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Introducciéon y

antecedentes

El primer diodo LED (acrénimo del tér-
mino inglés Light-Emitting Diode, o dio-
do emisor de luz) fue creado en 1927 por
Oleg Vladimirovich Lésev (1903-1942),
pero su utilizacién comercial no se pro-
dujo hasta el afio 1962, cuando se con-
sigui6 desarrollar un LED rojo de inten-
sidad relativamente baja con una fre-
cuencia de emisiéon de unos 650 nm. En
la década delos afos 70 se introdujeron
nuevos colores al espectro (verde y na-
ranja), asi como LEDs infrarrojos. Sin
embargo, no fue hasta el afio 1993 cuan-
do se desarrollaron los LEDs azules gra-
cias alas tareas de investigacion del cien-
tifico Shuji Nakamura, que descubri6 un
proceso barato de fabricacién de LED
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azul abase delos compuestos nitruro de
galio y nitruro de indio. Este descubri-
miento dio paso al posterior desarrollo
del LED blanco a partir de LEDs azules
con un recubrimiento de fésforo.

Los LEDs fueron aplicados inicialmente
en mandos a distancia de televisores,
equipos de musica, etc. Su uso fue au-
mentando progresivamente y en la ac-
tualidad estd generalizado en dispositi-
vos electrénicos, electrodomésticos, apli-
caciones de control remoto, detectores,
telefonia movil, dispositivos de senali-
zacion, paneles informativos, alumbra-
do de pantallas de cristal liquido de te-
léfonos moviles, calculadoras, agendas
electrénicas, entre otras. En el ambito
delailuminacién, los LEDs blancos han
sido desarrollados como una opcién pa-
ra sustituir a las bombillas tradiciona-
les, ya que presentan indudables venta-
jas, particularmente en cuanto al bajo
consumo de energia, baja tensién, baja
temperatura, mayor rapidez de respuesta
y mayor vida ttil. Un reciente articulo
de Behar-Cohen etal (2011) pone de ma-
nifiesto que en los préximos afos las fuen-

[ N® 128 Cuarto trimestre 2012 | SEGURIDAD Y MEDIO AMBIENTE] 37 ]




Higiene industrial

tes deluzincandescente seran reempla-
zadas progresivamente por LEDs, esti-
mandose que desapareceran en Europa
en septiembre de 2016 "". No obstante,
los LEDs que emiten luz blanca presen-
tan como principales problemas atin sin
resolver un alto contenido de radiacio-
nes de la banda del azul (las més ener-
géticas) y la alta luminancia.

Es una evidencia cientifica que la luz
azul (longitudes de onda corta) afecta
negativamente alos ojos (retina). Clasi-
camente se han diferenciado tres tipos
de lesiones producidas por la luz: foto-
mecdnicas (efectos de choque delas on-
das luminosas), fototérmicas (calor lo-
cal producido por las ondas) y fotoqui-
micas (cambios en las macromoléculas).
Actualmente se conocen con bastante
precision los cambios en la retina indu-
cidos por la luz #%.

Publicaciones recientes han evaluado
los efectos toxicos de la luz en cultivos
de células del epitelio pigmentario dela
retina “’. Los objetivos principales de
estos estudios han estado orientados a
valorar la supervivencia celular de las cé-
lulas tras ser expuestas aradiaciones de
luz. Sin embargo, hasta la fecha no se
han realizado estudios que evalien el
efecto dafiino de la luz en las estructu-
ras oculares que produce la radiaciéon
emitida por el diodo LED, hecho de gran
interés debido al elevado nimero de ho-
ras que una persona estard expuestaalo
largo de suvida a este tipo de fuentes de
luz. Por ello, parece imprescindible su
estudio en los 6rganos del cuerpo hu-
mano que estan expuestas a ellas, es de-
cir, los ojos, y mds concretamente la re-
tina, que es la zona mds vulnerable del
ojo e imprescindible para la vision.

Figura 1. Esquema del sistema de iluminacion LED utilizado en este estudio.
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Por lo tanto, el objetivo principal de
este trabajo es determinar el dafo in-
ducido porlaluz (fototoxicidad) produ-
cido pordiodos LED enlaretina in vitro
para conocer cudl es la repercusion en
el sistema visual de las personas.

Materiales y metodologia

Emisor: dispositivo de iluminacién LED

Se ha disenado un dispositivo de ilu-
minacién que consta de cinco zonas di-
ferenciadas y separadas entre si mediante
barreras discriminadoras de material
blanco. Cada una de las zonas contiene
un LED que produce luz de irradiancia
5mW/cm? pero que emite luz de dife-
rentes caracteristicas espectrales: LED
azul (468 nm), LED verde (525 nm), LED
rojo (616 nm), LED blanco con tempe-
ratura de color de 5400°K y LED blanco
con temperatura de color de 5400°K. La
dltima zona estaba formada por un gru-

El empleo de LEDs se ha generalizado en
dispositivos electrénicos, electrodomésticos,
detectores, telefonia movil, senalizacion, calculadoras
y agendas electrénicas, entre otros
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po control de células que no habian es-
tado expuestas alaluz (Figura 1).

Receptor: células del epitelio
pigmentario de la retina

Se utilizaron células del epitelio pig-
mentario delaretina de donantes huma-
nos sanos que crecieron en un medio de
cultivo, indispensable para el cultivo in
vitrode las células. Las células se coloca-
ron en placas de 96 pocillos y se sembra-
ron a una densidad de 5.000 células por
pocillo. Para evitar evaporaciones por el
desprendimiento de calor producido por
laluz el medio de cultivo se sustituyo ca-
da 24 horas El epitelio pigmentario de la
retina es una capa de células con forma
hexagonal que es esencial para el proce-
samiento visual; su alteracién conduce a
la degeneracién retiniana, la disminucion
de la funcién visual e incluso la ceguera.

Experimento de fototoxicidad

Las células del epitelio pigmentario de
la retina fueron expuestas a las diferen-
tes fuentes de luz durante tres ciclos de
luz/oscuridad (12 horas / 12 horas). Una
vez concluida la exposicion, las células
fueron tratadas con procedimientos es-
pecificos de valoraciéon de toxicidad y
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fueron observadas mediante microsco-
pia de fluorescencia (BD Pathway 855,
Becton, Dickinson and Company).

Para cuantificar la supervivencia ce-
lular se utiliz6 tefiido DAPI, una técnica
especialmente adecuada para el recuento
celular que consiste en un colorante que
tifie los nucleos celulares y que se exci-
ta conluz ultravioleta para producir una
fuerte fluorescencia azul cuando se en-
cuentra unido al ADN.

El indicador utilizado para valorar la
muerte celular inducida porlaluz (apop-
tosis) fue la activacién de las caspasas 3
y 7, yaque estas enzimas estan implica-
dasenlaregulacionyenlaejecucion de
la apoptosis.

Tratamiento estadistico

Cada experimento se repiti6 al me-
nos dos veces. Los valores son dados
como media + desviacién estandar. Los
datos fueron analizados utilizando el
test estadistico t-student con el soft-
ware estadistico Statgraphics version
Centurion XVLI (EE UU). Se conside-
raron valores significativos p-valores
menores a 0.05.

Supervivencia celular

Tras el periodo de exposiciéon duran-
te tres ciclos de luz/oscuridad (12 horas
/ 12 horas), los nticleos de las células del
epitelio pigmentario de la retina se ti-
nieron con DAPI para contar el nimero
de células por pocillo.

Las células no irradiadas crecieron
bien en los pocillos, pero la irradiaciéon
con luz LED inhibi6 el crecimiento de
las células. Laluz azul produjo una dis-
minucion muy significativa del nimero
de células, aunque también se pudo
observar el efecto fototéxico para la
luz verde y blanca. En el caso de la luz
roja no se observaron diferencias que
fueran estadisticamente significativas
(Figura 2).

Apoptosis (muerte celular inducida
porlaluz)

La activacion de las caspasas 3y 7 fue
elindicador utilizado para valorar la muer-
te celular inducida por la luz, ya que es-
tas enzimas estdn implicadas en los me-

canismos de apoptosis. Los experimen-
tos mostraron que la exposicién a la luz
aumenta el porcentaje de células apop-
téticas para todas las fuentes de luz LED,
sobre todo en las células expuestas a luz
azulyblanca, en las que hubo un aumento
del 92% y 94% respectivamente delas cé-
lulas apoptéticas (muerte celular). Enlas
imagenes mediante microscopia se ob-
serva la activacion de las caspasas como
una coloracién rosada alrededor del ni-
cleo tenido azul con DAPI (Figura 3).

Discusion

Las primeras evidencias del dafio que
laluz produce enlaretina humanasere-
montan al aino 1912 en Alemania, cuan-
do miles de individuos sufrieron lesio-
nes en la retina tras observar un eclipse
solar . Clasicamente se han descrito dos
bandas del espectro visible que provo-
can dafios fototéxicos: una coincide con
el espectro de absorcién de la rodopsi-
nay la otra alcanza el méximo dafio en
la region de longitud de onda corta (lo
que proporciona la base para el concepto

Figura 2. Supervivencia celular de las células del epitelio pigmentario de la retina. Grafico representativo de media = desviacion estandar
de n=2-5 experimentos. 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 celular inducida por la luz determinada por la activacién de las caspasas 3y 7. Grafico representativo de media =
desviacion estandar de n=2-5 experimentos. 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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de riesgo de luz violeta-azul). Conse-
cuentemente, se han propuesto dos me-
canismos de dafio fotoquimico en lare-
tina: el planteado por Noell en 1965 y el
planteado por Ham en 1976. En la tabla
1 se exponen las caracteristicas diferen-
ciales de ambos .

Werner et al (1989) describieron dife-
rentes grados de dafio en las células del
epitelio pigmentario delaretina en pa-
cientes cuyos ojos tenian que ser enu-
cleadosy que voluntariamente miraron
al sol. Sin embargo, no mostraron im-
portantes alteraciones en los fotorre-
ceptores, lo que explicala buena visiéon
tras la exposicion ". El epitelio pig-
mentario de la retina se regenera rapi-
damente; sin embargo, los fotorrecep-
tores comienzan un proceso de dege-
neracién, llegando incluso a su
desaparicion después de la exposicion
luminica ™.

En los dltimos anos, diversas publi-
caciones se han centrado en valorar los
efectos fototéxicos de la luz en cultivos
de células del epitelio pigmentario de la
retina. Los objetivos principales de es-
tos estudios se han orientado a la valo-
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racion de la supervivencia celular de las
células epiteliales tras ser expuestas ala
luz. Ademés, en algunos estudios se va-
loraron también otros pardmetros co-
mo la actividad mitocondrial, el dafio
en el ADN, los niveles de factor de cre-
cimiento endotelial y otros aspectos des-
tacables.

Por ejemplo, en los trabajos de God-
ley et al (2005) se irradiaron cultivos ce-
lulares con luz compuesta de longitu-
des de onda entre 390-550 nm, cuya irra-
diancia fue de 2.8mW/cm?, oscilando
el tiempo de exposicién en un interva-
lo de entre 0-9 horas. Sus resultados pu-

sieron de manifiesto que después de
tres horas de exposicién luminica no
habia diferencias en la supervivencia
celular, aunque tras 6-9 horas se apre-
ci6 una significativa disminucién de la
respiracion mitocondrial. También se
advirti6 que existia un aumento de pro-
duccidn de especies reactivas al oxige-
no tras una hora de exposicién, que con-
tinué6 hastalas seis horas de exposicion
luminica, asi como dafio en el ADN des-
pués de tres horas de exposicion, que
disminuia alas seis horas, indicando el
inicio de reparacién del ADN (respues-
ta adaptativa) “.

Tabla 1. Caracteristicas diferenciales de los mecanismos de dafio fotoquimico en la retina

propuestos por Noell en 1965y Ham en 1976.

Tipo 1 o tipo azul-verde o tipo Noell

Tipo Il o tipo UV-azul o tipo Ham

Producido tras largas exposiciones a bajas
intensidades de luz (<1mwW/cm?)

Dano inicial localizado en los fotorreceptores

Longitudes de onda que producen mayor
dafno: equivalente al espectro de absorcion
del pigmento visual (rodopsina)

Producido tras cortas exposiciones a altas
intensidades de luz (>10mw/cm?)

Dafio inicial localizado en las células del
epitelio pigmentario de la retina

Longitudes de onda que producen mayor
dano: longitudes de onda cortas del visible
(violeta-azul)
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El estudio concluye que la exposicion a luz
LED durante ciclos de luz/oscuridad produce danos
en células del epitelio pigmentario de la retina

Sin embargo, hasta la fecha no existen
estudios que hayan evaluado el efecto fo-
totéxico delaradiacion emitida por el dio-
do LED en células retinianas. En nuestro
estudio se ha valorado la supervivencia
celular ylamuerte celular del epitelio pig-
mentario de la retina producido por luz
LED de medias intensidades de luz (5
mW/cm?). Losresultados de nuestros ex-
perimentos muestran una importante dis-
minucién de la supervivencia celular en
laretina asociadaa un aumento delamuer-
te celular inducida porlaluz LED, siendo
el dafio fototéxico mds importante para
las luces de menor longitud de onda.

Es de resefar que la norma EN 62471
ha clasificado las fuentes de iluminacién
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segun el riesgo fototéxico (desde la ra-
diaci6én ultravioleta alaradiacién infra-
rroja), y de acuerdo al méximo tiempo
de exposicion permitido establece cua-
tro grupos de riesgo:

= Riesgo 0 (sin riesgo). Cuando el li-
mite méximo de exposicidn es su-
perior a 10.000 segundos.

m Riesgo 1 (bajo riesgo). Cuando el li-
mite méximo de exposicion estd en-
tre 100y 10.000 segundos.

m Riesgo 2 (riesgo moderado). Cuan-
do el limite maximo de exposicién
estd entre 0,25 y 100 segundos.

m Riesgo 3 (alto riesgo). Cuando el li-
mite méximo de exposicién es me-
nor a 0,25 segundos.
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De acuerdo a esta normativa, Behar-
Cohen indicé que un LED azul con una
intensidad superior a 15 W pertenece al
grupo deriesgo 3y silaintensidad dela
luz es 0.07 W pertenece al grupo 1, sien-
do las fuentes de iluminacién LED de
uso cotidiano para publico general cla-
sificadas como grupo deriesgo 2 (en com-
paracion con las fuentes de iluminacién
convencionales, que pertenecen al gru-
po 00 1). Por otro lado, describié que la
cantidad de luz azul emitida por un LED
blanco es un 20% superior que laluz del
dia delas mismas caracteristicas en cuan-
to a temperatura de color ".

Conclusion

La exposicion a luz LED durante ciclos
deluz/oscuridad (12 horas/12 horas), so-
bre todo las bandas de luz de menoreslon-
gitudes de onda, produce dafnos en célu-
las del epitelio pigmentario delaretina. Se
requieren futuros estudios para determi-
nar las intensidades, longitudes de onda
y tiempos de exposicién de los dispositi-
vos de iluminaciéon LED que son letales y
no letales para los tejidos retinianos. ¢
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