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Resumen

Diodos Emisores de la Luz- Light Emitting Diodes (LED) son
fuentes de luz que estan siendo introducidos en los tratamien-
tos del envejecimiento. El objetivo del estudio fue evaluar los
efectos del LED rojo en la dermis de ratones wistar. Se trata
de un estudio experimental controlado y randomizado, fueron
utilizados 20 ratones wistar divididos en cinco grupos. Los
grupos fueron: G1 en donde se aplicd 10 sesiones de diez
minutos de fototerapia por LED. EI G2 con 20 sesiones de 10
minutos, el G3 con 10 sesiones de 20 minutos, el G4 con 20
sesiones de 20 minutos y el G5 fue el grupo control. Después
de las aplicaciones se recolectd el material bioldgico de la
zona, siendo realizado el andlisis histoldgico de las dreas que
recibieron las aplicaciones, sometiéndolas a las coloraciones
de HE, tricomico de Masson y Verhoeef. Fue observada la
presencia de micro vasos dérmicos con resultados signifi-
cativos entre el G2 y el G5. Con relacion a la presencia de
mastocitos hubo resultados significativos entre el G1y el G3.
El andlisis de las fibras eldsticas presentd resultados signi-
ficativos en los grupos G1, G2, G3, G4 en comparacion al
grupo control (G5). La evaluacion de los efectos del LED en
las fibras coldgenos, los grupos tratados comparados al grupo
control no presentaron ninguna diferencia significativa.

Palabras claves: Modalidades en Fisioterapia, Fototerapia, Tejido Con-
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¢ presence of mast cells,

- Summary
. The Light-Emitting Diodes Light Emitting Diodes (LED) are a

source of light wich are being introduced into the treatment of
aging process. This study evaluate the effect of application of
red LED on the dermis of Wistar rats. Twenty Wistar rats were

. used in this randomized controlled experimental study. Those

rats were divided randomly into five groups. The G1 group
underwent ten sessions of phototherapy by LED lasting ten
minutes each. The G-2, 20 sessions of 10 minutes, the G-3,
20 minutes, the fourth group, 20 sessions of 20 minutes and
the G-5 group was the control group. After the application, the

. biological material was collected and the histological analy-

sis of the areas that suffered application were done, being
subjected to HE staining, and Masson trichrome & Verhoeff.
It was observed the presence of dermal microvascular, with
significant results among G2 and G5 groups. Regarding the
significant results were observed
among G1 and G3 groups, however, that was not the case
with the G5. By analyzing the elastic fibers, significant results
were observed among G1, G2, G3, G4 groups, but the same
results weren’t observed in the fifth group. Regarding the as-

. sessment of the effects of LED on the collagen fibers, the

treated groups, when compared to the control group, showed
no significant difference.

Key words: Physical Therapy Modalities, Phototherapy, Con-

¢ nective Tissue, Elastic Tissue.
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Introduccion

La preocupacion con la apariencia fisica existe desde la anti-
gledad y las tentativas del hombre en interferir en las altera-
ciones de la integridad de la piel empezaron con la utilizacion
de técnicas simples para mejorar el aspecto fisico y el vigor
de la piel.

En los ultimos afos, los métodos terapéuticos han siendo per-
feccionados, no sdlo por la implantacion de nuevas tecnologias
y su avance, sino también por la importancia otorgada a la sa-
lud, apariencia fisica y consecuentemente una busqueda mas
grande de longevidad?.

Gran parte de las imperfecciones de la piel, como arrugas, es-
trias y flacidez, entre otras, son consecuencia de alteraciones
fisiologicas y/o pérdida de la integridad del tejido conjuntivo

en funcion de la edad. Lo anterior ha estimulado a los inves-

tigadores a buscar métodos cada vez menos invasivos para
ser aplicados en la medicina estética, a fin de recuperar las
estructuras funcionales de la dermis?.

La aplicacién de Diodo Emisor de la Luz (LED) en diferen-
tes longitudes de onda por profesionales de la salud tuvo un
crecimiento considerable en la ultima década, haciendo que
este recurso ocupe una posicién destacada en el area de la
dermatologia. La aplicacion de ésta y otras modalidades te-
rapéuticas, acaban con la forma empirica de los tratamientos
actuales®.

EI LED es un dispositivo semiconductor que emite luz cuando
una tension es aplicada. Es un componente electronico moder-
no semejante al laser de diodo (laser semiconductor), utilizado
en diversas areas, como en la laserterapia de baja intensidad,
lectores de codigo de barra, seméaforos, paneles de anuncios,
moviles, etc. La luz emitida por un LED es de tipo divergente
y no coherente, sin embargo, aunque no sea monocromatico,
su espectro de emisién es mas bien estrecho, comparado al
de la luz comdn®,

Su mecanismo de accién es por foto estimulacion o foto ondu-
lacién, tiene efectos sobre la célula, su permeabilidad, sobre
las mitocondrias estimulando la sintesis del ATP y en las pro-
teinas como coldgeno y elastina. Esa luz actta también como
agente antimicrobiano y antiinflamatorio, por esto es indicada
para variadas afecciones inflamatorias. Las fuentes de laser y
de LED son semejantes del punto de vista de la luz emitida, o
sea, ambas producen una banda espectral relativamente es-
trecha, en tanto que el LED tiene un espectro un poco mas

jorar la cicatrizacién de heridas. Por otro lado, el bajo costo del
LED en relacion al laser aumento la demanda y el uso de este
equipamento®.
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. Aunque en la practica clinica se demuestra una elevada utiliza-
¢ cion de ese recurso, la literatura presenta una escasa cantidad

de estudios aclarando los efectos del LED sobre el tejido dér-
mico. El presente estudio busca investigar los reales efectos
del LED en el tejido dérmico de ratones.

Materiales y métodos

Se trata de un estudio experimental controlado y randomiza-
do, en el cual fueron analizados los efectos del LED rojo en el

. tejido dérmico de ratones wistar. El proyecto fue analizado y

aprobado por el comité de ética en investigacion, de la Univer-
sidad Potiguar- UnP, cuyo nimero del protocolo es 046/2009
cumpliendo todos los requisitos de la resolucion 196/96 y sus
complementarios emitidos por el consejo Nacional del Salud/
MS.

Para este estudio fue organizada una muestra de 20 ratones
wistar (Ratones Norvegicus Albinus) pesando entre 250 y
300g, todos del sexo masculino, siendo subdivididos en cinco
grupos de cuatro animales. Todos los animales fueron proce-

. dentes del vivero de la Universidad Potiguar.

Materiales

- Los materiales que fueron utilizados en la investigacion fueron:

equipamiento Biolight de fabricante Demox Electromédica,
termometro digital, cajas para contencion de ratones, camara
fotografica digital de 5.0 Mega pixeles, material quirdrgico para
la realizacion de la biopsia de ratones, anestésico, bisturi y ma-

. terial para el andlisis histopatoldgico (microscopio y laminas).

Descripcion de los métodos

. Todos los animales fueron sometidos a un ayuno de doce ho-

ras y posteriormente fueron anestesiados con uso de anestési-
co (Zoletil 50) por via intramuscular, en el cuadriceps izquierdo,
la dosificacion calculada utilizada fue de acuerdo con el peso
del animal (50.0 a 75.0 mg/kg). En seguida, fue realizada la

. tricotomia y asepsia en el abdomen del animal para las apli-

caciones de fototerapia por LED realizada a 90° de la zona
de tratamiento de acuerdo con la ley del coseno de Lambert,
sin contacto con la piel, utilizando una potencia de 3 watts. La
aplicacion fue diaria, con duracién de 10 y 20 minutos para

. L . . cada aplicacion.
largo. Asi el LED esta siendo una buena alternativa para me- P

Los grupos fueron divididos en: G1 en donde fue aplicado 10
sesiones de diez minutos de fototerapia por LED, el G2 con 20
sesiones de 10 minutos, el G3 10 sesiones de 20 minutos, el



G4 con 20 sesiones de 20 minutos y el G5 fue el grupo control.
Todos los animales fueron sacrificados después de 11 y 21
dias de aplicacion.

Después del sacrificio en camara de CO,, fue recogido me-
diante bisturi un fragmento de la piel ubicada en el abdomen
de todos los animales tratados, especificamente de la zona tra-
tada. En seguida de este procedimiento, los fragmentos fueron
colocados en frascos apropiados y debidamente identificados
conteniendo 20 ml. de solucidn de formol al 10%. Después de
24 horas de fijacion, las muestras fueron dirigidas al labora-
torio de patologia para su procesamiento histoldgico. Fueron
incluidas en parafina, cortadas en micrétomo rotativo con 4 mi-
crometros y sometidos a la coloracién de hematoxilina-eosina
(HE), utilizada para la visualizacion de las alteraciones histo-
Idgicas de los procesos inflamatorios, evaluados mediante la
presencia de mastocitos, y que también permite apreciar fibras
coldgenas. También se utiliz la tincion Tricromica de Masson
para la visualizacion de fibras colagenos en azul y la de Verho-
eff para visualizar fibras elasticas.

Analisis Histoldgicos

Después de la confeccidn de las laminas, estas fueron exami-
nadas por un patélogo de manera ciega, en microscopio optico
Olympus. Micro fotografias fueron realizadas con camara digi-
tal acoplada al microscopio.

Para evaluacién de los datos hallados fueron creadas tablas
en excel, donde fueron insertados los resultados y tabulados
para andlisis estadistico. El programa estadistico utilizado fue
Infosoft 2002 y el test aplicado fue T de Student.

Resultados

Inicialmente, en la evaluacién de los efectos del LED en las
fibras coldgenas, los grupos tratados comparados al grupo
control no presentaron ninguna diferencia significativa. Al con-
tabilizar en cada campo de andlisis histoldgico la cantidad de
fibras colagenos, la cantidad existente en las laminas tratadas
fue muy préxima al hallado en las laminas del grupo control,
evaluado a través de las coloraciones de HE con aumento de
100x (Figuras 1a'y 1b) y Tricrémico de Masson (100x), como
muestran las figuras 1cy 1d.

En los cortes histoldgicos de los animales sometidos a fotote-
rapia por LED, se observo la presencia de micro vasos dérmi-
cos. En el primer grupo (G1) que tuvo diez aplicaciones de diez
minutos, la media de micro vasos encontrados en los cortes
histoldgicos fue de 5,35; en el segundo grupo (G2) que recibié

diez aplicaciones de veinte minutos, la media de micro vasos
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Figura 1a

Foto micrografia de animal del grupo control mostrando
la presencia de fibras colagenas en el rea demarcada
—HE 100x.

Fotomicrografia de animal del G1 mostrando la presen-
cia de fibras coldgenas en el drea demarcada — HE 100x

Figura 1c

Fotomicrografia de animal del grupo control mostrando
la presencia de fibras colagenas en el drea demarcada
— Tricrémico de Masson 100x.
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Figura 1d

Fotomicrografia de animal del G-2 grupo tratado mos-
trando la presencia de fibras colagenas en la area de-
marcada — Tricrdmico de Masson 100x.

dérmicos encontrados fue de 5,95; el tercer grupo (G3) con
diez aplicaciones de veinte minutos, la media de micro vasos
encontrados fue de 5,3 y el cuarto grupo (G4) con veinte apli-
caciones de veinte minutos la media de micro vasos encontra-
dos fue de 4,35. En el grupo clasificado como control (G5) la
media de micro vasos encontrados en los cortes histolgicos
fue de 4,35. Cuando se evalud entre los grupos la formacion
de micro vasos dérmicos, excepto con relacion al grupo con-
trol, no fueron observadas diferencias significativas entre los
grupos (p< 0, 05) como muestra la Figura 2a.

Al evaluar los grupos sometidos a fototerapia por LED toman-
do en consideracion el tiempo y el nimero de aplicaciones con
relacién al grupo control se observd significancia estadistica (p
< 0,05) en relacién al G2, que experimenté veinte sesiones de
diez minutos versus el grupo controle, como muestra la Figura
2b. Se ha notado que el nimero de sesiones no influencia en
la proliferacion de nuevos vasos y si el tiempo de aplicaciones
de las mismas.

Los mastocitos son un importante componente de la respues-
ta inmune celular, estando presente en los procesos de cicatri-
zacion. En el andlisis de las células inflamatorias se ha notado
que en los animales sometidos a fototerapia por LED en el
grupo 1, la media de estas células presentes en los cortes his-
toldgicos fue de 28,5, en el grupo 2 la media fue de 36,75, en
el grupo 3 la media fue de 45,25, en el grupo 4 la media fue de
33,75y el grupo control fue de 34. Al verificar la diferencia de
estos resultados hubo diferencia significativa entre los grupos
1y 3 (p < 0,05) como muestra la figura 3a. Sin embargo, al
evaluar las medias entre los grupos sometidos a fototerapia y
el grupo control, no hubo resultados estadisticamente signifi-
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Figura 2a

La figura muestra la diferencia de micro vasos dérmicos
en los cortes histologicos de los grupos de animales
sometidos a fototerapia por LEDs.
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Figura 2b

La figura muestra la diferencia de micro vasos dérmicos
en los cortes histoldgicos de los grupos de animales so-
metidos a la fototerapia por LEDs en relacion al grupo
control.

cativos como muestra la figura 3b.

Al analizar la media de fibras elasticas de los cortes histolo-
gicos de los grupos de animales sometidos a fototerapia por
LED, mediante la coloracion de Verhoeff, fueron hallados los
siguientes resultados; grupo 1, media de 22,85; grupo 2, media
de 27,30; grupo 3, media de 30,25; grupo 4, media de 29,70
y el grupo control fue de 14,20. Al evaluar estadisticamente
la media de la presencia de fibras elasticas entre los grupos,
presentaron resultados significativos (p<0,05) entre los grupos
1y2;1y3;1y4comomuestra la Figura 4a.
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Figura 3a

La figura muestra la diferencia entre el nimero de mas-
tocitos visualizados en cortes histoldgicos entre los gru-
pos.

Al correlacionar las medias de fibras elasticas presentes entre
los grupos sometidos a fototerapia por LED y el grupo control,
hubo resultados significativos (p< 0,05) con relacion a todos
los grupos como muestra la Figura 4b.

Las foto micrografias muestran los cortes histoldgicos de ani-
males del grupo 2, sometido a Fototerapia por LED de veinte
sesiones de diez minutos (Figura 5a). La foto micrografia (Fi-
gura 5b) muestra el corte histologico de ratones del grupo 3
sometidos a fototerapia por LED de diez sesiones de veinte
minutos. En cuanto que la foto micrografia (Figura 5¢) muestra
el corte histoldgico del grupo control.

Al evaluar la presencia de fibras eldsticas en los grupos estu-
diados fue observada una concentracion mas grande en los
grupos 1, 2, 3y 4 en relacion al grupo control, con resultados
estadisticamente significativos (p< 0,05), tal como se muestra
en la figura 4b. Se ha observado que cuanto mas grande es la
cantidad de sesiones, mayor es la cantidad de fibras elasticas,
independiente del tiempo de tratamiento. Tal vez el sistema
tienda a saturarse por no conseguir un efecto bioldgico mayor,
después de 10 minutos de aplicacion.

Discusion

EI LED esta siendo muy utilizado para la reduccion de los se-
fales de envejecimiento, debido a sus componentes antiinfla-
matorios en combinacion a la accién sobre células regulado-
ras, ayudando a mejorar los resultados de otros tratamientos
dérmicos relacionados con el rejuvenecimiento. Con estos
efectos, la fototerapia con LED muestra una posibilidad de ser
un abordaje eficaz para el rejuvenecimiento de la piel®.

Evaluacion de los efectos del LED en el Tejido Dérmico de Ratones

DIFERENCIA DEL NUMERO DE MASTOCITOS
ENTRE LOS GRUPOS Y EL GRUPO CONTROL
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Figura 3b

La figura muestra la diferencia entre el numero de masto-
citos visualizados en cortes histoldgicos entre los grupos
sometidos a la ledterapia y el grupo control.
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Figura 4a

La figura muestra la diferencia en las medias de fibras
elasticas en cortes histoldgicos entre los grupos.
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Figura 4b

La figura muestra la diferencia entre el numero de fibras
elasticas de los cortes histoldgicos entre los grupos que
sufrieron LED terapia y el grupo control.
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Figura 5a

Fotomicrografia de animal del grupo tratado Il (20 sesio-
nes de 10 minutos) mostrando la presencia de fibras elas-
ticas — Verhoeff 400x.

En ese estudio se observd que no existen diferencias signifi-
cativas entre los grupos tratados y control en cuanto a la can-
tidad de fibras coldgenas. Este resultando es contrario a los
expuestos por algunos autores’, quienes afirman que la LED
terapia promueve un aumento significativo de la cantidad de fi-
bras colagenas. Sin embargo, se vid un aumento en el nimero
de fibras colagenas, a pesar de no diferir significativamente ese
resultado en relacion al grupo control. Este resultado también
difiere de los hallados por otros autores®, quienes indican que la
fototerapia sea por luz coherente (I&ser) o no coherente (LED)
presentan efecto bioestimuladores en la produccion de colage-
no en las ulceras de ratas.

Segun algunos autores®, la bioestimulacién se caracteriza por
una proliferacion mas grande de fibroblastos y por la produccion
de vasos sanguineos, principalmente de capilares, lo que justi-
fica un proceso de cicatrizacion elevado y una mayor cantidad
de fibras colagenas.

EI LED rojo tiene una longitud de onda de 630-780nm, y ha sido
empleado en la prevencién del envejecimiento y cicatrizacion
de heridas. Varios estudios han investigado la luz roja y sus
efectos primarios durante la fase de proliferacion, en el proceso
de cicatrizacién de heridas, destacando la estimulacién de los
fibroblastos, una mayor sintesis del colageno joven y maduro,
mayor produccion de factores de crecimiento, incluyendo fac-
tor basico del crecimiento del colageno (bFGF), estimulacion
del factor de crecimiento (TGF), macrdfagos, linfocitos y la es-
timulacion de una tasa mas grande de produccién de matriz
extracelular; todos estos han sido relatados con tratamientos
de LED rojo® 1
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Figura 5b

Fotomicrografia de animal del grupo tratado Il (10 se-
siones de 20 minutos) mostrando la presencia de fibras
elasticas — Verhoeff 400x.

En este estudio se observo un aumento en la formacion de neo-
vasos en todos los grupos tratados en relacion al grupo control,
resultado que concuerda con algunos autores®, que afirman
que la LED terapia favorece el proceso de angiogénesis. De
acuerdo con otros autores'™, ese resultado se torna importante
por el efecto que tiene el proceso de formacién de neo-vasos,
papel fundamental en los procesos de cicatrizacion, en los cua-
les, nuevos vasos surgen a partir de otros ya existentes y que
favorece la recuperacion de la estructura del tejido normal. Se
observd que la formacion de neo-vasos no depende directa-
mente del nimero de sesiones, pero varia de acuerdo con los
tiempos de aplicacion del LED.

En la investigacion, se notd que la aplicacion del LED no pro-
movid la produccidn significativa de células inflamatorias como
los mastocitos, comparado al grupo control. Para algunos au-
tores™, en los procesos inflamatorios, el depésito de colageno
por los fibroblastos es estimulado por los mastocitos lo que no
concuerda con otros trabajos cientificos.

Bésicamente las investigaciones hablan sobre los fibroblastos,
pero también existen otros posibles efectos fisioldgicos relacio-
nados a una cicatrizacion y que también son observados, como
la represion y alteraciones de los procesos inmunes indesea-
bles, el aumento de las actividades de los leucocitos, neocapi-
larizacion, aumento de la produccion de factores de crecimiento
y enzimas™,

En la evaluacion de la cantidad de fibras elasticas, se observd
que en todos los grupos tratados existio una elevada produc-
cion de fibras elasticas, de manera significativa. Las fibras elas-



Figura 5¢

Fotomicrografia de animal del grupo control mostrando la
presencia de fibras elasticas — Vehoeff 400x.

ticas son un importante componente del tejido conectivo, es
ella quien otorga resistencia y elasticidad a la piel. Las fibras
elasticas son fundamentales para mantener la integridad de la
piel .

Este resultado concuerda con la literatura'™, como muestra el
analisis histolégico, después de su utilizacion se experimentd
un aumento significativo en la cantidad del colageno vy fibras
elasticas. Estructuralmente los examenes demostraron que los
fibroblastos fueron altamente activados, rodeados por abun-
dantes fibras elasticas y colagenas, factor que puede verificar-
se en el andlisis de las ldminas, junto con el conteo de las
fibras elasticas.

Se sugieren mas estudios que confirmen estos hallazgos y
que puedan mostrar estos resultados en el tratamiento clinico
de pacientes con envejecimiento facial. Las limitaciones para
el desarrollo de este estudio estan relacionadas a la dificultad
para el andlisis de las posibles alteraciones en las fibras cola-
genas con la metodologia adoptada, sugiriendo la utilizacion
de equipamientos de andlisis mas avanzados para mejorar la
visualizacion del tejido conjuntivo.

Conclusion

Por lo tanto, se infiere que la LED terapia promueve la reor-
ganizacion y estimulacion del tejido conjuntivo de la dermis,
favoreciendo la produccion de un tejido més eléstico, firme y
eficiente, teniendo efectos positivos sobre la reduccion de las
sefiales caracteristicas del proceso de envejecimiento, tales
como el decaimiento de la piel, flacidez, pérdida de elasticidad
y formacion de arrugas.

Evaluacion de los efectos del LED en el Tejido Dérmico de Ratones
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