas lesiones en atencién primaria era del 5,89%, 10,05% en atencidn hospitalaria y

7,35% en centros sociosanitarios®>.

El dltimo y 42 Estudio Nacional de Prevalencia de UPP estimo en 2013 que el 7,87% de
los pacientes fueron atendidos en entornos hospitalarios, un 8,51% en centros de

Atencion Primaria y un 13,41% en ingresados en centros sociosanitarios®.
Un andlisis de estas cifras permite observar una tendencia ascendente de estas heridas

en la poblacidn espafola durante los ultimos afios, especialmente preocupante en

instituciones sociosanitarias®®.
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La magnitud del problema no solo ocurre en el estado espafiol, sino que las UPP son
altamente prevalentes y suponen un problema para la salud publica en la gran mayoria
de paises; por ejemplo, en estados vecinos de la Unién Europea la prevalencia estimada
a nivel hospitalario en los tltimos afios ha sido del 7,9% en Portugal®’, 16,6% en Suecia®®,
15,1% en Italia®®, 8,9% en Francia'®y entorno al 11% en Alemania'®l. Ademas, en otros
paises no miembros las cifras de prevalencia de UPP fueron de 18,2% en Noruega??,
7,8% en Indial®, 9,6% en Japon®y 9,3% en Estados Unidos'®. Cabe mencionar que,
aungue la prevalencia en Reino Unido fue de 0,031%, la UPP es la herida créonica mas
frecuente y la que mds carga ocasiond en el sistema sanitario!®; constatandose lo que
Hibbs afirmé en los afios 80 como “la gran epidemia bajo las sabanas”?’, refiriéndose

al impacto de las UPP.

El estudio espafol mas reciente en estimar la carga econémica de las UPP sobre
el Sistema Nacional de Salud fue en el afio 2007, a raiz del 22 Estudio Nacional de
Prevalencia de UPP y utilizando los costes del afo 2005. De este se calculé que el coste
gue ocasionaron las UPP fue de 461 millones de euros, de los cuales el 15% fue referido
a gastos de apodsitos y otros materiales, el 19% a horas de trabajo de enfermeriay el 45%
del coste de estancias extras en el hospital'®®. No obstante, pese a la gran repercusion
econémica que esto supone a cada pais, no hay suficientes estudios que aclaren la

dimensidn global que esto implica.

3.3 Etiologia

El origen de las UPP viene describiéndose desde el afio 1593, cuando Fabricius Hildanus
asocid dos factores causales al origen de la UPP; factores externos naturales y factores
internos sobrenaturales'®®. Posteriormente en 1722, fueron destacadas las fuerzas
mecanicas de presion e incontinencia urinaria en el desarrollo de esta lesién cutdnea®®.
Sin embargo, no es hasta la primera mitad de siglo XX cuando se comienza a detallar su

111

origen con caracter cientifico''*, siendo los trabajos de Kosiak, los que demostraron la

importancia de la presién en la génesis de las UPP12:113,
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La presion es definida como la “fuerza que actua perpendicular a la piel como
consecuencia de la gravedad, que provoca un aplastamiento tisular entre dos planos,

uno perteneciente al paciente y otro externo a é/”°*.

En individuos sanos la presion capilar en los tejidos oscila entre 12 y 32 mmHg!!4. Si se
aplica una presion superior a 32 mmHg durante un periodo continuado, se producira
una oclusién del flujo sanguineo en los capilares de los tejidos blandos causando hipoxia,
y con ello dafo endotelial a nivel de las arteriolas y de la microcirculacién, pudiendo

115 Sin embargo, en la formacion de la UPP también

provocar necrosis vascular
interviene el tiempo durante el que se ejerce la presién, de modo que sélo se necesita
una presion de 70 mmHg mantenida durante 2 horas para producir necrosis del
tejido!'2% |3 presidon y el tiempo son inversamente proporcionales, de modo que
presiones inferiores a la presion sistélica, requieren un tiempo de mds de 12 horas para

producir una lesién similar a aquella que podria producirse en 1 hora por la aplicaciéon

de una fuerza de 4 a 6 veces a dicha presidn sistdlical?’.

Ademas de la presion, los factores mecdanicos asociados mas importantes son, entre

otros, la friccion y el cizallamiento?*®,

La friccidn es una fuerza que actla paralelamente a la piel, produciendo roces, por
movimientos o arrastres, lo que provoca la pérdida del estrato cérneo. En el paciente,
encamado o sentado, el roce con las sabanas o superficies rugosas produce fuerzas de
friccidn, sobre todo en las movilizaciones, al arrastrar al paciente, provocando que la

piel pierda capas de barrera y aumentando el riesgo de infeccién??8,

El cizallamiento combina los efectos de presion y friccidon. Las fuerzas de cizallamiento
son fuerzas paralelas que se producen cuando dos superficies adyacentes se deslizan
una sobre otra; esto puede ocurrir cuando el paciente se encuentra sentado en una
cama o sillén en posicidon de Fowler. En esta situacidn, los tejidos externos permanecen
fijos contra las sabanas de la cama (presion), mientras que los tejidos profundos se

deslizan hacia los pies de la cama o sillon (friccién) 1. A causa de este efecto, la presion
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gue se necesita para disminuir la aportacion sanguinea es menor, por lo que la isquemia

del musculo se produce mas rapidamente??®,

Ademds de estos factores mecanicos actualmente se conoce que existen otros
causantes de estas heridas; los cuales se clasifican en factores extrinsecos e intrinsecos

al paciente?°,

Los factores intrinsecos son causa de los problemas de salud y de la situacidn fisica del
paciente. Entre estos se encuentran?-123;
- Deficiencias motoras (inmovilidad, paresia, paralisis).
- Deterioros sensitivos (pérdida de la sensacion del dolor).
- Edad avanzada.
- Alteraciones nutricionales, tanto por defecto como por exceso.
- Incontinencia (fecal y urinaria).
- Higiene.
- Deterioro cognitivo o alteraciéon del estado de conciencia (coma, estupor,
confusién).
- Adhesién a tratamientos que aumentan la vulnerabilidad de los tejidos a la
formacion de UPP (farmacos inmunosupresores, sondajes, drenajes)

- Habito tabaquico.

Los factores de riesgo extrinsecos incluyen las fuerzas descritas anteriormente, ademas
de factores fisicos externos al paciente, que pueden ejercer una presion lesiva en la piel
y el tejido subyacente, como pueden ser los equipos ortoprotésicos, la ropa del paciente,

los cuerpos extraiios, los aparatos médicos o el propio absorbente.

A causa de los factores extrinsecos, algunas zonas anatémicas poseen mayor
susceptibilidad de producirse una lesion. Por ejemplo, en la posicidn decubito, las areas
reportadas con mayor frecuencia (desde la mds reiterada a la menos) son el sacro,

trocantes, taldn, escapula, coxis y parte posterior del muslo!?*,
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El marco conceptual adoptado recientemente propone que las UPP, desde una visién
clinica, estan causadas por factores directos (inmovilidad, estado de la piel o UPP y mala
perfusion de los tejidos), indirectos (humedad, perdida de percepcién sensorial,
diabetes, mala nutriciéon y niveles bajos de albumina en sangre) y otros factores
potencialmente indirectos (edad, medicacion, edema, hipertermia, presencia de heridas
cronicas, infecciéon y enfermedad aguda). Estos factores causales son divididos en dos
grandes grupos: condiciones mecdnicas y tolerancia y susceptibilidad individual,

representando este Ultimo el de mayor riesgo de padecer UPP12>7127,

3.4 Clasificacion

A lo largo de la historia se han sucedido diferentes sistemas de clasificacion a fin de

utilizar un método de organizacion de la evolucién de las UPP%8,

El primer sistema de clasificacion de las Ulceras se establecié en 1975 por Shea, donde
se describen cuatro niveles de lesidn del tejido®. Es a partir de este momento cuando

se desarrollaron numerosos sistemas de clasificaciéon para las UPP84129,

En 1989 surgié un sistema de clasificacion desarrollado por el NPUAP que ha sido el mas
difundido y aceptado en América, encontrandose en permanente revision. Este sistema,

fue reconocido por la EPUAP en 1999, tras realizar algunos cambios menores!3°

, Y €s
actualmente recomendado por el GNEAUPP desde 1997. Segun este sistema las UPP

pueden clasificarse en 4 grados o estadios diferentes!3!:

- Grado I: Alteracién observable en la piel integra, relacionada con la presién, que
se manifiesta por un eritema cutdneo no blanqueable al presionar; en pieles
oscuras, puede presentar tonos rojos, azules o morados y puede ser dificil de
detectar. El area puede ser dolorosa, firme, suave, mas caliente o mas fria en

comparacion con los tejidos adyacentes. Puede indicar personas en riesgo.

- Grado Il: Pérdida parcial del grosor de la piel que afecta a la epidermis, dermis o
ambas. Se presenta como una Ulcera abierta superficial poco profunda con un

lecho de la herida rojo o rosado. También puede presentarse como una flictena
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o ampolla intacta llena de suero o suero sanguinolento, abierta o rota. Se
presenta como una ulcera superficial brillante o seca sin esfacelos o hematomas
(el hematoma indica lesién de los tejidos profundos). Esta categoria no deberia
ser usada para describir laceraciones, lesiones de esparadrapo, dermatitis

asociada a incontinencia, maceracion o excoriacion.

Grado lll: Pérdida completa del tejido. La grasa subcutdnea puede ser visible,
pero los huesos, tendones o musculos no estdn expuestos. Los esfacelos pueden
estar presentes, sin llegar a ocultar la profundidad de la pérdida de tejido. Puede
incluir cavitaciones y tunelizaciones. La profundidad de la UPP en este grado
varia segun la localizacién anatdmica. La nariz, la oreja, el occipital y el maléolo
no tienen tejido adiposo y las ulceras de grado Il pueden ser poco profundas. En
contraste, las zonas de importante adiposidad pueden desarrollar UPP de grado

Il extremadamente profundas.

Grado IV: Pérdida total del grosor de la piel con destruccidn extensa, necrosis del
tejido o lesion en musculo, hueso o estructuras de sostén (tenddn, capsula
articular, etc.). En este grado como en el Ill, pueden presentarse lesiones con
cavernas, tunelizaciones o trayectos sinuosos. Existe pérdida total del espesor
del tejido con hueso expuesto (pudiendo ocasionar osteomielitis u osteitis),
tenddn o musculo con presencia de esfacelos. La profundidad de la uUlcera por
presién de grado IV varia segun la localizacidn anatémica. Como en el grado llI,
tanto la nariz, la oreja, el occipital, como el maléolo, no tienen tejido adiposo y

las Ulceras de grado IV pueden ser poco profundas.

3.5 Complicaciones

La importancia de las UPP no sdlo reside en las cifras epidemioldgicas, sino en las

posibles complicaciones que se pueden presentar. Es muy frecuente que estas heridas

presenten una evolucidon crdnica

132 afectando a otros parametros de la salud del

paciente y a su calidad de vida. Ademas, el coste sanitario se ve incrementado a medida

que se suman més efectos no deseados®?3.
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Las complicaciones de las UPP derivan de su evolucidén, y se podrian agrupar en directas

o indirectas.

Las complicaciones directas son las que se producen en el propio paciente y
comprenderian el dolor en la zona de la UPP, infeccién local de la herida o sistémica
(sepsis) si la evolucidn es desfavorable; necrosis de los tejidos del lecho de la herida y/o
perilesionales, osteomielitis, anemia, depresidn, disminucién del estado de vida del

paciente e incluso la muerte!347139,

Las complicaciones indirectas son las que derivan de la hospitalizacién ya que los
pacientes con UPP frecuentemente requieren mucho tiempo de hospitalizaciéon o
frecuentes reingresos hospitalarios. La presencia o desarrollo de una Ulcera puede
aumentar la duracidn de la estancia hospitalaria de un paciente en un promedio de 10

dias y aumentar los costes econémicos?4%-142,

3.6 Prevencioén

Conociendo los factores etioldgicos, las UPP son lesiones potencialmente prevenibles,
pero no siempre es facil de lograr. La finalidad de las medidas preventivas es tratar que
las lesiones por presidn no aparezcan y, en el caso de que ya existan, cuidar al paciente
para que no se dafien otras zonas. Estas medidas consisten en acciones tales como la
valoracion del riesgo de UPP, cuidado de la piel y manejo de la presion'?®. En cambio, no
es necesario un abordaje nutricional en la prevencién de UPP, sino los cuidados

nutricionales estandares aplicados a cualquier individuo43.

Para la prevencion se aconseja el empleo de escalas de valoracién del riesgo, las cuales
se consideran herramientas terapéuticas para valorar y determinar el riesgo de un
individuo de padecer UPP!*. Una de las mas extendidas es la conocida como Escala de
Braden, que estd basada en los factores etiolégicos, y posee una sensibilidad del 83% y

especifidad del 64% en la prediccion del riesgo de sufrir UPP14>:146,

Los cuidados preventivos de la piel consisten en valorar el estado de la piel diariamente,

incidiendo en la inspeccién de las zonas de prominencias éseas e identificando signos
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de riesgo de la piel como sequedad, grietas, eritema, maceracién, calor e induracion'4’.
Hay que examinar especialmente las zonas potencialmente himedas, ya bien sea a
causa de insuficiencia como de sudoracién profusa'®®. Ademds, la piel se debe de
mantener limpia y seca en todo momento. Esta indicado el uso tépico de acidos grasos

149 asi como la aplicacion de aceite de oliva®®'>!, No se recomienda la

hiperoxigenados
realizacion de masajes, ya que no existe evidencia suficiente sobre sus ventajas
terapéuticas y puede ocasionar la lesién o debilitacion de la piel, sobre todo en zonas de
prominencias dseas>*!>3, Tampoco se aconseja el uso de alcohol sobre la piel, como es

el caso de la aplicacion de colonia sobre el individuo.

El manejo de la presion se basa en cuatro elementos: movilizaciones, cambios
posturales, empleo de superficies especiales de manejo de la presidn y proteccidn local.
Las movilizaciones tienen como objetivo el mantenimiento de la masa muscular y
mejora de la circulacion y con ello la perfusién de los tejidos. Se recomienda el cambio
de posicién al menos cada seis horas para los individuos con riesgo moderado de UPP y
cada 4 horas para aquellas personas de alto riesgo>. Existen diferentes mecanismos de
superficies especiales encargadas del manejo de presiones, construidas con diferentes
materiales como espuma o silicona, ademas de estructuras dindmicas que distribuyen
temporalmente la presién de ciertas zonas'®>. Asimismo, en zonas susceptibles de
aparicién de lesidn se aconseja el uso de apésitos o dispositivos para aliviar la presion

existentel®®,

3.7 Tratamiento

El tratamiento de la UPP debe tener un enfoque multidisciplinar. Depende de
caracteristicas como el grado de la ulcera, exudado, tejido existente en el lecho de la
herida, existencia signos de infeccidn, existencia de dolor o estado de la piel perilesional.
Es por ello que el tratamiento debe ser individualizado a cada paciente, ajustandolo a

cada paciente®®’,
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El protocolo a seguir segun las directrices generales del GNEAUPP, cuando se presenta
una UPP, estdn basadas en: valoracién para el tratamiento, cuidados generales,

cuidados propios de la tlcera y seguimiento de la lesion*>%,

La valoracion de la UPP se lleva a cabo teniendo en cuenta diferentes aspectos: una
valoracion inicial del paciente, una valoracién nutricional, una valoracién psicosocial,

una valoracién del entorno de cuidados y una valoracién de la lesidn.

Los cuidados generales al paciente se fundamentan en la prevencion de nuevas lesiones
por presion, un soporte nutricional y un soporte psicosocial. La terapia sobre la nutricion
del paciente es eficaz en relacién a mantener o modificar en normopeso, hidratacién
correcta, promocionar la independencia de la alimentacién, nutricién equilibrada y

aumento de proteinas en la dieta'>.

Los cuidados especificos de la UPP, son modificables en cada situacién, en funcién de
las caracteristicas de la lesién 1°8, En el caso de una UPP de grado | se aconseja aliviar la
presidn de la zona afectada y utilizar dcidos grasos hiperoxigenados'#*°. En UPP de grado
I, 'y IV, el tratamiento consistira en el desbridamiento del tejido necrdtico, limpieza
de la herida®®®, prevencion y abordaje de la infeccidn bacteriana y eleccidn del producto
que mejor mantenga el lecho de la herida himedo y a temperatura corporal®%162 Est3
demostrado que la cura en ambiente himedo tiene una gran ventaja costo-efectiva, ya
gue ademads de reducir el nimero de curas y por ende la manipulacién, es beneficiosa
para la cicatrizaciéon®3. Aunque hay evidencia de que los apdsitos colaboran en la

cicatrizacion de la Ulcera, aun se desconoce cudl es el apdsito méas efectivo!®>162,

Ademads del uso de apdsitos, existen otras terapias de reciente implantacién como es el
tratamiento con Plasma Rico en plaquetas (PRP), la cual consiste en la extraccion y
activacioén de las plaquetas de sangre autologa y su posterior utilizacion como gel rico

en factores de crecimiento®*.
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Igualmente han surgido terapias alternativas, declaradas como tratamientos
complementarios, tales como la terapia de presidon negativa, de ultrasonidos,

estimulacidn eléctrica o terapia laser®®,

La terapia de presién negativa consiste en la aplicacidon de un apdsito con un dispositivo
gue aplica la presidn negativa o succidn de fluidos de la herida. Este apdsito también es
conocido como “vacum”!®. Aunque la evidencia actual sobre esta terapia no esta

demostradal®®16, este tratamiento se aplica tanto para heridas quirdrgicas'®’

como
para Ulceras venosas'®® o UPP!%; pero en especial en aquellas heridas en las que hay

una gran cantidad de exudado'’°.

La terapia con ultrasonido se aplica en baja (entre 22,5y 40 Kilohercios) y alta frecuencia
(entre 1y 3 megahercios)'’*"173, Ademas de su accidn cicatrizante, se ha descrito como

174 y como desbridante de tejido necréticol’>. Esta especialmente

terapia antibacteriana
estudiada en Ulceras de estadio lll y IV1’%. Aun asi, no existe suficiente evidencia sobre

la indicacién de la terapia de ultrasonido en UPP6>177,

La electroterapia se basa en el empleo de energia electromagnética sobre diferentes

178

superficies. Se ha estudiado en la reparacién de hueso'’®, en la cicatrizacién de

179 y en el alivio del dolor!®%, Su mecanismo se basa en la teoria de que esta

heridas
intervencion favorece la migracién y proliferacion de las células cargadas con esta
energia, de modo que repara el tejido dafiado!’®. A pesar de que existe una baja
evidencia de sus propiedades cicatrizantes, es la terapia no farmacoldgica y alternativa

que mas efectos adversos presenta®.

La terapia laser es un tratamiento no farmacolégico y no invasivo basado en el efecto
fotobiomodulador de la laserterapia de baja potencia o conocida en sus siglas en inglés
por LLLT (Low Level Laser Therapy). Este tratamiento consiste en la aplicacion de luz Iaser

para producir la cicatrizacion de heridas*®!.
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Ademads de estas terapias, estudios in vivo, tratan de evidenciar nuevos procedimientos

para mejorar la cicatrizacién de las UPP, como la aplicacién de insulina tépica'®?,

tratamiento con inhibidores de la ciclooxigenasa-2'83 o con esteroides anabdlicos*®*.

El seguimiento de la UPP debe de fundamentarse en la recogida de todos los datos y
caracteristicas del individuo, asi como de la lesién; desde la valoracion, hasta el
tratamiento e incluyendo la evolucién de la UPP®. Uno de los instrumentos para el
seguimiento mas utilizados en UPP es el ‘Pressure Ulcer Scale for Healing’, validado por

el NPUAP en 1996186187,

4. Ellaser

4.1 Historia del laser

Las propiedades de la luz con efecto terapéutico vienen siendo empleadas desde
civilizaciones antiguas. En la Antigua Grecia, ya se usaba la helioterapia (exposicién del
cuerpo humano al sol para restablecer la salud)'®. Del mismo modo, en el mundo
romano se recomendaban bafos de sol a diario. Incluso mucho después, en la Europa
Medieval se continué empleando la radiacién solar para tratar enfermedades como
raquitismo, psoriasis o eccema cutaneo, entre otras afecciones®. Las antiguas
poblaciones de la India fueron pioneras en el uso de la fotoquimioterapia a través del
empleo de psoralens (drogas obtenidas a través de las plantas) junto con la exposicién
solar, para tratar el vitiligo 1°°. En el siglo IV a.C. Epicuro modificé la “teoria anatomista
del universo”, tratando de aportar un enfoque especial sobre la naturaleza de la luz®?.

Por ende, ya desde la antigliedad observamos un desarrollo de la terapia luminica.

Es en el siglo XX con el desarrollo del cientificismo, es cuando se describe el
comportamiento y composicién de la luz gracias al planteamiento de la teoria
cudntical®?. El fisico Max Planck desarrollé esta teoria especificando que la luz estaba
formada por paquetes indivisibles de energia radiante, denominados cuantos'®3. Tras
este, Rutherford colabord en el progreso planteando un modelo atdmico donde el
atomo estaba formado por una carga central y otras que orbitan alrededor de éstas

dentro de una esfera®®.
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Mas tarde, seria Niel Bohr quien, en 1913, a raiz de las teorias planteadas anteriormente,
planted la “teoria del movimiento de electrones”. En ella se describe que los electrones
pueden desplazarse dentro del atomo; bien a orbitales superiores o inferiores en

funcién de la ganancia o cesién de energia®®®.

A quien se le otorga el punto de partida de la tecnologia laser es al fisico aleman Albert
Einstein, por su publicacion sobre la “teoria de la emisidon de radiacion espontanea o
estimulada” en 1916 °°. La emisidn estimulada se considera el proceso por el que un
atomo puede ser excitado hasta un estado de energia inferior mediante el
calentamiento, la interaccion luminica o de particulas. En cambio, la emisién espontdnea
se produce cuando un atomo decae a un nivel inferior sin la interaccidn con otra
materia. Esta teoria fue cientificamente revisada y confirmada posteriormente por el

también fisico aleman Rudolf Landberg en 19281%7,

Durante los afios 20 y 30 la emisidon estimulada no fue de gran atrayente de estudio para
los cientificos. Fue en 1939 cuando Valentin A. Fabrikant sugirid trabajos de

experimentacién sobre la amplificacion de la luz?®8,

Por cuestiones bélicas no fue hasta los afios 50 cuando se continuaron los trabajos en
este campo. Las nuevas aportaciones vinieron de la mano de Charles Townes, quien
amplificd las frecuencias de las microondas mediante la emisidén estimulada de la
radiacion. A esta creacion se le conocié como MASER que seria el acrénimo de
Microwave Amplification by Stimulated Emission of Radiation (amplificacion de

microondas mediante emisién estimulada de radiacion)®°,

Posteriormente, Townes junto con Shawlow aumentaron los principios del MASER a la
porcion optica del espectro electromagnético, a través de la técnica de bombardeo
Optico, de este modo el MASER se encuentra en la region del infrarrojo y es visible al
espectro electromagnético. Asi es como se crearon los MASERES en estado sdlido,
confeccionado con rubi para Bells Laboratories a fin de ampliar la red de comunicaciones

de la compaiiia Bell 2°°,
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Gould en 1957 aplicé esta técnica de bombardeo dptico y elabord su propio borrador,
gue finalmente patenté en 1968. Es en este momento cuando se origind el término
LASER, acrénimo de “Light Amplification by Estimulated Emission of Radiation” —

Amplificacion de la luz por emisidon estimulada de radiacién-2%,

No fue hasta 1960, cuando Maiman cred el primer ldser funcional; un laser pulsado de
rubi que emitia a una longitud de onda de 694.3nm?°2. A raiz de esta creacién se han
desarrollado multiples laseres. Concretamente, en 1961 Robert W. Hellwarth introdujo
el elemento, conocido como shuter u obturador, el cual le otorga al laser la caracteristica
de emitir energia durante unos nanosegundos de forma alterna tras fases de

reposo?03:204,

Al l3ser se le atribuyen diferentes utilidades; siendo ampliamente usado en la industria,
la quimica y la medicina?®2. En este ultimo, el ldser se ha empleado en la medicina
practicamente desde sus comienzos en campos como la dermatologia o la
oftalmologia?®. A lo largo del tiempo ha adquirido diferentes propiedades dependiendo

de la especificad de su uso.

4.2 Generalidades del laser

Conceptos basicos: radiacion electromagnética y amplificacion

Radiacién electromagnética

La radiacidon electromagnética es el transporte ondulado de los campos eléctrico y
magnético dispuestos perpendicularmente entre si y en la direccién de la propagacion
de esta energia?®. La unidad bdsica es el fotén, definido como “particula diferenciada
gue tiene una masa cero, sin carga eléctrica y un tiempo de vida indefinidamente
largo”?%’. De este modo, las ondas electromagnéticas son fotones agrupados que viajan
en el vacio a velocidad constante, conocida como velocidad de la luz (c). La longitud de
onda (A) es la distancia horizontal entre dos picos de la onda. Su unidad de medida es el
metro, aunque debido a la medicidn del laser generalmente se encuentra expresado en

nandmetros (nm). La frecuencia (f) corresponde al nimero de ciclos o pulsos por
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segundo, entendiendo como ciclo la rotacién que hace la onda electromagnética
alrededor del eje por el que se mueve y estd medida en hercios (Hz). Por tanto, la
frecuencia es inversamente proporcional a la longitud de onda; de tal modo que, a
mayor frecuencia, menor longitud de onda, y viceversa. Los elementos descritos

anteriormente estén relacionados entre si, de modo que A = ¢/ f 2%,

El espectro electromagnético es toda la correlacion de ondas de energia comprendidas
alolargo de un amplio rango de longitudes de onda, abarcando desde los rayos gamma
(1picometro o 1072 metros), transcurriendo por los rayos X, ultravioleta, espectro
visible, espectro infrarrojo, ondas de radiofrecuencia, hasta las ondas largas a los 10km.
El espectro de luz visible corresponde a radiaciones electromagnéticas con longitudes

de onda comprendidas entre 380 y 780 nm2%,

Amplificacion

El fendmeno de amplificacion ocurre en la cavidad de laser gracias al medio activo que
contiene y al mecanismo de bombeo, el cual es el encargado de impulsar la energia al
medio. Cuando asi ocurre, la energia es absorbida por los electrones situados en los
orbitales mas externos de los atomos causando la excitacion de reposo. En este
momento se conoce como “inverso de la poblacién”, donde existen un mayor nimero
de electrones excitados que en reposo produciendo una emisidn estimulada de energia
en forma de fotén, como mecanismo de retorno a su estado anterior. Para que se
produzca definitivamente el efecto de amplificacion esta energia es conducida por el

medio gracias a los dos espejos del resonador 6ptico?®°.

Componentes y funcionamiento del laser

El Iaser estd compuesto por un medio activo, el cual genera fotones y da nombre al laser.
Este puede estar compuesto por diferentes materiales como sélidos, pudiendo estar
compuestos por cristales de itrio, aluminio y granate (YAG), gaseosos (CO),
semiconductores (Iaser de diodo) o liquidos. El medio activo esta situado habitualmente
entre dos espejos; uno totalmente reflexivo y otro parcialmente transmisivo. A este
conjunto se le conoce como resonador éptico. La emisidn estimulada genera una onda

electromagnética que se traslada a lo largo del eje del resonador y oscila entre los dos
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espejos. Este fendmeno genera la amplificacidon de la energia por lo que resulta un
cumulo de intensidad. La liberacion de la luz se produce por el espejo parcialmente
transmisivo. Ademas, el ldser cuenta con un sistema de refrigeracién para poder

diseminar la energia que se disipa en forma de calor?!%,

Principios fisicos del laser
Los procesos fundamentales del funcionamiento del |aser se basan en procesos fisicos
tales como la emisidon espontdnea, la emision estimulada y la absorcién 212

- Absorcién: proceso por el que un electrén puede desplazarse a un orbital

superior.

- Emisién espontdnea: proceso por el que un electrén puede desplazarse a un

nivel inferior obteniendo por consiguiente la excitacion de modo espontaneo.

- Emisién estimulada: proceso por el que un electrén puede desplazarse a un
orbital inferior, resultado de la administracion de una radiacion externa,

obteniendo por consiguiente la excitacidon del dtomo.

Ademads de estos tres procesos, el bombeo juega un papel fundamental en la mecdnica
del laser y consiste en un proceso por el cual los &tomos son elevados de un bajo a un
alto nivel de energia. Generalmente, esto se consigue a través de distintas técnicas y las

mas usadas son el bombeo dptico y el bombeo eléctrico.

Propiedades de la luz laser

La luz laser presenta una serie de propiedades especificas que la difiere de la luz
visible2!3:214;

- Monocromaticidad: el haz de luz laser es de un solo color, que sera o no visible
en funcidn de la franja del espectro electromagnético que emita la longitud de

onda del aparato laser

Coherencia: todas las ondas que componen el haz de luz laser son idénticas en

cuanto a amplitud, frecuencia y sincronizacion.

- Colimacién: esta en relacién con la direccidon de la luz laser. Los rayos resultantes
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del laser son paralelos y esta propiedad desaparece cuando la luz interacciona

con los tejidos.

- Intensidad: es una medida de potencia por unidad de superficie. Gracias a esta
intensidad se permite focalizar la radiacion en un punto, aumentando la energia

administrada en ese punto.

Modo de emision
La emisidn de la energia laser puede atender a diferentes parametros y modalidades, de
modo que los pardmetros que se pueden alterar en la aplicacién laser pueden ser?!>:

- Potencia: potencia de salida perteneciente al propio laser. Su unidad de medida

es en watios (W).

- Energia: nos indica la energia que se entrega por segundos y esta relacionada
con el tipo de emision y la potencia de salida del equipo. Se expresa en Julios (J),

o lo que es lo mismo, W por segundo.

- Densidad de energia (DE) o fluencia: es la relacion existente entre la energia
suministrada por un emisor laser y la superficie del spot primario de éste. Se

expresa en Julios/cm? (J/cm?).

Todos estos pardmetros estan estrechamente relacionados con el modo de emisidn,
pues para calcular la dosis exacta de administracién de energia sera necesario conocer
el tiempo en el que ésta es administrada. Las modalidades por las que se puede aplicar
esta energia son 2%>216;

- Modo continuo: se produce una emisién continua con un nivel de energia

determinado mientras el laser esté activo.

- Modo alterno: se trata de la emisidn alterna de energia por lo que el laser se

activa y desactiva gracias a la accidon de un obturador.

- Modo pulsado: consiste en la emisién de energia a alta potencia durante un
periodo extremadamente corto sucedido de un tiempo relativamente

prolongado en el que el laser estd desactivado.
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La dosis de energia varia segun la duracién de la aplicacién del laser, de acuerdo con la
férmula Tiempo (s)= (J/cm? x area del spot) /W. Por ejemplo, para alcanzar una densidad
de energia de 1J/cm? y una potencia de salida de 0,2W, donde el drea del spot es

1.54cm?; el ldser seria aplicado por un tiempo de 7,7 segundos en modo continuo?!’.

4.3 Tipos de laser

La clasificacidn de los [aseres mas utilizada atiende al medio activo usado para realizar

el fendmeno laser, de manera que se pueden dividir en cinco grupos 2!8;

- Laseres de estado sdlido, como por ejemplo los ldseres de rubi, Nd: YAG,
alejandrita, fibra dptica, titanio-zafiro, o uranio-cadmio, entre otros.

- Laseres de gas, entre los que se pueden encontrar el de helio-nedn, helio-
cadmio, argén-ion, o diéxido de carbono

- Laseres de colorante liquido, como la rodamina.

- Laseres de diodo semiconductor; siendo los mas conocidos el arseniuro de Galio
(GaAs), Arseniuro de Galio Aluminio (GaAlAs), Arseniuro de Galio e Indio (InGaAs)

y Fosfuro Arseniuro de Galio e Indio (InGaAsP)

- Laseres de electrones libres.

Otra clasificacion mas apropiada en el ambito atiende a dos grandes grupos en funcién
de su potencia y capacidad de interaccién con los tejidos; los ldseres de alta intensidad
de energia o quirurgicos (High Intensity Laser Therapy —HILT) y los laseres de baja

intensidad de energia (Low- Level Laser Therapy- LLLT)?*°,

Los laseres de baja intensidad de energia son también llamados |dseres terapéuticos.
Entre sus caracteristicas mas importantes se encuentra el no aumento de temperatura,
el calor sensible, los sonidos o las vibraciones. Por lo tanto, presentan caracteristicas
especiales como la fotobiomodulacién; por lo que es idoneo en la aceleracién y
perfeccionamiento de la cicatrizacion???. Un ldser es considerado de baja intensidad
cuando libera una potencia de salida inferior a 1W, densidad de energia por debajo de

10 J/sz 221,222_
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Los laseres de alta intensidad de energia son caracterizados por su efecto térmico, lo
que significa que la energia absorbida es transformada en forma de calor,
incrementando la temperatura. A pesar de que el laser de diodo se considera un laser
de alta intensidad, se puede usar como laser de baja intensidad, ya que produce efectos

terapéuticos siempre que se utilicen con una potencia de salida inferior a 1W?22,

4.4 Efecto del laser sobre los tejidos

La respuesta bioldgica del tejido irradiado esta influenciada por diferentes parametros
del laser como es la longitud de onda, didmetro del spot, potencia de salida, modo de
emision, o tiempo de radiacidon, junto con el estado fisico, quimico y biolégico del

tejido??3,

Teniendo en cuenta estos factores, los efectos del laser sobre los tejidos pueden ser

fototérmico, fotomecénico o fotoquimico??%.

El efecto fototérmico se produce cuando la energia en forma de fotdn es absorbida por
el tejido. A nivel molecular, esta absorcién produce una vibracion, a causa de la
excitacién de los electrones, alterando la energia cinética de estas moléculas. Como
resultado, se libera energia en forma de calor. Este calor provoca el aumento de la
temperatura de la zona, comenzando por la dispersion de las estructuras adyacentes??®,
Dependiendo de la temperatura alcanzada en la zona irradiada se desencadenan las
diferentes respuestas tisulares. De este modo, el primer mecanismo que ocurre tras un
efecto fototérmico es la desnaturalizacion molecular, entorno a los 432C en el tejido.
Entre los 43 y 459C se produce retraccion del tejido e hipertermia, comenzando el
proceso de destruccidn celular. A los 502C, se ocasiona la reduccién de la actividad
enzimatica. A los 602C, se origina la desnaturalizacion de las proteinas. Entorno a los
802C, se observa la desnaturalizacién del coldgeno, aumento masivo de la
permeabilizacion de las membranas. A los 1002C aproximadamente se desarrolla la

carbonizacidn celular. A partir de 3002C se produce la vaporizacion del tejido. Entre las

acciones del efecto fototérmico sobre el tejido se encuentra la incision, ablacion y
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hemostasia o coagulacién. Por ello, la aplicacién clinica mas frecuente es en el campo

quirdrgico??,

De otro modo, el efecto fotomecanico ocurre mediante ondas acusticas que aumentan
la presion del tejido, desencadenando la destruccion de este??3. Una caracteristica es
que no causa aumento de la temperatura tisular??®, A causa de este efecto, la terapia
laser se ha considerado util en la destruccion de calculos renales, a través de la

aplicacion de esta energia a modo pulsado??’.

El efecto fotoquimico sucede tras la liberacién de energia, la cual es absorbida por
moléculas fotosensibles o fotoreceptoras, desencadenando reacciones bioquimicas en
las células de los tejidos. Esta respuesta puede retrasar la muerte celular; asi como,
desarrollar el estimulo oportuno para activar el mecanismo de cicatrizacion. Este efecto
no estd relacionado con un aumento de la temperatura??*. El efecto fotoquimico ha sido

empleado en la terapia fotodinamica y la terapia fotobiomoduladora.

La terapia fotodinamica, también denominada fotobiomodulacién, consiste en la
excitacion de croméforo (molécula fotorreceptrora de la mitocondria) exégeno. De este
modo, el cromoéforo introducido con fin terapéutico absorbe la energia laser y transfiere
esta energia en forma de sefial a otras moléculas adyacentes desencadenando cambios
qguimicos en el tejido subyacente. Concretamente, estos cambios son conducidos hacia
la produccidon de toxicidad para la célula, causando la muerte de esta??®. La terapia

fotodindmica es empleada en el tratamiento de tumores??°,

En cambio, la fotobiomodulacion se produce por la absorcién de la energia laser por un
gran numero de cromoforos enddgenos, desencadenando la activacién celular. Esta
terapia es utilizada en distintos campos clinicos como la dermatologia u la odontologia,

entre otros?3%231,
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4.5 Terapia laser fotobiomoduladora

La terapia laser bioestimulante, también conocida como ‘Terapia ldser de baja energia’
o fotobiomodulacion (PBM) laser, consiste en la aplicacion de energia laser de baja
intensidad transmitida en forma de luz con el propdsito de promover una respuesta
bioldgica en el tejido receptor?®?. A diferencia de otros efectos, también producidos por
el laser, la PBM no induce aumento de la temperatura en el tejido. Por ello, aplicado a
dosis adecuadas, puede emplearse como terapia regenerativa desencadenando una
respuesta fotoquimica con fines analgésicos, antiinflamatorios o de reparacién de tejido

da ﬁad0233—235

El uso de condiciones del lasery lairradiacién de dosis de energia adecuadas determinan
el éxito de la terapia fotobiomoduladora. Por ello, los pardmetros descritos como

Optimos para PBM laser son?36-238;

- Longitud de onda: existe mayor efectividad en laseres con longitudes de onda
comprendida entre 600 y 700nm, y 780 y 1100nm; siendo la franja de 700 a
780nm inefectiva en PBM. Estas longitudes de onda corresponden a la regién
roja e infrarroja del espectro visible.

- Tipo de laser: segun el medio por el cual el |ldser opera, los laseres con mayores
beneficios PBM son helio-neén, helio- cadmio, argdén, ldseres de diodo
semiconductores y didéxido de carbono.

- Modo de emisién: la emisidon de energia en tanto en modo pulsado como en
continuo han resultado ser efectivos.

- Potencia de salida: se ha evidenciado mayor eficacia entre 1ImW y 500mW. En
cambio, la aplicacién de energia superior a 500mW causa efecto térmico, el cual
causa deterioro de la zona irradiada.

- Densidad de energia: energia aplicada de 0,04 a 50 J/cm? es la excelente para

conseguir efecto PBM.

Son varias las teorias las cuales explican el mecanismo molecular mediante el cual la luz

puede desencadenar la activacidn celular. Una de las hipétesis explica la activacion del
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complejo enzimatico Citocromo C oxidasa (Cox) tras la absorcion de energia, resultando
en la produccidon de ATP?39240_ Este complejo multienzimatico también es conocido
como complejo IV de la cadena de transporte de electrones de la mitocondria. Est3
compuesta por dos grupos hemo (también llamados citocromo a y citocromo as) y dos
centros de cobre (conocidos Cuay Cus)?*l. Estos dtomos de metal son probablemente
los que caracterizan al Cox como molécula fotoreceptores de la luz laser del espectro
rojo o infrarrojo?*?. De otro modo, también se sugiere que cuando un fotdn es absorbido
por la Cox se produce un incremento de la disponibilidad de electrones, lo que causa la
reduccién de la molécula de oxigeno, asi como el aumento de los niveles de ATP, AMPc

(adenosin monofosfato ciclico), ROS, éxido nitrico (NO) y calcio intracelular (Ca?*)?43.

Por otro lado, persiste la hipotesis de la fotodisociacién del NO, revirtiendo la inhibicion
de la respiracién mitocondrial a causa de la excesiva uniéon de NO?**, De este modo, la
absorcién por el Cox de energia en forma de luz causa la disociacidn de dicha unidn. Esto
permite un aporte inmediato de oxigeno, por lo que se reanudaria la respiracion y la

generacion por consiguiente de ATP y ROS?4,

La respuesta mads evidente en la mitocondria tras la aplicacién de energia lUminica es un
aumento de ATP causado por una mayor actividad del Cox?*®. Por otra parte, el ATP es
el sustrato de la adenil-ciclasa por lo que la cantidad de ATP puede relacionarse con el
nivel de AMPc. El ATP extracelular participa en una gran variedad de vias de sefializacidn,
pudiendo inducir a cambios funcionales significativos en una amplia variedad de tipos
de células?*’. De hecho, este fue descrito por primera vez por Burnstock como un
neurotransmisor no adrenérgico?®®. No obstante, hasta la fecha no hay estudios que
muestren especificamente que la aplicacién de energia laser pueda estimular el ATP
extracelular o la adenosina?®’. Por otro lado, la unién del ATP intracelular a su receptor
provoca la apertura de los canales de sodio y calcio, pudiendo originar un aumento de

Ca%* en el interior de la célula?®.

Varios estudios demuestran el aumento de AMPc tras la aplicacion de energia luminica

de baja intensidad?*%?°!, Aunque este incremento puede considerarse como
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consecuencia del aumento de ATP a causa de la energia luminica administrada, aiin no
hay evidencia que sustente esta afirmacion. EI AMPc estimula la formacién de
prostaglandina E2 que causaria la inhibicion de sintesis de TNFa, por lo que podria
regular el proceso inflamatorio. Se ha demostrado niveles reducidos de TNFa tras la
aplicacion de laser de baja energia, que probablemente pueda estar relacionado con el

incremento de AMPc?°2,

El calcio intracelular regula todos los procesos importantes en el cuerpo humano, como
son la contraccién muscular, la coagulacidon sanguinea, regulando la liberacion de
neurotransmisores o modulando la expresion génica. Diversos estudios afirman el
aumento de Ca?* tras la aplicacion de energia luminica?3. En cambio, cuando los niveles
de Ca?*se encuentran elevados, como ocurre en situacion de excitotoxicidad, la terapia
luminica puede producir un descenso de estos niveles, protegiendo las neuronas de la

muerte?>?,

La terapia laser también puede producir aumento de ROS mitocondrial?>32°>, Su efecto
puede ser beneficioso en bajas concentraciones y durante breves exposiciones, y nocivo

256 En células

en altas concentraciones y en exposiciones cronicas a largo plazo
normales, la absorcidn de la luz por el Cox conduce a una alteracion de la membrana
mitocondrial produciendo un aumento de ROS. No obstante, en situaciones donde el
nivel de ROS es alto o se encuentra un estrés oxidativo durante un tiempo prolongado,

la absorcién de luz por el Cox causa la reduccién de los niveles de estas moléculas?>”2%%,
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JUSTIFICACION

Cuando un tejido es dafiado se produce la reparacién de este, de modo natural. En
ocasiones, este proceso se lleva a cabo de forma lenta, prolongando el tiempo de
cicatrizacién y pudiendo ocasionar la cronicidad de la herida. Las UPP son las heridas
croénicas mas prevalentes en la mayoria de paises, constituyendo un grave problema de
salud para los pacientes; asi como, ocasionando un alto impacto en el coste del sistema
sanitario. Por ello, el abordaje de estas lesiones se ha convertido en objeto de diversas

iniciativas por parte de las autoridades sanitarias en las ultimas décadas.

Actualmente, la literatura acerca de la evidencia de terapias curativas es muy amplia, a
fin de generar una temprana cicatrizacion de estas heridas y evitando la complicacién
de eventos adversos con la mayor eficiencia posible. Numerosos estudios demuestran
el empleo de la energia laser como herramienta Util en muchas disciplinas sanitarias. En
concreto, el ldser de baja intensidad, como es el laser de diodo, tiene un efecto
fotobiomodulador sobre los tejidos, adquiriendo propiedades analgésicas,

antiinflamatorias y regenerativas.

Como paso previo a la utilizacidn clinica de la terapia laser en el tratamiento de las UPP
es obligado su estudio in vitro, utilizandose los fibroblastos como modelo de tejido
blando (los fibroblastos son las principales células de los tejidos blandos y esenciales en

el proceso de reparacion tisular).

A pesar de que hay estudios que demuestran la capacidad de reparacién de tejido
blando mediante terapia laser, existen variaciones significativas en cuanto a dosimetria
y efecto sobre los fibroblastos. De ahi la importancia de definir los parametros
dosimétricos y la pauta de tratamiento, ya que ello puede constituir una herramienta
fundamental en la practica clinica, especialmente en su aplicacion bajo condiciones

6ptimas en el tratamiento de heridas crdnicas, como las UPP.
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HIPOTESIS

El Iaser de diodo de 940nm posee un efecto fotobiomodulador sobre el fibroblasto, el
cual actua sobre diferentes parametros bioldgicos de esta poblacion celular como el
crecimiento, la modulacidn del perfil antigénico y la expresién génica. Estos efectos
presentan al ldser de diodo de 940nm como una posible herramienta terapéutica, de
gran utilidad y facil manejo, en el proceso de reparacién de tejidos blandos; en especial

en heridas crénicas, como UPP.
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OBJETIVOS
Objetivo general

Determinar el efecto fotobiomodulador del laser de diodo de 940nm sobre los

fibroblastos humanos en cultivo.

Objetivos especificos

1. Identificar el efecto del laser de diodo de 940nm sobre el crecimiento de los
fibroblastos humanos en cultivo.

1.1. Determinar mediante screening las dosis dptimas de aplicacién del laser de
diodo de 940nm para determinar su efecto sobre la capacidad proliferativa
de fibroblastos humanos.

1.2. Analizar el efecto del laser de diodo de 940nm sobre el ciclo celular de los
fibroblastos humanos en cultivo.

2. Determinar el efecto del ldser de diodo de 940nm sobre la expresion de
marcadores de diferenciacién de los fibroblastos humanos en cultivo.

3. Conocer el mecanismo de actuacién del laser de diodo de 940nm mediante el
estudio de la expresiéon génica de distintos marcadores implicados en el

crecimiento y diferenciacién del fibroblasto.
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MATERIAL Y METODOS
1. Linea celular de fibroblastos humanos

Para la realizacion de este estudio, se utilizd la linea de fibroblastos humanos CCD-
1064Sk. Esta es una linea tipificada de fibroblastos procedentes de piel humana,
proporcionada por la American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA) (ATCC:
CRL-2076), a través del Centro de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de

Granada.
2. Cultivo de la linea celular CCD- 1064Sk.

La linea celular CCD-1064Sk fue cultivada en frascos de 25 cm? de superficie (Falcon,
Labware, Oxford, UK) con 10 ml de medio de cultivo DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium) (Invitrogen Gibco, Cell Culture Products, Carlsbad, CA) suplementado con L-
Glutamina al 1% (Sigma CHem. Comp., St Louis, Mo, USA), HEPES al 2% (Sigma CHem.
Comp., St Louis, Mo, USA), 100 Ul/ml de Penicilina (Laboratorios ERN S.A., Barcelona,
Espaia), 2,5 pug/ml de Anfotericina B (Sigma Chemical Co), 50 pg/ml de Gentamicina
(Braun Medical S.A. Jaén, Espafia) y suero bobino fetal (SBF) (Gibco, Paisley UK),
previamente descomplementado en un bafio a 562C durante 30 minutos, a una

concentracion final del 10%.

Las células conservacion fueron conservadas mediante cultivo en el medio
anteriormente descrito a 372C, en una atmdsfera hiumeda con un 95% de aire y un 5%

de CO; hasta conseguir un crecimiento semiconfluente.

Esta linea celular crece adherida a la superficie del frasco de cultivo, por lo que para su
empleo o subcultivo fue necesario separarlas del mismo. Para ello, se retird el medio de
cultivo y se lavé con una solucién de tampon fosfato salino a pH 7.4 (PBS) a fin de
eliminar restos de medio o residuos celulares. A continuacidn, se ainadieron 5 ml de una
solucién de Tripsina, a una concentracién de 0.05% (Sigma-Aldrich Co) y acido etilen-
diamino-tetraacético (EDTA) al 0.02% (Sigma-Aldrich Co), incubandose durante 10 min
a 379C. Transcurrido dicho periodo, la actividad enzimatica se neutralizé con 7 ml de

medio DMEM suplementado al 10% con SBF. La suspension celular resultante fue
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centrifugada a 1200 rpm durante 10 minutos a la 72C. El sedimento celular obtenido se

suspendid en medio de cultivo para su posterior uso.

3. Caracteristicas del laser de diodo de 940nm

El laser utilizado (ezLaseTM, Biolase Technology, Inc., Irvine, CA) es un laser de diodo
semi-conductor de InGaAsP, que opera a una longitud de onda de 940 + 10nm. Este
dispositivo esta equipado con una pieza de mano especifica para bioestimulacidn, que

posee un drea de spot de salida de 1.54cm?.

En relacidn a la capacidad operativa del laser, es posible su empleo en dos modos de
emision: continuo y pulsado. En el modo continuo (Modo CW), la energia laser se
transfiere de manera constante. En el modo pulsado la energia laser es aplicada en
forma de repetidos pulsos, combinando con intervalos de descanso. Dicho laser
contiene diferentes modos pulsados: CPO, CP1, CP2 y CP3. El modo CPO se corresponde
a un ciclo de trabajo del 20% (intervalo de aplicacion de energia de 10 microsegundos y
40 microsegundos apagado). El modo CP1 se corresponde a un ciclo de trabajo del 33%
(intervalo de aplicacién de energia de 100 microsegundos de aplicacién de energia'y 200
microsegundos de apagado). El modo CP2 se corresponde a un ciclo de trabajo del 50%
(intervalo de aplicaciéon de energia de 1 milisegundo y 1 milisegundo sin aplicacién); y
por ultimo el modo CP3 que se corresponde a un ciclo de trabajo del 50% (pero en este
caso el intervalo de aplicacion es de 20 milisegundos de trabajo y 20 milisegundos

apagado).

4. Tratamiento laser aplicado.

La linea celular objeto de nuestro estudio fue tratada con el laser de diodo de 940nm
descrito anteriormente. Los fibroblastos humanos fueron irradiados con el laser a una
distancia de 1 cm con respecto al cultivo celular. Antes de realizar el tratamiento, las
células fueron cultivadas durante 24 horas en medio de cultivo, en cada uno de los

ensayos.
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El tratamiento aplicado correspondié a diferentes condiciones de potencia (0.2, 0.5y 1
W)y de densidad de energia (1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 J/cm?). Los modos de emisidn utilizados
fueron el modo continuo y el modo pulsado en ciclos del 20% y del 50% (CPO y CP3
respectivamente). En todos los ensayos, la placa de cultivo no se cubrié durante la
irradiacion, la cual se realizd a temperatura ambiente. Las células control fueron
cultivadas en las mismas condiciones, pero no fueron irradiadas con el laser.

El tiempo de irradiacion se determind segln la densidad de energia, la potenciay el area

del spot de salida de la pieza de bioestimulacion, segun la siguiente férmula:

(]uliOS/sz) X area del spot

Watios

Tiempo (s) =

Todos los ensayos, con las distintas pautas de tratamiento, fueron realizados por

triplicado.

5. Estudio sobre la capacidad proliferativa de fibroblastos humanos tratados con

laser de diodo de 940nm.

El efecto del Iaser sobre la capacidad proliferativa de los fibroblastos humanos se realizé
mediante la técnica de espectrofotometria de MTT (Thiazolyl blue Tetra-zolium Bromide
97.5% TLC, Sigma-Adrich. Co), a las 24 y 72 horas del tratamiento con el |aser. Esta
técnica mide respiracioén celular y esta basada en la reduccién metabdlica del Bromuro
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (producto de color amarillo), a cristales
de Formazdn (producto de color purpura) por parte de las células viables. La
concentracion de Formazan es directamente proporcional al nimero de células viables

en el cultivo estudiado.

Los cultivos realizados para el estudio de la proliferacion celular se realizaron en placas
de 24 pocillos (Falcon, Becton Dickinson Labware, Nueva Jersey, Estados Unidos),
ajustados a una concentracion celular final de 2x10* células/ml, y suspendidas en medio
de cultivo con SBF al 10%. Dichas placas fueron incubadas a 372C en estufa al 5% de CO;

durante 24 horas.
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Una vez transcurridas las 24 horas, se sustituyd el medio de cultivo por medio fresco.
Las células fueron tratadas con el Iaser de diodo atendiendo a las diferentes condiciones
de potencia (0.2, 0.5y 1 W) y densidad de energia (1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 J/cm?), realizando
la experiencia en cada uno de los 3 modos mencionados anteriormente (CW, CPOy CP3).
Las células control se conservaron en las mismas condiciones descritas anteriormente,

pero sin el tratamiento con laser.

Pasado el tiempo de incubacidn (24 y 72 horas), se retird el medio de cultivo de todos
los pocillos y posteriormente las células se lavaron con medio DMEM sin rojo fenol. A
continuacion, se afadié 1ml por pocillo de medio DMEM sin rojo fenol que contenia 5
mg/ml de MTT, incubandose durante 4 horas a 372C en estufa al 5% de CO..
Transcurrido este tiempo, se retiré el sobrenadante y se anadié 1ml por pocillo de
Dimetilsulféxido (DMSO) (Merck Chemicals, Nottingham, Reino Unido), para disolver los
cristales de Formazan, el cual se dejo actuar durante 30 minutos. Posteriormente se
midio la viabilidad celular en un espectrofotémetro, a una longitud de onda de 570nm

(SUNRISE TM-Basic, TECAN, Mannedorf, Suiza).

Los resultados fueron expresados como tasa proliferativa, expresada en porcentaje en

funcién del control. Esta tasa fue calculada mediante la siguiente formula:

Grupo tratado OD570 o
Grupo control 0D570

PROLIFERACION (%) = 100

6. Estudio sobre el ciclo celular de fibroblastos humanos tratados con laser de
diodo de 940nm.

El efecto del laser sobre el ciclo celular de los fibroblastos humanos se determinéd

mediante citometria de flujo.

Para el estudio del ciclo celular, los cultivos se realizaron en placas de 24 pocillos

(Falcon), ajustados a una concentracién celular final de 2x10* células/ml, y suspendidos
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en medio de cultivo con SBF al 10%. Dichas placas fueron incubadas a 372C en estufa al

5% de CO, durante 24 horas.

Transcurrido este tiempo, se sustituyé el medio de cultivo por medio fresco. Las células
fueron tratadas con el laser de diodo de 940nm en modo CW a diferentes condiciones
de potencia (0.2 y 0.5 W) y densidad de energia (2, 3 y 4 J/cm?). Después, se dejaron
incubar 24 horas en condiciones estandar de cultivo. Las células control se conservaron
en las mismas condiciones descritas anteriormente, sin la aplicacidn de la intervencién

de laser.

Transcurridas las 24 horas, se retird el medio de cultivo de cada pocillo y se lavé con
PBS. Las células adheridas a la superficie de la placa de cultivo fueron despegadas con 1
ml de Tripsina-EDTA a 372C durante 10 minutos. A la suspension celular obtenida se le
anadié un volumen de 1 ml de medio de cultivo al 20% de SBF y se centrifugd a 1200
rpm durante 10 minutos. El sedimento celular obtenido se suspendié en PBS (200ul) y
se anadieron 2 ml de etanol frio al 70% para fijar las células, dejandolas incubadas
durante 30 minutos en hielo. Tras este tiempo, las células fueron centrifugadas a 1500
rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente, y se suspendieron en 400 pul de PBS.
A continuacién, se afiadieron 50 pl de RNasa (1mg/ml) y 50 pl de loduro de Propidio (IP),
dejandolas incubar durante 30 minutos a 379C. Finalmente, las células fueron analizadas
utilizando un citdmetro con un laser de argdn-ion de estado sélido a una longitud de
onda de 488nm (FASC Canton I, SE Becton Dickinon, Palo Alto, California, USA). Los
resultados fueron expresados en porcentaje de células en cada fase (GO / G1,Sy G2/
M), mostrandose dichos porcentajes como valores medios y desviaciones tipicas

correspondientes.

7. Estudio sobre el perfil antigénico de fibroblastos humanos tratados con laser de

diodo de 940nm.

El estudio del perfil antigénico de la linea de fibroblastos humanos tratada con laser de

diodo fue determinado mediante el uso de anticuerpos monoclonales (Abmos): anti-
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fibronectina humana y anti-a-actina, los cuales se especifican en la Tabla 1, y la técnica

de microscopia confocal.

Los cultivos realizados para el estudio de la proliferacion celular se realizaron en pocillos
estériles especificos para microscopia (Nunc, Sigma Chemical Co., St. Louis, Misuri,
Estados Unidos), ajustados a una concentracion celular final de 2x10* células/ml, y
suspendidos en medio de cultivo con SBF al 10%. Dichas placas fueron incubadas a 372C

en estufa de CO; durante 24 horas.

Transcurrido este tiempo, las células fueron tratadas con el laser de diodo de 940nm en
modo CW a diferentes condiciones de potencia (0.2 y 0.5 W) y densidad de energia (3 y
4 )J/cm?), dejandolas incubar 72 horas en condiciones estandar de cultivo. Las células
control se conservaron en las mismas condiciones descritas anteriormente, sin el

tratamiento con el laser.

Después de 72 horas tras el tratamiento, las células fueron fijadas con una solucion fria
de metanol-acetona (v/v) durante un periodo de 10 minutos a temperatura ambiente.
Una vez finalizado el tiempo de fijacidn, las células fueron lavadas 3 veces con PBS,
blogueandose las uniones inespecificas con SBF al 10% en PBS, durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, las células fueron marcadas con los Abmos
anti-fibronectina humana unida a isocianato de fluoresceina (FICT: fluorescencia verde)
y anti-a-actina humana unida a ficoeritrina (PI: fluorescencia roja) a una concentracién
de 1:500 durante 2 horas a 372C en oscuridad. Transcurridas las 2 horas, las células
fueron lavadas 2 veces con PBS y sus nucleos fueron tefiidos con DAPI (4',6-diamidino-
2-phenylindole, Sigma Chemical Co) a una concentracién de 10 pg/ml, para lo cual se
dejo incubar durante 15 minutos. Pasado este tiempo se volvid a lavar con PBS y se
visualizaron las células con un microscopio de laser confocal (Leica, DM IRB, Leica

Microsystems, Wetzlar, Alemania).
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Tabla 1.- Anticuerpos monoclonales utilizados en el estudio del efecto del ldser de diodo de
940nm sobre el perfil antigénico de los fibroblastos humanos. FITC: isocianato de fluoresceina.

PE: ficoeritrina.

Abmo Fluorocromo Distribuidor
Anti-fibronectina humana FITC R&D Systems (Minneapolis, Minnesota)
Anti-a-actina humana PE R&D Systems (Minneapolis, Minnesota)

8. Estudio sobre la expresidn génica de fibroblastos humanos tratados con laser
de diodo de 940nm.
El estudio sobre la expresion génica de fibroblastos humanos tratados con laser de diodo
se llevd a cabo mediante la técnica cuantitativa de la reaccién en cadena de la

polimerasa en tiempo real (RT-qPCR).

Los cultivos realizados para el estudio de la expresidn génica se realizaron en placas de
cultivo de 24 pocillos, ajustados a una concentracién celular final de 2x10*% células/ml, y
suspendidas en medio de cultivo con SBF al 10%. Dichas placas fueron incubadas a 372C

en estufa de CO; durante 24 horas.

Transcurrido este tiempo, las células fueron tratadas con el laser de diodo de 940nm en
modo CW a 0.5 W de potencia y a una densidad de energia de 4 J/cm?. Se atendié a dos
pautas de tratamiento: T1 (una sola dosis de energia y andlisis a las 72 horas del
tratamiento) y T2 (dos dosis de energia; una al inicio del ensayo y otra a las 72 horas,
procediéndose al andlisis a las 72 horas del ultimo tratamiento). En ambos casos se
incluyd un grupo de células sin tratar (grupo control), las cuales se mantuvieron en las
mismas condiciones que las células tratadas, con la diferencia de que no se le aplicé el

tratamiento con el laser.

Tras las 72 horas del Ultimo tratamiento aplicado se llevé a cabo la extraccién de ARNm
mediante la técnica de gel de silicato, utilizdndose el kit de extraccion de ARN

QiagenRNeasy (Qiagen Inc., Hilden, Alemania), segun las instrucciones del fabricante. La
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cantidad de ARNm extraido se midiéd por espectrofotometria ultravioleta a 260nm
(Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania), y la contaminacidn de proteinas se determiné de

acuerdo con la ratio 260/280.

Para la sintesis de ADNc (acido desoxirribonucleico complementario), mediante
transcripcidn inversa, se utilizé una cantidad de igual de ARN en cada una de las
muestras: 1 ug de ARN total en 40 pl de volumen total. La amplificacion se llevd a cabo
mediante PCR empleando el kit de sintesis de ADNc iScript ™ (laboratorios Bio-Rad,

Hercules, CA, Estados Unidos), segun las instrucciones del fabricante.

Previamente, para poder llevar a cabo la RT-gPCR con los genes objeto de estudio, se
disefiaron los distintos cebadores correspondientes (Tabla 2), utilizando la biblioteca
NCBI-nucleotide y la herramienta Primer3-desing para revelar el ARNm del factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF), el factor de crecimiento del tejido conectivo (CTGF),
el factor de crecimiento vascular-endotelial (VEGF), el factor de crecimiento
transformante B1 (TGF-B1), los receptores del factor de crecimiento B (TGF-BR1, TGFBR2
y TGF-BR3), el receptor 2 de dominio de la discoidina (DDR2), la metaloproteinasa de la
matriz-2 (MMP2), la a-actina, la fibronectina, la decorina y la elastina. Todos ellos fueron
emparejados con las secuencias de los genes diana (software NCBI Blast). Los resultados
finales se normalizaron usando Ubiquitina C (UBC), peptidilprolil isomerasa A (PPIA) y

proteina ribosomal S13 (RPS13) como genes de mantenimiento estables?>°20,

La RT-gPCR se realizo con el kit SsoFast ™ EvaGreen® Supermix (laboratorios Bio-Rad,
Hercules, CA, Estados Unidos), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras
se amplificaron en microplacas de 96 pocillos en el dispositivo IQ5-Cycler (laboratorios
Bio-Rad Hercules, CA, Estados Unidos). El ciclo térmico consistiéo en 952C durante 3
minutos, para inactivar la ADN polimerasa, y 40 ciclos a una temperatura de recocido
especifica para cada gen, que oscilaba entre 60 y 652C, y a una temperatura de
elongacién de 729C. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 20
pL, con 5 pL de muestra de ADNc y 2 uL de cada cebador. Los valores de Cr se
representaron frente a la dilucién de log ADNc para construir las curvas patrén para cada

gen diana. Después de cada RT-gPCR, se cred un perfil de fusion y se realizod
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electroforesis en gel de agarosa para cada muestra al objeto de descartar productos de
PCR no especificos y dimeros de cebadores. El método Cr comparativo se empled para
la cuantificacion relativa de la expresidn génica. La concentracién de ARNm para cada

gen se expresé como ng de ARNm por ng promedio de ARNm de housekeeping.

Tabla 2.- Secuencias de Primers para la amplificacion de ADNc para la realizacién de RT-

gPCR

Gen Sense Primer Antisense Primer Amplicon
(bp)
FGF 5’-CCCATATTCCCTGCACTTTG-3’ 5’-ACCTTGACCTCTCAGCCTCA-3’ 195
CTGF 5’-CCTGGTCCAGACCACAGAGT-3’ 5'-TGGAGATTTTGGGAGTACGG-3’ 194
VEGF 5’-CCTTGCTGCTCTACCTCCAC-3’ 5’-CACACAGGATGGCTTGAAGA-3’ 197
TGF-B1 5’-TGAACCGGCCTTTCCTGCTTCTCATG-3’ 5'-GCGGAAGTCAATGTACAGCTGCCGC-3’ 152
TGFBR1 5’-ACTGGCAGCTGTCATTGCTGGACCAG-3’ 5’-CTGAGCCAGAACCTGACGTTGTCATATCA-3’ 201
TGFBR2 5’-GGCTCAACCACCAGGGCATCCAGATGCT-3’ 5’-CTCCCCGAGAGCCTGTCCAGATGCT-3’ 139
TGFBR3 5’-ACCGTGATGGGCATTGCGTTTCCA-3’ 5'-GTGCTCTGCGTGCTGCCGATGCTGT-3’ 173
DDR2 5’-GAACCCAAACATCATCCATC-3’ 5’-CTTCATGCCAGAGGCAATTT-3’ 199
MMP2 5’-CCAAGAACTTCCGTCTGTCC-3’ 5’-TGAACCGGTCCTTGAAGAAG-3’ 195
a-actina 5’-TCCTGCTCCTCTCTGTCTCAT-3’ 5'-AGTCAGAGCTTTGGCTAGGAA-3’ 96
fibronectina 5’-GCCATGACAATGGTGTGAAC-3’ 5’-GCAAATGGCACCGAGATATT-3’ 200
decorina 5’-GGGCTGGCAGAGCATAAGTA-3’ 5’-CAGAGCGCACGTAGACACAT-3’ 196
elastina 5'-GGTGTAGGTGGAGCTTTTGC-3’ 5’-CTGTTGGGTAACCAGCCTTG-3’ 199

9. Analisis estadistico

Para el andlisis de los datos se utilizé el software estadistico SPSS ® Statistics, versién 22.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, Estados Unidos). Para cada variable se calcularon los valores de la

media y la desviacién estandar (media + DT). Las diferencias para examinar el efecto de la
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intervencién sobre proliferacion, ciclo celular y expresion génica, se determiné mediante
comparaciones de medias aplicando el test de la t de Student, considerando un intervalo de
confianza del 95%. En todas las pruebas, se considerd significacidn estadistica cuando el

valor p £0.05.
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RESULTADOS

1. Estudio del efecto del laser de diodo de 940nm sobre la capacidad proliferativa

de fibroblastos humanos en cultivo.

Inicialmente se llevd a cabo un estudio a modo de screening, en el que se determind la
dosis 6ptima del laser capaz de ejercer fotobioestimulacion sobre los fibroblastos. Para
ello, hemos estudiado su efecto sobre la capacidad proliferativa de la linea celular de
fibroblastos epiteliales humanos, a las 24horas del tratamiento utilizando el modo CW
con distintas dosis de energia; obtenidas al combinar distintos valores de potencia (0.2,

0.5y 1 W)y distintos valores de densidad de energia (1, 2, 3,4, 5, 6y 7 J/cm?).

Como se puede observar en la Figura 1, las células tratadas con una potenciade 0.2 W,
presentaban un incremento significativo de la proliferacion en las diferentes densidades
de energia administrada respecto a las células no tratadas (grupo control), siendo dicho
incremento dosis-dependiente, excepto cuando se utilizé la densidad de energia mas

alta ensayada (7 J/cm?).
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Figura 1.- Tasa de crecimiento (%) de los fibroblastos epiteliales humanos a las 24 horas de la
irradiacion con el laser de diodo de 940nm en modo continuo (CW), a distintas dosis de densidad

de energia(1,2,3,4,5,6y7J/cm?) y 0.2 W de potencia. *Diferencias significativas (p <0.05).

Como muestra la Figura 2, cuando el tratamiento se realizd con una potencia de 0.5 W,
la capacidad proliferativa se vio incrementada significativamente a las densidades de 1,
2,3y4])/cm?, observandose a partir de 4 J/cm? un descenso de la capacidad proliferativa

hasta igualarse con el grupo control, aunque este no fue significativo.
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Figura 2.- Tasa de crecimiento (%) de los fibroblastos epiteliales humanos a las 24 horas de la
irradiacion con el laser de diodo de 940nm en modo continuo (CW), a distintas dosis de densidad

de energia(1,2,3,4,5,6y7J/cm?) y 0.5 W de potencia. *Diferencias significativas (p <0.05).
Cuando analizamos el tratamiento a la potencia de 1 W, se aprecia que la tasa de

crecimiento no se fue modificada significativamente a las distintas densidades de

energia estudiadas.
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Figura 3.- Tasa de crecimiento (%) de los fibroblastos epiteliales humanos a las 24 horas de la
irradiacion con el laser de diodo de 940nm en modo continuo (CW), a distintas dosis de densidad

de energia(1,2,3,4,5,6y7J/cm?) y 1 W de potencia. *Diferencias significativas (p <0.05).

Una vez llevado a cabo el screening, y atendiendo a los datos obtenidos, se determind
la capacidad proliferativa a las 72 horas del tratamiento, con potencias inferioresa 1 W;
es decir, se utilizd una potencia de 0.2 y 0.5 W, y las densidades de energia de 1, 2, 3, 4,
5y 6J/cm? respectivamente. Asi mismo, dichas dosis de energia fueron aplicadas en tres
modos distintos de emision: modo CW, modo pulsado CPO y modo pulsado CP3. Como
se observa en las Figuras 4, 5y 6, las células tratadas con el laser a una potencia de 0,2
W mostraron un aumento significativo del crecimiento respecto al control (p <0.003),
independientemente del modo de transmisién utilizado (CW, CPO o CP3), excepto
cuando la densidad de energia aplicada fue 5y 6 J/cm?, donde no se detectaron cambios

significativos en la tasa de crecimiento.
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Figura 4.- Tasa de crecimiento (%) de los fibroblastos epiteliales humanos a las 72 horas de la
irradiacion con el laser de diodo de 940nm en el modo de emision CW, a distintas dosis de
densidad de energia (1, 2, 3, 4, 5y 6 J/cm?) a una potencia de 0.2 W. *Diferencias significativas

(p <0.05).
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Figura 5.- Tasa de crecimiento (%) de los fibroblastos epiteliales humanos a las 72 horas de la
irradiacion con el laser de diodo de 940nm en el modo de emision CPO, a distintas dosis de
densidad de energia (1, 2, 3, 4, 5y 6 J/cm?) a una potencia de 0.2 W. *Diferencias significativas

(p <0.05).
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Modo CP3. Potencia: 0.2W
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Figura 6.- Tasa de crecimiento (%) de los fibroblastos epiteliales humanos a las 72 horas de la
irradiacion con el laser de diodo de 940nm en el modo de emision CP3, a distintas dosis de
densidad de energia (1, 2, 3, 4, 5y 6 J/cm?) a una potencia de 0.2 W. *Diferencias significativas

(p <0.05).

En las Figuras 7, 8 y 9, se muestra el crecimiento de los fibroblastos tratados con el laser
de diodo de 940nm tras 72 horas del tratamiento a una potencia de 0.5 W utilizando los
distintos modos de transmisién de energia (CW, CPOy CP3) y a las densidades de energia
de1,2,3,4,5y6J/cm? En el modo CW se aprecia que se mantiene el aumento de la
tasa de crecimiento de manera significativa respecto del control en los tratamientos con
1,2y 3 J/cm? (p<0.001). En los modos CPO y CP3, el aumento de la tasa de crecimiento
se extendid incluso, a la densidad de energia 4 J/cm? (p <0.032). No se encontraron
cambios significativos en la proliferacion de los fibroblastos a las densidades de energia

de 5y 6 J/cm?, independientemente del modo de emisidn utilizado.
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Figura 7.- Tasa de crecimiento (%) de los fibroblastos epiteliales humanos a las 72 horas de la
irradiacion con el laser de diodo de 940nm en el modo de emision CW, a distintas dosis de
densidad de energia (1, 2, 3, 4, 5y 6 J/cm?) a una potencia de 0.5 W. *Diferencias significativas

(p <0.05).
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Figura 8.- Tasa de crecimiento (%) de los fibroblastos epiteliales humanos a las 72 horas de la
irradiacion con el laser de diodo de 940nm en el modo de emision CPO, a distintas dosis de
densidad de energia (1, 2, 3, 4, 5y 6 J/cm?) a una potencia de 0.5 W. *Diferencias significativas

(p <0.05).
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Modo CP3. Potencia: 0.5W
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Figura 9.- Tasa de crecimiento (%) de los fibroblastos epiteliales humanos a las 72 horas de la
irradiacion con el laser de diodo de 940nm en el modo de emision CP3, a distintas dosis de
densidad de energia (1, 2, 3, 4, 5y 6 J/cm?) a una potencia de 0.5 W. *Diferencias significativas

(p <0.05).

2. Efectodelldserde diodo de 940nm sobre el ciclo celular de fibroblastos humanos

en cultivo.

En las Figuras 10, 11y 12 se representan los resultados del estudio del ciclo celular de la
linea de fibroblastos humanos CCD-1064Sk, tras 24 horas de tratamiento con laser de
diodo de 940nm en modo CW a la potencia de 0.2 y 0.5 W y la densidad de energia de 4

J/ecm?; asi como, el perfil mostrado por las células no tratadas o grupo control.
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Figura 10.- Perfil de fluorescencia del ciclo celular en cada una de las fases (Go/G1, G>-M y S) de

fibroblastos humanos en cultivo (grupo control).
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Figura 11.- Perfil de fluorescencia del ciclo celular en cada una de las fases (Go/G1, G>-M y S) de
fibroblastos humanos en cultivo a las 24 después de haber sido tratadas con laser de diodo de

940nm en modo CW a una potencia de 0.2W y una densidad de energia de 4 J/cm?.
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Figura 12.- Perfil de fluorescencia del ciclo celular en cada una de las fases (Go/G1, G>-M y S) de
fibroblastos humanos en cultivo a las 24 horas después de haber sido tratadas con laser de

diodo de 940nm en modo CW a una potencia de 0.5W y una densidad de energia de 4 J/cm?.

Como se aprecia en la Tabla 3, el analisis de los valores medios de células en cada una
de las fases del ciclo celular (Go/G1, G2-M y S), no muestra ningiin cambio significativo
en el porcentaje de los fibroblastos tratados con respecto a las células no tratadas. En
todos los casos, independientemente de la dosis de energia aplicada, el ciclo celular no
mostré cambios respecto del grupo control, no observdndose aneuploidias en el ADN ni

signos de transformacién neoplasica.
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Go/G1 G>-M S

Tratamient
ratamiento Media | DT p Media DT P Media | DT P

Control 79.79 | 1.24 10.73 1.62 9.33 1.87

2)/em? | 79.13 | 0.93 | 0.997 12.45 0.47 0.822 8.41 0.48 | 0.967

0.2w 3J/cm? | 81.10 | 0.55 | 0.914 9.14 2.20 0.855 9.72 1.72 | 1.00

4)/cm? | 80.92 | 1.48 | 0.954 11.05 0.67 1.00 8.03 1.35 | 0.869

2)/cm? | 78.71 | 3.63 | 0.961 10.03 3.27 0.996 | 11.26 | 0.37 | 0.590

0.5W 3J)/ecm? | 79.84 | 1.94 1.00 8.93 3.14 0.784 | 11.23 | 3.28 | 0.602

4)/cm? | 79.49 | 1.03 1.00 2.12 1.55 0.999 9.21 1.41 | 1.00

Tabla 3. - Porcentaje de células en fase Go/Gi, G>-M y S del ciclo celular de los fibroblastos
humanos a las 24 horas del tratamiento con el |dser de diodo de 940nm en modo CW a una

potencia de 0.2y 0.5 W y una densidad de energia de 2, 3y 4 J/cm?.

3. Efecto del laser de diodo de 940nm sobre el perfil antigénico de fibroblastos

humanos en cultivo.

Como se observa en la Figura 13 el analisis de la expresién de los marcadores analizados
alas 72 h del tratamiento con un laser de diodo de 940nm en modo CW a la potencia de
0.2y 0.5 Wy a densidad de energia de 3 0 4 J/cm?, evidencia una intensa expresién de
a-actina (rojo), especialmente a la densidad de 4 J/cm?, independientemente de la
potencia tratada, y en relacion a las células control; las cuales muestran expresién
positiva de fibronectina (verde), pero no asi de a-actina. En estas imagenes, los nucleos

se aprecian en color azul.
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Figura 13.- Expresion de fibronectina (antifibronectina-FITC: verde) y a-actina (anti-a-actina-PE:
rojo) en los fibroblastos humanos, a las 72 horas del tratamiento con el laser de diodo de 940nm,
en modo CW, a una potencia de 0.2 0 0.5 W y a una densidad de energia de 3 04 J/cm?.

Analisis por inmunotinciéon mediante microscopia confocal.

4. Efecto del laser de diodo de 940nm sobe la expresion génica de fibroblastos

humanos en cultivo.

4.1 Efecto del ldser sobre la expresion de FGF, CTGF, VEGF, TGF-B1 y los
receptores de TGF-f1 (R1, R2y R3).

Como se aprecia en las Figuras 14, 15, 16, 17, 18, 19y 20, las células sometidas a la pauta
de tratamiento de una Unica dosis (T1) mostraron un incremento en la expresion génica
de FGF, TGF-B1, TGF-B1R1y TGF-B1R2. En cambio, los fibroblastos sometidos a la pauta
de tratamiento de dos dosis (T2), mostraron un incremento en la expresion de todos los
marcadores, salvo TGF-B1R3, que no mostré cambios significativos (Figura 20), y CTGF

gue disminuyd significativamente respecto del control (Figura 15).
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Figura 14.- Expresidn génica de FGF en fibroblastos humanos tratados con ldser de diodo de
940nm en modo CW a la potencia de 0.5W y la densidad de energia de 4 J/cm?, siguiendo dos
pautas de tratamiento: una dosis (T1) y dos dosis (T2). Los datos estan expresados como ng de

RNAm por ng promedio de ARNm de housekeeping + SD. *p <0.05
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Figura 15.- Expresidn génica de CTGF en fibroblastos humanos tratados con laser de diodo de
940nm en modo CW a la potencia de 0.5W y la densidad de energia de 4 J/cm?, siguiendo dos
pautas de tratamiento: una dosis (T1) y dos dosis (T2). Los datos estan expresados como ng de

RNAm por ng promedio de ARNm de housekeeping + SD. *p <0.05
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Figura 16.- Expresidn génica de VEGF en fibroblastos humanos tratados con laser de diodo de

940nm en modo CW a la potencia de 0.5W y la densidad de energia de 4 J/cm?, siguiendo dos

pautas de tratamiento: una dosis (T1) y dos dosis (T2). Los datos estan expresados como ng de

RNAm por ng promedio de ARNm de housekeeping + SD. *p <0.05
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Figura 17.- Expresién génica de TGF-B1 en fibroblastos humanos tratados con laser de diodo de

940nm en modo CW a la potencia de 0.5W y la densidad de energia de 4 J/cm?, siguiendo dos

pautas de tratamiento: una dosis (T1) y dos dosis (T2). Los datos estan expresados como ng de

RNAm por ng promedio de ARNm de housekeeping + SD. *p <0.05
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Figura 18.- Expresidn génica de TGF-BR1 en fibroblastos humanos tratados con laser de diodo
de 940nm en modo CW a la potencia de 0.5W y la densidad de energia de 4 J/cm?, siguiendo
dos pautas de tratamiento: una dosis (T1) y dos dosis (T2). Los datos estan expresados como ng

de RNAm por ng promedio de ARNm de housekeeping + SD. *p < 0.05
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Figura 19.- Expresidn génica de TGF-BR2 en fibroblastos humanos tratados con laser de diodo
de 940nm en modo CW a la potencia de 0.5W y la densidad de energia de 4 J/cm?, siguiendo
dos pautas de tratamiento: una dosis (T1) y dos dosis (T2). Los datos estan expresados como ng

de RNAm por ng promedio de ARNm de housekeeping + SD. *p < 0.05
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Figura 20.- Expresidn génica de TGF-BR3 en fibroblastos humanos tratados con laser de diodo
de 940nm en modo CW a la potencia de 0.5W y la densidad de energia de 4 J/cm?, siguiendo
dos pautas de tratamiento: una dosis (T1) y dos dosis (T2). Los datos estan expresados como ng

de RNAm por ng promedio de ARNm de housekeeping + SD. *p < 0.05

4.2 Efecto de laser sobre la expresion de a-actina, fibronectina, decorina,

elastina, DDR2 y MMP2.

Como se muestra en las Figuras 21, 22, 23, 24, 25 y 26, la expresién de a-actina,
fibronectina, decorina y MMP2, medida mediante RT-qPCR, aumenta tras la aplicacion
de ambos tratamientos (T1y T2) en relacién al grupo control. En cambio, los resultados
muestran que la expresién de DDR2 incrementd Unicamente tras la aplicaciéon del
tratamiento T2. Igualmente, solo este tratamiento ocasiond un descenso de la expresion

de elastina.
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Figura 21.- Expresidn génica de a-actina en fibroblastos humanos tratados con laser de diodo
de 940nm en modo CW a la potencia de 0.5W y la densidad de energia de 4 J/cm?, siguiendo
dos pautas de tratamiento: una dosis (T1) y dos dosis (T2). Los datos estan expresados como ng

de RNAm por ng promedio de ARNm de housekeeping £ SD. *p <0.05
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Figura 22.- Expresién génica de fibronectina en fibroblastos humanos tratados con laser de
diodo de 940nm en modo CW a la potencia de 0.5W y la densidad de energia de 4 J/cm?,
siguiendo dos pautas de tratamiento: una dosis (T1) y dos dosis (T2). Los datos estan expresados

como ng de RNAm por ng promedio de ARNm de housekeeping £ SD. *p <0.05
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Figura 23.- Expresidn génica de decorina en fibroblastos humanos tratados con laser de diodo
de 940nm en modo CW a la potencia de 0.5W y la densidad de energia de 4 J/cm?, siguiendo
dos pautas de tratamiento: una dosis (T1) y dos dosis (T2). Los datos estan expresados como ng

de RNAm por ng promedio de ARNm de housekeeping + SD. *p <0.05
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Figura 24.- Expresion génica de elastina en fibroblastos humanos tratados con laser de diodo de
940nm en modo CW a la potencia de 0.5W y la densidad de energia de 4 J/cm?, siguiendo dos
pautas de tratamiento: una dosis (T1) y dos dosis (T2). Los datos estan expresados como ng de

RNAm por ng promedio de ARNm de housekeeping + SD. *p < 0.05
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Figura 25.- Expresidn génica de DDR2 en fibroblastos humanos tratados con laser de diodo de
940nm en modo CW a la potencia de 0.5W y la densidad de energia de 4 J/cm?, siguiendo dos
pautas de tratamiento: una dosis (T1) y dos dosis (T2). Los datos estan expresados como ng de

RNAm por ng promedio de ARNm de housekeeping + SD. *p < 0.05
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Figura 26.- Expresion génica de MMP2 en fibroblastos humanos tratados con laser de diodo de
940nm en modo CW a la potencia de 0.5W y la densidad de energia de 4 J/cm?, siguiendo dos
pautas de tratamiento: una dosis (T1) y dos dosis (T2). Los datos estan expresados como ng de

RNAm por ng promedio de ARNm de housekeeping + SD. *p < 0.05
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DISCUSION

Los laseres de baja potencia presentan propiedades fotobiomoduladoras sobre distintas
poblaciones celulares, pero dicho efecto estd en estrecha relacion con el tipo de laser,
la longitud de onda a la que emite, |la energia aplicada, o el modo; de ahi la importancia
de establecer, para cada uno de los tipos de laser existentes en el mercado, los

pardmetros dptimos de tratamiento en funcién de su potencial uso.

En concreto, el ldser de diodo de 940nm, un laser de pequefio tamafio y de facil manejo,
presenta un efecto fotobiomodulador sobre diferentes pardmetros del fibroblasto
(crecimiento, perfil antigénico y expresion génica) bajo determinadas condiciones de

aplicacion (dosis de energia y modo de transmisién).

El tratamiento con este ldser en modo continuo a la potencia de 0.2 y 0.5 W estimula la
capacidad proliferativa de los fibroblastos humanos tras 24 horas del tratamiento; si
bien este resultado fue dependiente en cada caso de la densidad de energia
administrada. Sin embargo, el tratamiento a la potencia de 1 W no mostré efecto
bioestimulante a nivel del crecimiento celular, independientemente de la densidad de

energia estudiada.

Estos resultados estdn en consonancia con el efecto observado cuando la linea
osteobladstica MG63 fue tratada con este mismo laser?®!, En dicho estudio los autores
mostraron, que el efecto del laser de diodo sobre el crecimiento celular a las 24 horas
guarda relacién con la potencia y la densidad de energia. No obstante, este incremento
celular se produjo hasta un valor energético limite, a partir del cual disminuye el

crecimiento como consecuencia del tratamiento.

Por tanto, podriamos decir que 0.2 y 0.5 W son las potencias del laser de diodo de

940nm con posible potencial terapéutico en tejidos blandos, al poseer propiedades

fotobioestimulantes sobre los fibroblastos epiteliales humanos.
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Por otra parte, el andlisis del crecimiento a las 72 horas del tratamiento, no reveld
cambios significativos en la tasa de proliferacién, independientemente del modo
aplicado (CW, CPO o CP3). Este hecho podria estar en relacion con la diferenciacion del
fibroblasto; tal y como asi lo sugiere el aumento en la expresion de a-actina observado
en las células tratadas, ya que la a-actina es el marcador mas caracteristico de la
diferenciacion de los fibroblastos a miofibroblastos, poblacién clave en los tejidos en
cicatrizacion?®?. Ademds, en estudios in vitro se ha descrito que el cultivo de fibroblastos
en presencia de PRP, como unica fuente de FC, incrementa y acelera la tasa de
proliferacién de los fibroblastos obtenidos por cultivo primario, en relacién con la tasa
de crecimiento observada por esa misma poblacion celular cuando es cultivada en
presencia de SBF como fuente de FC. Sin embargo, transcurrido un tiempo del inicio del
cultivo, el crecimiento celular se detiene e incluso disminuye respecto a las mismas
células cultivadas en presencia de SBF. Ademas, este mismo estudio sugiere que la
disminucion de la tasa de proliferacion celular va unida a otros cambios de tipo
morfoldgico a nivel de la ultraestructura celular o de expresién de marcadores, como es
la alta expresién de a-actina, lo cual también podria relacionarse con una diferenciacion
del fibroblasto a miofibroblasto?®3. Todos estos datos y los obtenidos en el presente
estudio nos sugieren que el laser podria actuar de forma parecida a como el PRP actua
sobre los fibroblastos, de tal modo que inicialmente actuaria estimulando el crecimiento
celular y posteriormente actuaria induciendo la diferenciacion del fibroblasto a

miofibroblasto.

Por otra parte, en estudios realizados en la linea celular de osteoblastos humanos
tipificados (MG63), se describe que el tratamiento, con este mismo laser, induce el
crecimiento del osteoblasto?2%4, y este efecto parece estar en relacidon con el
incremento en la expresion génica del TGF-B1 y de sus receptores como consecuencia

del tratamiento con el laser?®>,

En un estudio reciente realizado con fibroblastos gingivales se ha observado que el
tratamiento in vitro de estas células con un laser de diodo que emite a longitud de onda
de 780nm puede contrarrestar los efectos adversos que las citoquinas proinflamatorias,

especialmente IL-6, IL-8 y TNFa. Por tanto, la terapia laser puede actuar sobre esta

72



poblacién celular en heridas crénicas, al ejercer efecto sobre el crecimiento, la migracién
o de la expresion de FC; los cuales contribuyen a la regeneracion tisular?®®. Este estudio
concluye que la terapia con ldser de diodo es capaz de estimular la funcion celular
cuando hay heridas como las de la mucosa oral, incluso cuando hay altos niveles de
mediadores inflamatorios. De igual modo, nuestros resultados ponen de manifiesto el

potencial clinico de LLLT en la regeneracion de heridas.

Asimismo, otros estudios han sugerido que la terapia laser influye positivamente sobre
la proliferacion de fibroblastos mediante una serie de cambios en la expresién génicay

la liberacion de FC?67:268,

En el presente trabajo se estudia la modulacion de la expresidn de distintos marcadores
(FGF, CTGF, VEGF, TGF-B1, TGF-BR1, TGFBR2, TGF-BR3, DDR2, MMP2, a-actina,
fibronectina, decorina y elastina) en fibroblastos humanos tratados con ldser de diodo
de 940nm. Nuestros resultados muestran que dicho efecto fue dependiente de la pauta
de tratamiento seguida. Hemos de sefalar que las proteinas que codifican los
marcadores analizados poseen un papel relevante en el proceso de cicatrizacién de
heridas, al actuar estimulando la proliferacion, la migracién y/o la maduracién del

fibroblasto®269.270,

El FGF es un factor de crecimiento que promueve la mitogénesis en los fibroblastos,
favoreciendo la formacion de tejido de granulacion, promoviendo la re-epitelizacién e
igualmente interviene en la remodelacién del tejido dafiado?’!. Nuestros resultados
muestran que el tratamiento con el ldaser de diodo de 940nm aumenta
significativamente la expresion de FGF, independientemente de la pauta de tratamiento
seguida (T1y T2). Hay que sefialar que este efecto, aunque significativo, es menor en el
tratamiento T2. En el estudio previos se observd que, fibroblastos humanos tratados
con este mismo lasery bajo las mismas condiciones de energia (0.5W, 4J/cm?), aumenté
la tasa de crecimiento de manera significativa a las 24 horas de la aplicacién laser; ahora
bien, dicha tasa de crecimiento, no mostré cambios en el tratamiento a largo plazo. En
estamismalinea, Khoo et al. (2014) mostraron que los fibroblastos obtenidos de ratones

diabéticos, al ser irradiados con un laser de diodo a una Unica dosis de energia (810nm
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,L10mW, 1J/cm?), presentaron un incremento significativo en la expresion de FGF.
Igualmente, Damante et al. (2009) observd que fibroblastos gingivales en cultivo, al ser
tratados con un laser infrarrojo a distintas densidades de energia (780nm, 40mW,

3J/cm?y 5J/cm?), también aumentaron la expresién de FGF.

El TGF-B1 es un factor de crecimiento que tiene multiples funciones entre las que se
encuentra la estimulacién de la proliferacion, la migraciéon y la adhesidn de fibroblastos,
ademas de promover la produccion de elementos de la MEC?’4. Asi mismo, el TGF-B1
favorece la maduracion del fibroblasto induciendo su diferenciaciéon a miofibroblasto,
célula esta responsable de la contraccién y aumento de elementos de la MEC?’>. No
obstante, hemos de tener presente que la sobreexpresiéon de TGF-f1 ha sido
considerada como la principal responsable de la formacidn de cicatrices hipertroéficas y
de queloides, debido a que se estimula la secrecion del CTGF?’®. En este sentido,
nuestros resultados muestran un incremento significativo de la expresion de TGF-B1, asi
como de sus receptores TGFBR1 y TGFBR2, cuando se aplican ambos tratamientos (T1,
T2). El incremento de la expresion de TGF-B1 en el tratamiento T2 fue menor que la
expresion en el tratamiento T1; lo cual podria explicar el proceso de maduracién que
estd llevando a cabo el fibroblasto ya que, en el tratamiento T1, la expresion de TGF-f1
podria estar relacionado con un fenotipo de células fibroblasticas, decayendo dicha
expresion en el tratamiento T2 por la presencia de células diferenciadas
(miofibroblastos). Ademas, no observamos efecto sobre la expresiéon del CTGF en el
tratamiento T1. Sin embargo, esta disminuyd de forma significativa en el tratamiento

T2.

El proteoglicano decorina desempefia funciones clave en la MEC, inactivando el TGF-B y
el CTGF. Por ello, se encuentran bajos niveles de decorina y un exceso de depésito de
fibras de elastina en cicatrices hipertréficas, en comparacién con los niveles expresados
en piel normal?’7278, Los fibroblastos tratados en nuestro ensayo in vitro mostraron un
incremento significativo de decorina en ambos tratamientos con respecto a las células
control; siendo mayor la expresion en los fibroblastos sometidos a dos tratamientos

(T2), lo cual estaria a su vez relacionado con el patrén de expresion de TGF-B y CTGF. De
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igual modo, observamos una disminucién significativa en la expresién de elastina en el
tratamiento T2. Estos resultados podrian contribuir a explicar el efecto favorable del
laser en la regeneracién del tejido blando sin el potencial riesgo de defectos (cicatrices

hipertroficas o queloides) en la cicatrizacion.

La angiogénesis es un proceso fisioldgico determinante en la cicatrizaciéon y/o
regeneracion tisular?’®, Este proceso complejo depende del VEGF, entre otros factores
de crecimiento, y de elementos de la MEC. En nuestros resultados encontramos un
incremento significativo de la expresion del VEGF en el tratamiento T2. En este sentido,
distintos estudios en los que se utilizé el ldser en tratamientos in vivo (modelos de herida
en ratas: 660nm, 16mW, 10J/cm?; 660nm, 30mW 72J/cm?) e in vitro (fibroblastos
humanos en cultivo: 660nm, 35mW, 1-5J/cm?) han reportado un aumento de la
expresion del VEGF?29-282_ Este incremento de la expresién del VEGF contribuiria a la

regeneracion tisular.

Los receptores de coldageno DDR2 regulan los procesos de proliferacion y migracién del
fibroblasto, asi como la sintesis de la MEC, dos aspectos relevantes en la cicatrizacién de
heridas. Ademas, hay una estrecha relacién entre DDR2 y las MMP-2, proteasas
predominantes en la MEC y responsables de la remodelacién de la herida. De tal modo
gue una disminucién de DDR2 produce una menor migraciéon y menor expresion de
MMP-2 en fibroblastos?®3. En este sentido, hemos observado que el tratamiento con
laser de diodo de 940nm incrementa la expresién de DDR2 y de MMP-2 en los
fibroblastos humanos, lo que estaria en relacidn con los resultados obtenidos por otros
autores, los cuales observaron que fibroblastos humanos tratados con otro tipo de laser

(erbium:YAG laser, 5 o0 10J/cm?) aumentaron significativamente la expresion de MMP-

2284

El miofibroblasto es una poblacion presente en el tejido de granulacién con
caracteristicas intermedias entre el fibroblasto y la célula muscular lisa. Desempefia un
papel muy importante durante la inflamacién, la reparacion y la remodelacién en

distintos tejidos. Esta célula se origina por diferenciacién del fibroblasto, y se
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caracteriza, como se ha reportado anteriormente, por la expresion de a-actina?8>28¢,
Nuestros resultados muestran que los fibroblastos humanos en cultivo cuando son
tratados con el laser de diodo de 940nm, indistintamente de la pauta de tratamiento
seguida, incrementa significativamente la expresion a-actina y de fibronectina,
marcadores que son expresados por el miofibroblasto?®>. Ademas, el incremento de la
expresion génica de a-actina a largo plazo se asocia al incremento de TGF-B1, el cual se
propone como factor desencadenante de la diferenciacién del fibroblasto a

miofibroblasto?’>.

Los distintos datos obtenidos sugieren que el laser contribuye a aumentar el crecimiento
y la migracién del fibroblasto e induce a su diferenciacion, favoreciendo de este modo
el proceso de cicatrizacién del tejido lesionado. Ademas, se ha descrito que el efecto de
la terapia laser de baja energia es mds efectivo en tejidos dafados que en tejidos en

condiciones normales?®’,

No obstante, hemos de tener presente la limitacion que supone cualquier estudio in
vitro. Asi bien, nuevos estudios in vivo sobre heridas créonicas, deben de realizase a fin
de contrastar estos resultados y, por tanto, consolidar el potencial terapéutico del laser
de diodo de 940nm. De este modo, podrian aportarse pruebas solidas acerca de la
utilidad de esta herramienta en la practica clinica para el tratamiento y/o manejo de las

heridas; mejorando el estado clinico de las personas y la calidad asistencial.
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CONCLUSIONES

1. Ellaser de diodo de 940nm aplicado a la potencia de 0.2 y 0.5 W y a la densidad
de energia entre 1y 4J/cm?, en modo de emisidon continuo o pulsados, estimula
la capacidad proliferativa de los fibroblastos humanos en cultivo, y sin ejercer

ningun cambio a nivel de su ciclo celular.

2. Los fibroblastos humanos en cultivo, tratados con un laser de diodo de 940nm a
la dosis 0.2 y 0.5 W de potenciay, 3y 4 J/cm? de densidad de energia en modo
continuo, aumentan la expresion antigénica de a-actina, un marcador tipico de

la diferenciacion del fibroblasto a miofibroblasto

3. Ell3ser de diodo de 940nm a la potencia de 0.5 W y la densidad de energia de 4
J/ecm? en modo continuo, modula la expresion génica de diferentes marcadores
de los fibroblastos humanos en cultivo, los cuales estan directamente implicados

en la reparacion tisular.
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CONCLUSIONS

1. The application of the 940nm diode laser at power of 0.2 and 0.5 W and the
energy density between 1 and 4J/cm?, in continuous or pulsed emission mode,
stimulates the proliferative capacity of human fibroblasts in culture, without

changes in the cell cycle.

2. The cultured human fibroblasts, treated with a diode laser of 940nm at the dose
0.2 and 0.5 W of power and, 3 and 4 J/cm? of energy density in continuous mode,
increase the antigenic expression of a-actin, a typical marker of fibroblast

differentiation into myofibroblast.
3. The diode laser of 940nm at the power of 0.5 W and the energy density of 4

J/ecm?in continuous mode, modulates the gene expression of different markers

of cultured human fibroblasts, which are directly involved in tissue repair.
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