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1. RESUMEN

Eluso defuentes deiluminacion LEDs esté incrementando de
manera exponencial tanto en el campo de la iluminacion am-
biente comoendispositivos de uso personaly domésticocomo
smartphones, pantallas de ordenador, electrodomésticos, etc.
Sinembargo, el principal problema que planteanlos LEDs que
emitenluz blancaes derivado de su alto contenido de radiacio-
nes de la banda del azul, que se ha demostrado que son dafi-
nas para el sistema visual.

Eneste proyecto se ha disefiado un dispositivo deilumina-
cion formado por diodos LEDs de diferentes caracteristicas
espectrales para comprobar si los diodos LEDs producen
dano en la retina, concretamente en células del epitelio pig-
mentario. Los experimentos handemostrado quelaexposicion
alaluz aumenta el porcentaje de muerte celularinducida por
la luz para todas las fuentes de luz LED, sobre todo en las cé-
lulas expuestas a luz azul y blanca, en las que se produjo un
aumento del 92% y 94%. De este estudio se concluye que la
exposicion a altas intensidades de luz LED durante ciclos de
luz/oscuridad produce dafnos en las células de la retina.

2. INTRODUCCIONY
ANTECEDENTES

El primer diodo LED (de la sigla inglesa LED: Light-Emitting
Diode: “diodo emisor de luz”) fue desarrollado en 1927 por
Oleg Vladimirovich Losev (1903-1942), pero no fueron comer-
cialmente utilizables hasta el afio 1962 cuando se consiguio
desarrollar un LED rojo de intensidad relativamente baja con
una frecuencia de emision de unos 650 nm. En la década del
70 se introdujeron nuevos colores al espectro (verde, naranja
yambar) asicomo LEDs infrarrojos. Sinembargo, no fue hasta
1993 cuando se desarrollaron los LEDs azules gracias a las
tareas de investigacion del cientifico Shuji Nakamura que des-
cubrié un proceso barato de fabricacion de LED azul con los
compuestos Nitruro de Galio y nitruro de Indio. Este hecho dio
paso al desarrollo del LED blanco a partir de LEDs azules con
un recubrimiento de fésforo.

Las primeras aplicaciones de los LEDs fueron para su uso
enmandos a distanciade televisores, equipos de musica, etc.
Mas tarde fue aumentando su utilizaciény en la actualidad su
uso esta generalizado en dispositivos electronicos, electrodo-
mésticos, aplicaciones de controlremoto, detectores, telefonia
movil, dispositivos de sefalizacion, panelesinformativos, alum-
brado de pantallas de cristal liquido de teléfonos moviles, cal-
culadoras, agendas electronicas, etc. En el ambito de lailumi-
nacion los LEDs blancos han sido desarrollados como una
opcion para sustituir las bombillas tradicionales, ya que pre-
senta indudables ventajas, particularmente en cuanto al bajo
consumo de energia, baja tension, baja temperatura, mayor
rapidez de respuestay mayor vida util. Un reciente articulo de
Behar-Cohen etal (2011) indica que en los proximos afos las
fuentes deluzincandescente seranreemplazadas progresiva-
mente por LEDs, estimandose su desaparicion en Europa en
septiembre de 2016[1]. Sin embargo, los principales proble-
mas que plantean los LEDs que emiten luz blanca son deriva-

dos de su alto contenido de radiaciones de la banda del azul
junto con la alta luminancia.

Es una evidencia cientifica que la luz azul (longitudes de
onda corta) afecta negativamente a los ojos (retina). Clasica-
mente se han diferenciado tres tipos de lesiones producidas
por la luz: por un lado las fotomecanicas (efectos de choque
de las ondas luminosas), por otro, las fototérmicas (calor local
producido por las ondas) y por ultimo las fotoquimicas (cam-
bios en las macromoléculas). Actualmente se conocen con
bastante precisionlos cambios en laretinainducidos porla luz
[2,3].

Publicaciones recientes han evaluado los efectos tdxicos
de la luz en cultivos de células del epitelio pigmentario de la
retina [4,5]. Los objetivos principales de estos estudios han
estado orientados a valorar la supervivencia celular de las ce-
lulas tras ser expuestas a radiaciones de luz. Sin embargo,
hasta la fecha no se han realizado estudios que evalten el
efectodaninodelaluzenlas estructuras oculares que produce
la radiacion emitida por el diodo LEDs, hecho de gran interés
debido al elevado numero de horas que una persona estara
expuestoalolargo de suvidaa este tipo de fuentes de luz. Por
ello, parece imprescindible su estudio en las zonas del cuerpo
humano expuestas a ellas, es decir, los 0jos y concretamente
en laretina, la zona mas vulnerable del ojo e imprescindible
para la vision.

Portanto, el objetivo de este trabajo fue determinar el dafno
inducido por la luz (fototoxicidad) en la retina in vitro de distin-
tos diodos LEDs para conocer la repercusion en el sistema vi-
sual de las personas.

3. MATERIALES Y METODOLOGIA

Emisor: Dispositivo de iluminacion LED

Se hadisefiado un dispositivo de iluminacion que consta de 6
zonas diferenciadas y separadas entre si mediante barreras
separadoras de material blanco. Cada una de las zonas con-
tiene un LED que produce luz de irradiancia 5mW/cm? pero
que emite luz de diferentes caracteristicas espectrales: LED
azul (468nm), LED verde (525nm), LED rojo (616nm), LED
blanco T2 Color 5400Ky LED Blanco T2 6500K. La ultima zona
estaba formada por un grupo control de células que no habian
estado expuestas a la luz (Figura 1)

Sistema de iluminacion

Filtros A5 / AG45

Barreras separadoras

Placa con células EPR iluminadas

Figura1.Esquemadelsistemade iluminacion LED utilizado en este estudio.
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Receptor: Células del epitelio pigmentario de la retina

Se utilizaron células del epitelio pigmentario de la retina de do-
nantes humanos sanos que crecieron en un medio de cultivo,
indispensable para el cultivo in vitro de las células. Las células
se colocaron en placas de 96 pocillos y sembraron a una den-
sidad de 5000 células por pocillo. Para evitar evaporaciones
por el desprendimiento de calor producido por la luz el medio
de cultivo se reemplaz6 cada 24 horas El epitelio pigmentario
de laretina es una capa de células con forma hexagonal que
es esencial para el procesamiento visual y que su alteracion
conduce a la degeneracion retiniana, disminucion de la fun-
cién visual e incluso ceguera.

Experimento de fototoxicidad

Las células del epitelio pigmentario de la retina fueron expues-
tas alas diferentes fuentes de luz durante 3 ciclos de luz/oscu-
ridad (12 horas /12 horas). Una vez concluida la exposicion,
las células fueron tratadas con tratamientos especificos de
valoracion de toxicidad y fueron observadas mediante micros-
copia de fluorescencia (BD Pathway 855, Becton, Dickinson
and Company).

Para cuantificar la supervivencia celular se utilizé tefiido
DAPI, unatécnica especialmente adecuada para el recuento
celular que consiste en un colorante que tine los nucleos celu-
lares y que se excita con luz ultravioleta para producir una
fuerte fluorescencia azul cuando se encuentra unido al ADN.

Elindicador utilizado para valorar la muerte celular indu-
cida por la luz (apoptosis) fue la activacion de las caspasas
3-7,yaque estas enzimas estan implicadas en laregulacion y
en la ejecucion de la apoptosis.

Tratamiento estadistico

Cada experimento se repitio al menos 2 veces. Los valores
sondados como media + desviacion estandar. Los datos fue-

ron analizados utilizando el test estadistico t-student con el
software estadistico Statgraphics version Centurion XVI.1
(USA). Se consideraron valores significativos p-valores me-
nores a 0.05.

4. RESULTADOS

Supervivencia celular

Tras el periodo de exposicién durante 3 ciclos de luz/oscuridad
(12 horas / 12 horas), los nucleos de las células del epitelio
pigmentario de la retina se tifieron con DAPI| para contar el nd-
mero de células por pocillo.

Lascélulas noirradiadas crecieron bienenlos pocillos, sin
embargolairradiacion conluz LED inhibié el crecimiento de las
células. La luz azul produjo una disminucién muy significativa
del numero de células, aunque también se observo el efecto
fototdxico para la luz verde y blanca. En el caso de la luz roja
no se observaron diferencias estadisticamente significativas
(Figura 2).

Apoptosis (muerte celular inducida por la luz)

La activacion de las caspasas 3-7 fue el indicador utilizado
para valorar la muerte celular inducida por la luz, ya que
estas enzimas estan implicadas en los mecanismos de
apoptosis.

Los experimentos mostraron que la exposicion alaluz au-
menta el porcentaje de células apoptoticas para todas las
fuentes de luz LED, sobre todo en las células expuestas a luz
azul y blanca, en las que se produjo un aumento del 92% y
94% de las células apoptoticas respectivamente. En las ima-
genes mediante microscopia se observa la activacion de las
caspasas como una coloracion rosada alrededor del nucleo
tenido azul con DAPI. (Figura 3)

Figura 2. Supervivenciacelulardelas células del epitelio pigmentario de laretina. Grafico representativo de media + desviacion estandar de n=3-5 expe-
rimentos e imagenes representativas obtenidas mediante microscopia de fluorescencia. El asterisco (*) indica diferencias estadisticas cuando se compara

con el control (p>0.05, test t-student).
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Figura 3. Muerte celularinducida por la luz determinada por la activacién de las caspasas -3, -7. Grafico representativo de media + desviacion estandar
den=3-5experimentos eimagenes representativas obtenidas mediante microscopia de fluorescencia. El asterisco (*) indica diferencias estadisticas cuando

se compara con el control (p>0.05, test t-student).

5. DISCUSION

Las primeras evidencias del dafio que la luz produce enlare-
tinahumana seremontana 1912 en Alemania cuando miles de
individuos sufrieron lesiones en la retina tras observar un
eclipse solar[6]. Clasicamente, se han descrito dos bandas del
espectrovisible que provocan dafios fototdxicos, una coincide
con el espectro de absorcion de la rodopsina y otra que al-
canza el maximo dano en la region de longitud de onda corta
(lo que proporciona la base para el concepto de riesgo de luz
violeta-azul). Consecuentemente, se han propuestodos meca-
nismos de dafio fotoquimico enlaretina, el propuesto por Noell
en 1965y el propuesto por Ham en 1976. En la tabla 1 se ex-
ponen sus caracteristicas diferenciales[7-9].

Tabla1.Caracteristicas diferenciales de los mecanismos de dafio fotoqui-
mico en la retina propuestos por Noell en 1965 y Ham en 1976.

Tipo | o tipo azul-verde
o tipo Noell

Tipo Il o tipo UV-azul
o tipo Ham

Producidotras cortas
exposiciones a altas
intensidades de luz

(>10MW/cm2)

Danoiniciallocalizado
en las células del
epitelio pigmentario
de la retina

Producido tras largas
exposiciones a bajas
intensidades de luz
(<1MW/cm2)

Danfoiniciallocalizadoen
los fotorreceptores

Longitudes de onda que
producen mayor dafo:
equivalente al espectro
de absorcion del
pigmento visual.

Longitudes de onda
que producen mayor
dano: longitudes de
onda mas cortas

Werner et al (1989) describieron diferentes grados de
dano enlas células del epitelio pigmentario de laretinaen pa-
cientes cuyos 0jos tenian que serenucleados y que voluntaria-
mente miraron al sol. Sin embargo, no mostraron importantes
alteraciones en los fotorreceptores, 10 que explica la buena
visiontras la exposicion[10]. El epitelio pigmentario de laretina
seregenerarapidamente, sinembargo, los fotorreceptores co-
mienzan un proceso de degeneracion llegando incluso a su
desaparicion después de la exposicion luminical11].

En los ultimos afnos, diversas publicaciones se han cen-
trado en valorar los efectos fototdxicos de la luz en cultivos de
células del epitelio pigmentario de la retina. Los objetivos prin-
cipales de estos estudios se han orientado a la valoracion de
la supervivencia celular de las células epiteliales tras ser ex-
puestas a laluz. Sin embargo, en algunos estudios se valora-
ron también otros parametros como la actividad mitocondrial,
el dafio en el ADN, los niveles de factor de crecimiento endo-
telial y otros aspectos destacables.

Porejemplo, enlos trabajos de Godley et al (2005) se irra-
diaron cultivos celulares con luz compuesta de longitudes de
ondaentre 390-550 nm, cuyairradianciafue de 2.8mW/cm2, el
tiempo de exposicion oscild en un intervalo entre 0-9 horas.
Sus resultados mostraron que tras 3 horas de la exposicion
luminica no existian diferencias en la supervivencia celular,
pero sin embargo tras 6-9 horas apreciaron una significativa
disminucion de la respiracion mitocondrial. También observa-
ron existia un aumento de produccion de especies reactivas al
oxigeno tras 1 hora de exposicion, que continué hasta las 6
horas de exposicion luminica, y danoenel ADNtras 3 horas de
exposicion que disminuia a las 6 horas, indicando el inicio de
reparacion del ADN (respuesta adaptativa)[4].

Sinembargo, hastalafechano existen estudios que hayan
evaluado el efecto fototoxico de la radiacion emitida por el
diodo LEDs en células retinianas. En nuestro estudio se ha va-
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lorado la supervivencia celulary la muerte celularinducida por
la luz del epitelio pigmentario de la retina producido por luz
LED de medias intensidades de luz (5mW/cm2). Los resulta-
dos de nuestros experimentos muestran unaimportante dismi-
nucion de la supervivencia celular asociado a un aumento de
la muerte celular inducida por la luz, siendo este dafio foto-
téxico mas importante para las luces de menor longitud de
onda.

Es de resefiar que la norma EN 62471 ha clasificado las
fuentes de iluminacion segun el riesgo fototoxico (desde lara-
diacion ultravioleta alaradiacioninfrarroja) y acorde al maximo
tiempo de exposicion permitido establece 4 grupos de riesgo:

» Riesgo 0 (sin riesgo) cuando el limite méaximo de

exposicion es superior a 10000 segundos

» Riesgo 1 (bajo riesgo) cuando el limite maximo de

exposicion esta entre 100 y 10000 segundos

* Riesgo 2 (riesgo moderado) cuando el limite

maximo de exposicion esta entre 0,25 y 100 segun-
dos

» Riesgo 3 (alto riesgo) cuando el limite de maximo

de exposicion es menor a 0,25 segundos.

Acorde aestanormativa, Behar-Cohenindicé que un LED
azulcon unaintensidad superiora 15W pertenece al grupo de
riesgo 3ysilaintensidad delaluzes 0.07W pertenece al grupo
1, siendolas fuentes de iluminacion LED de uso cotidiano para
publico general clasificadas como grupo de riesgo 2 (encom-
paracion con las fuentes de iluminacion convencionales que
pertenecen al grupo 0 0 1) Por otro lado, describio que la can-
tidad de luz azul emitida por un LED blanco es aproximada-
mente un 20% superior que la luz del dia de las mismas
caracteristicas en cuanto a temperatura de color [1].

6. CONCLUSION

La exposicion a luz LED durante ciclos de luz/oscuridad (12
horas / 12 horas), sobre todo las bandas de luz de menores
longitudes de onda, produce danos en células del epitelio pig-
mentario de la retina. Futuros estudios son necesarios para
determinar las intensidades, longitudes de onday tiempos de
exposicion de los dispositivos de iluminacion LED que son le-
tales y no letales para los tejidos retinianos.
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