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. Resumen

INTRODUCCION

Low Level Laser Therapy — LLLT (terapia laser de bajo nivel), denominada en
castellano como Terapia Laser (TL), es una modalidad de tratamiento médico no
invasivo, versatil, libre de farmacos y seguro que puede llegar a ser de gran valor tanto
en medicina humana como veterinaria. En veterinaria se trata de una técnica médica
reciente en la que se centran actualmente varios estudios y que poco a poco tiene mayor
cabida y aceptacion en la practica clinica.

El modo de actuacion de este método terapéutico parte de los croméforos
celulares, como son el agua, la hemoglobina y la citocromo-c-oxidasa entre otros, que
absorben la energia de la luz laser. Esto da lugar a una mejora de la eficiencia de la
cadena respiratoria, que conduce a un aumento de la sintesis de ATP, asi como especies
de oxigeno reactivas (ROS). Ademas, puede tener lugar una cascada de efectos
secundarios como la sintesis de ADN y ARN, activacién de fibroblastos, macrofagos y
linfocitos, liberacion de factores de crecimiento, liberacion de neurotransmisores,
vasodilatacidn y sintesis de colageno.

El efecto antiinflamatorio y de cicatrizaciéon de heridas son probablemente los
mas documentados de la TL. La estimulacion celular secundaria a la TL permite un
aumento de la actividad metabdlica, lo cual da lugar a una mejora de los mecanismos
naturales de reparacion tisular y modulacién de la respuesta inflamatoria. Otro efecto
con gran repercusion clinica como es la analgesia también esta atribuido, con un menor
numero de referencias bibliograficas, a la TL.

El proceso de cicatrizacidon de una herida depende de muchos factores, siendo
las infecciones la condicidn mas comun a la hora de retrasar una correcta evoluciéon de
las mismas. Esto supone un punto critico en la practica médica debido a la importante
causa de morbilidad y mortalidad que representan.

A pesar del importante conocimiento actual en cuanto al manejo de las heridas
infectadas se refiere, la creciente preocupaciéon acerca del uso de antibidticos y la
aparicion de resistencias a los mismos, ha hecho ver en la TL una herramienta

complementaria a los tratamientos antimicrobianos convencionales. Es por eso que, en



las ultimas décadas, son muchos los cientificos y clinicos que pretenden entender y
mostrar los posibles efectos de la luz laser sobre los microorganismos.

Actualmente existen varias controversias al respecto debido en gran parte a la
multitud de pardmetros de tratamiento empleados, asi como a las diferentes
metodologias de ensayos. En medicina veterinaria, los resultados obtenidos acerca del
potencial efecto antimicrobiano de la TL se limitan principalmente a modelos in-vitro o
a ensayos con animales de experimentacion.

Hasta la fecha, no hay ningun estudio prospectivo que evalie la actividad

antimicrobiana del ldser sobre heridas contaminadas/infectadas en pacientes caninos.

OBJETIVOS

Evaluar el efecto antimicrobiano de un equipo ldser Clase IV como terapia
coadyuvante a un tratamiento convencional y estandarizado sobre heridas
contaminadas en pacientes caninos. Ademas, se pretendié evaluar el efecto directo de

la luz laser sobre dos modelos bacterianos en un estudio experimental in-vitro.

MATERIAL Y METODOS

Para el ensayo in-vivo se realizd6 un estudio prospectivo, controlado,
aleatorizado, ciego del observador y andlisis enmascarado, dividido en tres grupos
paralelos (Grupo A — 6 J/cm?, Grupo B — 2 J/cm?, Grupo C — Placebo).

Para cada una de las heridas incluidas en el ensayo se realizd la toma de una
muestra microbioldgica, previa a cualquier tratamiento, los dias 0y 2, y que se cultivaron
en dos medios distintos: agar Sangre y agar MacConkey. Todos los pacientes recibieron,
junto con el antibiético y el manejo estandar de las heridas, la TL correspondiente a su
grupo de ensayo los dias 0, 1y 2. Ademads, cada herida fue fotografiada al finalizar la TL
cada uno de los dias del ensayo.

A partir de los resultados obtenidos se evalud el efecto de la TL sobre el nimero
de unidades formadoras de colonias (UFC) comparando los cultivos del dia 0 con los del
dia 2. Por otro lado, se valoré la evolucion de las heridas mediante el uso de una escala
modificada a partir de la propuesta por Falanga y cols.! mediante la observacion de las

fotografias.



Para el ensayo in-vitro se realizd un estudio experimental donde se aplicaron 5
TL distintas sobre diluciones de dos modelos bacterianos: Staphylococcus intermedius y
Escherichia coli. Tras el cultivo de las bacterias se analizo el efecto de la TL a partir de la
comparacion y analisis estadistico de las UFC de las placas de siembra de los distintos
grupos.

Para evaluar los resultados de los ensayos se utilizé un analisis de regresidn lineal
univariable, mientras que para el ensayo in-vivo ademas se empledé un modelo de

regresion lineal multivariable.

RESULTADOS

Se incluyeron en el ensayo in-vivo un total de 14 pacientes caninos de
propietarios. El Grupo A contd con 4 pacientes, mientras que el Grupo B y C contaron
con 5 pacientes cada uno de ellos. Tan solo una herida de cada uno de los pacientes fue
incluida en el ensayo.

Se observé un decremento relativo de la media del logaritmo neperiano del
numero de colonias en los cultivos de agar Sangre a las 72 horas del 79% y 93% para el
Grupo Ay B respectivamente con respecto al Grupo C, con un valor estadisticamente
significativo para el Grupo B (B=-2,73, IC95% -4,36 — [-]1,09; p=0,001). Estos resultados
no se obtuvieron para los cultivos en agar MacConkey. Ademas, se observd una
disminucién de la puntuacidon media en la escala de valoracién de las heridas en ambos
grupos de ensayo (Grupo A y B) con respecto al grupo control (Grupo C), con un valor
estadisticamente significativo para las heridas de los pacientes pertenecientes al Grupo
B (B=-0,310, 1C95% 0,361-2,239; p=0,011).

Los analisis del estudio experimental in-vitro mostraron que para el S.
intermedius los parametros de terapia de: 2 J/cm?, 3 W de potencia media, 50 Hz de
frecuencia y cuatro longitudes de onda (660, 800, 905 y 970 nm), y la dosis por separado
de 2 J/cm?, mostraron un incremento significativo de la media del 98% del nimero de
colonias para los cultivos en agar Sangre (B= 0,683, 1C95% 0,030-1,339; p=0,042 y B=
0,683, 1C95% 0,047-1,320; p=0,037, respectivamente). Estos resultados no se

observaron para los cultivos de E. coli.



CONCLUSIONES

La terapia laser, con los pardmetros propios del ensayo, junto con un antibiético
y un manejo estandar de las heridas contaminadas/infectadas de los pacientes caninos,
disminuye la carga bacteriana de las mismas. Ademas, su efecto favorece una mejoria
en la puntuacion de las heridas segln la escala empleada.

Con los pardmetros de tratamiento empleados en el estudio experimental in-
vitro podemos concluir que la TL no presenta un efecto inhibitorio directo sobre los dos
modelos bacterianos empleados. Esto nos permite suponer, a priori, que el decremento
de la media de UFC observado en nuestro ensayo in-vivo, pueda ser debido a un efecto
indirecto por parte de la TL junto con el tratamiento estandarizado para cada paciente.
La mejora de las condiciones locales de la herida, asi como de la respuesta inmune del

organismo, podrian ser las principales causas de dicho efecto.



Il. Summary

INTRODUCTION

Low Level Laser Therapy (LLLT), referred to as “Terapia Laser” (TL) in Spanish, is
a non-invasive, versatile, drug-free and safe medical treatment modality that can be of
great value in both human as well as veterinary medicine. In veterinary science, several
studies are currently focusing on this recent medical technique which, step by step, has

gained importance and acceptance in clinical practice.

This therapeutic method’s course of action is based on cellular chromophores,
such as water, hemoglobin and cytochrome-c-oxidase, among others, which absorb
laser light. This results in an improvement in the efficiency of the respiratory chain,
which leads to an increase in the synthesis of ATP, as well as reactive oxygen species
(ROS). In addition, a cascade of secondary effects such as DNA and RNA synthesis,
activation of fibroblasts, macrophages and lymphocytes, release of growth factors,

release of neurotransmitters, vasodilation and collagen synthesis can take place.

The anti-inflammatory and wound healing effects are probably the most
documented of LLLT. The cellular stimulation secondary to LLLT allows an increase in
metabolic activity, which results in an improvement of the natural mechanisms of tissue
repair and modulation of the inflammatory response. Another effect, one with great
clinical repercussion such as analgesia, is also attributed, with a lower number of

bibliographic references, to LLLT.

The healing process of a wound depends on many factors, however its evolution
is mainly affected by infections, the most common condition which therefore delays the
healing process. This is extremely important within the medical practice because of the

high risk of morbidity and mortality that they represent.

Despite the large amount of current knowledge regarding the management of
infected wounds, the growing concern regarding the use of antibiotics and the
emergence of resistance to them has pointed to LLLT as a complementary tool to

conventional antimicrobial treatments. That is why, in recent decades, many scientists



and clinicians have tried to understand and show the possible effects of laser light on

microorganisms.

There are currently several controversies regarding the use of LLLT; one of the
main reasons is the multitude of treatment parameters employed, and the different
study methodologies as well. In veterinary medicine, the results obtained from the
potential antimicrobial effects of LLLT are limited to in-vitro models or studies with

experimental animals.

To date, there is no prospective study evaluating the antimicrobial activity of the

laser on contaminated/ infected wounds in canine patients.

OBIJECTIVES

To evaluate the antimicrobial effect of a Class IV laser equipment as an adjuvant
therapy to a conventional and standardized treatment for contaminated wounds in
canine patients. In addition, we aimed to evaluate the direct effect of laser light on two

bacterial models in an experimental in-vitro study.

MATERIAL AND METHODS

For the in-vivo clinical trial, a prospective, controlled, randomized, blind study to
the observer and masked analysis was performed, divided into three parallel groups

(Group A—61J/cm2, Group B - 2 J/cm2, Group C - Placebo).

For each of the wounds included in the study, a microbiological sample was
taken, prior to any treatment, on days 0 and 2, and they were cultured in two different
culture plates: Blood agar and MacConkey agar. All patients received, along with the
antibiotic and standard wound management, the LLLT corresponding to their study
group on days 0, 1 and 2. In addition, each wound was photographed once the LLLT was

finished each and every day of the clinical trial.

From the obtained results, the effect of LLLT on the number of colony forming

units (CFU) was evaluated by comparing the cultures of day 0 with those of day 2.



Additionally, the evolution of the wounds was evaluated using a scale modified from the

one proposed by Falanga et al.1 through the observation of photographs.

For the in-vitro test an experimental study was carried out in which 5 distinct
LLLT protocols were applied on dilutions of two bacterial models: Staphylococcus
intermedius and Escherichia coli. After bacterial culture, the effect of LLLT was analyzed
from the comparison and statistical analysis of the CFUs of the culture plates of the

different groups.

A univariable linear regression analysis was used to evaluate the results of both

studies, while a multivariable linear regression model was used for the in-vivo test.

RESULTS

A total of 14 canine owner patients were included in the in-vivo clinical trial.
Group A had 4 patients, while Groups B and C had 5 patients each. Only one wound from

each of the patients was included in the clinical trial.

A relative decrease in the mean of the Neperian logarithm of the number of
colonies in the Blood agar cultures was observed at 72 hours of 79% and 93% for Group
A and B respectively with respect to Group C, with a statistically significant value for
Group B (B =-2.73,1C95% -4.36 - [-] 1.09, p=0.001). These results were not obtained for
MacConkey agar cultures. In addition, a decrease in the mean score on the scale of
wound assessment was observed in both test groups (Group A and B) with respect to
the control group (Group C), with a statistically significant value for the wounds of the

patients belonging to Group B (B =-0.310, 95% Cl 0.361-2.239, p=0.011).

The analysis of the in-vitro experimental study showed that for the S.
intermedius the therapy parameters of: 2 J/cm2, 3 W of average power, 50 Hz of
frequency and four wavelengths (660, 800, 905 and 970 nm), and the separate dose of
2 J/cm2, showed a significant increase of the mean of 98% of the number of colonies for
Blood agar cultures (f =0.683, 95% Cl 0.030-1.339, p=0.042 and = 0.683, 95% CI1 0.047-

1.320, p=0.037, respectively). These results were not observed for E. coli cultures.



CONCLUSIONS

Laser therapy, with the parameters applied in this clinical trial, together with an
antibiotic and a standard management of the contaminated/infected wounds of canine
patients, decreases bacterial load of the wounds. In addition, its effect favors an

improvement in the score of the wounds according to the scale used.

With the treatment parameters utilized in the in-vitro experimental study, we
can conclude that LLLT does not have a direct inhibitory effect on the two bacterial
models used. This allows us to suppose, a priori, that the decrease in the mean CFU
observed in our in-vivo clinical trial could be due to an indirect effect on the part of the
LLLT together with the standardized treatment for each patient. The improvement of
the local conditions of the wound, as well as the immune response of the organism,

could be the main causes of this effect.
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1.1. TERAPIA LASER. ANTECEDENTES HISTORICOS

La terapia laser (TL) es un tipo de terapia médica que utiliza la energia entregada
por billones de fotones de luz a un foto-receptor, que absorbe esta energia, produciendo

cambios biolégicos que originan un efecto terapéutico.

Su versatilidad y seguridad de tratamiento han hecho que se haya convertido en
una importante herramienta de trabajo en la practica clinica.>® Los primeros usos
experimentales datan de los afios 60 y las aplicaciones médicas fueron describiéndose a
partir de los afos 80, inicialmente de forma anecdética pero con una frecuencia cada
vez mayor y especialmente en los ultimos 15 afios, con el desarrollo de equipos de
mayor potencia. Algunos de estos efectos beneficiosos incluyen la disminucién del dolor

y/o inflamacién, inmunomodulacién y la regeneracidn tisular entre otros.*”’

La aplicacion de la luz laser con fines médicos es el resultado de un largo camino
de descubrimientos en el mundo de la fisica y la medicina, comenzando por Niels Ryberg
Finse (1860-1904), fisico danés que recibié en 1903 el premio Nobel de Medicina y
Fisiologia por su contribucién en el tratamiento de enfermedades, especialmente el
lupus vulgaris originado por Mycobacterium tuberculosis. En su teoria de fototerapia
mostré cémo ciertas longitudes de onda de luz visible presentaban efectos médicos

beneficiosos en el tratamiento de determinadas lesiones cutaneas.

En 1915, Albert Einstein (1879-1955) utilizé por primera vez el término “emision
estimulada”. Un afo después, postulé la teoria de luz ldser que apoyaria su teoria de la
relatividad. Dicha teoria la cred a partir de la ley de radiacién de Max Planck (1858-1947)
basada en los conceptos de emisidon espontdnea y estimulada de radiacidn. El proceso
de emisidn estimulada tiene varias consecuencias, siendo una de las mas relevantes la
existencia del laser. Max Planck recibié en 1918 el premio Nobel de Fisica por el

descubrimiento de la mecanica cuantica.

Las teorias de Planck y Einstein sirvieron a Theodore Maiman (1927-2007), fisico
norteamericano perteneciente a la Hughes Aircraft Co., para construir el primer laser de
medio sélido (cristal de rubi) en 1960. Maiman empled ese primer prototipo de equipo
laser para eliminar un pequefio tumor de la retina de un paciente. Ese mismo afio, los

cientificos Ali Javan, William Bennett Jr. y Donald Herriott, trabajadores de la Bell
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Telephone Laboratories, desarrollaron un modelo similar con base gaseosa de Helio y

Nedn (He-Ne).

En los primeros afios de la década de 1960, muchos cientificos siguieron
experimentando con diferentes tipos de materiales que pudieran emitir luz. Apenas dos
anos después de la creacién de los ldseres de rubi y He-Ne, el fisico norteamericano
Robert N. Hall (1919-2016) construyo el primer laser de medio semiconductor utilizando
Galio y Arsenio (Ga-As).® Estos laseres con base semiconductora posteriormente se
denominarian laser de diodo. Un ano después, en 1963, un equipo de cientificos rusos
liderados por Nikolai Basov (1922-2001) utilizaron un laser Ga-As para conseguir emision

de luz. Nikolai Basov obtendria en 1964 el premio Nobel de Fisica.

El primer uso de luz laser en medicina corrié a cargo del estadounidense Leon
Goldman (1906-1997) a principios de los anos 60. Su trabajo inicial se centrd en la
utilizacion del laser con fines quirdrgicos sobre lesiones cutaneas de pacientes. Algo
similar realizd Paul McGuff (1912-2002), quien en 1964 enfocd sus estudios
experimentales en el tratamiento del melanoma cutdneo con el uso del laser de rubi.®
Este ensayo a su vez sirvié de inspiracion al cirujano hungaro Endre Mester (1903-1984),
considerado padre de la fotobiomodulacion. Mester empled la terapia laser para tratar
un melanoma cutdneo en uno de sus pacientes. El tratamiento fue un fracaso, pero
despertd en él la inquietud de investigar sobre el uso de la terapia laser en diferentes

tipos de lesiones cutdneas.

En sus primeros ensayos clinicos con ratones observoé que con el empleo del laser
sobre superficies alopécicas el crecimiento del pelo en aquellos animales que recibian la
terapia era mas rapido que en aquellos que no recibian irradiacion.'® Ademas, demostro,
en otro ensayo posterior, que el ldser He-Ne favorecia la cicatrizacién de heridas en
ratones.!! Después de observar algunos de los efectos beneficiosos de la luz laser sobre
animales de experimentacién, Mester introdujo la terapia laser en el tratamiento de
Ulceras cutdneas de cicatrizacién retardada en personas.!! Actualmente se le atribuyen
mas de 100 articulos propios, asi como diversas colaboraciones con otros cientificos, en

especial con sus dos hijos.*?
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Durante las siguientes décadas el uso de la terapia laser se expandioé por el resto
de continentes. Asi, por ejemplo, Yo-Cheng Zhou, cirujano maxilofacial chino, planteé
en 1979 el uso del laser como terapia estimulante de puntos de acupuntura en el manejo
del dolor en cirugias oro-maxilofaciales.'* Hoy en dia, la estimulacién con luz ldser de
puntos de acupuntura estd mas extendida y existen varios trabajos cientificos

publicados al respecto.'4*>

La principal limitacién de este tipo de terapia en esas primeras décadas de
expansién e introduccion en la practica clinica fue la baja potencia que alcanzaban los
equipos, 50 mW maximos de potencia, y la escasez de estudios publicados. A medida
gue las tecnologias mejoraron, aumentaron las caracteristicas y tipos de equipo laser.
Esto permitié aumentar las posibilidades de uso y por consiguiente la obtencién de

resultados mas consistentes, tanto cientificos como clinicos

En 1981 aparecid la primera asociacion médica de terapia laser: The American
Society for Laser Medicine and Surgery (ASLMS). En 1994, |a International Laser Therapy
Association (ILTA) y la International Society for Laser Applications (ISLAM) se fusionaron
para formar la World Association for Laser Therapy (WALT). Estas dos (ASLMS y WALT)
junto con la North American Association for Photobiomulation Therapy (NAALT), creada
en 1998, representan las tres mayores organizaciones en cuanto a terapia ldser se
refiere. Los principales objetivos de estas asociaciones son: dar a conocer los
mecanismos fotobioldgicos de la terapia laser, promover la investigacion y la propia

aplicacion clinica.

En 2002 el primer laser Clase Il B obtuvo la aprobacién por parte de la FDA (Food
and Drug Administration) para su uso en terapia médica. Los laseres Clase Il B tenian
una limitacion de potencia de 500 mW por lo que su efecto terapéutico se centraba
principalmente en tratamiento de lesiones superficiales. La FDA aprobd en 2006 los
laseres terapéuticos de Clase IV, capaces de aplicar una potencia media de salida de al
menos 500 mW. Los equipos de Clase IV que se emplean actualmente en terapia emiten

generalmente entre 1y 15 W de potencia media.
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1.1.1. EVOLUCION DE LA TERMINOLOGIA

Histéricamente, la Terapia Laser ha sido nombrada de multitud de formas:
fotobioestimulacion, terapia laser de bajo nivel, terapia de luz de bajo nivel, terapia laser
de baja intensidad, terapia laser de baja potencia, fototerapia o laser frio entre otros.
Todos estos términos pretendian diferenciar los equipos laser empleados en este tipo
de terapia de aquellos utilizados en cirugia para la ablacién, coagulacion o el corte de
tejidos.® Asi, por ejemplo, el término de laser frio hace referencia a la supuesta falta de

efecto térmico sobre el tejido®, aunque es inexacto y ambiguo.

El primer término registrado oficialmente por la MeSH (Medical Subject
Headings) fue el de “Low Level Laser Therapy - LLLT” o Terapia Laser de Bajo Nivel en
castellano. LLLT fue empleado por primera vez en 1991 por el doctor escocés Glen
Calderhead.'® A diferencia de otros términos que describian una cualidad del equipo
laser, Calderhead utilizé el término “Low Level” para hacer referencia al efecto que la
luz laser tenia sobre el tejido, siempre por debajo del nivel de dafio tisular. A pesar de
ello, el término LLLT contaba con mas detractores que defensores. Esto, junto con la
diversidad de equipos, prestaciones, efectos y terminologias, hizo necesario llegar a un
consenso. Con este fin, en 2014 se organizé una asamblea que reunid a 15 participantes
internacionales co-presididos por los Drs. Jan Bjordal y Juanita Anders. Se traté de una
conferencia organizada de manera conjunta por la North American Association for
Photobiomulation Therapy (NAALT) y la World Association for Laser Therapy (WALT) en
Virginia, Estados Unidos. De los distintos puntos tratados en la reunién los dos con

mayor peso fueron:

- Low Level Laser Therapy — LLLT, en castellano “Terapia Laser de Bajo
Nivel”, es el término aceptado por la MeSH (Medical Subject Headings)

incluida dentro de la NLM (National Library of Medicine).

- Se reconocié el término photobiomodulation — PBM, en castellano
“fotobiomodulacién”, como el término mas apropiado para este tipo de
terapia, y se definiéd como: una forma de terapia que utiliza fuentes de luz
no ionizantes, incluidos laser, diodos (LEDs), emisores de luz y/o luz de

banda ancha, en el rango visible (400-700 nm) e infrarrojo cercano (NIR)
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(700-1100 nm) del espectro electromagnético sobre lesiones para

estimular la curacién o el alivio del dolor.”

Finalmente, en el afio 2016, la MeSH incluyd el término PBM en su registro. A dia
de hoy, los términos LLLT y PBM son empleados por muchos cientificos, investigadores
o clinicos con la misma apreciacion semantica, aunque en realidad no expresen lo
mismo. De esa manera, el término “Low Level Laser Therapy — LLLT”, comUnmente
conocido en castellano como Terapia Laser — TL, hace referencia a un modelo de terapia
gue emplea luz laser con efectos de estimulacién de tejidos y no de termoablacién. Por
su parte, el término fotobiomodulacién, hace referencia a todos aquellos tipos de
terapia que emplean luz (laser, LED, etc.) y que tienen un efecto estimulante sobre los
mecanismos naturales de reparacién del organismo. Es decir, la TL es una forma de PBM:

la mas eficaz.

1.2. QUE ES Y COMO FUNCIONA UN LASER

La palabra laser proviene del acrénimo inglés “LASER” (Light Amplification by
Stimulated Emission of Radiation) cuya traduccion al castellano seria: amplificacién de

luz por emisién estimulada de radiacién.t’
La luz laser presenta tres propiedades:

- Luz monocromatica. De un solo color, o lo que es igual, luz de una Unica

longitud de onda, que depende del material que es estimulado.

- Luz coherente. Todos sus fotones estan en fase. Al coincidir en una misma
direcciéon de propagacion, los estados vibracionales se suman. El

resultado es un efecto de amplificacion en la intensidad emitida.

- Luz direccionada. Gracias a la cavidad dptica, los fotones emitidos en el
sentido de un eje del medio activo adquieren una marcada
direccionalidad de emisidn, es decir, se emiten de forma practicamente
paralela. Esto permite alcanzar grandes distancias con una minima

divergencia del haz.
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Por lo tanto, un equipo laser produce un rayo de luz intenso, monocromatico,
colimado y coherente!®, es decir, con todos los fotones en fase y en una misma
direccién. La diferencia fundamental con los equipos LED es que estos ultimos emiten
una luz casi monocromdtica e incoherente en un proceso denominado

electroluminiscencia.

Adiferencia de la luz Iaser, la luz LEDs tiene una escasa capacidad de penetracion,
por la dispersion (incoherencia) de la luz que emiten y su efecto fotobiomodulador se
limita a tejidos muy superficiales.'®?° La terapia LED ha sido descrita como una terapia
cdmoda por su falta de efecto térmico sobre los tejidos.?! La FDA categoriza la luz LEDs
como una terapia con riesgos no significativos??, lo que sugiere que su uso sea mucho
mas seguro que el de la luz laser. Sin embargo, en la mayoria de los estudios
comparativos entre luz laser y luz LED, el uso de ambas en las mismas condiciones

terapéuticas ofrece mayores ventajas con el uso de la luz ldser.?3

1.2.1. PARAMETROS FiSICOS DE LA RADIACION EMITIDA

La naturaleza de la luz ha sido interpretada a lo largo de los afios de diversas
maneras. Sir Isaac Newton (1643-1727), en su Teoria Corpuscular de 1670, decia que la
luz estaba compuesta por corpusculos que viajaban por el espacio en linea recta. Poco
después, Christiaan Huygens (1629-1695) establecié la Teoria Ondulatoria (1678),
donde hablaba de la luz como ondas similares a las del sonido y que requerian un medio
para transportarse. En la Teoria Electromagnética de Maxwell (1831-1879), postulada
en 1860, ya se habla de ondas electromagnéticas gracias al descubrimiento por parte
del autor de similitudes entre la luz y las ondas de radio. Finalmente, fue el fisico francés
Louis-Victor de Broglie (1892-1987) quién en 1924 demostré la doble naturaleza de la
luz a partir de la Teoria Electromagnética y la de los cuantos de Max Plank. Esa doble
naturaleza hace referencia a la capacidad de la radiacién electromagnética de producir

campos eléctricos y magnéticos.
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El ldser es un tipo de luz, y como tal, se propaga como una onda
electromagnética. Una onda es un conjunto de particulas que transportan energia en su
propagacion por un medio o espacio, y que presenta una serie de caracteristicas que la

definen, siendo las mas relevantes (Figura 1):

Figura 1.Caracteristicas de una onda electromagnética.

Periodo (T} 1 segundo

L 2

-

Longitud de onda(A)

Longitud de onda(A)

- Amplitud (A). Maxima altura que alcanza una onda. Informa sobre la cantidad de
energia que transporta una onda. A mayor amplitud de onda mayor cantidad de

energia.

- Longitud de onda (A). Distancia entre dos puntos maximos de amplitud, lo que

es igual, distancia de la onda en recorrer un ciclo completo.

- Frecuencia (f). NUmero de ondas que se irradian por unidad de tiempo. Es un
valor inversamente proporcional a la A: a mayor longitud de onda menor

frecuencia. En la figura 1, se observan 2 ciclos en un segundo (2 Hz).
- Periodo (T). Tiempo que tarda la onda en realizar un ciclo completo.

Cuando las ondas electromagnéticas se organizan en un continuo de acuerdo a
sus longitudes de onda se obtiene lo que se conoce como espectro electromagnético

(EEM). Este espectro abarca desde grandes ondas de radio hasta pequefas ondas de
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rayos gamma. La luz visible para el ojo humano se encuentra entre la luz violeta (380-
400 nm) y la luz roja (700-780 nm). Los laseres terapéuticos emiten luz a una longitud
de onda entre la luz roja (650 nm)y la infrarroja cercana (NIR) (1100 nm), a este intervalo

de longitud de ondas lo denominaremos como ventana terapéutica (Figura 2).

Figura 2. Espectro electromagnético (EEM).

Espectro visible por el ojo humano (Luz)

400nm |450nm [500nm |550nm [600nm [650nm 700 nm

L ! f ! Y . )
r +
Rayos | Rayos Rayos X uv- Infrarrojo Radar UHF Onda media Frecuencia
cosmicos | Gamma VHE Onda corta Onda larga ;:;;emadamente
Microondas Radio
1fm 1lpm 1A  1nm 1pum Imm lcm Im 1km 1 Mm

ey 07720 107 10 0 107 107 10° 07 10° 100 0f 07 07wt 10 0t 10 100 0 100 0° w0

17 16 B 7 a4 2

Frecuencia () 102% 302 102" 10%° 10™ 10 107 10° 10° 10 1207 20 10" 10 10° 20° 1207 10° 10° 107 10° 120
(1 Zetta-Hz) (1 Exa-Hz) (1 Peta-Hz) (1 Tera-Hz) (1 Giga-Hz) (1 Mega-Hz) (1 Kilo-Hz)

19 13 11 10

Fuente: Wikipedia, autor anénimo.

1.2.2. COMO EMITE LUZ UN ATOMO

Un atomo esta formado por un nucleo, compuesto de uno o mds protones y
generalmente un ndmero similar de neutrones. Alrededor del nucleo se disponen
electrones, uno o mas. A mayor energia por parte del electrén, mas lejos se sitla del

nucleo.
Los atomos emiten luz en tres pasos:
- El dtomo parte de su estado fundamental.

- Al absorber energia, uno o mds electrones son expulsados del nucleo, lejos

de él. En este punto, el &tomo se encuentra “excitado”.

- Un atomo excitado es un material inestable que para volver a su estabilidad

libera energia en forma de fotones (luz).

De esta manera, un laser es un equipo donde millones de atomos mantienen la

estabilidad liberando billones de fotones a la vez que se alinean para formar un haz de
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luz concentrado. Hay que tener presente que, para obtener un proceso de emisién de
luz es necesario alcanzar lo que se conoce como “inversién de poblacién”, es decir, que
el numero de electrones en el nivel energético de excitacidon sea mayor que en el nivel

de energia estable.

La energia emitida sobre el medio activo provoca que los dtomos de este medio
se estimulen al absorber esa energia en un proceso denominado absorcién. Los dtomos
excitados recuperan su estado fundamental mediante la eliminacién de fotones de luz
en lo que se conoce como emisidon espontdnea. Este proceso se genera en los
dispositivos LEDs y la luz que genera es incoherente. Por el contrario, en aquellos casos
en los que un fotdn estimule un 4tomo en su estado de excitacion, este dtomo vuelve a
su estado fundamental liberando tanto el fotdn de la excitacion como el fotdn original,
amplificando de esta manera la luz emitida, siendo una luz coherente. Este fendmeno,

descrito por Einstein en 1916, se denomina emisién estimulada.

1.2.3. COMPONENTES DE UN EQUIPO LASER

Cualquier laser tiene tres elementos fundamentales: un medio activo, una

cavidad resonante y un sistema de bombeo.

- Medio activo. Es el material que emite la luz. Desde la construccién del primer
laser de rubi, en 1960 por Theodore Maiman, se han desarrollado numerosos
sistemas laser utilizando medios sélidos, liquidos, gaseosos y semiconductores.
El material que constituye el medio activo es, en definitiva, el elemento que

determina la longitud de onda de la emisién, ademas de dar nombre al laser.

= Medio activo sélido. Material no conductor de cristal o vidrio. Genera una
emisién monocromatica con una longitud de onda que viene dada por las
caracteristicas de la [dmpara que empleamos en el sistema de bombeo.
Entre los ejemplos mds utilizados cabe destacar el laser de rubi (A=694,3 nm)

y el ldser Nd:YAG (A= 1064 nm).

= Medio activo liquido. Permiten modificar la longitud de onda del haz emitido

pudiendo llegar a emitir tanto en ultravioleta (UV), como en luz visible, asi
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como en infrarroja (IR). Para crear el medio liquido se emplea un colorante
organico como la Rodamina 6G y un solvente liquido como el alcohol

metilico.

= Medio activo gaseoso. Compuesto por uno o mas gases y cuya excitacion
depende del flujo eléctrico generado por una fuente de alta tensién. El
principal laser terapéutico de medio gaseoso es el laser He-Ne (Helio y
Nedn), el cual emite con una longitud de onda de 632 nm. Aunque, el laser
de medio activo gaseoso mas versatil es el ldser de CO,. Este laser emite a
una longitud de onda de 10.600 nm y se emplea tanto en medicina
(principalmente cirugia) como en industrias del corte y la soldadura, entre

otros.

= Medio activo semiconductor. Compuesto por dos capas, una tipo p (con
huecos para recibir electrones) y otra tipo n (encargada del suministro de
electrones). La unidon de ambas capas da lugar a la transmision de electrones
de una a la otra generando asi una gran cantidad de energia. El principal
laser de medio semiconductor es el diodo laser Ga-As (Galio y Arsenio) que
emite a una longitud de onda entre los 630 y 900 nm. Los laseres que

contienen este medio son los conocidos como laser de diodo.

- Sistema de bombeo. Encargado de aportar energia externa para favorecer la
estimulacion del medio activo y asi emitir la luz. Existen diversos sistemas de

bombeo:

= Bombeo 6ptico. Emplea una fuente luminosa y generalmente son los
empleados en aquellos laseres cuyo medio activo es un material sélido (ej.

laser de rubi).

=  Bombeo eléctrico. Emplea una corriente eléctrica que transmite a través del
medio activo, generalmente un material gaseoso (ej. laser He-Ne) o

semiconductor (ej. laser As-Ga).

= Bombeo quimico. Basado en la energia liberada en la creacién y destruccion

de enlaces quimicos (ej. laser fldor-hidrégeno).
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Los sistemas de bombeo dardn lugar a dos tipos de emision diferente:

= Emisién continua (CW). Los pulsos emitidos por el dispositivo son tan
continuos que es imposible diferenciar uno del otro. La potencia de emisidn

de este tipo de emisidn es constante en el tiempo.

= Emisién pulsada. Algunos dispositivos tienen la capacidad de emitir pulsos
facilmente diferenciables y la energia transmitida viene dada por la suma de
la energia transmitida por cada uno de los pulsos, la frecuencia con la que

se repiten y el ancho y duracién de cada pulso.

Cavidad resonante. Formada por dos espejos a ambos lados del medio activo,
que favorecen que los fotones reboten de un lado para el otro y a su paso por el
medio activo estimulen la emisién de mas radiacion. Uno de los espejos es semi
reflectante por lo que facilita la salida de la luz amplificada en forma de haz, muy

concentrado y con escasa divergencia.

Los laseres empleados en terapias médicas suelen presentar un medio activo

semiconductor y un sistema de bombeo eléctrico. (Figura 3)

Figura 3.Componentes de un equipo ldser.

Sistema de bombeo

‘ Espejo semireflectante

MEDIO ACTIVO [ > LUZ LASER

Espejo reflectante

>
Cavidad resonante

1.3. CLASIFICACION DE LOS EQUIPOS LASER

La clasificacion laser, también denominada Categorias de Peligrosidad, se basa

en el Limite de Emisién Accesible (LEA) (ver seccién 1.3.1) para el usuario. Las dos

organizaciones internacionales encargadas de esta clasificacion son la American

National Standars Institute (ANSI) y la International Electrotechnical Institute (IES). En
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Espafia la ultima norma que recoge esta clasificacién es la UNE EN 60825-1/A2,

actualizada en el afio 2015 y donde se reflejan 8 grupos:

- Clase I. Productos laser que son seguros en todas las condiciones de utilizacidon
razonablemente previsibles, incluyendo el uso de instrumentos épticos en visién

directa.

- Clase | M. Laseres que emitiendo en el intervalo de longitudes de onda entre
302,5 y 4000 nm son seguros en condiciones de utilizacion razonablemente
previsibles, pero que pueden ser peligrosos si se emplean instrumentos épticos

para vision directa como lupas o binoculares.

- Clase | C. Laseres disefiados especificamente para ser utilizados en contacto
directo con la piel o tejidos no oculares. Es necesario el empleo de equipos de
proteccién ocular y su LEA debe ser inferior al LEA permitido para los laseres

Clase | cuando cese el contacto entre el laser y el tejido.

- Clase Il. Laseres que emiten radiacion visible en el intervalo de longitudes de
onda comprendido entre 400 y 700 nm. La proteccidon ocular se consigue
normalmente por las respuestas de aversién, incluido el reflejo palpebral. Esta
reaccion puede proporcionar la adecuada proteccién, aunque se usen

instrumentos Opticos.

- Clase Il M. Laseres que emiten radiacién visible (400 y 700 nm). La proteccidn
ocular se consigue normalmente por las respuestas de aversion, incluido el
reflejo palpebral, pero la vision del haz puede ser peligrosa si se usan

instrumentos dpticos como lupas o binoculares.

- Clase lll R. Laseres que emiten entre 106 y 302,5 nm, cuya vision directa del haz
es potencialmente peligrosa pero su riesgo es menor que para los laseres de
Clase Il B. Necesitan menos requisitos de fabricaciéon y medidas de control del
usuario que los aplicables a laseres de Clase Il B. El limite de emisién accesible
es menor que 5 veces el LEA de la Clase Il en el rango de 400-700 nm, y 5 veces

el LEA de la Clase | para las otras longitudes de onda.

La mayoria de los punteros laser pertenecen a este grupo.
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Clase Il B. Laseres cuya vision directa del haz es siempre peligrosa (ej. dentro de
la Distancia Nominal del Riesgo Ocular — ver seccién 1.3.1). La visién de

reflexiones difusas es normalmente segura.

Tienen una potencia de salida de hasta 500 mW y un rango de longitud de onda
comprendido entre los 300 nm hasta la luz infraroja. Los laseres terapéuticos con

una potencia entre los 5 y 500 mW pertenecen a esta clase.

Clase IV. Laseres que también pueden producir reflexiones difusas peligrosas.
Pueden causar danos sobre la piel y pueden también constituir un peligro de
incendio si son utilizados de forma incorrecta. Su utilizacién precisa extrema

precaucion.

En este grupo incluiriamos desde laseres terapéuticos con una potencia
comprendida entre los 0,5 y 20 W, hasta equipos de cirugia, soldadura o de la
industria aeroespacial. Los riesgos de los equipos de terapia laser no son

comparables a los riesgos de cualquier otro equipo de potencias muy superiores.

1.3.1. PELIGROSIDAD Y MEDIDAS DE PRECAUCION

Los parametros de cada equipo laser estan recogidos en la normativa de la

clasificacidn por categorias de peligrosidad. El Limite de Emisidn Accesible (LEA) es el

parametro que determina la cantidad maxima de irradiacion a los que la piel y los ojos

pueden estar expuestos.?* El LEA depende de la longitud de onda, tiempo de exposicién

y modo de entrega de la terapia laser.

Ojos. El principal peligro de la terapia laser en los ojos radica en el dafio que
puede ocasionar a la retina. La luz visible e infrarroja cercana atraviesa la cérnea
y el cristalino incidiendo directamente sobre la retina. El cristalino actia a modo

de lente pudiendo amplificar la luz 100.000 veces y variando su direccidn.

Su efecto puede provocar desde pérdidas parciales de la visidon hasta ceguera
completa. Todos los pardametros asociados a la TL repercuten en el efecto directo
de la luz sobre la retina. Los equipos laser desde la Clase | hasta la Clase Il R

deben utilizarse con precaucidn, evitando que la luz incida directamente sobre
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el ojo. Los laseres Clase Il By IV pueden dafar la vision incluso por radiaciones
indirectas, por lo que el uso de gafas protectoras es obligatorio. Actualmente,
todas las casas comerciales facilitan gafas apropiadas para las terapias de sus
equipos. La proteccidn de los ojos de los pacientes es igual de importante que la
del clinico, por lo que en medicina veterinaria existen gafas especiales que se

adaptan a la cabeza de los animales domésticos.

La distancia nominal de riesgo ocular (DNRO), es la distancia a la cual la
exposicién a la radiacidon es igual al LEA para la retina. Esta distancia se emplea
para delimitar las zonas de radiacion laser. Su calculo varia en funcién del tipo de
exposicidn. Para laseres terapéuticos Clase IV como los de este estudio, la DNRO

es de 6,5 metros aproximados de distancia.

Piel. Radiaciones de luz ultra-violeta pueden provocar eritema o ampollas en la
piel. Un ejemplo claro del efecto de la luz ultra-violeta sobre la piel es la propia
luz solar. Los rayos de luz solar estan directamente implicados en la

carcinogénesis cutanea.

La luz infrarroja empleada en TL es sin embargo no ionizante (no mutagénica),
pero también presenta efectos directos sobre la piel, desde vasodilatacidon o
estimulo del metabolismo celular cuando se trabaja a temperaturas fisioldgicas

como en TL, a ablacién y corte, como cuando se emplea con fines quirurgicos.

Aquellas salas destinadas al empleo de la TL, principalmente en terapias con

laseres Clase Il By IV, deberan tener bloqueada la salida de luz y estar sefializadas tanto

en puertas como ventanas para evitar la exposicion accidental de personas no equipadas

con gafas de proteccién.

1.4. PARAMETROS DE TRATAMIENTO

Ante la falta de consenso acerca de los parametros de tratamiento empleados

para segun qué tipo de terapia, paciente, patologia, etc., la World Association for Laser

Therapy (WALT) publicé en 2010 una guia de los parametros sugeridos en determinados

tratamientos.?> Estos pardmetros fueron reevaluados cuatro afios después en el
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consenso internacional organizado por la WALT y la NALT en EE.UU., sin que se llevara a

cabo ningun cambio al respecto.

A continuacion, se describen algunos de los pardmetros que deben ser
especificados para cada estudio clinico con TL segun el consenso aprobado en 2004 por

la World Association of Laser Therapy?®, asi como una breve descripcion de los mismos.

- Longitud de onda (nm). Distancia entre dos puntos de maxima amplitud de
una onda electromagnética. La longitud de onda de un laser determinara la
capacidad de penetracion. Su unidad de medida son los nanémetros (nm). La
longitud de onda de las luces comprendidas dentro de la ventana terapéutica

abarca aproximadamente entre los 650 y los 1100 nm.

- Dosis (J/cm?), también denominada densidad de energia o fluencia.
Determina la cantidad de energia entregada a un area determinada. Su
unidad de medida son los julios por centimetros cuadrados (J/cm?). Las dosis
mas habituales en el tratamiento de alteraciones superficiales con un laser
Clase IV varia entre 1y 5 J/cm?, aunque se han descrito resultados con dosis

mas altas, como se vera mas adelante.

- Energia total entregada (J). Determina la cantidad de energia total entregada
en una sesion de terapia laser. Su unidad de medida es el julio (J). Es el
resultado de multiplicar el tiempo de tratamiento por la potencia media

empleada.

- Densidad de potencia (W/cm?). Determina la cantidad de fotones que
alcanzan una determinada area por unidad de tiempo. Su unidad de medida
es el vatio por centimetro cuadrado (W/cm?). Un W equivale a un julio por

segundo (W =J/s).

- Potencia media (P,): mientras que en los tratamientos con emisién continua
(CW) no hay variacion en la potencia, cuando la luz es pulsada la P, viene
determinada por la potencia pico (Pp) multiplicada por el ciclo de trabajo, que
a suvez es el producto de la frecuencia de pulsado (Hz) por la duracién de los

pulsos.
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Tiempo (s). Determina la cantidad de tiempo que se emplea en una sesion de

terapia laser. Se mide en segundos (s).

Frecuencia de pulsado (Hz). La gran mayoria de los equipos laser emiten luz
de manera continua (CW). Otros equipos, tienen la capacidad de bloquear la
salida de luz provocando una emisién pulsada. En estos casos, la unidad de
medida que determina la frecuencia de pulsado por segundo se expresa en

Hercios (Hz).

Area del haz de luz (cm?). Determina el drea de superficie que la luz irradia
en estatico. Su unidad de medida es el centimetro cuadrado (cm?). Esta area,
dependera del zoom de la pieza de mano del equipo, asi como la distancia

entre la superficie y dicha pieza.

Método de aplicacion. Existen dos variaciones para dos tipos distintos de
aplicaciéon de la TL. En primer lugar, en funcion de la distancia de la pieza de
mano con la superficie tendremos una aplicacién por contacto o no contacto.
Y, en segundo lugar, segun la manera de desplazamiento sobre la superficie

tendremos una aplicacidn por escaneo o por puntos.

Frecuencia de sesiones. El nimero de sesiones totales para tratar una
patologia concreta, asi como la distribucion de ellas en el tiempo, variara para
cada caso particular. Por ejemplo, en el tratamiento de patologias musculo-
esqueléticas crénicas se aconseja realizar una sesiéon de TL cada 2-3 semanas

en la fase de mantenimiento.?’

1.5. INTERACCION DE LA LUZ CON EL PACIENTE A NIVEL MOLECULAR Y CELULAR

1.5.1. ABSORCION VS DISPERSION

La capacidad de penetracién por parte de la luz dependera en primer lugar de la

longitud de onda. A mayor longitud de onda mayor capacidad de penetracién en el

tejido. La luz que no es reflejada por el tejido irradiado puede ser transmitida (siguiendo

su camino en la misma direccion), dispersada (continta penetrando, pero hay un cambio

en la direccion) o absorbida (Figura 4). Si la energia que tiene un fotdn no es igual a la
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diferencia de energias entre los niveles de la molécula irradiada, el fotén sera
dispersado. El fendmeno mas habitual de los fotones en el tejido es la dispersion. Esta
se caracteriza por cambios direccionales, pero no de energia por parte de la luz. De esta
manera, un fotén se dispersara en el tejido con toda su energia hasta su completa

absorcion.

Figura 4.Fendmenos de dispersion, transmision, absorcion y reflexion de un fotén de luz.

Dispersidn \
Transmisién \\ /
Absorcidn / \

Reflexion

Uno de las caracteristicas que define la interaccion de la luz incidente con el
tejido irradiado es el factor de anisotropia (g) de cada tejido en cuestiéon. Tiene unos
valores absolutos que varian entre -1 y 1, donde 1 implica que la luz que sale de un
material lleva la misma direccién que la luz que penetrd en él, -1 implica una reflexion
completa y 0 una reflexién de 90°. El tejido vivo presenta un g que puede variar entre

0,8y 0,99.

Al penetrar en el tejido, la luz comienza a ser atenuada por la absorcién y
dispersion de sus fotones. Estos fendmenos se caracterizan por unos coeficientes que,
junto con el factor de anisotropia, determinan cémo es la interaccién de la luz con el

tejido y hasta qué profundidad llega qué densidad de fotones.

Los modelos de Montecarlo son un método predictivo, empleado en
climatologia, telecomunicacion, geoestadistica, biologia computacional o video juegos
entre otros, ademds de en el estudio de la interaccion de los fotones de luz con el
tejido.?8 Se trata de un método estadistico que emplea algoritmos para simular procesos

cadticos como puede ser la interaccidon de la luz en un medio, calculando el movimiento,

27



INTRODUCCION

absorcién, dispersién y reflexion de los fotones en un tejido determinado, cuyas
caracteristicas dpticas se han incluido en la base de datos del sistema empleado. Una
vez obtenidos los resultados, el programa representa un grafico donde se puede
comprobar la absorcién de dichos fotones en el tejido (Figura 5). Esto ayuda a predecir
la interaccion de la luz laser de una terapia determinada con el tejido diana, y la
profundidad de penetracién de la luz, y de esa manera optimizar los parametros de

terapia.

Figura 5.Grdfico de Montecarlo para la representacion de la migracion de fotones de luz sobre tejido vivo humano
entre una frecuencia continua (izquierda) y pulsada (derecha).
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1.5.2. CROMOFOROS - EFECTOS MOLECULARES Y CELULARES

La primera ley de la fotoquimica (Grotthus y Draper, 1818) dice que sdlo la
radiacion absorbida puede promover cambios fotoquimicos. El estado basico y
fundamental de una molécula es alterado por la absorcién de la energia de los fotones
gue inciden sobre dicha molécula. Cada molécula es capaz de absorber energia en una
franja de radiacion mds o menos larga pero siempre limitada, que se llama espectro de

absorcion de la sustancia en cuestion.30

Las moléculas, o parte de ellas, capaces de absorber energia a partir de una
radiacién luminosa se denominan croméforos. Los croméforos se dividen en dos grupos:
foto-aceptores y foto-receptores. Los foto-receptores son moléculas especializadas en

la absorcién de luz y su funcién dependera de eso (Ej. la clorofila en la célula vegetal).
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Los foto-aceptores son moléculas que no estan especializadas en la absorcién de luz,
pero si presentan capacidad de absorberla. Dicha absorcién de luz puede ayudar al
desarrollo de su funcién. Dentro del organismo hay una serie de cromodforos intra- y
extracelulares, la mayoria foto-aceptores, capaces de cambiar su estado fundamental al
recibir una radiacién determinada desencadenando efectos bioldgicos a nivel celular

mediante reacciones bioquimicas.3!

El croméforo mas abundante del organismo es la molécula de agua, ya que
compone en torno al 80% de la materia de todas las células. Las células ademas
presentan otras moléculas de mayor peso que actian como agentes de contraste del
agua. Estos elementos actian como blancos de la radiacion, siendo los mas
representativos el hierro y el cobre. La mayor concentracion de estos dos elementos en
el organismo se encuentra en la hemoglobina y la citocromo-c-oxidasa (CCO)
respectivamente. Otro cromdforo que observamos en gran cantidad es la melanina, que
junto con el agua, hemoglobina y citocromo-c-oxidasa representan los cuatro foto-

aceptores mas importantes del organismo.

- Agua. La molécula de agua esta formada por dos atomos de hidrégeno y uno de
oxigeno unidos mediante un enlace covalente. Como se ha comentado
anteriormente, el agua supone en torno al 80% del volumen de las células. En TL
su espectro de absorcién oscila entre los 700 y 1100 nm, encontrandose el pico
de absorcién en torno a los 970 nm. Su principal efecto bioldgico radica en la
fluctuaciéon térmica que origina en los tejidos, que a su vez estimula la

circulacion.

- Melanina. Engloba un grupo de pigmentos naturales del organismo que dotan
de color a la piel y el pelo. Hay dos tipos principales de melaninas, ambos

derivados del aminoacido tirosina:

- Eumelanina. Forma mas comun de la melanina. Dota de color negro

o marrén por su alto contenido en azufre.

- Feomelanina. Dota de color amarillo o rojizo por presentar menor

cantidad de azufre.
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En TL el espectro de absorcidn oscila entre los 650 y 900 nm siendo su pico de
absorcidon cercano a los 660 nm, ademdas de absorber la luz visible. Por su
localizacidn, la radiacidn a una longitud de onda comprendida dentro su espectro
de absorcién tiende a ser atenuada en capas superficiales de la epidermis. Mas
que ser una diana de la TL, representa una barrera para la penetracién de la luz
hasta capas mads profundas, absorbiendo gran parte de la energia en la superficie

del paciente.

Hemoglobina. Proteina del interior de los gldbulos rojos que le dota del color rojo
caracteristico. Formada por cuatro cadenas polipeptidicas (globinas) y cuatro
grupos hemo, uno por cadena. Cada grupo hemo estd compuesto por cuatro
subunidades pirrdlicas que forman un anillo. En el interior de dicho anillo se
encuentra un atomo de hierro que se une de manera reversible a una molécula
de oxigeno. Su principal funcién en el organismo es la de transportar el oxigeno
de los pulmones a los tejidos, en forma de oxihemoglobina, y el diéxido de
carbono de los tejidos a los pulmones, en forma de desoxihemoglobina. Su
espectro de absorcion dentro de la ventana terapéutica oscila entre los 750y los
1100 nm, teniendo el pico de absorcion cercano a los 905 nm. A nivel
terapéutico, la estimulacion de la oxihemoglobina promueve la liberacién del
oxigeno en los tejidos y por consiguiente de la captacion del CO; tisular por el

grupo hemo.3?

Citocromo-c-oxidasa (complejo IV) — CCO. Proteina que se encuentra incluida
dentro de la bicapa lipidica de las mitocondrias y bacterias. Esta formada por
varias subunidades proteicas que contiene los grupos prostéticos que
intervienen en el transporte de electrones: dos grupos hemo (citocromo a y as)
y 2 nlcleos que contienen iones Cu?* (centros Cua y Cusg). Participa en la cadena
de transporte de electrones, recibiendo un electron de cada una de las cuatro
moléculas de citocromo ¢ (Complejo Ill) que posteriormente transfiere a una
molécula de oxigeno, reduciéndola a dos moléculas de agua. En este proceso se
produce una translocacién de protones a través de la membrana, lo cual genera
un gradiente electroquimico que la enzima ATP sintasa emplea para sintetizar

adenosin trifosfato (ATP). Su espectro de absorcion abarca desde los 650 a los
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900 nm en TL, y su pico de absorcion aproximado se encuentra cerca de los 800
nm. El efecto bioldgico secundario a su estimulaciéon supone el aumento del
metabolismo celular.3? Es el croméforo con mayor relevancia terapéutica de la

PBM.

Tras las reacciones moleculares que se desencadenan por la accion directa de la

luz sobre los cromdforos se producen una serie de cambios celulares. Estos cambios

pueden aparecer en horas o dias después de la irradiacién y son denominados por

algunos autores como reacciones secundarias.®® La respuesta celular a la PBM se ha

determinado utilizando tanto ensayos in-vitro como in-vivo. Los estudios in-vitro han

demostrado resultados en una gran variedad de tipos celulares como fibroblastos,

queratinocitos, células endoteliales, linfocitos o células musculares.343> A nivel celular

podriamos diferenciar tres tipos distintos de efectos.

Efecto fototérmico. Reaccidn que se origina tras la absorcién de luz por parte de
una particula y que desencadena la liberacion de energia en forma de calor. En
la TL el principal efecto foto-térmico radica en el efecto directo de la luz sobre el
agua. Como se comento anteriormente, las fluctuaciones térmicas de los tejidos
secundarias a la absorcion de la luz laser por parte del agua provocan un estimulo
de la circulacién sanguinea. El aumento de la temperatura por encima del valor

fisiolégico es un efecto a evitar en TL.

Efecto fotoeléctrico. Reaccidn que se origina tras la absorcién de luz por parte de
una particula y que desencadena un flujo de electrones en el interior de esa
misma particula. Un ejemplo seria la estimulacidn de la mitocondria con luz laser.
La radiacion directa del orgdnulo desencadena un aumento del flujo de
electrones en la cadena transportadora de electrones (CTE) que a su vez provoca

una mayor sintesis de ATP.

Efecto fotoquimico. Reaccidn que se origina tras la absorcidon de luz por parte de
una particula y que desencadena una serie de reacciones quimicas en la que esa
particula experimenta un cambio. Es el efecto mds importante y necesario para

obtener resultados beneficiosos con la terapia laser.
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- La primera ley de la fotoquimica (Ley de Grottus-Draper), establece

que la luz debe ser absorbida para que produzca la reaccién.

- La segunda ley de la fotoquimica (Ley de Stark-Einstein), establece
qgue por cada fotdon absorbido por un sistema quimico una sola

molécula es activada para dar lugar a una reaccion.

En definitiva, el efecto de la radiacién sobre las células depende de la absorcién

de energia y la consiguiente transformacién en procesos biolégicos.3®

Aunque algunos mecanismos de accién no son del todo conocidos,
investigaciones llevadas a cabo en los ultimos afios permiten llegar a un consenso
general donde la mitocondria parece ser el elemento mas sensible de la célula a la

radiacion con luz roja e infrarroja cercana.?’

Las mitocondrias son organulos de doble membrana cuya principal funcion es la
de generar energia en forma de ATP. La cadena transportadora de electrones (CTE),
localizada en la membrana interna de la mitocondria, es la principal fuente de sintesis
de ATP. Dicha cadena estd formada por cuatro complejos enzimaticos primarios
denominados |, Il, Ill y IV y varios secundarios. Estos complejos primarios estan
encargados de crear un gradiente electroquimico que se utiliza para la sintesis de ATP
en lo que se conoce como fosforilacion oxidativa. La radiacién sobre estas moléculas
desencadena la intensificaciéon en la transferencia de electrones disponibles para los
complejos y por consiguiente un aumento de la fosforilacién oxidativa.?® De esta manera
se favorece la produccion de ATP39, sintesis de ADN y ARN*?, modulacion de especies de
oxigeno reactivas (ROS)*! y especies de 6xido nitrico (NO)**, e induce factores de
transcripciéon.®* En definitiva, la estimulacion mitocondrial por parte de la TL

desencadena un aumento del metabolismo celular.*?

El complejo IV, o complejo terminal de la cadena transportadora de electrones,
se denomina citocromo-c-oxidasa (CCO). La CCO actua como el principal foto-aceptor

para la luz roja e infrarroja cercana de la mitocondria.**

La produccién de NO en la célula dafiada provoca que la CCO bloquee la cadena
respiratoria celular al producirse el desplazamiento de las moléculas de oxigeno.*> La TL
parece desbloquear la unién entre la CCO y el NO.4®
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El aumento en la sintesis de ATP, ROS, NO y Ca?* favorece los efectos bioquimicos

intracelulares que desencadenaran los efectos a nivel celular.

ATP (Adenosin trifosfato). El ATP es un nucleétido que participa en multitud de
roles esenciales dentro de las células. Se trata de la principal fuente de energia
de los mecanismos celulares. Pasarrella y cols. demostraron que la radiacién de
mitocondrias aisladas del higado de ratas producia un aumento de la sintesis de
ATP.*” Otros autores también han demostrado que el ATP no solo es una fuente
de energia, sino que también se trata de una molécula que participa en las

sefiales intercelulares.3848

NO (Oxido nitrico). La respiracién mitocondrial esta inhibida por el NO. EI NO es
un radical libre gaseoso que se encuentra tanto intra- como extracelular. Cuando
se encuentra fuera de la célula participa en la circulacién gracias a su potente
capacidad de vasodilatacién y ademas actla como un neurotransmisor esencial.
Dentro de la mitocondria se une a uno de los grupos prostéticos de la CCO
provocando el desplazamiento del oxigeno. La irradiacién parece disociar dicha
unién favoreciendo de nuevo la llegada del oxigeno a la cadena respiratoria y
reanudando la respiracidon a la vez que genera especies reactivas de oxigeno

(ROS).34

ROS (Especies reactivas de oxigeno). Son pequefias moléculas que incluyen un
ion de oxigeno como el superdxido, o radicales libres como el perdxido de
hidrégeno o el perdxido orgadnico entre otras.*® Las ROS tienen un papel
fundamental en las vias de sefalizacién celular, su aumento puede desencadenar
la alteracion de la actividad redox.*® Huang y cols. definen el estrés oxidativo
como el desajuste celular entre la produccion de ROS y la capacidad de
eliminarlos.”® Y aunque la TL favorece la producciéon de ROS, también se ha
comprobado que la TL tiene un efecto antioxidante.”'™3 El efecto antioxidante

en células dafiadas por parte de la TL parece ser mayor que en células sanas.>*

Su presencia en las células puede causar efectos tdxicos mediante la produccién
de radicales libres y el dano de diferentes componentes celulares como la

peroxidacidn lipidica, rotura de la cadena de ADN y fragmentacién proteica. El
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aumento de ROS en las células desencadena un estrés oxidativo, resultando en
la activacion de factores de transcripcion como son NF-Kg#!, AP-1, HSP y JNK.>®
Por otro lado, el aumento de las ROS forma parte del estallido respiratorio de
células del sistema inmune, capaces de aumentar la demanda de oxigeno y
producir productos con capacidad microbicida como el hipoclorito (HOCI),

hipobromito (HOBr) o hipoyodito (HOI) entre otros.>®

Existen sensores moleculares situados sobre las células que detectan ROS
cuando son oxidados. Estas nuevas estructuras desencadenan la transduccién de
sefales que origina una cascada de reacciones con el objetivo de mantener la
homeostasis celular. Esto estd regulado por factores de transcripcion.>’ Por
ejemplo, AP-1 (proteina activadora 1) regula la expresidn genética en respuesta
a estimulos como el estrés oxidativo, factores de crecimiento, citoquinas o
infecciones viricas o bacterianas. NF-Kg, por su parte, tiene un papel fundamental
en la inflamacidén, estrés oxidativo, apoptosis y estrés inmunitario. Al igual que
ocurre con la AP-1, NF-Kg se estimula en respuesta al estrés oxidativo,

inflamacién y dafio.*

Las porfirinas también parecen generar ROS tras la terapia laser.”® El laser de
diodo también ha sido empleado para producir ROS en células
hematopoyéticas.>® Al estimular fibroblastos con fotones también se observé un
aumento de R0OS.%%6! Por Gltimo, se ha comprobado que la simple estimulacién

de fibroblastos con luz solar desencadena un aumento de los ROS.%°

Las especies reactivas de oxigeno parecen ser el principal foco de interés en

estudios experimentales con terapia laser de otros muchos autores.%27%4

Ca?*. Otra funcion de la mitocondria es la sintesis, almacenaje y liberacién de
calcio celular (Ca?*). El calcio celular es responsable de varias funciones, pero
principalmente de la transduccién de sefiales. Karu y cols. observaron que las
concentraciones de Ca?* intracelular aumentan después de la radiacién con un
laser de He-Ne en linfocitos humanos.3” Lubart y cols. realizaron un ensayo
donde comprobaron que a baja potencia la PBM podia influir en el transporte de

Ca®* a través de la membrana mitocondrial.®> De igual modo, observaron
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diferencias en la absorcion de Ca?* por parte de la mitocondria segun la longitud
de onda empleada. De esa manera, demostraron la importancia de la dosimetria

para obtener unos resultados favorables.

1.6. APLICACIONES DE LA TERAPIA LASER: EFECTOS FISIOLOGICOS EN EL PACIENTE.

Los mecanismos de accién de la TL representan uno de los campos de
investigacion mas importante dentro de la foto-medicina. Desde la creacién del primer
laser en la década de 1960, muchos cientificos e investigadores han buscado nuevos

efectos terapéuticos de la TL, asi como los mecanismos del desarrollo de los mismos.

Existen mas de 5900 articulos que aparecen bajo las siglas LLLT en uno de los
principales buscadores de literatura cientifica como es PubMed. Los ensayos in-vivo e
in-vitro son el paso previo a los estudios clinicos, pero no permiten hacer una
extrapolacion directa de los resultados, por su propia naturaleza experimental y por la
amplia cantidad de parametros de terapia posibles, asi como el gran nimero de
patologias en estudio. Por todo ello, a dia de hoy siguen existiendo controversias sobre

los efectos beneficiosos de la TL.

Para cada tipo de terapia los pardmetros deben ajustarse con el fin de conseguir
la mayor efectividad posible del tratamiento. En aquellos casos que la radiacidn sea
insuficiente no conseguiremos un efecto terapéutico. Por otro lado, radiaciones por
encima de lo necesario provocaran un efecto de inhibicién por parte del tratamiento.
Esto se conoce como el principio de Arndt-Schulz. Esta ley enuncia que las pequefas
excitaciones provocan sobre una célula un aumento o disminucién de sus funciones
fisioldgicas en relacién con la intensidad de dicha excitacion, tratdndose de una relacién
inversamente proporcional. En TL, no esta demostrado que esta ley se pueda aplicar a
la dosis empleada, pero si a la densidad de potencia, donde un aumento de esta podra

determinar un efecto foto-térmico sobre el tejido, totalmente indeseado en PBM.

Los tres principales efectos terapéuticos estudiados de la PBM secundarios a la
estimulacion celular son: la regeneracidn tisular, la reduccién de la inflamacién y el alivio

del dolor.
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1.6.1. REGENERACION TISULAR — CICATRIZACION DE HERIDAS

Muchos autores han descrito el efecto estimulador de la TL sobre diferentes
tipos celulares. Existen efectos primarios de la luz ldser sobre los cromdéforos intra- y
extracelulares, y otros derivados de la amplificacion de estos. Anteriormente se ha
comentado la estimulacion del metabolismo celular como resultado de la absorcién de
energia por parte de las células, siendo en la mitocondria el primer lugar donde se

produce este efecto.

La angiogénesis, microcirculacion o el aporte de oxigeno al tejido afectado,
provoca que los procesos asociados a la reparacidn tisular se desencadenen con mayor

rapidez en comparacién a cdmo lo harian de manera fisioldgica.®®

Pinheiro y cols. observaron que con la aplicacién de luz infrarroja sobre
perforaciones en fémures de ratas se favorecia la osificacién del dafio originado en
comparacion con los pacientes del grupo control.®’” Este aumento del tejido dseo
cicatricial también fue observado anteriormente en otro modelo experimental sobre esa
misma especie.®® Del mismo modo, la aplicacién de la TL parece favorecer una mejor
organizacion de la estructura trabecular del hueso durante la regeneracion dsea.®® En
otro modelo experimental con conejos, la TL también parece facilitar la integracion y
osificacién tanto de autoinjertos como xenoinjertos en aquellos pacientes que reciben
la terapia con respecto a los que no.”® Junto a estos trabajos, en medicina humana, y
principalmente en odontologia, la TL ha demostrado mejorar las condiciones dseas de
huesos daifiados mediante un aumento de densidad y calidad del tejido, asi como de la

estructuracion del mismo.’%72

Otros tipos celulares que se benefician del efecto reparador/regenerador de la
TL son las células nerviosas y musculares. Gigo-Benato y cols. mostraron en su trabajo
cémo la luz laser favorece la recuperacién de la funcionalidad nerviosa en nervios
dafiados tras traumatismos.”® De igual manera, Alessi y cols. observaron una mayor
velocidad de reparacion tisular al tratar con TL el musculo esternomastoideo de ratas,
después de haber provocado la necrosis muscular del mismo con bupivacaina.’* La
reparacion muscular secundaria a la TL estd directamente relacionada con los

parametros de terapia empleados.”
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La cicatrizacidn de heridas puede suponer el principal objetivo de la TL en cuanto
a reparacidn tisular se refiere. La proliferacion de fibroblastos, asi como la sintesis de
coldgeno y queratinocitos en heridas cutdneas también fue descrito por otros
autores.>>’%7° En resumen, la TL parece ser una herramienta muy Util en el tratamiento

de heridas.8°

Puesto que el tema de estudio del presente trabajo se corresponde en parte al
efecto de la TL sobre heridas, este punto sera desarrollado mas profundamente en la

seccioén correspondiente al uso de la TL en el manejo de heridas (seccion 1.7.4.).

1.6.2. ANTIINFLAMATORIO

Cuando un tejido sufre un dafio de cualquier etiologia, se desencadena en él una
serie de reacciones cuyo objetivo principal es la reparacién y homeostasis tisular. Dentro
de estos fendmenos podriamos destacar la reaccion inflamatoria. Este proceso estd
mediado por factores humorales y celulares, donde las citoquinas juegan un papel muy
importante. Se considera que existen citoquinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias,
aungue algunas de ellas presentan ambas caracteristicas segun las circunstancias. Todas
las citoquinas participan en diversos procesos bioldgicos, y su actuacidn ha sido

demostrada en varios modelos experimentales.?1-83

La falta del control de la inflamacién en cuanto intensidad o duracién puede
llevar consigo consecuencias negativas, desde un retraso en la cicatrizacion a, en casos
mas extremos, la aparicién de un Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica (SIRS)
generalizado, que a su vez puede desencadenar una disfuncién multiorganica.?
Controlar la liberacion de mediadores de la inflamacién es un punto clave de la TL en el

manejo antiinflamatorio.

El papel del NO es extremadamente complejo y variable en funcion de la
cantidad liberada, células implicadas y momento de su liberacidn. Su sintesis la lleva a
cabo la éxido nitrico sintasa (NOS), de la que se han descrito dos isoformas constitutivas
del organismo como son la NOS endotelial (NOSe) y la NOS nerviosa (NOSn), y una
isoforma no constitutiva como la NOS inducida (NOSi). La expresién de NOSi esta
asociada a diferentes tipos celulares como los macréfagos, linfocitos y neutréfilos,
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relacionados directamente con la respuesta inflamatoria. Regular la producciéon del NO

es fundamental para obtener resultados fisioldgicos favorables.

Diversos autores han centrado sus ensayos en el estudio de citoquinas
mediadoras de la inflamacién y TL. Fernandes y cols. observaron en su ensayo
experimental con ratas como la expresiéon de IL-1B se veia reducida en aquellos
pacientes pertenecientes al grupo que recibié la TL. Para ello, analizaron la cantidad de
ARN mensajero de la IL-1B de la musculatura afectada de la tibia de las ratas del
ensayo.®> Efectos similares fueron observados por Albertini y cols. en su ensayo con
ratas. Mostraron como la expresién de ARN mensajero de la IL-1B, el TNFa o la IL-6 se
veia reducido en el punto de inflamacidn tisular tres horas después de la aplicacién de
la TL.2® Otro efecto antiinflamatorio de la TL parece radicar en la disminucién de la
expresion de receptores B1y B2 para la bradiquinina, péptido relacionado con multiples
fases del proceso inflamatorio.®” Ademas, la sintesis y liberaciéon de prostaglandinas
inflamatorias, como la ciclo-oxigenasa 2 (COX-2), se ha visto reducida tras la aplicacion

de la TL.88

La modulacidén de la respuesta celular a un proceso inflamatorio también supone
un objetivo importante de la TL. Alves y cols. mostraron en su modelo experimental en
sinovitis de ratas como la TL no solo regulaba la liberacién de mediadores de la
inflamacién (IL-1B, TNFa e IL-6), sino que también reduce la migracion de neutréfilos en
la fase inflamatoria.®° Esta regulacion humoral y disminucién de la respuesta celular
también ha sido observada con el empleo de la TL en otros ensayos de sinovitis

articulares.®

Limitar el proceso inflamatorio asociado a un dafio tisular supone no solo una
mejora en el proceso de homeostasis, sino que ademas tiene un efecto directo en los

estimulos nociceptivos generados desde el foco de la herida.

1.6.3. ANALGESIA

El manejo del dolor es un punto critico tanto en medicina humana como
veterinaria. Entender las vias del dolor es importante para entender su fisiologia. Estas
vias se originan a nivel celular, justo después de que ocurra el dafio. Tras esa alteracion
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inicial, se produce una liberacién de mediadores de la inflamaciéon que provocan una
sefal quimica que los nociceptores se encargan de transformar en un impulso nervioso
en lo que se conoce como transduccidon. A continuacién, esta sefial nerviosa viaja
(transmisidén) hasta la medula espinal, donde es modulada antes de llegar al cerebro.
Una vez en el sistema nervioso central, se produce la integracién y reconocimiento de

la informacidn sensitiva en el proceso denominado percepcién.

Se han descrito varios mecanismos por los cuales la TL puede tener un efecto

analgésico, ademas de por la inhibicion de mediadores proinflamatorios.

Pereira y cols. mostraron en su ensayo sobre roedores como la TL presenta un
efecto anti-nociceptivo mediante el aumento de serotonina, asi como de la liberacién
de B-endorfinas.’® La serotonina tiene un papel fundamental en la modulacién de la
respuesta al dolor®?, mientras que las B-endorfinas actian a modo de opioides
endégenos que bloquean los receptores pre- y post-sinapticos del Sistema Nervioso
Periférico (SNP). Este aumento de opioides enddgenos secundario a una TL también ha

sido descrito por otros autores.

Otro método de actuacion de la TL frente al dolor radica en la inhibicién directa
de las fibras nerviosas periféricas encargadas de la nocicepcién®, asi como la

regeneracién de células nerviosas dafiadas®>°® o inactivadas.®’

Nicolau y cols. realizaron dos ensayos clinicos acerca de la liberacion de
neurotransmisores en la unién neuromuscular del diafragma de ratones. Observaron
como una TL a 830 nm de longitud de onda inhibia la liberacién de acetilcolina (ACh),
mientras que a 655 nm no se observaba ningun efecto. Esta disminuciéon de ACh
favorece que la actividad sindptica del sistema nervioso se vea inhibida a la hora

transmitir los estimulos dolorosos.?®°°

El aumento del NO sélo favorece un efecto directo sobre la circulacién
sanguinea, sino que ademds actla de neurotransmisor intercelular favoreciendo la
inhibicidon sensitiva del sistema nervioso periférico, asi como la liberacidn de
endorfinas.'® Otros autores también observaron en sus estudios como el aumento del

NO contribuye al alivio del dolor musculo-esquelético de los pacientes sometidos a

TL 93,101
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La literatura actual presenta diversos estudios donde se muestra la capacidad de
la TL en paliar el dolor secundario a patologias concretas como la oestoartrosis'?-104

tendinopatias'®~% o dolor neuropatico entre otros.08-110

1.6.4. CONTRAINDICACIONES Y PRECAUCIONES DE LA TERAPIA LASER

En terapia laser de bajo nivel (Laser Clase Ill B y IV) la principal razéon de
precaucion y contraindicacion de uso son los ojos. Como se ha comentado en otra
seccion anteriormente, el efecto directo del haz de luz sobre la retina puede provocar la
pérdida completa de visién de manera irreversible. El efecto directo sobre las células es
amplificado por el cristalino, que concentra varios miles de veces la radiacién sobre
puntos de la retina. Es por ello que llevar gafas especiales durante las sesiones médicas
es obligatorio tanto para el clinico como para los pacientes. Las gafas bloquean las
longitudes de onda a las que trabaja el equipo en concreto, y deben ser proporcionadas
por el fabricante y cumplir estandares internacionales de calidad. Ademas, se debera
acondicionar la sala donde se practique este tipo de terapias para evitar exposiciones

accidentales de luz por otras personas que no participen en la sesién.
Otras situaciones donde debemos tener precaucién en la aplicacién de la TL son:

- Inyecciones medicamentosas e infiltraciones articulares. No se debe aplicar TL
sobre regiones donde se hayan inyectado farmacos o vacunas hasta que no haya
pasado un tiempo suficiente para permitir la absorcion completa del producto
(sobre 7-10 dias de manera estandar). La vasodilatacion asociada a la irradiacion
puede provocar que la absorciéon de un producto se vea alterada. Ademas,
algunos farmacos son fotosensibles, pudiendo provocar inflamacién, edema vy

dolor en el punto de inyeccién.

Se recomienda que en aquellos casos que se vaya a realizar infiltracién de un
farmaco y terapia laser, se aplique la terapia antes de la administracién del

producto.

- Procesos tumorales. En este punto existen resultados contradictorios. Algunos

autores han observado en sus ensayos in-vitro sobre células malignas como la TL
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aumentaba la proliferacion de estos tipos celulares!'*'12, mientras que otros
no.''3 En modelos in-vivo ocurre algo similar, donde el empleo de la TL sobre
procesos tumorales como el carcinoma de células escamosas puede no presentar

2114

efecto sobre las células neoplasicas a dosis de 5 J/cm? !4, o incluso favorecer el

crecimiento y multiplicacién celular con dosis superiores a esa.''®

Sin embargo, debido a la multitud de estirpes celulares y a la variabilidad de
parametros de tratamiento, se recomienda no emplear la TL en procesos
neopldsicos. Las células neopldsicas presentan una capacidad de crecimiento y
multiplicacién mayor a otros tipos celulares, y el efecto de la PBM sobre ellas
puede favorecer su metabolismo y por consiguiente empeoramiento clinico.

Ademas, es necesario tener en cuenta el efecto proangiogénico de la TL.

Embarazo. No existe ningun articulo que demuestre un efecto en fetos al aplicar
la TL sobre el atero de mamiferos gestantes. Su uso estd contraindicado como

acto de prudencia médica y legal.

Lineas de crecimiento. Existe algin estudio experimental en ratas donde se
muestra un cierre prematuro de la linea de crecimiento en fémures tratados con
TLY8, aunque los pardmetros empleados no son extrapolables a la préctica
clinica. En la actualidad, no hay ningln ensayo ni caso clinico en medicina
humana o veterinaria que muestre un efecto adverso de la TL sobre la metafisis
de huesos en crecimiento. Al igual que en los casos anteriores, la multitud de
parametros que entran en juego dentro de la TL hacen que su empleo sea
controvertido sobre pacientes en crecimiento. Se recomienda, de ese modo, que
los pardmetros de tratamiento, asi como la frecuencia de terapias sean ajustados

a cada caso.

Hemorragias. El efecto vasodilatador de la PBM puede provocar un
empeoramiento del sangrado en zonas donde ya existe una hemorragia.®® Se
recomienda que antes de aplicar TL sobre un tejido con sangrado, se apliquen
técnicas de hemostasia tales como presién, electrocoagulacion o

vasoconstriccion por frio entre otros (siempre que sea posible).
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Glandula tiroides. Al tratarse de tejidos metabdlicamente muy activos, las
aplicaciones repetidas y con densidad de energia altas deben ser evitadas.
Terapias puntuales con longitudes de onda de 780 nm y densidad de energia de
4 J/cm?, parecen presentar un efecto estimulatorio de los niveles de hormona

tiroidea en ratones, sin observar cambios histoldgicos sobre la glandula.t’

Nuevamente, se recomienda no aplicar TL en regiones cervicales en pacientes
con alteraciones de la glandula tiroides, y en aquellos casos que no existan
patologias asociadas a las glandulas, los parametros de tratamiento deben ser

ajustados.

Epilepsia. La luz roja intensa y pulsada puede desencadenar ataques en pacientes
con epilepsia fotogénica. La mayoria de los equipos laser emiten luz no visible,
aunque la pieza de mano suele presentar una luz roja y por lo tanto se
recomienda no aplicar TL en pacientes epilépticos. Esto es especialmente
importante si el tratamiento se centra en regiones craneo-cervicales, tanto por
el estimulo directo al penetrar la luz en el SNC como por la modificacién del flujo

sanguineo al cerebro.

Falsas contraindicaciones. La terapia laser se puede emplear sobre material
ortopédico/protésico. Diversos articulos, especialmente aquellos llevados a cabo
en odontologia, muestran como la TL presenta efectos beneficiosos en la
osteointegracion de implantes dentales cuando se emplean sobre modelos

animales de experimentacion.18-120

Por otro lado, el tratamiento con TL de las génadas masculinas no se aconseja,
ya que el calentamiento de éstas puede provocar una disminucién de la
calidad/funcionalidad espermatica o incluso su muerte celular. Sin embargo, se
han descrito posibles efectos beneficiosos, como el aumento de la movilidad

121

espermatica in-vitro*“* o la propia espermatogénesis en un modelo experimental

sobre ratas.1??

Otra razén de precaucién en el uso de la TL son las infecciones bacterianas. El
efecto de la TL sobre los microorganismos ha sido estudiado durante las ultimas

décadas. Sin embargo, como en los casos anteriores, no se ha llegado a ningln
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consenso respecto a las pautas de tratamiento, asi como de los resultados. Es
por ello que, en el presente trabajo, se pretende analizar el efecto de la TL sobre
bacterias cuando estas son irradiadas directamente en un modelo experimental

in-vitro, asi como al tratar heridas contaminadas de pacientes caninos.

1.7. HERIDAS

Se denomina herida a la interrupcién de la continuidad de la superficie externa

del organismo o un drgano interno. Las heridas pueden tener un origen traumatico o

metabodlico. Generalmente las heridas cicatrizan en pocos dias o semanas, sin embargo,

existen ciertas condiciones que pueden producir un retraso de la cicatrizacion.

1.7.1. PROCESO DE CICATRIZACION

El proceso de cicatrizacion que sigue una herida sana en un paciente sano se

inicia justo después de producirse el dafio y consta de tres fases que se solapan entre

ellas.

Fase inflamatoria (0-4 dias) Se desencadena una vasoconstriccion inicial y la
liberacion de epinefrina, norepinefrina y prostaglandinas. Este mecanismo suele
durar de 5 a 10 minutos y desencadena la aparicién de los signos clasicos de la
inflamacién (enrojecimiento, edema, calor y dolor) debido al aumento de la
permeabilidad vascular. A continuacidn, se produce una respuesta hemostatica
mediante la agregacion plaquetaria y la activacién de la via intrinseca de la

cascada de coagulacién.

El aumento de la permeabilidad vascular facilita la salida de los glébulos blancos
hacia la herida. Los neutrdfilos se encargan de fagocitar los detritus celulares, asi
como los patdgenos que se asientan en la herida. Los monocitos, que
posteriormente se transforman en macroéfagos, participan en la fagocitaciéon de
microorganismos y detritus, remodelacién tisular y la sintesis y secrecién de
factores de crecimiento que favoreceran la angiogénesis y el reclutamiento de

células mesenquimales.
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- Fase de reparacion (3-21 dias). Se compone a su vez de tres procesos.

= Fibroplasia. En esta fase se produce la sintesis de proteoglicanos y colageno,
y la proliferacion de fibroblastos. La mayor concentracion de colageno se
produce aproximadamente a las 2-3 semanas, e inicialmente hay un
predominio del colageno tipo lll. Ademas, se produce una contraccidn de la

herida por la accién de los miofibroblastos.
El resultado de esta fase es la formacién de un tejido fibroso.

= Angiogénesis (No antes del cuarto dia). Se produce una nueva red vascular
qgue penetra en la herida y la nutre ayudando asi a la formacién del tejido de

granulacion.

= Epitelizacion. Los queratinocitos de los bordes de la herida migran a la zona
afectada con el fin de restablecer la barrera cutanea. Esta fase finaliza con el

restablecimiento de la epidermis.

- Fase de maduracion (Desde el dia 9 hasta incluso 2 afios después) Se produce el
fortalecimiento de las fibras de colageno recién formado; hay un mayor depdsito
de coldgeno y una sustitucidn progresiva del tipo Il por tipo |, que al tener mejor

disposicion espacial proporciona mayor fuerza ténsil en la herida.

Como se ha comentado, existen diversos factores locales y sistémicos que
pueden retrasar la cicatrizacién. Dentro de los factores locales podemos mencionar las

123
, la

infecciones bacterianas y/o fungicas, la hipoxia, la existencia de tejido no viable
apariciéon de edemas y/o hematomas o incluso factores mecdanicos. Dentro de los
factores sistémicos podemos incluir el tratamiento con corticoesteroides o
guimioterdpicos, endocrinopatias, sindromes paraneopldsicos o enfermedades

autoinmunes entre otros.
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1.7.2. SISTEMA DE CLASIFICACION DE LAS HERIDAS

El Centro de Control y Prevencion de Enfermedades (Center for Disease Control
and Prevention, CDC) publicé en 1985 una guia donde se definid la clasificacidn de las
heridas segln su grado de contaminacion. Esta guia fue modificada en 1992 y

actualmente reconoce las siguientes clases'?*:

- Clase 1 - Heridas limpias. Heridas quirdrgicas donde no se observa inflamacién y
donde no se incluyen cirugias del tracto respiratorio, digestivo o genito-urinario,

ni se accede a tejidos infectados.

- Clase 2 - Heridas limpias-contaminadas. Heridas quirurgicas donde el tracto
respiratorio, digestivo o genito-urinario estan incluidos, pero no se observa

signos de contaminacion o infeccion.

- Clase 3 - Heridas contaminadas. Incluye heridas accidentales, abiertas y recientes
ademas de heridas quirdrgicas donde hay derramamiento de contenido
procedente del tracto digestivo. Las incisiones quirdrgicas con inflamacién no

purulenta también se encuentran dentro de este grupo.

- Clase 4 - Heridas sucias-infectadas. Heridas traumaticas no recientes con
abundante tejido desvitalizado, asi como signos claros de infeccidn o perforacidn

visceral.

1.7.3. HERIDAS TRAUMATICAS CONTAMINADAS

Segun el sistema de clasificacién anterior, la Unica herida traumatica limpia es
aquella que se realiza de manera controlada en cirugia. El resto de heridas deben

considerarse al menos como contaminadas.'?®

La presencia de patégenos en un tejido dafiado desencadena la liberacion de
toxinas por parte de las propias bacterias y de la lisis celular. Esto puede alterar la
cicatrizacion normal, inhibiendo la solidez del entramado fibroso, retrasando la

contraccion y epitelizacidon, y, en resumen, prolongando la fase inflamatoria.
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Anteriormente, hemos incluido este proceso dentro de los factores locales de retraso

de la cicatrizacion.

El tiempo 6ptimo para tratar una herida traumatica accidental contaminada es
durante las primeras 6 horas.2>71?7 A partir de ese momento, aumenta el riesgo de que
la herida pase de ser una herida contaminada a una herida infectada. Entre los factores
de riesgo estd la cantidad y tipo de carga bacteriana'?8, y las condiciones del ambiente
de la herida: presencia de necrosis, oxigenacion, edema, etc. Las heridas por mordisco
en perros y gatos representan el 10 y 15%, respectivamente, de las causas de
traumatismo en la clinica veterinaria.’?® Todas las heridas secundarias a un mordisco
deben ser consideradas contaminadas, incluso aquellas que no sean abiertas.’® La
presencia de bacterias procedentes de la boca del atacante, asi como las bacterias
propias de la piel de la victima determinan ese grado de contaminacion inicial en este

tipo de heridas.!3!

El riesgo de infeccidon no solo radica en la contaminacion inicial o la posible
colonizacion secundaria, sino que también depende en gran medida de otros procesos
asociados al mordisco como son el efecto cizalla y de aplastamiento que produce la
mandibula sobre los tejidos. Un mordisco generalmente conlleva la desvitalizacién del
tejido involucrado, la aparicién de espacios muertos, sangrados y compromisos
vasculares entre otros efectos. Esto desencadena una respuesta inflamatoria que en
funcién del dafio tisular puede originar un SIRS que comprometa las funciones bioldgicas
del organismo.'3? Estabilizar a los pacientes inestables, asi como realizar un correcto
manejo de la herida es de vital importancia para garantizar una rapida y completa

recuperacion.

Otros ejemplos de heridas traumdticas contaminadas son aquellas ocasionadas
por armas de fuego y/o armas blancas, secundarias a atropellos, o cortes accidentales

con cristales o materiales metalicos.

El manejo de las heridas dependera de muchos factores como son: la
localizacion, extensién, compromiso vascular, grado de contaminacién/infeccion,
etiologia del traumatismo y del propio paciente. Ademds de técnicas quirdrgicas y

tratamientos médicos, actualmente existen multitud de métodos disponibles para el
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manejo de heridas como la terapia con oxigeno hiperbérico!?3, el uso de células madre
134 plasma rico en plaquetas (PRP)*3°, terapia con ondas de choque extracorpdreas 3¢,
estimulacion eléctrica'3”138, terapia con ultrasonidos!3®, sistemas de presidn
negatival¥®4! o incluso el empleo de agentes naturales como el Aloe Vera '#?, la miel**3

o la crcuma.'**

1.7.4. USO DE LA TERAPIA LASER EN EL MANEJO DE HERIDAS

La aplicacién de TL sobre condiciones de la piel representa el segundo mayor
campo de actuacién de la PBM en veterinaria por detrds de las condiciones musculo-

esqueléticas.'*

El efecto primario de la TL sobre las heridas se origina en la interaccién entre los
fotones emitidos y los cromdforos de las células diana (ej. fibroblastos, queratinocitos o
células endoteliales). La absorcion de energia por parte de la mitocondria celular
produce una mayor eficiencia de la cadena respiratoria y de la produccién de ATP.'#¢ La
amplificacion de ese primer efecto conllevard un aumento del metabolismo celulary la
regulacion de vias de respuesta para la cicatrizacion de la herida como la migracion
celular, la sintesis de ADN y ARN, mitosis celular, secrecion de proteinas y proliferacién
celular, asi como un aumento del estallido respiratorio (formacién de ROS entre otros).
Los efectos celulares secundarios a esta mejora del metabolismo son la activacién de
fibroblastos, macroéfagos, linfocitos, sintesis de factores de crecimiento, modulacién de

neurotransmisores o mejora de la permeabilidad de la membrana celular, entre otros.

El uso de la TL puede aportar beneficios tanto en heridas quirurgicas limpias!¥,

como en quemaduras?>1* (lceras cronicas®’, injertos y colgajos!*¥*>%, o heridas con
cierre por segunda intenciéon.’®! Esto se debe al efecto en la proliferacién celular,

vascularizacion y disminucion de la inflamacién, entre otros.

La reduccion de la inflamacién se ha evidenciado en diversos estudios donde se
han cuantificado los niveles de mediadores de la inflamacidon como la prostaglandina

153 o el factor de necrosis tumoral (TNF-a) entre otros.'>* Algin autor

E2%°2, leucocitos
describe el efecto estimulador de la quimiotaxis leucocitica al tratar quemaduras con
TL.}>> Sin embargo, la mayoria de los articulos coinciden en la disminucion de la
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proliferacién de leucocitos durante el proceso de reparacion tisular, correspondiendo

asi al efecto antiinflamatorio de la TL.151,156-158

Por otro lado, Stadler y cols. comprobaron en su ensayo in-vivo con animales de
experimentacién como la TL por una parte disminuye el tiempo de la fase inflamatoria
de la herida y por otra favorece la epitelizacién y la fase de maduracion al tratar heridas
cutdneas de ratones.’® En otro ensayo se utilizd la proteina C reactiva como marcador
de la inflamacidn, y se observd que los pacientes sometidos a exodoncias que recibian
TL presentaban una menor cantidad de este marcador en comparacion con los que no
fueron tratados.'®® Estos ejemplos complementan lo comentado anteriormente en la

seccion del efecto antiinflamatorio de la TL.

La regulacion y aumento del NO extracelular por parte de la TL favorece el efecto
antiinflamatorio por aumento directo de la vasodilatacion y un mayor aporte sanguineo
en la herida.®® Ademas, el NO regula procesos como la supresion de la respuesta
inflamatoria, angiogénesis, inhibicion de la apoptosis y migracion celular.'®® Otros
modelos de ensayo en animales analizan histolégicamente la evolucion de las heridas
tratadas con TL y muestran una mejora del aporte sanguineo de la zona afectada. De
esa manera, se ha evidenciado una mayor proliferaciéon capilar en heridas de ratas
irradias, lo que favorece la revascularizaciéon y un mejor tejido de granulacion.®?
Meirelles y cols. también observaron en su ensayo sobre roedores como la TL favorecia
la creaciéon de nuevos capilares mediante el estudio histopatoldgico de las heridas
irradiadas.'?® Por su parte, Ribeiro y cols. emplearon sobre heridas por quemaduras en
ratas un laser He-Ne y observé como se favorecia la cicatrizacion de las heridas mediante
el aumento de la circulaciéon sanguinea y una mads temprana aparicion del tejido de

granulacién y de la epitelizacion.®3

Hopkins y cols. comprobaron que con el empleo de un laser de diodo existia una
mayor contraccidon de las heridas irradiadas con respecto a las no irradiadas.'®* Esta
mejora fue estudiada a nivel histoldgico, y parece estar relacionada con una mejor
distribucion del colageno tipo | y Il durante el periodo de cicatrizacion de la herida'®,
asi como por la estimulacion en la proliferaciéon de fibroblastos.'®® Medrado y cols.

también observaron que la disminucion de la fase inflamatoria, y una mayor

proliferacién de colageno y miofibroblastos en la fase de remodelacion tisular, parece
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favorecer el proceso de cicatrizacion en heridas de ratas tratadas con TL.®’ Por otra
parte, Yu y cols. observaron sobre cultivos de queratinocitos humanos, como la TL
favorecia la expresion del ARN mensajero para la IL-1a e IL-8, las cuales favorecian la
migracion y proliferacion de los mismo.'® Ese mismo autor, con otro grupo de trabajo,
observé al tratar pacientes humanos con vitiligo como la estimulacion de los
gueratinocitos favorecia la proliferacion y migracién de melanocitos hacia zonas
despigmentadas.'®® Gagnon y cols. también observaron un efecto favorable en la
proliferacién y migracion de queratinocitos al emplear la TL sobre un cultivo epidérmico

canino.’0

El uso de la TL en el tratamiento de heridas ha demostrado multitud de efectos
positivos en cada una de las fases que compone la cicatrizaciéon, pero el tratamiento de
heridas infectadas sigue siendo cuestionado a raiz de la falta de homogeneidad de los

resultados de trabajos in-vivo e in-vitro.

1.7.5. POSIBLE EFECTO ANTIMICROBIANO DE LA TERAPIA LASER

La capacidad de cicatrizacion de las heridas depende de los factores propios de
la cicatrizacién, asi como de los factores que rodean a la misma como son el propio
organismo y el ambiente. La condicion mas comun que impide o retrasa la cicatrizacién
son las infecciones.’! A pesar del creciente conocimiento en cuanto al manejo de las
heridas se refiere, las infecciones bacterianas y flngicas asociadas a una herida
representan un punto de inquietud en la practica médica debido a la importante causa
de morbilidad y mortalidad que representan.’? Ademas de los riesgos fisicos, la
instauracién de infecciones supone un aumento significativo de los costes de los

tratamientos.173174

Los microorganismos que se aislan con mayor frecuencia en las heridas
infectadas son: S. aureus, Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA) y P.
aeruginosa.'’” En las heridas infectadas suelen encontrarse distintos microrganismos

que acttan de manera sinérgica.'’!

El uso de antibidticos en el tratamiento de heridas es controvertido.’617’
Inicialmente, el empleo de antibidticos debe limitarse al momento en el que la infeccidon
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se ha instaurado sobre una herida.'”® El uso de antibidticos preventivos no parece
disminuir la posibilidad de infeccién, incluso en heridas por mordiscos.?’” En heridas
contaminadas, el lavado, desbridamiento y las terapias locales deberian ser suficiente
para disminuir el riesgo de una infeccién. Hoy en dia contamos con numerosas
estrategias de manejo local como pueden ser el uso de soluciones de irrigacién
antisépticas de clorhexidina, hipoclorito o Tris-EDTAY717%180 o técnicas de
desbridamiento selectivo mediante la aplicacién de agentes enzimdticos como

colagenasas, tripsinas, proteasas o bromelaina entre otros.8%:182

Ademas, el empleo de
vendajes y apésitos (ej. alginato de calcio, hidrogeles, hidrocoloides...) permitird
mantener una humedad y temperatura ideal sobre la superficie de la herida

favoreciendo el desbridamiento autolitico de la misma.183-18

Como se comentd anteriormente, si los mecanismos de defensa se ven
superados por la actividad microbiana, tiene lugar una multiplicacion bacteriana seguida
de una colonizacidon que desencadena que una herida contaminada se convierta en una

herida infectada.

En aquellos casos en los cuales sea necesario emplear antibidticos sistémicos se
deben conocer las rutas de actuacion de los mismos, asi como los tipos de patdgenos
frente a los que son mas efectivos. Los antibidticos actuan inhibiendo algunas de las
funciones de los patdgenos y/o sobre las vias metabdlicas de los mismos. Se han
determinado hasta cuatro métodos de actuacion: inhibicion de la sintesis de la pared
celular, bloqueo de vias metabdlicas, interferencia en la sintesis de proteinas e

inhibicién de la sintesis de acido nucleico. 18°

En una herida infectada el método de actuacion ideal parte de la toma de
muestras para realizar aislamiento e identificacién de los microorganismos implicados y
su correspondiente antibiograma.'®’ Los microorganismos resistentes a los antibioticos
han aumentado considerablemente en gran parte por el uso abusivo e incorrecto de los
mismos.'®8 Dado el actual problema de los patégenos multirresistentes, en las dltimas
décadas estan ganando especial interés aquellas terapias que minimizan el empleo de

antibiodticos.
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En particular, las cualidades de agentes naturales como la circuma®®

, aceites
esenciales'®®192 g |a miel han ganado mucha importancia en el tratamiento tépico de
este tipo de patologias.'®>°* El empleo de productos con base de platal®, oro'®® o
zinc?®”1%8 parecen presentar baja toxicidad tisular pero un buen efecto bacteriostético y
bactericida a nivel local. Otro método de tratamiento de heridas infectadas consiste en
el desbridamiento biolégico mediante larvas de Phaenicia sericata.'®® Este tipo de

organismos no solo permite eliminar los detritus celulares sino también lisar bacterias

como el MRSA.2%

Los posibles efectos antimicrobianos de la TL también han ganado interés en las
ultimas décadas, donde diversos autores han centrado sus investigaciones acerca del
efecto de la TL sobre las bacterias tanto en ensayos in-vitro como in-vivo con animales
de experimentacion. Los resultados son controvertidos debido principalmente a la
heterogeneidad de la metodologia empleada, en especial en cuanto a parametros de

irradiacion se refiere.

De esa manera, algunos ensayos in-vitro describen un efecto antimicrobiano de
la PBM al ser empleada de manera directa sobre cultivos de distintos tipos
bacterianos?°22%2, mientras que otros estudios incluso observan un efecto estimulador
del crecimiento bacteriano tras aplicar la TL.2%® Nussbaum vy cols. sugieren que las
caracteristicas propias de cada tipo de bacteria (tipo de pared celular, cromdéforos

bacterianos, etc.) determinarén los efectos de la terapia laser.2%*

El empleo de la TL en animales de experimentacién ha permitido observar el
efecto de la irradiacién sobre los microorganismos cuando estos se encuentran en seres
vivos, y en especial cuando se emplea sobre heridas infectadas. Diversos estudios
muestran en sus resultados un efecto inhibitorio del crecimiento bacteriano tras aplicar
la TL en este tipo de lesiones.”?2052%6 Estos resultados son propios de cada tipo de
terapia, asi como de la metodologia del ensayo, donde ademas se sugiere que el empleo
de la TL durante varios dias consecutivos parece tener un efecto acumulativo que
favorece el efecto bacteriostético de la PBM.2%” Un posible efecto sinérgico también ha
sido observado por otros autores al emplear la TL junto con una terapia antibidtica en

el tratamiento de Ulceras cutdneas crénicas infectadas en seres humanos.>” Ademas, la
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TLtambién parece presentar un efecto beneficioso en el tratamiento de infecciones mas

profundas a la piel como puedan ser una osteomielitis?®® o una rinosinusitis.?%?

El efecto bactericida/bacteriostatico por parte de la PBM sobre las bacterias
parece proceder de un posible efecto directo de la luz sobre las porfirinas enddgenas de
los microorganismos, que actuarian a modo de cromdforos intracelulares?®®, asi como
del efecto indirecto secundario a todos los fendmenos que desencadena la TL sobre el
tejido afectado como la oxigenacidén tisular, activacion de macréfagos, produccién de

ROS o estimulacidn del sistema inmune entre otros.167:174,210-212

No existe hasta la fecha ningun ensayo clinico sobre pacientes caninos en los que
se valore de manera directa el efecto fotobiomodulador de la TL sobre la carga

bacteriana de heridas contaminadas.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. HIPOTESIS

El uso de la terapia laser de bajo nivel, como terapia coadyuvante a un
tratamiento estandar, disminuye la carga bacteriana de heridas contaminadas

en pacientes caninos.

El empleo de la terapia laser de bajo nivel en un modelo experimental in-vitro
sobre bacterias gram negativas presenta un mayor efecto inhibitorio del

crecimiento bacteriano en comparacidn con bacterias gram positivas.

2.2. OBJETIVOS

2.2.1. OBJETIVOS PRINCIPALES

Evaluar la actividad antimicrobiana de la terapia laser de bajo nivel como
terapia coadyuvante a un tratamiento estandar sobre heridas contaminadas en

pacientes caninos.

Evaluar el efecto de la terapia laser de bajo nivel sobre Staphylococcus
intermedius y Escherichia coli al emplearla de manera directa en un modelo

experimental in-vitro.

2.2.2. OBJETIVO SECUNDARIO

Evaluar la evolucién inicial de las heridas contaminadas/infectadas de los

pacientes caninos mediante una escala de puntuacién numérica.
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MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo consta de dos partes: por un lado, se pretendié observar el
efecto de la TL al tratar heridas contaminadas en pacientes caninos, estudio que
denominaremos “Ensayo in-vivo”, y, por otro lado, el efecto directo de la TL sobre dos

microorganismos distintos, que denominaremos “Ensayo in-vitro”.

El ensayo fue aprobado por los Comité de Etica de Experimentacién Animal del
Hospital Clinico Veterinario Complutense (n2 de referencia 03/2015) y de la Universidad

Alfonso X “el Sabio”.

3.1. ENSAYO IN-VIVO

3.1.1. DISENO DEL ESTUDIO
Se realizd un ensayo clinico prospectivo, controlado, aleatorizado, ciego del

observador y analisis enmascarado, dividido en tres grupos paralelos.

La inclusion de cada uno de los pacientes se realizd de manera aleatoria en uno

de los tres grupos de los que constaba el ensayo clinico.

El Unico conocedor del grupo al cual pertenecia cada paciente fue el investigador
principal, que aplicaba el tratamiento. Tanto el propietario, como el resto de
investigadores (incluidos el estadistico, el microbidlogo y los dos evaluadores)

desconocian el grupo asignado a cada paciente.

El propietario era conocedor de la posibilidad de que su mascota fuera incluida
en cualquiera de los grupos, incluido el grupo de terapia laser placebo. La firma del
consentimiento informado sirvio de confirmacion de dicho acuerdo (Documento

adjunto 1).

El resto de investigadores conocié el grupo asignado a cada paciente una vez que
las muestras fueron procesadas y analizadas, y tras realizar la valoracion ciega de las

fotos de las heridas.

La evaluacién del efecto de la TL sobre la carga bacteriana se realizé comparando
las unidades formadoras de colonias (UFC) por cm? a las 72 horas de los cultivos pre-y

post-tratramiento, y mediante la valoracidn visual de la evolucién de las heridas durante
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el periodo de ensayo por dos evaluadores que desconocian a que paciente pertenecia

cada una de las heridas valoradas.

3.1.2. POBLACION DEL ESTUDIO

Para la

realizacion del estudio se incluyeron los pacientes que cumplieron los

criterios de inclusion en el periodo comprendido entre julio y octubre de 2017.

- Criterios de inclusién. Las premisas necesarias para participar en el estudio

fueron:

Pacientes caninos.

Presentar, al menos, una herida traumatica contaminada, entendiendo
como herida contaminada todas aquellas heridas Clase Ill (segun la
clasificaciéon de la CDC) accidentales y abiertas.'?*

Pacientes que no hubieran recibido tratamiento antimicrobiano en el

mes anterior.

- Criterios de exclusion.

Pacientes que acudieran en estado de shock.

Pacientes agresivos.

Pacientes que necesitaran alguna intervencién bajo anestesia general
durante el periodo de estudio.

Pacientes con alergias médicas conocidas.

Pacientes epilépticos.

Pacientes con patologias oncolégicas asociadas a la herida del estudio.
Pacientes con heridas localizadas en regién tiroidea.

Hembras gestantes con heridas en regién abdominal.

Pacientes con heridas con sangrado activo.

Pacientes que hubieran recibido tratamiento antimicrobiano en el tltimo

mes o en el momento de presentacion

Al no existir ningln otro estudio al respecto, se decidié calcular el tamano

muestral definitivo a partir de un andlisis estadistico preliminar de los pacientes

incluidos durante los primeros 4 meses del estudio piloto. Los resultados obtenidos en

60



MATERIAL Y METODOS

ese primer andlisis fueron estadisticamente significativos y no se incluyé ningun

paciente mas.

3.1.3. DEFINICION DE VARIABLES
En el estudio se incluyeron una serie de variables dependientes e

independientes.
- Variable dependiente.

Se eligi6 como variable dependiente el nimero de unidades formadoras de
colonias (UFC) por cm? de superficie de muestreo/tratamiento a las 72 horas de
incubacidn de los cultivos post-tratamiento en cada paciente. Para el analisis estadistico
se realiz6 el logaritmo neperiano (LN) de las UFC de dichos cultivos. Esta variable se

representé mediante un valor numérico.
- Variables independientes
Las variables independientes fueron divididas en cuatro grupos.
= Variables clinicas generales.

e Raza. Se recogid la raza de cada uno de los pacientes. Aquellos
pacientes cuya raza no se encontrase registrada en la Fédération
Cynologique Internationale (FCl) se denominaron “mestizo”.

= Pacientes de raza.

= Pacientes mestizos.

e Edad. Se consideré la edad que presentaban los pacientes en el

momento del ingreso. Esta variable se representa en afios.
e Sexo. El sexo del paciente se recogié como macho o hembra.

e Estado reproductor. Los pacientes se clasificaron como castrados o

no castrados, segun estuvieran gonectomizados o no.

e Peso. Se considerd el peso de los pacientes en momento de la

primera consulta. Esta variable se representa en kilogramos (kg.)
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= Variables especificas de la herida.

Numero de heridas. Se recogid el nimero total de heridas que
presentaba cada paciente. Tan sélo una de ellas se incluyé en el
experimento. Esta variable se representa como:

= Una herida (1)

= Mas de una herida (>1)

Etiologia. Todas las heridas tenian un origen traumatico, pero las
dividimos en: mordiscos y accidentales. Por herida accidental
entendemos todas aquellas que no fueron secundarias al ataque de

otro animal.

Localizacién. Recogimos la localizaciéon de la herida sometida a la
irradiacioén. Incluimos las heridas en dos grandes zonas que fueron:
extremidades y tronco. El tronco representaba tanto la region
toracica como abdominal en cada una de sus posiciones anatomicas.
Cualquier otra localizacién se denomind como extremidad (cabeza,

cola, miembros anteriores y miembros posteriores).

Area. Centimetros cuadrados de la herida (cm?). Se trata de una

medicion de superficie, no de profundidad.

= Variables especificas del tratamiento.

Tratamiento estdndar, es decir, el tratamiento médico y el manejo
propio de la herida que fue llevado a cabo de igual manera para todos

los pacientes del ensayo.

Tratamiento médico. Recoge el tratamiento antibidtico

empleado para todos los pacientes con cefovecina.

Manejo de la herida. Recoge el lavado con 50 mililitros
(ml) de suero Ringer Lactato (SRL) por cm? de herida, a

una presion de 300 mmHg.
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Tratamiento médico adicional. Se recogieron todos los
medicamentos adicionales que se anadieron al tratamiento de los

pacientes.
*  Meloxicam. Esta variable se representd como “si” o0 “no”.
«  Tramadol. Esta variable se representé como “si” o “no”.
*  Famotidina. Esta variable se representd como “si” o “no”.

* Doble antibioterapia. Cualquier otro antibidtico distinto
de la cefovecina. Esta variable se representé como “si” o

" ”n

no-.

Manejo adicional de la herida. Se recogieron todos los tratamientos

adicionales que se utilizaron en el manejo de la herida.

*  Puntos de sutura. Implica la colocacién de suturas para
cerrar total o parcialmente la herida. Esta variable se

representd como “si” o “no”.

*  Drenajes pasivos. Implica la colocacidon de drenajes para
facilitar la evacuaciéon de exudados de espacios muertos.

Esta variable se representé como “si” o0 “no”.

* Vendaje. Esta variable se representé como “si” o “no”.
Terapia laser. Incluye cada uno de los tres grupos (dosis o densidad
de energia) de tratamiento del ensayo (ver seccidn - 3.1.6. Terapia
laser).

- Grupo A. Densidad de energia de 6 J/cm?

- Grupo B. Densidad de energia de 2 J/cm?

*  Grupo C. Terapia laser placebo
Area irradiada. Centimetros cuadrados (cm?) tratados con la terapia

l[aser. Incluia el drea de la herida y tejido sano circundante a la misma.

Esta area fue delimitada con moldes de areas conocidas:
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+  25cm?
* 50 cm?
* 100 cm?

Para poder ponderar los resultados, y como se indica mas adelante,
los resultados se dividieron por los cm? del d&rea de

irradiacién/muestreo.

Sedacion. Define la variable en la que los pacientes fueron sedados
para llevar a cabo el primer manejo de la herida. Esta variable se

representé como “si” o “no”.

Hospitalizacién. Define la variable en la que los pacientes fueron
ingresados en el centro veterinario y su estancia se prolongé al
menos durante 24 horas. Esta variable se representd como “si” o

" 4

no.

Enfermedades concurrentes. Recoge enfermedades que el paciente
padece de manera crénica y para las que recibe tratamiento médico
distinto a un antibidtico. En ella se incluyd enfermedades
metabdlicas, infecciosas y neoplasicas. Esta variable se representd

como “si” o “no”.

= Variables microbioldgicas

UFC/cm? de superficie de muestreo/tratamiento a las 72 horas de
incubacion de los cultivos pre-tratamiento en cada paciente. Para su
inclusion estadistica se realizé el logaritmo neperiano de los mismos.

Esta variable se representd mediante un valor numérico.

Tiempo. Esta variable indica el nimero de horas que transcurrieron
entre las tomas de muestras para cada paciente. Se representd en

horas.
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e Numero de colonias morfolégicamente distintas en los cultivos
previos a cualquier tratamiento en cada paciente. Esta variable se

representd mediante un valor numérico.

e Numero de colonias morfolégicamente distintas en los cultivos
posteriores al tratamiento de cada paciente. Esta variable se

representd mediante un valor numérico.

Todas las variables fueron doblemente recogidas en: una hoja Unica por paciente
(Documento adjunto 2) y en la base de datos del hospital, utilizando el programa

informatico veterinario Qvet®.

3.1.4. ASPECTOS GENERALES

- Centros participantes.
Este trabajo se llevd a cabo de manera conjunta entre dos centros: el Hospital
Clinico Veterinario Alfonso X “el Sabio”, organismo perteneciente a la Universidad
Alfonso X “el Sabio” de Madrid (HCV-UAX), y el Servicio de Microbiologia y Parasitologia

(Departamento de Sanidad Animal, UCM) del Hospital Clinico Veterinario Complutense.

- Formacion del personal veterinario.

Todos los veterinarios del area de pequeios animales del HCV-UAX fueron
informados acerca de este estudio, de manera que podian ofrecer la participacion en el
a todos aquellos propietarios cuyos perros cumplieran los criterios de inclusion, tanto
en horario normal como los que acudian de urgencias. Ademas, se facilitaba un folleto

informativo general del ensayo.

- Recepcion de los pacientes.
Una vez que el propietario aceptaba y firmaba el consentimiento informado, el

paciente fue tratado por el investigador principal hasta su alta clinica.

Por cada paciente se realizé una valoracion de la localizacion y area de las heridas
que pudiera presentar. En aquellos casos en los que un paciente presentara mas de una

herida, tan solo una de ellas era incluida en el ensayo.
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Se destind el quiréfano denominado de procedimientos sucios del HCV-UAX para
el manejo de cada paciente. Esta sala se acondiciond para cumplir la normativa de
seguridad indicada para trabajar con un ldser Clase IV. Para ello, se taparon los dos
cristales de los que disponia la puerta de entrada al quiréfano y se sefializé dicha puerta

con un cartel identificativo de terapia laser (Figura 6).

PELIGRO
RADIACIONES
LASER

Fuente: UNE EN 60825-1/A2

- Sedacion.

Se decidié sedar al paciente bajo las siguientes premisas:

- Pacientes nerviosos que fueran a imposibilitar la toma de muestra, terapia laser
y manejo de la herida.
- En aquellos pacientes en los que el manejo de la herida incluyera la colocacidn
de drenajes y/o puntos de sutura.
El protocolo de sedacion empleado incluyé dexmedetomidina (0,005-0,01
mg/kg) (Dexmopet®, Fatro, Espafa), metadona (0,3 mg/kg) (Semfortan®, Dechra,
Espafa) y midazolam (0,2 mg/kg) (Midazolam Normon®, Normon, S.A., Espafia). Este

protocolo se adaptdé a cada paciente de acuerdo a su examen fisico general y
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enfermedades concurrentes, variando la dosis de dexmedetomidina en el rango

indicado.

- Hospitalizacion.
De manera general, todas las intervenciones llevadas a cabo en los pacientes del
ensayo son consideradas procedimientos ambulatorios que no requieren
hospitalizacién. Sin embargo, algunos de los pacientes fueron ingresados debido

principalmente a:

- Voluntad del propietario por la comodidad de revisién de los pacientes los dias
sucesivos del ensayo.

- Gravedad del proceso que requeria un control adicional de otros signos no
relacionados con el tema de este ensayo (ej. Traumatismos toracicos).
En el andlisis estadistico esta variable no se analizd segun las razones de ingreso,

sino que tan sélo se tuvo en cuenta si el paciente fue o no hospitalizado.

- Cronograma del ensayo.
El dia del ingreso (dia 0) se realizd la toma de la muestra pre-tratamiento previo
a la aplicacion de la TL, manejo de la herida y tratamiento antibidtico con cefovecina. El
dia 1 tan sélo se repitié la TL y el manejo propio de la herida. Por ultimo, el dia 2, se
volvid a realizar la toma de la segunda muestra (muestra post-tratamiento) antes de

llevar a cabo la TL y manejo de la herida (Figura 7).

DiA O DiA 1 DiA 2
Muestra pre-tratamiento TL Muestra post-tratamiento
TL Manejo de la herida TL
Manejo de la herida Manejo de la herida

Terapia antibidtica

*TL- Terapia laser
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3.1.5. TOMA DE MUESTRAS

Previo a la toma de la primera muesta microbioldgica se realizé el rasurado del
pelo con maquinilla y la aspiracion suave con una aspiradora destinada exclusivamente
para ese fin en el hospital. Con la zona rasurada se procedié a elegir el molde que
delimitara el area total de la herida y que ademads incluyera un minimo de 2 cm de tejido

sano circundante a la misma.
Para cada una de las muestras tomadas se conté con los siguientes materiales:

- Molde de silicona estéril. Los moldes se fabricaron a partir de una pieza integra
de silicona de 1 mm de espesor y opaca (Wenko®, Leroy Merlin, Espafia). Se
crearon un total de 12 moldes. Cuatro de ellos presentaban un drea de 25 cm?,
otros cuatro un drea de 50 cm? y el resto un drea de 100 cm?. Para cada una de
las areas se fabricaron dos moldes cuadrados y otros dos moldes rectangulares.
Todos los moldes fueron esterilizados de manera previa a su uso mediante el
sistema de esterilizacion por plasma de perodxido de hidrogeno del que disponia
el hospital (Human meditek TS-80®, Medical Expo, Espana).

- Hisopo estéril de algoddn. Se empled para la recoleccion de la muestra un hisopo
de madera con uno de los extremos de algoddn, envasado en tubo de
polipropileno estéril (Deltalab, Espafia).

- Un tubo de recoleccién de liquidos. Tubo de pldstico hermético y estéril de 12
mililitros de capacidad (Deltalab, Espaia). El tubo empleado para la toma de la
muestra pre-tratamiento se denominé tubo n2 1.

Tampodn fosfato salino (Phosphate Buffered Saline — PBS pH 7,2) (Sigma-Aldrich,
Estados Unidos). Por cada tubo n?2 1 se empled 1 mililitro (ml) de PBS estéril. El
PBS se esterilizd en autoclave (36L®, Selecta, Espafia) a una temperatura de
121°C. EI PBS se dispensé en partes alicuotas de 3 ml por tubo en cabina de flujo
laminar y con pipetas estériles (Deltalab, Espafia), guardando condiciones de

asepsia.

Dentro del area de tratamiento delimitada por el molde de silicona estéril, se
realizaron tres pases para la recolecciéon de la muestra microbioldgica con la ayuda del

hisopo de algoddn estéril previamente humedecido en el mililitro de PBS del tubo n?1.
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Se deslizé el hisopo por toda la superficie delimitada mediante un pase en horizontal,
otro en vertical y otro transversal. Una vez recogida la muestra, se retiré la mayor parte
del vastago de madera y se introdujo el algoddn dentro del tubo n? 1. Este tubo fue
sometido a la accion de un agitador tipo Vortex (Corning®, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Espana) a maxima potencia durante 30 segundos. Después se abrid el tubo en cabina de
flujo laminar y con la ayuda de unas pinzas estériles se presiond el algoddn contra las
paredes del mismo para recuperar el liquido embebido. Tras ello se elimind el algoddn
y se cerrd el tubo hasta su procesado en el Departamento de Sanidad Animal de la
Facultad de Veterinaria de la UCM con un maximo de 1 hora de intervalo entre recogida
y procesado.

Se tomaron un total de dos muestras microbioldgicas por cada paciente. La
primera de ellas se llevd a cabo el dia del ingreso (dia 0) previo a la aplicacion de la TL,
manejo de la herida y administracién del tratamiento médico. La segunda de las

muestras se obtuvo el dia 2 del ensayo.

3.1.6. TERAPIA LASER (TL)

- Equipo laser

Para llevar a cabo las terapias laser contamos con un laser terapéutico Clase IV.
El modelo de equipo empleado fue el K-Cube 4® de la empresa K-Laser (K-Laser®,
Treviso, Italia) (Figura 8). Este modelo, con un software desarrollado para uso
veterinario, permitié crear y almacenar programas especificos para cada terapia. Al
tratarse de un laser Clase |V, el equipo podia aplicar una potencia superior a los 0,5 W,
siendo el maximo aplicable los 20 W. Ademds, este equipo tiene la posibilidad de utilizar
una frecuencia de entrega continua (CW), asi como pulsada desde 1 hasta 20.000 Hz. En
una misma terapia el equipo puede utilizar de uno a diez tipos distintos de frecuencia.
K-Laser K-Cube 4® ademds emplea luz a cuatro longitudes de onda distintas: 660, 800,
905 y 970 nm, gracias a los materiales que forman su medio activo: Diodo Ga-As-Al. Al
igual que ocurre con la frecuencia de pulsado, el equipo permite utilizar desde una Unica
longitud de onda hasta las cuatro de manera conjunta en una misma terapia laser. El
zoom de la pieza de mano permite concentrar la potencia en un area variable a medida

gue ésta se aleja del paciente, de modo que se pueda ajustar la densidad de potencia.
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Figura 8. Equipo K-Laser K-Cube 4°®

Foto cortesia de AVANVET® Espafia.

- Parametros de tratamiento
En este ensayo se decidié emplear una densidad de energia o dosis de 6y 2 J/cm?
para los grupos de ensayo A y B respectivamente. Para el grupo C, se decidié emplear el

modo placebo del que disponia el equipo.

El grupo A y B compartieron el resto de parametros de terapia laser. De esa
manera, cada terapia empled cinco frecuencias distintas: CW, 50, 500, 5.000 y 20.000
Hz. Cada una de ellas se aplicé durante el mismo tiempo. La potencia media (P.) de
irradiacién por terapia fue de 2 W. En modo pulsado el equipo trabaja a un ciclo de
trabajo del 50%, por lo que la potencia pico (P,) en modo pulsado fue de 4 W. Todas las

terapias laser emplearon las cuatro longitudes de onda de forma simultanea.

Para el grupo C se programoé el modo placebo del equipo previo a la eleccién de
una terapia laser. Con esa programacion, el equipo entrega luz roja de 5 mW de potencia
junto con un sonido similar al emitido durante las terapias normales. Esto permitio a
todas las personas que presenciaron la terapia, distintas al investigador principal, creer

gue se estaba aplicando luz Idser, aunque no tuviera relevancia clinica en el ensayo.
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Se programaron un total de seis terapias laser, es decir 3 opciones por grupo
experimental (A y B) en funcién del tamafio de la herida. Dos ejemplos del calculo de

una terapia serian:

- Ejemplo Grupo A (6 J/cm?) con area de irradiacién de 25 cm?

Dosis = Energia / cm?
6 J/cm? = Energia / 25 cm?
Energia =150

Esos 150 J de energia total entregada se repartieron de igual manera por
cada una de las cinco frecuencias de pulso. Por lo que:

En la frecuencia continua (CW) se entregaron 30

En la frecuencia pulsada de 50 Hz se entregaron 30

En la frecuencia pulsada de 500 Hz se entregaron 30 J

En la frecuencia pulsada de 5.000 Hz se entregaron 30 J

En la frecuencia pulsada de 20.000 Hz se entregaron 30
El tiempo de irradiacion por terapia se calculé en base a la potencia media

empleada (2 W), asi como a la energia total entregada. Por lo que:
Energia = Potencia x Tiempo
150J) =2 W x Tiempo
Tiempo = 75 segundos

Al igual que la energia, el tiempo se repartid a partes iguales por cada
una de las cinco frecuencias de pulso. De esa manera, cada frecuencia

de pulsado conté con 15 segundos de terapia.

- Ejemplo Grupo B (2 J/cm?) con &rea de irradiacion de 100 cm?

Dosis = Energia / cm?
2 J/ecm? = Energia / 100 cm?

Energia = 200 J
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Esos 200 J de energia total entregada se repartieron de igual manera por

cada una de las cinco frecuencias de pulso. Por lo que:

En la frecuencia continua (CW) se entregaron 40 J

En la frecuencia pulsada de 50 Hz se entregaron 40 J

En la frecuencia pulsada de 500 Hz se entregaron 40 J
En la frecuencia pulsada de 5.000 Hz se entregaron 40 J

En la frecuencia pulsada de 20.000 Hz se entregaron 40 J
El tiempo de irradiacién por terapia se calculé en base a la potencia media

empleada (2 W), asi como a la energia total entregada. Por lo que:
Energia = Potencia x Tiempo
200J =2 W x Tiempo
Tiempo = 100 segundos

Al igual que la energia, el tiempo se repartio a partes iguales por cada
una de las cinco frecuencias de pulso. De esa manera, cada frecuencia

contd con 20 segundos de terapia.

Para tratar un drea de 25 cm?, cada fase de pulsado se aplicé durante 15 s hasta
obtener 6 J/cm?, o durante 5 s para obtener 2 J/cm?. Para tratar un area de 50 cm?, cada
fase de pulsado se aplicé durante 30 s hasta obtener 6 J/cm?, o durante 10 s para
obtener 2 J/cm?. Para tratar un drea de 100 cm?, cada fase de pulsado se aplicé durante

60 s hasta obtener 6 J/cm?, o durante 20 s para obtener 2J/cm? (Tabla 1).
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Area Dosis cw 50 Hz 500 Hz 5K Hz 20K Hz Total
6J/cm? 30J(155) 30J(155) 30J(155) 30J(155) 30J(155) 150J (75 s)

25 cm?
2J/ecm? 10J (5s) 10J (5s) 10J (5s) 10J (5s) 10J (5s) 50J(255s)
6 J/cm? 60J(30s) 60J(30s) 60J(30s) 60J(30s) 60J(30s) 300J (150s)
50 cm?
2J/cm? 20J(105s) 20J(105s) 20J(105s) 20J(105s) 20J(105s) 100J (50s)
6J/cm?  120J(60s) 120J(60s) 120)(60s) 120)(60s) 120)(60s) 600 J (300 s)
100 cm?

2J/cm? 40J(20s)  40J(20s)  40J(20s) = 40J(20s) = 40J(205) 200 J (100s)

*CW — frecuencia continua; J — Julios; s — segundos; K — 1000 unidades; Hz - Hercios

Los parametros de tratamiento para cada grupo se resumen en la siguiente tabla

(tabla 2).

Grupo Dosis Longitud de onda Frecuencia Potencia
660 nm CwW
A 6J/cm?
800 nm 50 Hz 2 Pa
905 nm 5000 Hz 4 Pp
B 2)/em? 970 nm 20000 Hz
C Placebo

* J = Julios; nm — nanédmetros; CW — frecuencia continua; Hz — Hercios; Pa — potencia media; Pp — potencia pico;
Placebo — 5 mW con luz roja visible pulsada.

- Aplicacion de Terapia Laser
Se aplicaron un total de 3 terapias, de las cuales, tan solo las dos primeras
repercutieron directamente en la valoracién microbiolégica (dia 0 y 1), puesto que el

segundo muestreo se realizé siempre de manera previa a la aplicacién de la TL del dia 2.
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La manera de aplicar la TL en cada una de las ocasiones fue la misma. Para ello,
con el molde de silicona estéril situado sobre el paciente y delimitando el area de
muestreo/tratamiento se aplico la terapia laser correspondiente a su grupo y area de
tratamiento. La pieza de mano se posiciond perpendicular a la superficie del paciente y
con distancia aproximada de 2 cm entre cabezal y superficie. El zoom del cabezal
siempre se encontré abierto lo que permitié irradiar un area de superficie en estatico
de unos 10 cm?. Durante la terapia laser, el dispositivo se movid a lo largo de toda la

superficie de tratamiento de forma uniforme.

Todas las terapias laser se llevaron a cabo en la misma sala. Cada persona que
presenciaba la terapia, hasta un maximo de tres, utilizaron gafas especiales para
proteger sus ojos. Del mismo modo, los ojos de los pacientes se protegieron con gafas

especiales facilitadas por la casa comercial del equipo laser.

3.1.7. MANEJO ESTANDAR

Como manejo estandar entenderemos aquellos tratamientos, tanto médicos
como propios de la herida, que se repitieron de igual manera para cada uno de los

pacientes incluidos en el ensayo.

- Tratamiento médico
Todos los pacientes incluidos en el ensayo recibieron una dosis subcutdnea de
cefovecina (Convenia®, Zoetis, Espafia), a razon de 8 mg/kg de peso vivo y que presenta
catorce dias de duracion terapéutica. La administracion del antibiético siempre se llevd

a cabo después de realizar la terapia ldser del dia O (ver figura 8).

- Manejo de la herida
En todos los pacientes se realizé el lavado de la herida con un suero cristaloide
isotonico de Ringer Lactato (Ringer Lactato® pH 6,5, Braun, Espaiia) a razén de 50
mililitros de suero por cada centimetro de area de herida. Es decir, si una herida
presentaba 5 cm?, se realizaba el lavado con 250 ml de suero Ringer Lactato. Para el
lavado se contd con la ayuda de una manga de infusién (Medpad®, Riester, Espafia), un
sistema de goteo de 20 gotas por mililitro (Henry Schein, Espafia) y de una aguja

hipodérmica de 20 G (Microlance®, DH material médico, Espaia). La manga de infusion
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permitié realizar el lavado a una presién constante de 300 mmHg. El extremo de la aguja

se posiciond aproximadamente a 5 cm de distancia de la lesion.

Como manejo estandar de la herida se incluyé la colocacién de un collar isabelino
(Henry Schein, Espafia) en todos los pacientes. Dicho collar imposibilita que el paciente
tenga acceso a la herida. De este modo no se retrasa la cicatrizacion ni se aumenta la

carga bacteriana.

Este lavado se llevd a cabo cada dia del ensayo y siempre después de la TL (ver

figura 7).

3.1.8. MANEJO ADICIONAL

Como manejo adicional entenderemos todos los tratamientos, tanto médicos
como propios de la herida, que se realizaron en cada paciente a parte del uso de la

cefovecina, el collar isabelino y del lavado de la herida.

- Tratamiento médico
Todos los medicamentos distintos a la cefovecina quedaron recogidos como
medicamentos adicionales. Los medicamentos empleados con mas frecuencia entre los

pacientes que se incluyeron en el estudio fueron:

- Meloxicam (Metacam®, Boehringer Ingelheim, Espafia), 1 mg/kg/dia.
Administrado por via subcutanea. Este farmaco se administré via subcutanea en
cada visita durante el tiempo de duracién del ensayo.

- Tramadol. (Adolonta®, Cima, Espafia), 2 a 4 mg/kg/8-12 horas. Administrado por
via oral. Este farmaco se recetd para administrar en casa al menos durante el
tiempo de duracién del ensayo.

- Famotidina (Famotidina Normon®, Normon, S.A., Espafia), 1 a 2 mg/kg/dia.
Administrado por via oral. Este fdrmaco se receté para administrar en casa al

menos durante el tiempo de duraciéon del ensayo.

Los pacientes hospitalizados que recibieron algunos de estos medicamentos el
dia 0, mantuvieron el tratamiento acorde a las recomendaciones terapéuticas del

farmaco en cuestién durante su estancia en el hospital.
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- Manejo de la herida
Dentro del manejo adicional de la herida se incluyé la necesidad de colocacidn
de drenajes (Penrose®, PetStyle, Espafia), puntos de sutura (Dafilon®, Braun, Espafia) o

vendajes.

En aquellos pacientes, donde las heridas fueron provistas de un vendaje el dia O,
los dias sucesivos del ensayo se colocd un apdsito estéril de algodén (Cosmopor®,

Profarma, Espaia) sobre las mismas.

3.1.9. MICROBIOLOGIA

Las muestras “pre-tratamiento” (dia 0) y “post-tratamiento” (dia 2) de cada
paciente se llevaron al Servicio de Microbiologia y Parasitologia (Departamento de

Sanidad Animal) del Hospital Clinico Veterinario Complutense para su procesado.

Por cada paciente hubo una muestra “pre-tratamiento” y una “post-

tratamiento”. El procesado de cada una de ellas fue idéntico.

Partimos del tubo n2 1 de cada una de las muestras, tubo empleado para
humedecer el hisopo con el que se tomaron las muestras y recoger la carga bacteriana
inicial. Una vez en el laboratorio, se prepararon tres tubos estériles con 0,9 ml de PBS
cada uno de ellos por cada paciente y muestra. Cada uno de esos tubos fue numerado
del 2 al 4. A partir de 0,1 ml de PBS del tubo n21 se obtuvo una dilucién 1:10 en el tubo
2. Este proceso se repiti6 de manera escalonada entre los tubos, obteniendo una
dilucion 1:100 y otra dilucidon 1:1000 para los tubos 3 y 4 respectivamente. De esa
manera, por cada muestra se obtuvieron 4 diluciones “pre-tratamiento” y 4 diluciones

“post-tratamiento”. (Figura 9).
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N2 1, 1:1 — Tubo que contiene la muestra recogida con el hisopo de los pacientes, no presenta dilucion; N2 2, 1:10 —
tubo que se obtiene a partir de 0,1 ml del tubo N2 1, presenta una dilucién 1:10 con respecto a la muestra inicial; N2
3, 1:100 — tubo que se obtiene a partir de 0,1 ml del tubo N2 2, presenta una dilucién 1:100 con respecto a la muestra
inicial; N2 4, 1:1000 — tubo que se obtiene a partir de 0,1 ml del tubo N2 3, presenta una dilucién 1:1000 con respecto

a la muestra inicial

De cada una de las diluciones se llevd a cabo la siembra en dos medios de cultivo
distintos de 0,1 ml por medio. Esa décima parte de mililitro se distribuyé de manera
uniforme por la placa de siembra con la ayuda de un asa de Digralsky de un solo uso

(Deltalab, Espafia). Los medios de cultivo elegidos para este ensayo fueron:
- Agar Sangre (Agar Columbia® 5% sangre de cordero, Biomerieux, Espaia) (AS).
- Agar MacConkey (Mac Conkey®, Biomerieux, Espafia) (MC).

Todos los medios fueron incubados en una estufa (36L®, Selecta, Espafia) a una
temperatura de 37°C durante 72 horas. A las 72 horas se realizé la lectura de todas las

unidades formadoras de colonias (UFC) de cada una de las placas. De las cuatro placas
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por muestra y tipo de medio, se eligié aquella que presentara entre 30y 300 UFC. A esta

placa se la denomind “placa de lectura”. De esa manera, cada paciente presentaba:

- Una placa de lectura de agar Sangre a partir de la muestra pre-tratamiento.

Nombrada AS-Pre.

- Una placa de lectura de agar MacConkey a partir de la muestra pre-tratamiento.

Nombrada MC-Pre.

- Una placa de lectura de agar Sangre a partir de la muestra post-tratamiento.

Nombrada AS-Post.

- Unaplaca de lectura de agar MacConkey a partir de la muestra post-tratamiento.

Nombrada MC-Post.

Para la obtencion del nimero total de UFC/ml para cada tipo de medio y muestra
fue necesario corregir el factor de dilucién empleado, multiplicando por el inverso de la
dilucién de la placa de lectura elegida. De esa manera, 30 UFC de una placa de lectura
obtenida a partir de la dilucion del tubo n? 2 serian 3000 UFC totales por ml para esa
muestra. La carga bacteriana total de cada muestra se dividid por cm? de éarea
irradiada/muestreada, por lo que, para el ejemplo anterior, en un drea de 25 cm?

tendriamos una carga bacteriana de 120 UFC/cm?.

De las placas AS-Pre y AS-Post se recogié una colonia de cada uno de los distintos
tipos morfolégicos observados. Cada una de ellas se sembré en AS y se incubd bajo las

mismas condiciones de temperatura durante 24 horas.

Se recogid el nimero de colonias morfolégicamente distintas observadas para

las placas AS-Pre y AS-Post.

A las 24 horas de incubacién se congeld cada tipo morfoldgico en crioviales
(Microkit®, Deltalab, Espafia) a una temperatura de -40°C en un congelador de

laboratorio (Fiocchetti, Italia)

Cada una de esas cepas fue identificada en el Centro de Vigilancia Sanitaria
Veterinaria de la Universidad Complutense de Madrid, empleando Ia

espectrofotometria de masas Matrix-Asisted Laser Desorption lonization Time-Of-Flight
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(MALDI-TOF®). Las cepas no identificadas por este sistema, se identificaron de forma

presuntiva hasta género mediante la tincion de Gram y pruebas de catalasa y oxidasa.

3.1.10. VALORACION DE HERIDAS

Todas las heridas fueron fotografiadas tras el tratamiento laser de los dias 0, 1y
2. Para cada paciente se realizd una presentacién fotografica de la evolucién de las
heridas que posteriormente fueron valoradas por dos evaluadores, de forma
independiente, que desconocian el paciente al que pertenecia cada fotografia. Ambos
evaluadores eran veterinarios con mas de 15 anos de experiencia en cirugia de tejidos
blandos. Se empled una escala de puntuacion de heridas obtenida a partir de una
modificacion sobre la publicada por Falanga y cols.! La modificacion consiste en la
eliminacion de los factores de cronicidad de una herida y en la inclusién de factores
como un cultivo bacteriolégico positivo/negativo y el sintoma de hematoma. De esa
manera, cada herida fue valorada del 2 al 12, siendo 12 la mayor de las puntuaciones

posibles para una herida en cuanto a mejor apariencia clinica de la misma.

Parametro clinico Puntuacion
0 1 2
Cantidad de exudado .
Severo y/o purulento Moderado Ninguno/leve
Edema o hinchazén .
Severo Moderado Ninguno/leve
Dermatitis alrededor
de la herida Severa Moderada Ninguna/leve
Hematoma Severo Moderado Ninguno/leve

Necrosis o tejido
potencialmente no
viable

>25% de la superficie

- 0, .
de la herida 0-25% Ninguno

Cultivo bacterioldgico n .
Positivo Negativo
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3.1.11. SEGUIMIENTO DE LOS PACIENTES

Cada paciente fue revisado en dias sucesivos en funcién de la evolucién de sus
heridas hasta la cicatrizacién completa de las mismas. Todos recibieron el alta definitiva
en un plazo maximo de 2 semanas. La evolucién de cada uno de ellos quedo reflejada

en la base de datos informatica del hospital.

3.2. ENSAYO IN-VITRO
3.2.1. DISENO DEL ESTUDIO

Se realizé un estudio experimental en el Servicio de Microbiologia y Parasitologia

(Departamento de Sanidad Animal) del Hospital Clinico Veterinario Complutense.

Uno de los investigadores fue el encargado de llevar a cabo la aplicacién de la TL
sobre las bacterias. El resto de participantes, desconocedores de la TL aplicada a cada
una de las placas, se encargaron del procesado de las muestras microbiolégicas y del
recuento de colonias llevado a cabo a las 24 horas. Del mismo modo, la persona
encargada de realizar el analisis estadistico tratd los resultados sin conocer los

parametros de tratamiento de los grupos experimentales a los que pertenecian.

Para llevar a cabo el ensayo se eligieron dos tipos bacterianos: Staphylococcus
intermedius y Escherichia coli. Ambas cepas se extrajeron del cepario del Servicio de
Microbiologia y Parasitologia (Departamento de Sanidad Animal) del Hospital Clinico

Veterinario Complutense.

3.2.2. DEFINICION DE VARIABLES

- Variable dependiente

Como variable dependiente se eligié el nimero de unidades formadoras de

colonias (UFC) por placa de siembra.

80



MATERIAL Y METODOS

- Variables independientes
= Terapia laser.

Se aplicaron un total de 5 tipos distintos de terapia laser que se

nombraron del 1 al 5 segin el nimero de la placa deirradiacién (Tabla

4).
e 1-2J/cm? 3 Wa; 50 Hz.
e 2-10J/cm? 3 Wa; 50 Hz.
e 3-20J/cm? 3 Wa; CW.
e 4-20J/cm? 3 Wa; 50 Hz.
e 5-—Placebo.

= Bacteria.

e Staphylococcus intermedius.

e FEscherichia coli.

3.2.3. PREPARACION DE LOS MEDIOS DE IRRADIACION

Para la realizacidon del ensayo contamos con placas estériles de poliestireno con
tapa de 12 pocillos (4x3) de 5 ml de capacidad cada uno (Falcon®, Thermo Fisher
Scientific, Espafia). En cada placa, la primera fila se destiné a la especie S. intermedius y
la tercera a la E. coli. La fila sin usar permitié evitar la transmisién de energia entre

ambos grupos.

Las suspensiones bacterianas empleadas en el estudio se prepararon a partir de
un criotubo de Staphylococcus intermedius y otro de Escherichia coli de la crioteca a -40
°C. En cada ocasién se empled una de las bolas de ceramica porosa que contienen,
evitando la descongelacion el resto del criotubo. Cada bola se sembrd en AS y fue
incubada durante 24 horas. A partir del cultivo crecido se prepard una suspension Escala
n21 de McFarland con PBS estéril. El tubo con turbidez correspondiente al N2 1 de la
Escala de McFarland, con una concentracion bacteriana de 3 x 102 UFC/ml, se diluyé
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hasta obtener una dilucién de 3 x 10> UFC/ml. De esta dilucion se emplearon 3 ml para

rellenar cada uno de los pocillos de la primera y tercera fila de las cinco placas.

Cada una de las placas se numerd del 1 al 5. Cada una de las placas recibié una
terapia laser con unos parametros de terapia distintos. Una de las placas se destind al
grupo control, recibiendo de este modo una terapia laser placebo idéntica a la realizada
en el Grupo C del ensayo in-vivo. Se eligieron como dosis de terapia 2, 10y 20 J/cm?,
repitiendo esta ultima dosis en dos de los grupos. La potencia permanecié constante
entre los grupos (3 Wa). Por su parte, se empled dos tipos distintos de frecuencia: una
frecuencia continua (CW) para uno de los grupos y una frecuencia pulsada de 50 Hz,
para los tres restantes (Tabla 4). Todas las terapias laser, menos la terapia placebo,
utilizaron las cuatro longitudes de onda empleadas también en el ensayo in-vivo (660,

800, 905 y 970 nm).

Placa Parametros de TL
1 2 J/cm?; 3 Wa; 50 Hz
2 10 J/cm?; 3 Wa; 50 Hz
3 20J/cm?; 3 Wa; CW
4 20J/cm?; 3 Wa; 50 Hz
5 Placebo

* TL — Terapia laser; J — Julios; Wa — potencia media; Hz — Hercios.

Para descartar un posible efecto foto-térmico secundario a la densidad de
potencia empleada (0,7 W/cm?), se realizé una medicion de temperatura en un pocillo
control para cada uno de los grupos experimentales con la ayuda de una sonda de
inmersién para medicion de temperaturas (Temp 7 PT100 Basic®, Genesys

Instrumentation).
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3.2.4. APLICACION DE LA TERAPIA LASER

Se aplicé cada uno de los protocolos de terapia a cada uno de los pocillos que
componian cada placa. Para ello, se posiciond de manera perpendicular al pocillo la
pieza de mano y se colocd a una distancia en la cual el haz de luz, con el zoom abierto
por completo, abarcara toda la circunferencia del pocillo. El tiempo de terapia para cada

pocillo varié en funcion de los pardmetros empleados.

3.2.5. PROCESADO DE LAS MUESTRAS

Una vez terminada la terapia laser se utilizé 0,1 ml de cada uno de los pocillos
como indculo y se sembré en AS. Dichos cultivos fueron incubados bajo condiciones de
aerobiosis en una estufa a una temperatura de 37°C durante 24 horas. Pasado ese

tiempo, se llevo a cabo la lectura de cada una de las placas.

3.3. ANALISIS ESTADISTICO
3.3.1. ANALISIS ESTADISTICO DEL ENSAYO IN-VIVO

- Aleatorizacién

Para la inclusion de los pacientes en cada uno de los grupos del ensayo se utilizo el
programa informatico estadistico Stata 13.1 (Stata Crop.®, College Station, TX, USA).
Debido a que la muestra fue pequefia existio la posibilidad de que la aleatorizacién no

funcionara por lo que se actud con los desequilibrios con el analisis multivariable.

- Anadlisis descriptivo
Las variables cualitativas se presentaron con su distribucién de frecuencias. Las
variables cuantitativas se resumieron en su media, desviacion estandar (DE). En todos
los casos se comprobd la distribucién de la variable frente a los modelos teéricos y en

caso de asimetria se calcularon la mediana y su rango intercuartil (RIC).

Para analizar la influencia de las diferentes variables independientes sobre la
variable dependiente se realizd un modelo de regresion lineal multivariable. Las

variables con una p < 0,100 o que se consideraron clinicamente relevantes en el analisis
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de regresién lineal univariable se incluyeron en el andlisis de regresiéon lineal
multivarible. El modelo final fue construido mediante la técnica de eliminacidn por pasos
hacia delante y hacia atras (Stepwise regression y backward regression). El valor de
significancia por el que se optd para el método de eliminacidn hacia delante fue de p <
0,050, mientras que el de las variables eliminadas para el método de eliminacidn hacia

atras fue de p < 0,100.

Los resultados se muestran como el ratio de la media estimada para cada
variable. En las variables cuantitativas, este ratio expresa el incremento relativo de la
media por cada unidad incrementada en la variable independiente. En variables
cuantitativas (grupos) el ratio expresé el aumento medio en el LN de la UFC de los
pacientes tratados en el grupo A y B tomando como referencia aquellos utilizados en el
grupo C. La razon de medias se obtuvo mediante exponentacién de la base e del

coeficiente del modelo de regresion lineal (B).

Para evaluar la concordancia entre los observadores con respecto a la variable
puntuacién de la herida se compararon las diferencias de puntuacion y se obtuvo un
87,7% de acuerdo donde la diferencia de puntuacion no fue mayor de 2. Por lo que la

medida de resultado final es la media de la puntuacién de ambos observadores.

Para evaluar la diferencia entre medias de puntuacién entre grupos entre el dia
0y 2 se realizd6 mediante un test ANCOVA (andlisis de la covarianza). Como referencia
se tomo el grupo C (grupo control), ajustado a sus valores en el dia 0y con los intervalos

de confianza.

3.3.2. ANALISIS ESTADISTICO DEL ENSAYO IN-VITRO

Para analizar la influencia de la variable independiente, terapia laser, sobre la
variable dependiente LN de las unidades formadoras de colonias se realizé un modelo

de regresion lineal.

Los resultados se muestran como el ratio de la media estimada para cada
variable. La variables cuantitativas (grupos), el ratio expresa el aumento medio del LN

de las UFC en los diferentes pocillos a los que se les aplicé el laser con diferentes energias

84



MATERIAL Y METODOS

y potencias en relacién a una de ellas. El ratio se obtuvo mediante exponentacion de la

base e del coeficiente del modelo de regresion lineal (B).

Para ambos ensayos, en todos los contrastes de hipoétesis se rechazo la hipétesis
nula con un error de tipo | o error a menor a 0,05. En el caso de comparaciones multiples

se utilizo el ajuste de Bonferroni.

El paquete informatico utilizado para el andlisis fue SPSS version 20.0 (SPSS®

Statistic 20.0, IBM, EE.UU.) y Stata versién 13.1.
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4.1. ENSAYO IN-VIVO
4.1.1. VARIABLES CLINICAS GENERALES

Durante el estudio piloto no se recibié ninglin paciente que cumpliera los
criterios de inclusién, y que a su vez presentara alguno de los de exclusién. Por el
contrario, dos pacientes (12,5% - 2/16), que cumplian los criterios de inclusiéon y no
presentaban ninguno de exclusion, no fueron incluidos en el ensayo por decisién de sus
propietarios. Uno de ellos no formod parte del ensayo por razones econdmicas, mientras

gue el otro por dificultad a la hora de asistir a las revisiones de los dias 1y 2 del ensayo.

Finalmente, catorce pacientes (87,5% - 14/16) fueron incluidos en el estudio.
Cuatro pacientes (28,6% - 4/14) fueron asignados de manera aleatoria al Grupo A,
mientras que el Grupo By C contaba con cinco pacientes (35,7% - 5/14) cada uno (Tabla

5).

Tabla 5. Numero de pacientes por grupo de ensayo.

Grupo A Grupo B Grupo C Total
N2 de pacientes 4 5 5 14

* Grupo A — Pacientes que recibieron una terapia laser con una dosis de 6 J/cm?; Grupo B — Pacientes que recibieron

una terapia laser con una dosis de 2 J/cm?; Grupo C — Pacientes que recibieron una terapia laser placebo.

Dentro del Grupo A se incluyé un 25% (1/4) machos y un 75% (3/4) hembras. El
100% (1/1) de los machos incluidos en el Grupo A no estaban castrados. El 66,6% (2/3)
de las hembras incluidas en el Grupo A no estaban castradas y el 33,3% (1/3) castradas.
La mediana de edad en el Grupo A fue de 4,5 afios (RIQ: 0,3-8,0 afios) y el peso mediano

fue de 9,5 kg (RIQ: 3,0-15,0 kg).

El Grupo B incluia un 20% (1/5) de machos y un 80% (4/5) hembras. El 100% (1/1)
de los machos no estaban castrados y el 100% (4/4) de las hembras estaban castradas.
La mediana de edad para los pacientes incluidos en el Grupo B fue de 7 afios (RIQ: 3-10

afios) y el peso mediano fue de 15,0 kg (RIQ: 7,8-23,0 kg).
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Por su parte, el Grupo C incluyé un 40% (2/5) de pacientes machosy un 60% (3/5)
hembras. El 100% de los machos (2/2) y hembras (3/3) estaban castrados. La mediana
de edad de los pacientes pertenecientes a este grupo fue de 7,6 afios (RIQ: 4,0-13,0

anos). El peso mediano fue de 23,5 kg (RIQ: 19,8-32,0 kg).

La distribucién de los pacientes segun el sexo, estado reproductor, edad y peso

en cada grupo se resume en la tabla 6.

Tabla 6. Distribucion de frecuencias en funcion de las variables clinicas de género, estado reproductor, edad y peso
en cada grupo de ensayo.

Variable Grupo A n/N (%) Grupo B n/N (%) Grupo Cn/N (%)
Género
Macho 1/4 (25%) 1/5 (20%) 2/5 (40%)
Hembra 3/4 (75%) 4/5 (80%) 3/5 (60%)

Estado reproductor

No castrado 3/4 (75%) 1/5 (20%) 0/5 (0%)
Castrado 1/4 (25%) 4/5 (80%) 5/5 (100%)
Edad (afos) 4,5 (0,3-8,8)* 7 (3-10)* 7,6 (4,0-13,0)*
Peso (kg) 9,5(3,0-15,0)* 15,0 (7,8-23,0)* 23,5(19,8-32,0)*

*mediana (percentil 25-75); Grupo A — Pacientes que recibieron una terapia laser con una dosis de 6 J/cm?%; Grupo B
— Pacientes que recibieron una terapia laser con una dosis de 2 J/cm2; Grupo C— Pacientes que recibieron una terapia

laser placebo.

En el estudio se recogieron un total de 8 razas, incluyendo los perros de raza

mestiza. Dicha raza, fue la que aparecié con mas frecuencia en el estudio (Tabla 7).
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Tabla 7. Distribucion de frecuencias segun la raza en cada grupo de ensayo.

Variable Grupo A n/N (%) Grupo B n/N (%) Grupo C n/N (%)
Raza
Galgo 0/4 (0%) 1/5 (20%) 2/5 (40%)
Jack Russell Terrier 2/4 (50%) 0/5 (0%) 0/5 (0%)
Perdiguero de 1/4 (25%) 0/5 (0%) 0/5 (0%)
Burgos

Jagd Terrier 0/5 (0%) 1/5 (20%) 0/5 (0%)
Pastor Aleman 0/5 (0%) 0/5 (0%) 1/5 (20%)
Podenco 0/5 (0%) 0/5 (0%) 1/5 (20%)
Bodeguero Andaluz 1/4 (25%) 0/5 (0%) 0/5 (0%)
Mestizo 0/5 (0%) 3/5 (60%) 1/5 (20%)

Grupo A — Pacientes que recibieron una terapia laser con una dosis de 6 J/cm2; Grupo B — Pacientes que recibieron

una terapia laser con una dosis de 2 J/cm?; Grupo C — Pacientes que recibieron una terapia laser placebo.

4.1.2. VARIABLES ESPECIFICAS DE LA HERIDA

Un paciente de cada grupo presentd mas de una herida (21,4% (3/14) del total
de pacientes). El paciente perteneciente al Grupo A presentaba 2 heridas, mientras que
los pacientes del Grupo B y C presentaron 3 y 4 heridas respectivamente. El 79,6%
(11/14) de los pacientes restantes presentaron tan solo una herida. En el 100% (14/14)

de los pacientes tan sélo se incluyd una de las heridas en el estudio.

En el Grupo A el 75% (3/4) de los pacientes presentaron heridas por mordedura
de otros perros y el 25% (1/4) por una causa accidental. En el Grupo By C, el 60% (3/5)
de los pacientes presentaron heridas traumaticas secundarias al ataque de otro perroy

el 40% (2/5) restante por otra causa.

El 75% (3/4) de las heridas de los pacientes del Grupo A se distribuyeron en las
extremidades, mientras que el 25% (1/4) restante se distribuyd en el tronco. Para los
pacientes del Grupo B, la distribucién de las heridas fue del 60% (3/5) en el tronco y el
40% (2/5) en las extremidades. Tan sdlo un 20% (1/5) de las heridas se distribuyé en el

tronco frente al 80% (4/5) en las extremidades en los pacientes del Grupo C (Tabla 8).
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Tabla 8. Distribucidn de frecuencias segun las variables especificas de la/s herida/s en cada grupo de ensayo.

Variable Grupo A n/N (%) Grupo B n/N (%) Grupo C n/N (%)
N2 de heridas
1 3/4 (75%) 4/5 (80%) 4/5 (80%)
>1 1/4 (25%) 1/5 (20%) 1/5 (20%)
Etiologia
Mordisco 3/4 (75%) 3/5 (60%) 3/5 (60%)
Accidental 1/4 (25%) 2/5 (40%) 2/5 (40%)
Localizacion
Tronco 1/4 (25%) 3/5 (60%) 1/5 (20%)
Extremidad 3/4 (75%) 2/5 (40%) 4/5 (80%)

Grupo A — Pacientes que recibieron una terapia laser con una dosis de 6 J/cm2; Grupo B — Pacientes que recibieron

una terapia laser con una dosis de 2 J/cm?; Grupo C — Pacientes que recibieron una terapia laser placebo.

El 4rea mediana de las heridas de los pacientes del Grupo A fue de 7,7 cm? (RIQ:
0,2-21,0 cm?). Esa misma variable para los pacientes del Grupo By C fue de 3,6 cm? (RIQ:

0,4-8,0 cm?) y 4,9 cm? (R1Q: 0,2-13,5 cm?) respectivamente (Tabla 9).

Tabla 9. Mediana del drea de las heridas incluidas en cada grupo de ensayo.

Variable Grupo A Grupo B Grupo C
Area herida (cm?) 7,7 (0,2-21,0)* 3,6 (0,4-8,0)* 4,9 (0,2-13,5)*
* Mediana (percentil 25-75); Grupo A — Pacientes que recibieron una terapia laser con una dosis de 6 J/cm?; Grupo

B — Pacientes que recibieron una terapia ldser con una dosis de 2 J/cm?2; Grupo C — Pacientes que recibieron una

terapia laser placebo.

4.1.3. VARIABLES ESPECIFICAS DEL TRATAMIENTO

Todos los pacientes recibieron el tratamiento médico y manejo de la herida
estandarizado para el presente ensayo. Ningun paciente del estudio tuvo que recibir un
tratamiento adicional con otro antibiético. EI 100% (4/4) de los pacientes del Grupo A
recibieron durante el ensayo clinico meloxicam como terapia antiinflamatoria junto con
famotidina. Ninguno de los pacientes del Grupo A recibid terapia analgésica. En el Grupo

B, el 80% (4/5) de los pacientes recibié meloxicam junto famotidina, el 20% (1/5)
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restante no. Ningun paciente perteneciente al Grupo B recibié terapia analgésica. El
100% (5/5) de los pacientes del Grupo C recibieron meloxicam junto con la famotidina
durante el ensayo. Ademas, el 40% (2/5) de los pacientes del Grupo C fue tratado con

tramadol.

En el Grupo A, el 50% (2/4) de los pacientes requirié sedacién el dia O del ensayo.
El 100% (4/4) de los pacientes sedados en el Grupo A recibieron puntos de sutura, y el
50% (2/4) ademas requirio la colocacién de un drenaje. Ningun paciente del Grupo A
necesité vendaje. En los pacientes del Grupo B, el 60% (3/5) se manejaron el dia 0 bajo
sedacion. En ninguno de estos pacientes se colocd drenaje, pero el 66,6% (2/3) si
requirié puntos de sutura. Ademas, un 20% (1/5) de los pacientes del Grupo B necesitd
la colocacion de un vendaje protector. Por ultimo, el 100% (5/5) de los pacientes del
Grupo C fue sedado el dia 0 para la colocacion de puntos de sutura. Ninguno de estos
pacientes necesitd drenajes, pero el 40% (2/5) si precisé de un vendaje. Ninguno de los

pacientes del ensayo fue sedado en los dias sucesivos del estudio (Tabla 10).

Tabla 10. Distribucion de frecuencias segun las variables especificas del tratamiento para cada grupo de ensayo.

Variable Grupo An/N Grupo B n/N Grupo Cn/N
(%) (%) (%)

Cefovecina (Si/No) 4/4 (100%) 5/5 (100%) 5/5 (100%)

Lavado (Si/No) 4/4 (100%) 5/5 (100%) 5/5 (100%)

Tratamiento médico adicional

Antibidtico (Si/No) 0/4 (0%) 0/5 (0%) 0/5 (0%)
Meloxicam (Si/No) 4/4 (100%) 4/5 (80%) 5/5 (100%)
Tramadol (Si/No) 0/4 (0%) 0/5 (0%) 2/5 (40%)
Famotidina(Si/No)  4/4 (100%) 4/5 (80%) 5/5 (100%)
Sedacién (Si/No) 2/4 (50%) 3/5 (60%) 5/5 (100%)

Manejo adicional de la herida

Puntos de sutura (Si/No) 2/4 (50%) 2/5 (40%) 5/5 (100%)
Drenaje (Si/No) 1/4 (25%) 0/5 (0%) 0/5 (0%)
Vendaje(Si/No) 0/4 (0%) 1/5 (25%) 2/5 (40%)

* Grupo A — Pacientes que recibieron una terapia ldser con una dosis de 6 J/cm?; Grupo B — Pacientes que recibieron
una terapia laser con una dosis de 2 J/cm2; Grupo C — Pacientes que recibieron una terapia laser placebo.
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Un paciente de cada grupo presentaba una patologia conocida por la que se
medicaba en el momento de inclusidn en el estudio. Ademas, un 20% de los pacientes
del Grupo B y C necesitaron hospitalizacién durante al menos las primeras 24 horas del
ensayo. En ninguno de los casos su estancia se prolongd mas alla del tiempo del estudio

(Tabla 11).

Tabla 11. Distribucion de frecuencias segun la presencia de enfermedad concomitante y hospitalizacion en cada
grupo de ensayo.

Variable Grupo A n/N (%) Grupo B n/N (%) Grupo Cn/N (%)
Patologia conocida (Si/No) 1/4 (25%) 1/5 (20%) 1/5 (20%)
Hospitalizacién (Si/No) 0/4 (0%) 1/5 (20%) 1/5 (20%)

* Grupo A — Pacientes que recibieron una terapia laser con una dosis de 6 J/cm?; Grupo B — Pacientes que recibieron

una terapia laser con una dosis de 2 J/cm?; Grupo C — Pacientes que recibieron una terapia laser placebo.

En el Grupo A, el drea de muestreo y tratamiento fue de 25 cm? para el 75% (3/4)
de los pacientes, y de 100 cm? para el 25% (1/4) restante. En el Grupo B, el 40% (2/5) de
los pacientes presentd un drea de tratamiento y muestreo de 50 cm? y el 60% (3/5) de
25 cm?. Por ultimo, el Grupo C presenté un 40% (2/5) de pacientes con areas de

tratamiento y muestreo de 100 cm? y un 60% (3/5) de 25 cm?. (Tabla 12)

Tabla 12. Distribucion de la frecuencia segun el drea de tratamiento/muestreo en cada grupo de ensayo.

Variable Grupo A n/N (%) Grupo B n/N (%) Grupo Cn/N (%)

Area tratamiento/muestreo

100 cm? 1/4 (25%) 0/5 (0%) 2/5 (40%)
50 cm? 0/4 (0%) 2/5 (40%) 0/5 (0%)
25 cm? 3/4 (25%) 3/5 (60%) 3/5 (60%)

* Grupo A— Pacientes que recibieron una terapia laser con una dosis de 6 J/cm2; Grupo B — Pacientes que recibieron

una terapia ldser con una dosis de 2 J/cm?; Grupo C — Pacientes que recibieron una terapia laser placebo.
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4.1.4. VARIABLES MICROBIOLOGICAS

En la tabla 13 se puede observar el nimero de UFC para los cultivos AS-Pre, AS-
Post, MC-Pre y MC-Post en cada paciente. En uno de los pacientes (n2 7) fue necesario
realizar una dilucidn mayor para la muestra pre-tratamiento por presentar mas de 300

UFC en la placa de siembra del tubo n2 4.

Tabla 13. Unidades formadoras de colonias para cada cultivo y tipo de cultivo en cada paciente.

Paciente TL UFC AS-Pre UFC AS-Post UFC MC-Pre  UFC MC-Post
1 C 172 x 10? 121x10 0 6x10
2 A 26 x 10* 28 x 10* 0 0
3 B 55 x 10? 28 x 10? 4x10 0
4 A 192 x 10° 7x10 0 0
5 B 34 x 10* 55x 10 46 x 107 0
6 C 30x 10* 84 x 10? 58 x 10? 3x10
7 C 140x 10° 135x 103 0 2x10
8 A 21x10° 37x10 0 0
9 B 11x10° 43 x 10° 0 3x10
10 B 206 x 10° 10 0 0
11 A 31x 10 57 x 10? 15x 10 4x10
12 C 66 x 107 56 x 10 0 10
13 C 32x 10 92x10 0 0
14 B 5x 10° 66 x 10? 0 0

TL—Terapia laser; A— Terapia laser con una dosis de 6 J/cm?; B — Terapia ldser con una dosis de 2 J/cm?; C—Terapia
laser placebo. UFC ASpre — Unidades formadoras de colina en el cultivo de agar Sangre pre-tratamiento; UFC AS-Post
— Unidades formadoras de colina en el cultivo de agar Sangre post-tratamiento; UFC MC-Pre — Unidades formadoras
de colonia en el cultivo de agar MacConkey pre-tratamiento; UFC MC-Post — Unidades formadoras de colonia en los

cultivos de agar MacConkey post-tratamiento.

En la siguiente tabla, se observa las UFC por centimetro cuadrado de area
muestreada y tratada en cada paciente para los cultivos AS y MC pre- y post-tratamiento

(Tabla 14).
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Tabla 14. Unidades formadoras de colonias por centimetro cuadrado de drea de tratamiento/muestreo para cada
cultivo y tipo de cultivo en cada paciente.

Area UFC/cm? UFC/cm? UFC/cm? UFC/cm?
Paciente TL tratamiento
AS-Pre AS-Post MC-Pre MC-Post
y muestreo
1 C 100 172 12.1 0 0,6
2 A 100 26 x 10% 28 x 10% 0 0
3 B 25 220 112 1,6 0
4 A 25 7680 2,8 0 0
5 B 50 68 x 107 11 92 0
6 C 100 3x10° 84 58 0,3
7 C 25 56 x 10* 54 x 10? 0 0,8
8 A 25 840 14,8 0 0
9 B 25 440 1720 0 1,2
10 B 25 8240 04 0 0
11 A 25 124 x 10? 228 6 1,6
12 C 25 264 22,4 0 0,4
13 C 25 12,8 36,8 0 0
14 B 50 100 132 0 0

TL - Terapia laser; A— Terapia ldser con una dosis de 6 J/cm?; B — Terapia laser con una dosis de 2 J/cm?; C—Terapia
laser placebo. UFC/cm?2 AS-Pre — Unidades formadoras de colina por centimetro cuadrado en el cultivo de agar Sangre
pre-tratamiento; UFC/cm? AS-Post — Unidades formadoras de colina por centimetro cuadrado en el cultivo de agar
Sangre post-tratamiento; UFC/cm2 MC-Pre — Unidades formadoras de colonia por centimetro cuadrado en el cultivo
de agar MacConkey pre-tratamiento; UFC/cm? MC-Post — Unidades formadoras de colonia por centimetro cuadrado

en los cultivos de agar MacConkey post-tratamiento.

En la tabla numero 15, se puede observar el numero de colonias
morfolégicamente distintas observadas para cada paciente en los cultivos AS pre- y post-

tratamiento.
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Tabla 15. Numero de colonias morfolégicamente distintas observadas en los cultivos de agar Sangre pre-
tratamiento y post-tratamiento en cada paciente.

Paciente N2 Col.pre N2 Col.post
1 3
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N2 Col.pre — Numero de colonias morfolégicamente distintas en el cultivo de agar Sangre pre-tratamiento; N2 Col.post

— Numero de colonias morfoldgicamente distintas en el cultivo de agar Sangre post-tratamiento.

El nimero de horas que transcurrieron entre la toma de la muestra pre-

tratamiento y post-tratamiento se puede observar en la tabla 16.

Tabla 16. Numero de horas entre la toma de la muestra del cultivo pre-tratamiento y post-tratamiento en cada
paciente.

Paciente 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Horas(h) 44,75 50 47,75 45 48 46 46 455 48,5 46,5 445 47 47 46,5

4.1.5. ANALISIS UNIVARIABLE

Con respecto a las variables clinicas generales se produjo un incremento de la
media de colonias observadas a las 72 horas en agar Sangre por cada afio de edad, el
sexo (Macho/Hembra) y en aquellos pacientes con un peso superior a los 20 kg. Ninguno

de los resultados fue significativo. Tan solo el estado reproductor tuvo un resultado
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cercano a la significancia estadistica mostrando un aumento relativo de la media de
colonias a las 72 horas en agar Sangre de los pacientes no castrados en comparacién con

los que no lo estaban (Tabla 17).

Tabla 17. Andlisis univariable de regresion lineal con respecto a las UFC a las 72 horas en agar Sangre para las
variables clinicas generales de los pacientes.

Agar Sangre Beta  nazonde IC95%Inf ICSup p
medias
Edad 0,248 1,28 -0,307 0,726 0,885
Sexo (Macho/Hembra) 0,279 1,32 -1,843 5,014 0,334
Estado reproductor (No 0,514 1,67 -0,141 5,983 0,060
castrado/Castrado)
Peso (<20 Kg/>20Kg) 0,025 1,03 -3,772 4,088 0,932

Estas mismas variables mostraron un incremento relativo de la media de las

colonias observadas a las 72 horas en agar MacConkey con respecto a cada afio de edad

y un decremento relativo de la media de colonias para el resto de variables (sexo, estado

reproductor y peso). Ninguno de los resultados fue significativo (Tabla 18).

Tabla 18. Andlisis univariable de regresion lineal con respecto a las UFC a las 72 horas en agar MacConkey de las

variables clinicas generales.

Agar MacConkey Beta 12N locwinf  ICSup p
medias
Edad (afios) 0,383 1,47 -0,003 0,015 0,176
Sexo (Macho/Hembra) -0,282 0,75 -0,092 0,034 0,328
Estado reproductor (No -0,051 0,95 -0,071 0,060 0,861
castrado/Castrado)
Peso (<20 Kg/>20Kg) -0,259 0,77 -0,100 0,040 0,370

La variable correspondiente a la raza no fue incluida dentro del analisis

univariable de las variables clinicas generales debido a la diversidad de razas obtenidas

y al reducido tamano muestral.

En lo que se refiere a las variables especificas de las heridas se observd un

incremento relativo de la media del nimero de colonias observadas a las 72 horas en
agar Sangre para la variable correspondiente al nimero de heridas (1/>1). Tanto la
etiologia (Mordisco/Accidental) como la localizacién de la herida (Tronco/Extremidad)
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supone un decremento relativo de la media de colonias a las 72 horas en agar Sangre.

Ninguno de los resultados fue significativo (Tabla 19).

Tabla 19. Andlisis univariable de regresion lineal con respecto a las UFC a las 72 horas en agar Sangre de las
variables especificas de las heridas.

Agar Sangre Beta  "22OM9%oswinf  Icsu
g g medias ? P P
Ne de heridas (1/>1) 0,188 1,21 -2,688 5,035 0,520
Etiologia (Mordisco/Accidental) -0,078 0,92 -2,885 2,247 0,791
Localizacién (Tronco/Extremidad) -0,253 0,78 -4,613 1,900 0,382

Los resultados obtenidos para los cultivos en agar MacConkey para las variables
especificas de las heridas (n? de heridas, etiologia y localizacién) muestran un
decremento relativo de la media del nimero de colonias a las 72 horas, aunque estos

resultados no son estadisticamente significativos (Tabla 20).

Tabla 20. Andlisis univariable de regresion lineal con respecto a las UFC a las 72 horas en agar MacConkey para las
variables especificas de las heridas.

Agar MacConke Beta  "22OM9eomwinf  ICSu
& 4 medias ) P P
Ne de heridas (1/>1) -0,153 0,86 -0,089 0,054 0,601
Etiologia (Mordisco/Accidental) -0,397 0,67 0,073 0,014 0,160
Localizacién (Tronco/Extremidad) -0,017 0,98 -0,064 0,060 0,955

En cuanto a las variables especificas al tratamiento se observé un incremento
relativo de la media de las colonias a las 72 horas para los cultivos en agar Sangre con el
uso de meloxicam (Si/No), tramadol (Si/No) y vendaje (Si/No), y por la presencia de una
enfermedad concurrente (Si/No) y su consiguiente medicacidn (tratamiento actual
Si/No). Ninguno de estos valores fue estadisticamente significativo. Por otro lado, se
observé un decremento relativo de la media del numero de colonias a las 72 horas para
las variables de terapia laser (Grupo A y B), sedacién (Si/No), drenaje (Si/No), sutura
(Si/No) y hospitalizacion (Si/No). Del mismo modo que las variables que mostraron un

incremento, los resultados de éstas no fueron significativos (Tabla 21).
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Tabla 21.Andlisis univariable de regresion lineal con respecto a las UFC a las 72 horas en agar Sangre para las

variables especificas del tratamiento.

Agar Sangre Beta

Terapia Laser

Grupo A (6 J/cm?) -0,034

Grupo B (2J/cm?) -0,138
Meloxicam (Si/No) 0,064
Tramadol (Si/No) 0,106
Sedacién (Si/No) -0,038
Sutura (Si/No) -0,329
Drenaje (Si/No) -0,412
Vendaje (Si/No) 0,447
Enfermedad concurrente (Si/No) 0,037
Tratamiento actual (Si/No) 0,037
Hospitalizacién (Si/No) -0,135

Razon de
medias

0,97
0,87
1,07
1,11
0,96
0,72
0,66
1,56
1,04
1,04
0,87

1C95%Inf

-4,430
-4,736
-5,614
-3,808
-3,784
-4,940
-9,810
-0,724
-3,700
-3,700
-4,740

RESULTADOS

ICSup

4,046
3,256
6,887
5,360
3,352
1,418
1,604
6,310
4,157
4,157
3,050

0,922
0,691
0,828
0,719
0,897
0,251
0,143
0,109
0,901
0,901
0,645

Para los cultivos en agar MacConkey, las variables drenaje (Si/No), vendaje

(Si/No), enfermedad concurrente (Si/No) y tratamiento actual (Si/No) mostraron un

incremento relativo de la media del nimero de colonias a las 72 horas. El resto de

variables (Terapia laser Grupo A y B, meloxicam (Si/No), tramadol (Si/No), sedacion

(Si/No), sutura (Si/No) y hospitalizacién (Si/No)) mostraron un decremento relativo de

la media del nimero de colonias a las 72 horas. Ninguna de las variables relativas al

tratamiento mostro resultados estadisticamente significativos para los cultivos en agar

MacConkey (Tabla 22).
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Tabla 22. Andlisis univariable de regresion lineal con respecto a las UFC a las 72 horas en agar MacConkey para las
variables especificas del tratamiento.

Agar MacConkey Razén de

Beta medias 1C95%Inf ICSup p

Terapia Laser

Grupo A (6 J/cm?) -0,035 0,97 -0,081 0,074 0,918

Grupo B (2J/cm?) -0,184 0,83 -0,091 0,055 0,595
Meloxicam (Si/No) -0,196 0,82 -0,149 0,077 0,502
Tramadol (Si/No) -0,092 0,91 -0,097 0,072 0,754
Sedacién (Si/No) -0,066 0,94 -0,072 0,059 0,822
Sutura (Si/No) -0,168 0,85 -0,077 0,045 0,567
Drenaje (Si/No) 0,196 1,22 -0,077 0,149 0,502
Vendaje (Si/No) 0,224 1,25 -0,045 0,096 0,442
Enfermedad concurrente (Si/No) 0,259 1,30 -0,040 0,100 0,370
Tratamiento actual(Si/No) 0,259 1,30 -0,040 0,100 0,370
Hospitalizacién (Si/No) -0,374 0,69 -0,110 0,024 0,187

El analisis univariable de las variables microbiolégicas (UFC pre-tratamiento y
sumatorio de horas) para los cultivos de agar Sangre mostraron un incremento relativo
de la media del nimero de colonias a las 72 horas, este resultado fue estadisticamente

significativo para la variable sumatorio de horas (Tabla 23).

Tabla 23. Andlisis univariable de regresion lineal con respecto a las UFC a las 72 horas en agar Sangre para las
variables microbioldgicas.

Agar Sangre Beta  R22ONde ocenf  ICSup P
medias
UFC pre-tratamiento 0,205 1,23 -0,383 0,765 0,483
Sumatorio de horas 0,624 1,87 0,204 1,710 0,017%*

* Resultado estadisticamente significativo; UFC pre-tratamiento — Unidades formadoras de colonias en los cultivos
de agar Sangre pre-tratamiento; Sumatorio de horas — niumero de horas entre la toma de muestras del dia 0y 2 para

los cultivos en agar Sangre.

A diferencia de lo observado en los cultivos de agar Sangre, las variables
microbioldgicas para los cultivos en agar MacConkey mostraron un decremento relativo

no significativo de la media del nimero de colonias a las 72 horas (Tabla 24).
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Tabla 24. Andlisis univariable de regresion lineal con respecto a las UFC a las 72 horas en agar MacConkey para las
variables microbioldgicas.

Razén de

Agar MacConkey Beta . 1C95%Inf ICSup P
medias
UFC pre-tratamiento -0,072 0,93 -0,045 0,035 0,806
Sumatorio de horas -0,150 0,86 -0,022 0,013 0,608

UFC pre-tratamiento — Unidades formadoras de colonias en los cultivos de agar MacConkey pre-tratamiento;

Sumatorio de horas — nimero de horas entre la toma de muestras del dia 0 y 2 para los cultivos en agar MacConkey.

Las variables: numero de colonias morfolégicamente distintas de los cultivos
previos a cualquier tratamiento y nimero de colonias morfolégicamente distintas de los
cultivos posteriores al tratamiento, para cada paciente, fueron incluidas en el andlisis
descriptivo, pero no en el analisis univariable debido a la disparidad de resultados

obtenidos y al reducido tamafio muestral.

4.1.6. ANALISIS MULTIVARIABLE

Las variables incluidas en el modelo multivariable fueron: UFC pre-tratamiento,

sumatorio de horas y los tres tipos de terapia laser (Grupo A, By C).

El andlisis multivariable para los cultivos en agar Sangre mostré un incremento
relativo de la media del LN del nimero de colonias a las 72 horas para las variables UFC
pre-tratamiento y sumatorio de horas, ambos resultados fueron estadisticamente
significativos (B= 0,38, IC95% 0,07-0,70; p=0,018 y B= 1,33, IC95% 0,80-1,85; p<0,001,
respectivamente). Por otra parte, se observé un decremento relativo del 79% y 93% en
la media del LN del nimero de colonias a las 72 horas para el Grupo A y B
respectivamente con respecto al grupo control, siendo un valor estadisticamente

significativo para el Grupo B (B=-2,73, IC95% -4,36 - [-]1,09; p=0,001) (Tabla 25).
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Tabla 25. Andlisis multivariables con respecto a las UFC a las 72 horas para los cultivos en agar Sangre para las
variables UFC AS-Pre, sumatorio de horas y terapias Idser.

Razén de

Beta medias 1C95%Inf ICSup p
UFC AS-Pre 0,38 1,47 0,07 0,70 0,018"
Sumatorio de horas 1,33 3,76 0,80 1,85 <0,001"
Laser Group C (Placebo) 1
Group A (6 J/cm?) -1,55 0,21 -3,91 0,82 0,210
Group B (2 J/cm?) -2,73 0,07 -4,36 -1,09 0,001"

* Resultado estadisticamente significativo; UFC AS-Pre — Unidades formadoras de colonias en los cultivos de agar
Sangre pre-tratamiento; Sumatorio de horas — nimero de horas entre la toma de muestras del dia 0y 2 para los

cultivos en agar Sangre.

Por otro lado, para los cultivos en agar MacConkey se observé un decremento
relativo de la media del nimero de colonias a las 72 horas para todas sus variables (UFC
pre-tratamiento, sumatorio de horas, terapia laser Grupo A y terapia laser Grupo B).

Estos resultados no fueron estadisticamente significativos (Tabla 26).

Tabla 26. Andlisis multivariable con respecto a las UFC a las 72 horas para los cultivos en agar MacConkey y para las
variables UFC MC-Pre, sumatorio de horas y terapias Idser.

Razon de

Beta medias 1C95%Inf ICSup p
UFC MC-Pre -0,003 1,00 -0,051 0,045 0,886
Sumatorio de horas -0,003 1,00 -0,025 0,019 0,780
Laser Group C (Placebo) 1
Group A (6 J/cm?) -0,003 1,00 -0,092 0,086 0,939
Group B (2 J/cm?) -0,014 0,99 -0,102 0,074 0,731

UFC MC-Pre — Unidades formadoras de colonias en los cultivos de agar MacConkey pre-tratamiento; Sumatorio de

horas — nimero de horas entre la toma de muestras del dia 0 y 2 para los cultivos en agar McConkey.

4.1.7. IDENTIFICACION BACTERIANA

Se obtuvieron un total de 77 cepas entre los catorce pacientes. En el proceso de
congelacion se perdié un 10,4% (8/77) de las cepas y del 89,6% (69/77) restante, tan
solo el 71,4% (14/69) pudieron ser identificadas mediante espectrofotometria de masas.
A continuacion, se resumen en la tabla 27 la identificacion obtenida en cada uno de los

pacientes para cada uno de los cultivos en AS realizados (pre- y post-tratamiento).
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Tabla 27. Identificacion bacteriana de las cepas aisladas en los cultivos de agar Sangre pre- y post-tratamiento para

cada paciente.

Paciente

1

Cepas pre-tratamiento
Staphylococcus pseudointermedius
Aerococcus viridans

Neisseria zoodegmatis

Aerococcus viridians

Neisseria zoodegmatis

Neisseria weaveri

Rothia nasimurium

Neisseria zoodegmatis
Actinobacillus pleuropneumoniae
Streptococcus spp.

Staphylococcus aureus

Micrococcus spp.
Streptococcus spp.

Rothia nasimurium

Staphylococcus aureus
Staphylococcus pseudointermedius
Pasteurella multocida
Actinobacillus pleuropneumoniae
Pasteurella canis

Neisseria canis

Neisseria flavescens

104

Cepas post-tratamiento
Bacillus licheniformis
Escherichia coli*
Escherichia coli
Staphylococcus pseudointermedius*
Staphylococcus pseudointermedius

Staphylococcus pseudointermedius

Staphylococcus spp.
Staphylococcus spp.
Staphylococcus hominis
Streptococcus spp.

Staphylococcus aureus

Actinobacter baumannii

Kocuria rhizophila

Micrococcus luteus
Staphylococcus pseudointermedius
Staphylococcus spp.

Neisseria flavescens

Staphylococcus warneri

Staphylococcus pseudointermedius
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Tabla 27 continuacion. Identificacion bacteriana de las cepas aisladas en los cultivos de agar Sangre pre- y post-
tratamiento para cada paciente.

Paciente

9

10

11

12

13

14

Cepas pre-tratamiento
Staphylococcus epidermis
Micrococcus spp.
Acinetobacter spp.

Neisseria zoodegmatis
Neisseria weaveri

Bergeyella zoohelcum
Streptococcus hyointestinalis
Actinobacter spp.
Staphylococcus spp.

Neisseria zoodegmatis

Staphylococcus hominis
Corynebacterium afermentans
Mannheimia haemolytica
Corynebacterium tuberculostearicum

Acinetobacter spp.
Bergeyella zoohelcum
Acinetobacter spp.

Neisseria zoodegmatis

Cepas post-tratamiento

Enterococcus faecium

Bacillus spp.
Staphylococcus delphini
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus salivarius
Staphylococcus hominis

Artrobacter spp.

Staphylococcus spp.

Staphylococcus spp.
Acinetobacter spp.

Acinetobacter spp.

*Cepas del mismo género con morfologia diferente en el mismo cultivo; -- cepas no identificadas.

En uno de los pacientes, la identificacion bacteriana de dos de sus cepas en el

segundo cultivo de estudio se repitié (paciente 1). Por ello, se descartaron las cepas

repetidas obteniendo un total de 67 cepas distintas aisladas en el estudio.

De las 67 cepas identificadas, hubo un predominio de bacterias gram positivas

(71,65 %; 48/67) frente a gram negativas (28,35 %; 19/67). Se aislaron un total de 17

géneros bacterianos siendo el mas representado el género Staphylococcus spp., con un
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32,8% (22/67) del total de cepas identificadas, seguido por Neisseria spp. (16,4%;
11/67), Actinetobacter spp. (10,4%; 7/67) y Streptococcus spp. (7,4%; 5/67). Los 13
géneros restantes contabilizaron un 33% (22/67) del total de bacterias identificadas,

presentando cada uno de ellos entre un 1,4y 4,4%.

4.1.8. VALORACION VISUAL DE LAS HERIDAS

Las valoraciones de las heridas de cada paciente por cada dia de ensayo fueron
llevadas a cabo por los evaluadores a partir de la escala modificada de Falanga y cols.!
donde 12 puntos representd la mayor de las puntuaciones para identificar una herida

con la mejor apariencia clinica posible (tabla 28).

Tabla 28. Evaluacion de las heridas por los evaluadores por paciente y dia de ensayo.

Evaluador 1 Evaluador 2
Paciente TL
Dia 0 Dia1l Dia 2 Dia0 Dia1l Dia 2
1 C 6 10 10 6 6 7
2 A 8 8 8 6 7 7
3 B 9 10 10 7 8 9
4 A 7 8 9 5 7 7
5 B 7 9 10 5 8 10
6 C 7 10 10 6 8 8
7 C 8 9 9 5 7 7
8 A 7 9 9 6 8 8
9 B 10 10 10 6 10 10
10 B 7 9 10 5 7 8
11 A 8 10 10 8 10 10
12 C 7 10 10 5 6 6
13 C 8 9 9 6 7 8
14 B 7 8 10 5 7 10

TL—Terapia laser; A — Terapia laser con una dosis de terapia de 6 J/cm2; B — Terapia laser con una dosis de terapia de

2 J/cm?; C — Terapia laser placebo.
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A partir de los datos de la tabla 28 se obtuvo la media de las puntuaciones de
ambos evaluadores para el conjunto de heridas pertenecientes a cada grupo para los
dias 0 y 2 del ensayo. Estos resultados muestran como en todos los grupos se observé

una mejoria de las heridas entre los dias 0 y 2 del ensayo (Tabla 29)

Tabla 29. Puntuaciones medias de las heridas incluidas por grupo de ensayo para los dias 0y 2.

Grupo Dia de ensayo n Puntuacion media
A 0 4 6,875
2 4 8,500
B 0 5 6,800
2 5 9,700
C 0 5 6,400
2 5 8,400

Grupo A — pacientes que recibieron una terapia laser con una dosis de terapia de 6 J/cm?2; Grupo B — Pacientes que
recibieron una terapia laser con una dosis de terapia de 2 J/cm?; Grupo C— Pacientes que recibieron una terapia laser
placebo; n — niimero de pacientes por cada grupo en los dias 0 y 2 del ensayo; Puntuacién media — puntuacién media
obtenida a partir de las valoraciones de los dos evaluadores para cada conjunto de heridas de los diferentes grupos y

dias 0 y 2 del ensayo.

El analisis estadistico llevado a cabo a partir de los datos de la tabla 29 permitié
observar una mejor evolucién de la herida de ambos grupos de ensayo (Grupo A y B)
con respecto al grupo control, siendo estadisticamente significativo (B=-0,310, 1C95%
0,361-2,239; p=0,011) para las heridas de los pacientes pertenecientes al Grupo B (Tabla
30).

Tabla 30. Andlisis univariable de regresion lineal con respecto a la puntuacion de las heridas el dia 2 del ensayo para
las distintas terapias Idser.

Beta Razén de 1C95%Inf ICSup P
medias
Laser
Grupo C (Placebo) 1
Grupo A (6 J/cm?) -2.940 0,05 0,895 1,095 0,829
Grupo B (2 J/cm?) -0.310 0,73 0,361 2,239 0,011*

* Resultado estadisticamente significativo.
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4.2. ENSAYO IN-VITRO

La medicion de la temperatura llevada a cabo previo a la realizacion del estudio
experimental revelé una variacién de la misma de + 1,0°C con respecto a los 23,5°C

iniciales.

Se sembraron un total de 40 cultivos microbioldgicos, la mitad correspondientes
a S. intermedius y la otra mitad a E. coli. El 20% (4/20) de los cultivos de cada uno de los
tipos bacterianos correspondia a unos pardmetros de tratamiento especificos. En el

100% de los cultivos hubo crecimiento (Tabla 31).

Tabla 31. Numero de UFC por placa de siembra para cada una de las muestras irradiadas en cada placa.

Bacteria Placa Radiacion UFC/Placa
S. intermedius 1 2 J/cm?; 3 Wa; 50 Hz 410
S. intermedius 1 2 J/cm?; 3 Wa; 50 Hz 370
S. intermedius 1 2 J/cm?; 3 Wa; 50 Hz 910
S. intermedius 1 2 J/cm?; 3 Wa; 50 Hz 400
S. intermedius 2 10J/cm?; 3 Wa; 50 Hz 110
S. intermedius 2 10J/cm?; 3 Wa; 50 Hz 240
S. intermedius 2 10J/cm?; 3 Wa; 50 Hz 450
S. intermedius 2 10J/cm?; 3 Wa; 50 Hz 160
S. intermedius 3 20J/cm?; 3 Wa; CW 360
S. intermedius 3 20J/cm?; 3 Wa; CW 300
S. intermedius 3 20J/cm?; 3 Wa; CW 190
S. intermedius 3 20J/cm?; 3 Wa; CW 140
S. intermedius 4 20J/cm?; 3 Wa; 50 Hz 190
S. intermedius 4 20J/cm?; 3 Wa; 50 Hz 120
S. intermedius 4 20J/cm?; 3 Wa; 50 Hz 250
S. intermedius 4 20J/cm?; 3 Wa; 50 Hz 270
S. intermedius 5 Placebo 230
S. intermedius 5 Placebo 270
S. intermedius 5 Placebo 170
S. intermedius 5 Placebo 340
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Tabla 31 continuacion. Numero de UFC por placa de siembra para cada una de las muestras irradiadas en cada

placa.

Bacteria Placa
E. coli 1

E. coli
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli

E. coli

v 0 un A b B B W W W W NN DN NN R R R

E. coli

Radiacién
2 J/cm?%; 3 Wa; 50 Hz
2 J/cm?%; 3 Wa; 50 Hz
2 J/cm?%; 3 Wa; 50 Hz
2 J/cm?%; 3 Wa; 50 Hz
10J/cm?; 3 Wa; 50 Hz
10J/cm?; 3 Wa; 50 Hz
10J/cm?; 3 Wa; 50 Hz
10J/cm?; 3 Wa; 50 Hz
20J/cm?; 3 Wa; CW
20J/cm?; 3 Wa; CW
20J/cm?; 3 Wa; CW
20J/cm?; 3 Wa; CW
20J/cm?; 3 Wa; 50 Hz
20J/cm?; 3 Wa; 50 Hz
20J/cm?; 3 Wa; 50 Hz
20J/cm?; 3 Wa; 50 Hz
Placebo
Placebo
Placebo

Placebo

330
130
110
100
110
180
300
200
180
290
140
120
170
160
230
70
160
110
230
120

UFC/Placa

En el caso de la bacteria Staphylococcus intermedius, se observé que solo la TL

donde se empled una dosis de 2 J/cm?, con una potencia de 3 Wa y frecuencia de 50 Hz

produjo un incremento relativo de la media del LN de UFC del 98% (Razén de medias

1,98) de manera significativa (B= 0,683, IC95% 0,030-1,339; p=0,042). El resto de las

radiaciones produjeron un decremento estadisticamente no significativo (Tabla 32).
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Tabla 32. Modelo univariable de regresion lineal con respecto a las UFC a las 24 horas para los cultivos de S.

intermedius para los distintos tipos de terapia ldser.

S. intermedius
Beta

Laser
2 J/cm?; 3 Wa; 50 Hz 0,683
10J/cm? 3 Wa; 50 Hz  -0,160
20 J/cm?; 3 Wa; CW -0,056
20J/cm? 3 Wa; 50Hz  -0,212
* Resultado estadisticamente significativo

En el caso de las bacterias tipo E. coli, no se

significativa con respecto al grupo control (tabla 33).

Razén de
medias

1,98
0,85
0,95
0,81

ICInf

0,030
-0,814
-0,711
-0,867

RESULTADOS

ICSup

1,339
0,497
0,600
0,444

0,042*
0,613
0,859
0,502

observé ninguna variacién

Tabla 33. Modelo univariable de regresion lineal con respecto a las UFC a las 24 horas para los cultivos de E. coli

para los distintos tipos de terapia ldser.

E. coli
! Beta

Laser
2J/cm?;3Wa;50Hz  -0,007
10J/cm? 3 Wa; 50 Hz 0,220
20 J/cm?; 3 Wa; CW 0,150
20J/cm? 3 Wa; 50 Hz  -0,026

Razon de
medias

0,99
1,25
1,16
0,97

ICInf

-0,678
-0,447
-0,523
-0,697

ICSup

0,663
0,894
0,818
0,645

0,982
0,488
0,646
0,935

Tras este analisis los resultados se agruparon segun el tipo de frecuencia

empleada. De esa manera, la frecuencia continua (CW) y la frecuencia pulsada de 50 Hz

se compararon entre los grupos (placas 1-4) con respecto al grupo control (placa 5).

En el caso de los Staphylococcus intermedius, se observd que la frecuencia

pulsada provocaba un incremento relativo de la media con respecto al grupo control,

mientras que la frecuencia continua provocaba un decremento. Ambas diferencias

ocurrieron de manera no significativa (Tabla 34).
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Tabla 34. Modelo univariable de regresion lineal con respecto a las UFC a las 24 horas para los cultivos de S.
intermedius para los dos tipos de frecuencias empleados.

S. intermedius Razoén de

Beta medias ICInf ICSup p
Laser
50 Hz 0,104 1,11 -0,547 0,755 0,740
cw -0,056 0,95 -0,853 0,742 0,885

Del mismo modo, en el caso de los E. coli, no se observaron variaciones
estadisticamente significativas, aunqgue ambas mostraron un incremento relativo de la

media con respecto al grupo control (Tabla 35).

Tabla 35. Modelo univariable de regresion lineal con respecto a las UFC a las 24 horas para los cultivos de E. coli
para los dos tipos de frecuencias empleados.

E. coli Beta  hazonde ICInf ICSup p
medias
Laser
50 Hz 0,063 1,07 -0,458 0,586 0,801
CWwW 0,148 1,16 -0,492 0,787 0,632

Por ultimo, se analizaron los resultados agrupados segun la dosis de energia

empleada (2 J/cm?, 10 J/cm? y 20 J/cm?).

En el caso de los Staphylococcus intermedius, se observé un incremento relativo
de la media del LN de UFC del 98% (Razén de medias 1,98) de manera significativa (B=
0,683, 1C95% 0,047-1,320; p=0,037) para la dosis de 2 J/cm?. Sin embargo, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas para las otras dos dosis
empleadas, las cuales provocaron un decremento relativo de la media con respecto al

grupo control (Tabla 36).

Tabla 36. Modelo univariable de regresion lineal con respecto a las UFC a las 24 horas para los cultivos de S.
intermedius para los distintos tipos de dosis empleados.

S. intermedius Beta Razérj de ICInf ICSup 0
medias
Laser
2J/cm? 0,683 1,98 0,047 1,320 0,037*
10 J/cm? -0,159 0,85 -0,796 0,478 0,604
20 J/cm? -0,134 0,87 -0,685 0,418 0,614

* Resultado estadisticamente significativo
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Por el contrario, en el caso de los E. coli, ninguna dosis mostrd resultados
estadisticamente significativos con respecto al grupo control. La dosis de 2 J/cm?
provocd una disminucion relativa de la media, mientras que las otras dos provocaron un

incremento con respecto al grupo control (Tabla 37).

Tabla 37. Modelo univariable de regresion lineal con respecto a las UFC a las 24 horas para los cultivos de E. coli
para los distintos tipos de dosis empleados.

E. coli Beta Razon de ICInf ICSup p
medias
Laser
2J/cm? -0,007 0,99 -0,660 0,645 0,982
10 J/cm? 0,224 1,25 -0,429 0,876 0,478
20J/cm? 0,061 1,06 -0,504 0,626 0,822
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DISCUSION

5.1. DISCUSION DEL ENSAYO IN-VIVO

5.1.1. DISCUSION DEL MATERIAL Y METODOS

Para la realizacion del presente trabajo se optd por realizar un estudio
prospectivo, controlado, aleatorizado, ciego del observadory con andlisis enmascarado.
Este tipo de ensayo, situado en la zona més alta de la piramide de evidencia cientifica?!?,
esta disefiado para dar la mayor confianza a los resultados mediante la limitacion de los

sesgos de confusion, seleccion e informacion.

Para minimizar el sesgo de confusién se realizo la aleatorizacion de los pacientes
incluidos en el ensayo y asi poder realizar una comparabilidad homogénea entre los
grupos. Por su parte, el sesgo de informacién puede provocar errores de medicion de
cualquier factor que influya sobre la variable a estudio. Para evitar esto, se optd por un
estudio ciego del observador y analisis enmascarado. Y, por ultimo, el sesgo de seleccién
desencadena errores sistematicos que se producen durante la seleccion y/o
seguimiento de los pacientes de la poblacion de estudio. En nuestro ensayo
minimizamos este posible error mediante la realizacion de un estudio prospectivo v,

nuevamente, aleatorizado.

Se decididé calcular el tamafio muestral definitivo a partir de un analisis
estadistico preliminar de un estudio piloto de cuatro meses de ensayo. Tan solo catorce
pacientes que cumplieron los criterios de inclusién fueron incluidos durante julio y
octubre de 2017. Este bajo tamaifio muestral inicial pudo ser debido a la baja casuistica
gue el HCV-UAX presenta durante el periodo estival. Sin embargo, el analisis estadistico
de este reducido nimero de pacientes nos permitié obtener unos resultados
estadisticamente significativos y con ello concluir la parte experimental del ensayo.
Ademads, se descartd la posibilidad de ampliar el tamafio muestral debido a Ia

finalizacion del contrato de cesidon del equipo por parte de la casa comercial.

El principal criterio de inclusidn fue ser un paciente canino con herida traumatica
sin tratamiento antibidtico previo. Se decidié elegir exclusivamente la especie canina
por suponer la especie, dentro de los animales de compaiiia, que visitaba con mayor
frecuencia el HCV-UAX. Por otro lado, segun la clasificacién realizada por el Centro de
Control de Enfermedades (CDC- Center for Disease Control), todas las heridas
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traumaéticas accidentales se consideran heridas Clase Ill, y por lo tanto contaminadas.'?4

Esto nos facilitaria obtener una carga bacteriana inicial que pudiera servir de
comparativa a la obtenida al finalizar el ensayo clinico. Por ultimo, la ausencia de
tratamiento antibidtico previo nos permitiria descartar el posible efecto de los mismos
sobre la carga bacteriana inicial presente en las heridas, y con ello la alteracién de los

resultados de nuestro ensayo.

Algunas de las variables seleccionadas para la realizacion del presente trabajo se
eligieron por ser evaluadas en otras publicaciones, mientras que el resto fueron elegidas
por no haber sido consideradas antes, y, ademas, por su facilidad de recogida y

procesado.

5.1.2. DISCUSION DE LA IMPORTANCIA DE LAS HERIDAS CLASE Il Y SU CORRECTO
MANEJO

Se decidid estudiar el efecto de la TL sobre heridas Clase Il por lo que
representan a nivel clinico, econédmico y epidemioldgico tanto en medicina humana

como veterinaria.

Cualquier herida accidental requiere de un correcto manejo que favorezca el
proceso de cicatrizacién natural de la misma. Se ha estimado el “periodo de oro” de
dicho manejo en las primeras 6 horas después de producirse el traumatismo.'?>712 Sin
embargo, existen muchos factores asociados a un retraso en la cicatrizacion. Bendy y
cols. describieron por primera vez en 1964 como la infeccion bacteriana supone una de
las causas que pueden provocar este tipo de alteraciones.?!* El retraso de un proceso de
cicatrizacién natural determinard que una herida pase a ser considerada crénica.?*> Hoy
en dia ya se conoce la repercusion directa que tiene un proceso infeccioso sobre la salud

de los pacientes, aumentando la morbilidad y mortalidad de los mismos?®

, asi como los
costes hospitalarios.?'®> Hace 10 afios se estimaba un gasto de 25 billones de délares solo
en el manejo de heridas crénicas de seres humanos en un pais como es Estados
Unidos.?!’ Se cree que estos gastos se han incrementado considerablemente debido a
la subida de los costes sanitarios, al envejecimiento de la poblacién y a la creciente

incidencia de enfermedades como la diabetes y la obesidad.?'” Zoutman y cols.
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determinaron, en su estudio de heridas crénicas infectadas, que el tiempo medio de
estancia hospitalaria aumentaba hasta los 10 dias, lo que provocaba un incremento del

coste de 4000 S por paciente e infeccién.?!®

Dentro de las posibles etiologias de las heridas Clase lll, en los pacientes del
ensayo tan solo se observaron aquellas causadas por cortes accidentales y por
mordiscos de otros perros. Estas ultimas son las que se presentaron en mayor nimero

(64,3 %; 9/14).

Las heridas secundarias a un mordisco deben considerarse contaminadas no solo
por las bacterias orales del perro agresor, sino también por la flora cutanea del perro

131 | os efectos secundarios

mordido, asi como por microorganismos del suelo o entorno.
del ataque de un perro sobre el tejido, como la creacién de espacios muertos, tejido
desvitalizado o acumulacién de liquidos, favoreceran un medio de cultivo idoneo para
el crecimiento de las bacterias inoculadas.?'%?2° Ademéds, este tipo de heridas son las

que estan mejor documentadas tanto en medicina humana como veterinaria.l’”221-224

Algo similar ocurre con aquellas heridas secundarias a un traumatismo
accidental, como pueda ser un corte, una laceracion o una herida punzante, donde
bacterias de la piel y del entorno penetran en el tejido provocando una colonizacion

bacteriana y su consiguiente contaminacion.

El grado de infeccidon parece estar asociado a la carga bacteriana y al tipo o tipos
de microorganismos presentes en este tipo de heridas. Una carga bacteriana superior a
10° bacterias por gramo de tejido (o por mililitro de exudado) confirmard que la herida
se encuentra infectada.12>?2>=227 por otro lado, diversos autores califican las heridas
como infectadas a partir del analisis citolégico del exudando de las mismas, donde la

228

presencia de bacterias intracelulares determina la infecciéon*°, o incluso a partir del

tiempo transcurrido desde el traumatismo.'?> Los signos clinicos de eritema, edema,
exudado y olor también pueden determinar que una herida esté infectada.??®
Actualmente el CDC considera el exudado purulento como principal signo de una

infeccién, y especialmente cuando se acompafia de fiebre y/o inflamacién local.*°

Por el contrario, un cultivo positivo no determinara una infeccién, puesto que las

heridas contaminadas también los presentan.??® Goldstein determind en su estudio de
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1992 que menos del 20% de las heridas contaminadas con cultivo positivo acaban

desarrollando una infeccidn tisular.23!

En nuestro ensayo clinico no contabilizamos el grado de infeccidén de las heridas,
sino que tan solo se confirmd la contaminacién bacteriana a partir de los cultivos

positivos y de los signos clinicos evaluados a partir de la valoracién visual de las mismas.

Segun lo comentado hasta ahora, las heridas traumaticas agudas se consideran
contaminadas, pero, a priori, no infectadas. No todas estas heridas requieren de un
tratamiento médico, aunque el desconocimiento en cuanto al efecto de la terapia laser
sobre la carga bacteriana de las heridas de los pacientes del estudio, asi como la
necesidad de estandarizar un protocolo homogéneo de actuacion en todos ellos, nos
hizo plantearnos el uso de manera sistémica y profilactica de un antibidtico aunque

127232233 incluso en heridas secundarias a mordiscos.’32234 La

presente controversias
multitud de microorganismos que pueden entrar en juego en la
contaminacién/infecciéon de una herida, y la falta de antibidticos que presenten
efectividad de manera individual frente a todos esos patégenos, puede ser la razén de
estas discrepancias.?**?3> Por todo ello, ademds, se recomienda estandarizar la

realizacién de cultivos microbioldgicos cuando nos enfrentamos a una herida

contaminada/infectada para recurrir al antibiético ideal en caso de necesidad.???

En nuestro ensayo, a pesar de tratar heridas traumaticas agudas sin la
confirmacién de una infeccidn bacteriana inicial, decidimos emplear una cefalosporina
de tercera generaciéon como la cefovecina. Segun diversos estudios, tanto en medicina
humana como veterinaria, el antibidtico sistémico de primera opcién en el tratamiento
de heridas traumaticas infectadas es la amoxicilina con acido clavuldnico, en gran parte
debido a su amplio espectro de accién frente a bacterias gram negativas y positivas
tanto aerobias como anaerobias.??8236 Sin embargo, decidimos emplear la cefalosporina
segun las recomendaciones de Meyer y cols., quienes sugieren este tipo de antibidticos

como segunda opcidén en el tratamiento de heridas infectadas.??®

La cefovecina es un antibidtico seguro y con un amplio espectro de accidn.

Ademads, presenta una duracion de hasta 14 dias tras una Unica dosis, donde los niveles

237

terapéuticos tisulares se mantienen constantes. Esto elimina las posibles
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fluctuaciones antibiéticas por debajo de la concentracién minima inhibitoria para los
patdgenos, asi como el incumplimiento por parte de los propietarios de las pautas
médicas que se pudieran establecer.?®® Su eficacia y seguridad en el tratamiento de
heridas infectadas, piodermas, abscesos o foliculitis ha sido demostrada por diversos
autores.?38239 Incluso, no muestra diferencias clinicas relevantes en cuanto a su efecto
terapéutico en el tratamiento de infecciones bacterianas de piel en pacientes caninos

cuando se compara con la amoxicilina con acido clavulanico.?*®

Por otro lado, segun diversos autores, el éxito de una correcta cicatrizacién
radica en facilitar el propio proceso de cicatrizacion de la herida.*?>24% Para ello, llevar a
cabo un desbridamiento del tejido necrdtico, realizar un lavado profuso, eliminar
espacios muertos o cubrir las heridas, forma parte del manejo ideal de este tipo de
lesiones.?4%241 por todo esto, y a parte del tratamiento médico, estandarizamos para

todos los pacientes del ensayo un protocolo de actuacion frente a ellas.

Decidimos realizar para cada una de las heridas incluidas en el ensayo el
desbridamiento de todo el tejido desvitalizado. Diferentes autores recomiendan la
eliminacion de todo el tejido necrético presente en la herida ya que su presencia
repercutird en una incorrecta evolucidn de la cicatrizacién.'?”:178240 De|l mismo modo,
realizamos el lavado de la herida con un suero cristaloide, como es el suero Ringer
Lactato. Diversos autores recomiendan en sus estudios el empleo de este tipo de
solucion??>242 en gran parte por su falta de efectos adversos sobre los fibroblastos.?*3

Se eligid realizar un lavado con 50 ml/cm? de superficie de herida seglin recomienda en

su ensayo de 2014 Barnes y cols.?**

La presién de lavado también parece tener su importancia terapéutica, ya que
por una parte es necesario realizar el arrastre de todo material inerte y bacteriano que
pueda presentar la herida, y, por otra parte, evitar incrustar en el tejido cualquier
materia, viva o muerta, que pueda provocar una mala evolucién del proceso de
cicatrizacidon natural. Existen diferentes sistemas de irrigacidn, sin embargo, la mejor
manera de obtener una presion constante y con el que se han observado los mejores
resultados parece ser con el uso de mangas de infusidn similares a la empleada en

nuestro ensayo.?* Este tipo de sistema, nos permitio controlar y monitorizar la presién
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de infusién en los 300 mmHg, valor de presién idonea sugerido por diferentes

autores.130.232

La falta de un grupo control que no recibiera el tratamiento médico con
cefovecina y/o el manejo propio de la herida, limita la posibilidad de interpretacién del
efecto Unico por parte de la terapia laser en la evolucidn de las heridas, aunque en esos
casos, los pacientes con signos severos de infeccion deberian ser excluidos por razones
éticas. En futuras investigaciones seria oportuno poder incluir un grupo experimental

donde no se emplee, al menos, el tratamiento antibidtico.

5.1.3. DISCUSION DEL EMPLEO, PARAMETROS Y METODO DE IRRADIACION DE LA
TERAPIA LASER SOBRE HERIDAS CLASE III

En medicina veterinaria, la terapia laser es una técnica que se ha incorporado
recientemente en la actividad clinica. Los conocimientos acerca del uso de los distintos
equipos laser se limitan en gran parte a la extrapolacién de los resultados de la
aplicacién de TL sobre pacientes humanos o animales de experimentacion. La falta de
protocolos estandarizados para el tratamiento de patologias especificas hace que el
clinico veterinario a menudo se guie por las recomendaciones del fabricante del equipo
empleado, aunque cada vez son mas las referencias bibliograficas que aportan

parametros de terapia especificos.

En el tratamiento de heridas, la terapia laser de bajo nivel presenta un gran valor
y varias revisiones bibliogréficas, sobre todo estudios experimentales, muestran
resultados favorables sobre este tipo de patologias.?*®?*” Ademas, se ha convertido en
una importante herramienta complementaria a los tratamientos
convencionales.’”1742%8 Sin embargo, su efecto antibacteriano directo se encuentra en
entredicho, en parte debido a la variedad de resultados expuestos en la literatura actual,

y que posteriormente desarrollaremos.

En nuestro ensayo clinico decimos establecer el efecto de la TL como objetivo
principal del mismo. Para ello creamos dos grupos experimentales junto al grupo

control. Los pardmetros de terapia fueron elegidos siguiendo en parte las
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recomendaciones bibliograficas actuales, asi como por la experiencia y conocimientos

del equipo de investigacidn.

Entre los pardmetros de tratamiento de TLempleados en nuestro ensayo la dosis
(J/cm?) fue la Unica variable entre los grupos. La eleccidon de 6y 2 J/cm? para los grupos
A y B respectivamente, se planteé por estar dentro del rango terapéutico de dosis
empleadas en el tratamiento de heridas agudas con laseres Clase IV (1-10 J/cm?)?%0, y
similar a la de otros estudios donde se emplea la TL en la cicatrizacion de
heridas.3>36:212.24% Seg(in una revisién llevada a cabo por Da Silva y cols., dosis entre 3y
6 J/cm? presentan un mayor efecto terapéutico en la cicatrizacion de heridas en
comparacion con el empleo de dosis superiores a 10 J/cm?.%° Sin embargo, se han
llegado a observar efectos positivos con el uso de dosis de hasta 30 J/cm? al tratar

heridas en ratas.?>°

En los casos de heridas infectadas, la literatura cientifica recomienda comenzar
con una densidad de energia de 4-6 J/cm? con tratamientos diarios durante 2-5 dias.?*°
Gomes y cols. comprobaron como el empleo de la TL sobre heridas infectadas con
Staphylococcus aureus MRSA en ratas parece presentar una disminucion de la
proliferacién bacteriana cuando se emplea a una dosis de 5 J/cm?.2%> Del mismo modo,
la TL a una dosis de 2,4 J/cm? parece prevenir el crecimiento bacteriano en heridas por

quemaduras de tercer grado en esa misma especie.**®

En cuanto a la densidad de potencia (W/cm?), se mantuvo constante para todas
las terapias laser en 0,2 W/cm?. Este valor, al igual que ocurre con la dosis, se encuentra
dentro del rango recomendado para el tratamiento de heridas, el cual oscila entre 0,1y
0,5 W/cm?. En un reciente meta-analisis, realizado a partir de ensayos in-vivo con
animales de experimentacidn, se concluye que los estudios que utilizan una densidad de
potencia entre 53 y 200 mW/cm? de luz infrarroja, logran los mejores resultados en la
contracciéon de heridas cuando se compara con densidad de potencias mas bajas.?>!
Nuestro valor para la densidad de potencia coincide con el usado por De Sousa y cols.
en su estudio in-vitro cuando emplean una longitud de onda de 830 nm.?>? La densidad
de potencia es un parametro esencial en el manejo del potencial efecto foto-térmico de

la TL. De esa manera, un uso incorrecto, como puede ser una densidad de potencia

elevada, puede suponer desde una molestia en el paciente por calentamiento del tejido
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irradiado, hasta la produccién de quemaduras en los casos mdas extremos. De hecho,
densidades de potencia elevadas explican el mecanismo de accion de los laseres
destinados a cirugia, los cuales emplean de cientos a miles de W/cm? por terapia,
consiguiendo desde la coagulacion y contraccién tisular, hasta cortes quirdrgicos o
vaporizacién celular. El uso correcto de la densidad de potencia proporciona el efecto

foto-quimico deseado y es responsable de la fotobiomodulacién.

La longitud de onda tiene una influencia directa sobre los croméforos, y en el
caso de las bacterias, se ha propuesto como uno de los posibles mecanismos
antibacterianos de la luz. Aunque la luz azul (380-475 nm) carece de algunos de los

efectos bioldgicos de la luz roja e infrarroja en el tratamiento de heridas, su efecto

253,254 255

antibacteriano y antifungico*> se ha descrito. Este efecto antibacteriano aun
permanece bajo discusidén en el caso de la luz roja e infrarroja. En nuestro ensayo,
decidimos emplear las cuatro longitudes de onda (660, 800, 905 y 970 nm) de las que
disponia el equipo laser con el fin de maximizar el espectro de células diana, al igual que

realizd en su ensayo Renwick y cols.?

Por ultimo, el equipo laser nos permitio emplear, a parte de la frecuencia
continua, una frecuencia de pulsado desde 1 hasta 20.000 Hz, y hasta 10 frecuencias
distintas por terapia. En la practica clinica, si el equipo lo permite, el empleo de mas de
una frecuencia de terapia, y la combinacién de frecuencias pulsadas y continua, favorece
el efecto de la luz sobre distintos tipos celulares. En el ensayo in-vivo decidimos emplear
5 tipos de frecuencia por terapia laser donde incluimos una combinaciéon de una
frecuencia continua (CW), dos frecuencias bajas (50 y 500 Hz), una media (5.000 Hz) y
una alta (20.000 Hz). El uso de la frecuencia continua (CW) es el mas documentado en
la bibliografia actuall48173.174.208.256 ‘mjentras que otros autores emplean diferentes tipos
de frecuencia pulsada desde los 2 Hz?*” hasta los 20.000 Hz.2°® No existe un consenso en
el uso de la luz pulsada con respecto a la continua, sin embargo, los beneficios clinicos
en el tratamiento de heridas parecen ser mayor con el uso de luz pulsada en

comparacion con la luz continua.?>?

La TL se aplicd mediante un método de “escaneo” sin contacto directo sobre la
superficie delimitada del paciente. El método de eleccidon en aquellos casos en donde la

TL no se aplique sobre una herida es mediante contacto directo de la pieza de mano con
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el tejido?®®

, sin embargo, la presencia de una herida inflamada y con la sensacién
nociceptiva aumentada, hace que el contacto de la pieza de mano sobre el tejido
afectado pueda provocar molestia e incluso dolor en el paciente. Aplicar la TL a una
distancia de 1 a 2 cm de altura con respecto a la superficie, asi como incluirde 2a 5 cm
de tejido sano circundante a la herida, en un modo de “escaneo”, es el método
recomendado en la préctica clinica cuando tratamos este tipo de patologias.?'® Ademas,

el efecto acumulativo de la TL descrito por varios autores?10:261,.262

nos sirvié para
planificar el protocolo de irradiacién durante 3 dias consecutivos, aunque tan solo las

dos primeras repercutieran en los resultados microbioldgicos.

La delimitacion del area de tratamiento y muestreo nos permitié estandarizar la
carga bacteriana y energia (J) por cm? de superficie en todos los pacientes y, ademas,
nos facilité la recogida de las muestras microbiolégicas del dia 0 y 2 del ensayo. El
empleo de moldes opacos estériles eliminaba la posibilidad de irradiar mas tejido del

delimitado, asi como la posibilidad de muestrear bacterias no incluidas en esa area.

5.1.4. DISCUSION DE LA TOMA DE MUESTRAS Y SU PROCESADO

El método de muestreo empleado fue una modificaciéon del método Levine,
donde toda el area incluida dentro del molde fue muestreada con un hisopo estéril de
algodén humedecido mediante rotacion del mismo en tres direcciones distintas con
respecto a la superficie. Aunque una biopsia de tejido parece ser el método mas
especifico y sensible para la determinacién de una infeccién!’¢21¢, su coste, trauma o
incluso posible exacerbacién del proceso infeccioso y de cicatrizacién, hace de la
muestra con hisopo un método mas seguro.??’ Segln diversos autores no existen
diferencias en la identificacion de bacterias aisladas de heridas infectadas entre la

muestra por biopsia y la muestra con hisopo.?27:263-265

Para el cultivo de las muestras se eligié emplear el agar Sangre por ser un medio
rico en nutrientes y que permite el crecimiento de bacterias sin requerimientos
nutritivos especiales, tanto gram positivos como negativos. Por su parte, la eleccién del
cultivo de agar MacConkey nos permitié observar el crecimiento selectivo de un gran

numero de bacterias de la familia Enterobacteriaceae, como son bacterias del género
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Escherichia spp., Proteus spp., Salmonella spp., Serratia spp. o Klebsiella spp. entre
otros, otras de la familia Pseudomonadaceae, como el género Pseudomonas spp., de la
familia Pasteurellaceae como bacterias del genero Pasterella spp. y alguna especie muy
especifica de enterococos. Las bacterias pertenecientes a estos géneros, localizadas
principalmente en el tracto digestivo, se consideran bacterias oportunistas
colonizadoras de heridas y su presencia supone en un alto porcentaje la infeccién de la
herida. La eleccién de estos medios de cultivo coincide con el método empleado por
Mouro y cols. para la deteccion de bacterias en heridas infectadas en pacientes caninos

secundarias al ataque de otro perro.2%®

5.1.5. DISCUSION DE LAS VARIABLES CLINICAS GENERALES

Debido al pequefio tamafio muestral y a la diversidad de razas obtenidas, dicha
variable no fue sometida a un analisis estadistico. Seria necesario un tamafio muestral
mayor para establecer una relacién que fuese significativa entre la raza y la variable

dependiente.

Para el resto de variables: edad, sexo, estado reproductor y peso, tan solo la
variable correspondiente al estado reproductor presentd un valor tendente a la
significacién en el analisis univariable para los cultivos a las 72 horas en agar Sangre. Su
posterior inclusién en el analisis multivariable no mostré resultados significativos que
pudieran hacernos pensar que estar o no castrado pudiera influir en los resultados del
ensayo. Aunque, la presencia de andrégenos en machos enteros si que ha sido descrita
anteriormente como una posible desventaja en la cicatrizacién de las heridas, debido,
en parte, a la modulacién que representa en el grosor de las capas superficiales de la

piel y de la funcionalidad del sistema inmune.?®’

Del mismo modo, la edad y el peso también parecen influir en el proceso de
cicatrizacion de las heridas, objetivo analizado de manera secundaria en el presente
trabajo. En medicina humana son varios los estudios que muestran como los pacientes
de mayor edad y con sobrepeso presentan una peor capacidad de cicatrizacién.?®® En
medicina veterinaria, el sobrepeso también estad asociado a una mayor predisposicion

de aparicion de infeccién del sitio quirdrgico.?®® En nuestro ensayo, quizas debido al
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tamaifio muestral, no observamos una relacion entre estas variables y el proceso de

cicatrizacion de las heridas, asi como de la evolucidn de la carga bacteriana.

De acuerdo con los conocimientos de los autores, no existe ningun estudio
similar al nuestro que nos permita comparar los resultados obtenidos con los de otros

investigadores de una manera mas directa.

5.1.6. DISCUSION DE LAS VARIABLES ESPECIFICAS DE LA HERIDA

Aunque se tuvo en cuenta el nimero total de heridas que pudiera presentar un
paciente, tan solo una de ellas fue incluida en el ensayo con el objetivo de unificar los
valores en todos ellos. Esta variable, junto con la etiologia y la localizacién de la herida
fueron incluidas en el analisis univarible. Los resultados obtenidos en este analisis no
mostraron que ninguna de las variables influyera sobre las UFC a las 72 horas para

ninguno de los dos tipos de cultivos.

Las dos diferentes etiologias de las heridas del ensayo podrian tener su
repercusion en la evolucidn clinica de las mismas, incluso bajo las mismas condiciones
de tratamiento. De nuevo, el reducido nimero de casos para cada una de ellas puede
haber supuesto que esta variable no determine resultados estadisticamente

significativos.

Aumentar el nimero de pacientes en futuras investigaciones podria favorecer la

presencia de una relacién entre estas variables y los resultados.

5.1.7. DISCUSION DE LAS VARIABLES ESPECIFICAS DEL TRATAMIENTO

De las variables analizadas en el andlisis univariable: terapia laser (Grupo A, By
C), meloxicam, tramadol, sedacién, puntos de sutura, drenaje, vendaje, enfermedades
concurrentes, tratamiento actual y hospitalizacién, ninguna de ellas presenté unos
resultados estadisticamente significativos. El tamafio muestral puede haber influido de

nuevo en la interpretacion de estos resultados.
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Existen numerosos estudios, principalmente en medicina humana, que observan
una relaciéon directa entre la presencia de una enfermedad concomitante?68270.271
tratamientos médicos (especialmente corticoesteroides o quimiotérapicos)?68272273 o
estancias hospitalarias prolongadas?’4?7>, con respecto al proceso de cicatrizacion de
una herida o la carga bacteriana de un proceso infeccioso. Sin embargo, no existe ningun

estudio similar al nuestro en medicina veterinaria que nos permita una comparacién

mas directa de los resultados.

De todas las variables, los tres grupos de terapia ldser se incluyeron por su
relevancia clinica en el analisis multivariable. Su inclusién favorecio la aparicion de

resultados estadisticamente significativos que valoraremos a continuacion.

5.1.8. DISCUSION DE LAS VARIABLES MICROBIOLOGICAS

La variable UFC pre-tratamiento para ambos cultivos en el dia 0 del ensayo no
mostro resultados estadisticamente significativos en el analisis univariable, aunque su

inclusion en el analisis multivariable si los ofreciera para los cultivos en agar Sangre.

Con respecto al sumatorio de horas entre la toma de muestras de los cultivos del
dia 0y 2, tan solo la variable correspondiente a los cultivos en agar Sangre mostré unos
resultados estadisticamente significativos en el analisis univariable llevado a cabo. Su
posterior inclusion en el analisis multivarible también nos permitié observar resultados

estadisticamente significativos que posteriormente valoraremos.

No existen estudios similares con los que poder comparar nuestros resultados

en relacion a estas variables microbioldgicas.

5.1.9. DISCUSION DE LOS RESULTADOS MICROBIOLOGICOS OBTENIDOS

El 100% de los cultivos realizados en agar Sangre el dia 0 del ensayo fueron
positivos, determinando de ese modo el grado de contaminacion inicial de las heridas,
Yy, por consiguiente, la no exclusiéon de ninguno de los pacientes incluidos en el ensayo.

En el caso del agar MacConkey, tan solo se observo crecimiento bacteriano en el 28,6%
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de los cultivos del dia 0. Para los cultivos del dia 2, se observd crecimiento en el 100% y
42.9% de los cultivos en agar Sangre y agar MacConkey respectivamente. La
identificacion bacteriana, realizada a partir de los cultivos del dia 0 y 2 en agar Sangre,
muestra un total de 67 cepas bacterianas con predominio de las bacterias gram positivas
(71,65 %) sobre las gram negativas (28,35 %). Esta baja prevalencia de bacterias gram
negativas podria explicar la falta de resultados a partir de los cultivos de agar

MacConkey, y que discutiremos a continuacion.

Diversos autores exponen en sus estudios la multitud de microorganismos que

176241y en especial aquellas

participan en la infeccion de heridas traumaticas
secundarias a mordiscos.?23228266.276-278 | 55 géneros Staphylococcus spp., Pasteurella
spp., Streptococcus spp. y diversos géneros de la familia Enterobacteriaceae son los mas

177228241y Staphylococcus

representativos??>??8, siendo Pasteurella multocida
intermedius??®?*' |as especies mas comunmente aisladas dentro de las bacterias
aerobias. También se ha descrito que, debido a la creacién de espacios muertos
subcutaneos, bacterias anaerobias del género Bacteroides spp., Fusobacterium spp. y
Prevotella spp. participan en el desarrollo de las infecciones de este tipo de heridas

traumaticas.23%278

Nuestra identificacién bacteriana fue similar a la descrita en la literatura para
este tipo de heridas traumaticas, especialmente por las especies del género
Staphylococcus spp. aisladas. Sin embargo, a diferencia de lo publicado, en nuestro

ensayo fue aislado un reducido tamafio de bacterias del género Pasteurella spp.

Ademas, la identificacion nos permitié concluir la presencia de una flora
polimicrobiana asociada a las heridas traumaticas en todos nuestros pacientes como

también describen otros autores.176:177,279,280

La influencia de la carga microbiana sobre el proceso de cicatrizacion de las
heridas dependera de la cantidad y el/los tipo/s de microorganismo/s, la relacion entre
ellos y el hospedador, y por las condiciones locales y ambientales de la propia herida
entre otros. Disminuir el nimero de microorganismos es una parte esencial en la

evolucidn de las heridas, aunque ayudar al hospedador a hacer frente a la infeccidn,
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mediante la regulacién de la respuesta inflamatoria o la mejora del sistema inmune,

también tiene una importante repercusion clinica.'’®

5.1.10. DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN LA VALORACION DE LAS
HERIDAS

Para la realizaciéon de esta valoracion se utilizdé una escala de puntuacion que
inicialmente fue desarrollada para clasificar heridas en seres humanos?, ya que hasta la
fecha no existe ninguna destinada a heridas en animales de compaiiia. Esta escala fue
disefiada inicialmente para valorar los signos clinicos de heridas crénicas. Decidimos
modificar esta escala mediante la exclusién de dos parametros de cronicidad como son
la presencia de fibrosis y la cicatrizacion de los bordes, y anadimos dos signos agudos
como pueden ser la presencia de hematoma y de un cultivo microbiolégico positivo. La
valoracién visual fue llevada a cabo por dos evaluadores con mas de quince afios de
experiencia en cirugia de tejidos blandos, ambos desconocedores de la identidad del

paciente al que correspondia cada fotografia.

Los resultados obtenidos parecen ser consistentes en cuanto a una correcta
cicatrizacion en el tiempo, ya que muestran que todos los grupos mejoraban la
puntuacién entre los dias 0 y 2. El andlisis estadistico realizado nos permitié comparar
los grupos experimentales (Grupo Ay B) con respecto al grupo control (Grupo C). De esa
manera, se observé una mejor cicatrizacidon por parte de los grupos experimentales con
respecto al grupo control, donde los resultados para el Grupo B fueron estadisticamente

significativos.

Esta mejoria también ha sido descrita por otros autores cuando emplean la TL

sobre heridas y estudian el efecto de reparacion tisular de las mismas,123:147,150,159,162,164

En la interpretacién de estos resultados debemos tener en cuenta el reducido

numero de casos, asi como el corto periodo en el que las heridas fueron valoradas.
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5.1.11. DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS A PARTIR DEL MODELO
MULTIVARIABLE

Las variables que conformaron el modelo multivariable y que explican de manera
independiente y significativa el nimero de colonias en el cultivo post-tratamiento en
agar Sangre fueron: la carga bacteriana, el nimero de horas entre que se tomd las

muestras del cultivo pre-tratamiento y post tratamiento y la terapia laser.

La carga bacteriana inicial (pre-tratamiento) de las heridas mostré unos
resultados estadisticamente significativos en el andlisis multivariable con respecto a las
UFC de los cultivos en agar Sangre del dia 2 (post-tratamiento). Este resultado, obtenido
de manera independiente al resto de variables, nos permite establecer que, aquellos
cultivos iniciales que presentaron un elevado niumero de UFC presentarian del mismo
modo un mayor numero de UFC en el cultivo final al compararlos con aquellos cultivos
con un numero mas reducido de UFC, aunque existiera un decremento para ambos. Es
decir, a mayor carga bacteriana inicial, mayor carga bacteriana final,

independientemente de la TL y el tiempo.

Por otro lado, el nimero de horas entre que se tomod el cultivo pre-tratamiento
y post-tratamiento también mostré unos resultados estadisticamente significativos para
los cultivos en agar Sangre. La interpretacion de estos resultados nos permite concluir
gue, a mayor tiempo entre la toma de las muestras, mayor nimero de colonias fueron
obtenidas en el segundo cultivo. Es légico pensar que cuanto mas tiempo pase en una
herida, mas tiempo tienen las bacterias para multiplicarse. Nuevamente, se trata de un

resultado independiente con respecto al resto de variables.

El andlisis del resto de variables nos permitié obtener que la terapia laser, con
los parametros empleados, disminuye en ambos grupos (Grupo Ay Grupo B) de ensayo
el numero de UFC para los cultivos en agar Sangre entre los dias 0 y 2 en comparacién
con el grupo control (Grupo C — placebo), siendo un resultado estadisticamente

significativo para los pacientes del Grupo B.

Para los cultivos en agar MacConkey no se observd ninglun resultado
estadisticamente significativo para las variables analizadas. El crecimiento mas selectivo

por parte de estos medios pudo suponer el menor nimero de UFC observado para los
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cultivos del dia 0 y 2, comparado con las UFC que crecieron en agar Sangre. De este
modo, ese reducido numero de colonias determindé una pequefa variabilidad de

resultados que no favorecieron el obtener unos valores de significacion.

La disminucién en el nimero de bacterias en ambos grupos de ensayo puede ser
debida a un efecto directo de la terapia laser sobre las bacterias?>”281282 3 una mejora
de la respuesta inmune del paciente?®3?®* o por una combinacién de ambos

mecanismos.

Diversos autores han mostrado en sus trabajos in-vivo el efecto de la TL en
animales de experimentacidn al tratar tejidos infectados. De esa manera, Gomes y cols.
y Santos y cols. han descrito en sus respectivos ensayos una inhibicion en el crecimiento
de Staphylococcus aureus al tratar heridas infectadas en ratas con una dosis de terapia
de 5J/cm?.29528 Ranjbar y cols. también observaron una disminucién de S. aureus junto
con una mejora en la cicatrizacién de quemaduras de tercer grado en ratas con diabetes
después de aplicar TL con una dosis de 3 J/cm?.2°¢ Resultados similares, con dosis mas
bajas (1,2 J/cm?y 2,4 J/cm?), fueron obtenidos por Bayat y cols. al tratar quemaduras de

segundo grado infectadas en esa misma especie.'*®

En la aplicacién de TL sobre procesos infecciosos mas profundos, también
observaron una diminucion en el recuento bacteriano después de tratar osteomielitis
en ratas.?® Sin embargo, las dosis de terapia y densidad de potencia empleadas en su
ensayo clinico variaron ligeramente con respecto al nuestro (7,64-22,9 J/cm? vs 2-6
J/em? y 0,127 W/cm? vs 0,2 W/cm?). Por su parte, Krespi y cols. observaron una
disminucién del crecimiento bacteriano al tratar rinosinusitis en conejos causadas por
Streptococcus pneumoniae donde los parametros de terapia fueron 180 J/conejo y 940
nm.2%2 Tres afios después, ese mismo grupo de trabajo, emplearon la TL para tratar la
colonizacién nasal en seres humanos con S. aureus empleando entre 200 y 600 J en cada
orificio nasal y tres longitudes de onda distintas. Los resultados obtenidos mostraron
una disminucién de la carga bacteriana en aquellos pacientes que ademas recibieron un

tratamiento tépico con eritromicina.’*

A pesar de estos resultados, también existen estudios in-vivo donde no se

observan efectos favorables por parte de la TL en el tratamiento de infecciones. Araujo
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y cols. no observaron ningun efecto antibacteriano con el empleo de la TL sobre un
modelo de artritis séptica en roedores. Aunque debemos mencionar que, aun
empleando una dosis similar a la nuestra (2 J/cm?), la falta de efecto observada puede
deberse a la limitada capacidad de penetracidon que presenta una longitud de onda de
660 nm, principalmente cuando se quiere conseguir un efecto intra-articular.?8® En el
caso de Ezzati y cols. la falta de efecto microbiolégico observada en su ensayo clinico
sobre quemaduras de tercer grado en ratas puede deberse a la baja dosis empleada

0,396 J/cm?.%8’

5.1.12. DISCUSION DEL POSIBLE EFECTO ANTIMICROBIANO DE LA TERAPIA LASER

El presente trabajo es el primer ensayo clinico que emplea la TL junto a una
terapia coadyuvante sobre heridas contaminadas/infectadas en pacientes caninos y que
estudia el efecto sobre la carga bacteriana de las mismas. La falta de estudios
comparativos supone un reto a la hora de intentar comparar nuestros resultados in-vivo
con los que hay descritos en la literatura actual. Ademas, los resultados obtenidos a
partir de un ensayo clinico son mas aplicables en la practica clinica que aquellos

resultados obtenidos a partir de ensayos in-vitro o experimentales in-vivo.

Uno de los mecanismos antibacterianos directos que han sido propuestos esta
basado en el efecto de la luz sobre las porfirinas endégenas de los patdgenos.?%288 Estas
porfirinas actuarian a modo de cromoéforos que, al ser estimuladas por la luz l3ser,
provocarian la liberacién de radicales libres, los cuales dafarian la membrana
citoplasmatica de las proteinas y del ADN.?°! Este efecto bactericida o bacteriostético
ocurre cuando el dafio celular sobrepasa los mecanismos de reparacién y el
metabolismo microbiano es inhibido. Algunos autores describen las diferencias
existentes entre los distintos tipos de bacterias irradiadas, donde las bacterias gram
ngeativas parecen ser mas vulnerables que las gram positivas bajo las mismas
condiciones de terapia.l’3?89 Esto puede ser debido en gran parte a la diferencia que
existe entre ambos grupos bacterianos en su pared de peptidoglicanos. Las bacterias

gram positivas se caracterizan por presentar una pared de mayor grosor por su doble
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membrana en comparacidon con la membrana simple de las gram negativas, lo que

parece limitar la capacidad de penetracién por parte de los fotones.!’3289

Esta posible variacién entre bacterias gram positivas y gram negativas se
pretendid visualizar en el ensayo in-vivo a partir de los cultivos de agar MacConkey.
Dichos cultivos no mostraron una reduccién relativa de la media de UFC de los cultivos
del dia 2 en comparacién con los de agar Sangre. Esto podria suponer, a priori, un mayor
efecto por parte de la terapia laser sobre las bacterias gram positivas en comparacién
con las gram negativas a diferencia de lo que tedricamente ha sido propuesto por varios
autores.'’328% Sin embargo, el reducido nimero de cultivos positivos en el dia 0 del
ensayo puede ser la razon de que no se observe ninglin cambio. Los cuatro cultivos que
mostraron crecimiento en agar MacConkey el dia 0 del ensayo redujeron el nUmero de
UFC en el dia 2. Dos de ellos, pertenecientes al Grupo B (2 J/cm?), incluso lo redujeron a
0. Por otro lado, cuatro nuevos cultivos en agar MacConkey fueron positivos el dia 2 sin
haberlo sido el dia 0. De los cuales tres de ellos pertenecen al grupo control (grupo C —
placebo). Aunque estadisticamente, como se ha comentado, no se observan resultados
significativos entre los grupos del ensayo y el grupo control, estos resultados
“macroscépicos” si parecen mostrar un efecto de la terapia laser sobre las bacterias

gram negativas que crecen en este medio.

Por todo ello se valordé realizar el estudio experimental in-vitro, con el principal
objetivo de obtener unos resultados que pudieran confirmar el mayor efecto por parte

de la TL sobre las bacterias gram negativas en comparacidn con las gram positivas.

5.2. DISCUSION DEL ENSAYO IN-VITRO
5.2.1. DISCUSION DEL MATERIAL Y METODOS

Se realizé un estudio experimental en noviembre de 2017. Este tipo de trabajo
nos permitié simplificar las variables bajo estudio centrandonos directamente en el

efecto de la TL sobre dos modelos bacterianos.

No existe ningln ensayo que copie la metodologia empleada al nuestro,

principalmente en cuanto a pardmetros de terapia se refiere. Sin embargo, existen
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estudios similares que si observan el efecto directo de la TL sobre bacterias
pertenecientes al género Staphylococcus spp. y Escherichia spp., aunque los pardmetros

de terapia empleados difieran a los nuestros.173281,289

Para la realizacién del trabajo in-vitro se eligié un Staphylococcus intermedius y
una Escherichia coli en representaciéon de las bacterias gram positivas y gram negativas
respectivamente. El S. intermedius es una bacteria que habita en la piel y mucosas de
mamiferos y aves, tratandose de patégenos oportunistas en la mayoria de las especies
animales. En los ultimos 35 afios ha sido el patégeno del género Staphylococcus spp.
mds aislado en la clinica de pequefios animales.??® Dentro de este género, S. intermedius
pertenece al denominado Grupo Staphylococcus Intermedius (SIG), formado ademas por
S. pseudointermedius y S. delphini. Estas cepas estan asociadas a infecciones de piel y
tejidos blandos en animales, en especial en el perro.?®! Por su parte, E. coli es la
enterobacteria comensal mas abundante de la microbiota del organismo. Ademas, se
trata de un patdgeno oportunista de infecciones del tracto digestivo, urinario,
respiratorio, e incluso de heridas cutaneas. Ambos tipos bacterianos fueron ademas
elegidos por la relevancia clinica actual que presentan, asi como la creciente
preocupacion asociada al aumento de la resistencia bacteriana por algunas de las

especies de sus géneros, como las MRSA o E. coli BLEE.

Se decidié emplear unas placas microtituladoras para poder realizar la TL sobre
un medio liquido previo a la siembra en cultivos de crecimiento enriquecido como es el
agar Sangre. Los medios de cultivo, en especial aquellos destinados a un crecimiento
poco selectivo, presentan una difusidn térmica muy limitada, a diferencia de lo que
ocurre en un liquido o un tejido vivo. Al aplicar la TL sobre un medio, el haz provoca en
el punto de irradiacién un aumento de la temperatura que podria desencadenar un
efecto foto-térmico sobre las bacterias alterando los resultados. Ademas, se llevé a cabo
la medicién de la temperatura en un pocillo control donde constatamos que no se
produjera un aumento de la temperatura por encima de los 24,5 °C con los parametros

empleados.

La dilucién de las muestras madres de ambos tipos microbioldgicos hasta 3 x 10?
UFC/ml se realiz6 para poder facilitar el contaje de UFC en las placas cultivadas a partir

de los medios irradiados. Para ello, se realizé unos ensayos previos con siembras para
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cada una de las escalas de dilucién desde 3 x 108 UFC/ml (Escala N2 1 de McFarland)

hasta 3 x 10 UFC/ml.

Los parametros de terapia seleccionados para el experimento in-vitro
pretendieron incluir un rango amplio en cuanto a dosis y longitudes de onda. Para ello
se eligié emplear unas dosis de 2, 10 y 20 J/cm? como también emplean otros autores
en sus respectivos ensayos in-vitro.t’3281.289 Ademas, la dosis de 2 J/cm? se empled en
nuestro ensayo in-vivo para el Grupo B. En cuanto a las longitudes de onda, se decidid
emplear, al igual que en el ensayo in-vivo, las cuatro longitudes distintas de las que

disponia el equipo laser en cada terapia (660, 800, 905 y 970 nm).

Por otra parte, se decidié emplear de manera comparativa la diferencia que
puede existir entre una frecuencia pulsada y una frecuencia continua (CW). Se decidid
emplear 50 Hz de frecuencia pulsada por haber sido empleada también en nuestro
ensayo in-vivo. En cuanto a la densidad de potencia, se empled de manera constante en
todos los grupos experimentales 0,7 W/cm?. Esta densidad de potencia es superior a la
empleada en el ensayo in-vivo aunque la potencia media de terapia fue de 3 W. Esto
resultd del ajuste que se realizd en el zoom con el fin de abarcar toda el area de los

pocillos irradiados.

5.2.2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN EL ENSAYO IN-VITRO

Los resultados obtenidos en nuestro ensayo experimental in-vitro mostraron que
el grupo 1 (TL de 2 J/cm? con una densidad de potencia media de 3 W y 50 Hz de
frecuencia) y la dosis de 2 J/cm? (como parametro individual) mostraron un incremento
relativo de la media de UFC por placa de cultivo con respecto al grupo control (Grupo 5
— placebo) para el Staphylococcus intermedius. Por su parte, en el caso de la E. colino se
observd ningun resultado significativo, aunque de manera general se aprecié un

incremento relativo de la media del nUmero de bacterias en los cultivos.

El analisis de los resultados a partir de estudios in-vitro muestran mas
controversias que aquellos realizados in-vivo. La falta de pardametros de terapia
estandarizados y la gran variedad de patdégenos empleados provoca que existan
estudios que muestran efectos antibacterianos por parte de la TL73252262 'y otros que

134



DISCUSION

no muestran efectos, o incluso observen un incremento en la multiplicacion
bacteriana.?>”281292 De esa manera, Bornstein y cols. observaron un efecto bactericida
y fungicida por parte de la TLal irradiar cultivos de cuatro tipos microbioldgicos distintos,
dos bacterianos y otros dos fuingicos.?°* De manera similar, Krespi y cols. observaron en
su ensayo in-vitro que utilizando los mismos pardmetros de terapia laser se produce una
disminucidn de la supervivencia de S. aureusy P. aeruginosa.?°? Por el contrario, Dradas
y cols. sugiere un efecto proliferativo de P. aeruginosa en comparacion con el inhibitorio

de S. aureus cuando aplica la TL bajo las mismas condiciones de tratamiento.?

Dicho esto, cabe destacar los resultados obtenidos por Nussbaum y cols.,
quienes observaron que la TL con una dosis de 2 J/cm?, asociada a una longitud de onda

de 810 nmy 1000 Hz de frecuencia, favorece el crecimiento de S. aureus.?8*

Esa terapia,
con variaciones en el pulsado, mantiene el crecimiento microbiano salvo para la
frecuencia de 292 Hz, donde se produce una reduccién no significativa del crecimiento.
Ademds, en ese mismo ensayo, el empleo de dosis de 10 y 20 J/cm? (dosis empleadas
también en nuestro ensayo in-vitro) esta asociado a un incremento del crecimiento de
S. aureus a diferencia de lo que ocurre en el nuestro. El mismo grupo de trabajo, un afo
después, comprobd de nuevo que dosis de 2, 10 y 20 J/cm? favorecia la multiplicacion
de S. aureus cuando se aplicaban junto con una longitud de onda de 810 nm, unas
densidades de potencia de 0,015 y 0,03 W/cm? y una frecuencia continua.?®® Ademas,
observaron mayores efectos en el crecimiento bacteriano para E. coli con los mismos
parametros de terapia. Estos resultados son similares a los observados en nuestro

ensayo, donde también se observa un incremento relativo de la media no significativo

para las dosis de 10y 20 J/cm?, y para la frecuencia continua en la E. coli.

Longitudes de onda de 630, 660, 810 y 905 nm también parecen favorecer el
crecimiento de S. aureus cuando se aplican junto con una densidad de energia de 2
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J/cm?, mientras que para E. coli se observa un efecto inhibitorio a 630 y 905 nm?'’3, a

diferencia de lo que ocurre en nuestro experimento.

La densidad de potencia empleada en nuestro ensayo (0,7 W/cm?) es mayor a la
empleada por estos autores. Una densidad de potencia elevada podria explicar un
posible efecto foto-térmico que conllevase una reduccién del nimero de bacterias por

aumento de la temperatura de las muestras en los pocillos, para lo cual se realizé el
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control de la temperatura previo al ensayo. Ademas, en ninguna de nuestras terapias se
observa un decremento significativo de la media en el numero de UFC en comparacién
con el grupo control que pudiera mostrar este efecto indeseado. Incluso, densidades de
potencia superiores a la nuestra (4,5 — 5,6 W/cm?) fueron empleadas por Bornstein y
cols. para irradiar cultivos con S. aureus y E. coli y observar una inhibicién en el
crecimiento de ambos patdgenos no asociada a un aumento fisiologico de la

temperatura en los medios.?%!

Nuestros resultados in-vitro no parecen corresponder la idea inicial, y sugerida
por diversos autores, acerca del mayor efecto sobre las bacterias gram negativas, ya que
no solo no se observa una inhibicién del crecimiento bacteriano de E. coli en
comparacion con S. intermedius, sino que, ademas, para unos parametros de terapia
especificos se observa un incremento no significativo del nimero de UFC de E. coli con

respecto al grupo control.

Segun estos resultados, y aun siendo propios de nuestro estudio, es necesario
plantearse la posibilidad de que el efecto inhibitorio observado en nuestro ensayo in-

vivo sea secundario a un efecto indirecto sobre las bacterias.

5.3. ANALISIS COMPLEMENTARIO

Analizando de manera conjunta los resultados obtenidos en ambos ensayos
podemos concluir que, aunque se ha propuesto un efecto inhibitorio directo de la TL

sobre las bacterias?%?

, huestro experimento in-vitro no parece confirmar dicha teoria.
De esta manera, y con los resultados observados en el ensayo in-vivo podemos pensar
gue existen diferentes fendmenos, como la mejora de la respuesta inmune del paciente,
gue estan regulados por la terapia laser y pueden contribuir a un posible efecto

antibacteriano indirecto.

Dentro de los posibles efectos indirectos de la fotobiomodulacién cabe destacar
el aumento del flujo sanguineo en las zonas de lesidn. Esto favorece la oxigenacién de
los tejidos provocando ambientes oxigenados donde muchos microorganismos no
crecen bien.?? El aumento de la circulacién ademads favorecerd la llegada de leucocitos
al tejido danado, en especial de macréfagos y neutrdfilos. La activacion de los
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macrofagos, junto con la produccion de los ROS, esta descrito por muchos autores como
parte del efecto antibacteriano indirecto de la TL.167174211212 Ademds, no se puede

descartar un posible efecto sinérgico entre la terapia ldser y los antibidticos.?®3

La diferencia que existe entre los resultados obtenidos para los grupos de ensayo
A (6 J/cm?) y B (2 J/cm?), con respecto al grupo control, parece estar relacionada con la
cantidad dptima de densidad de energia que estimula la respuesta inmune del paciente
en heridas agudas, donde una dosis de 2 J/cm? parece tener mejores efectos que dosis
mds altas.?? En el ensayo clinico in-vivo, tanto en la valoracién de heridas como en los
recuentos microbioldgicos, ambos grupos presentan resultados favorables con respecto
al grupo control. Sin embargo, el grupo donde se emplea una dosis de 2 J/cm? presenta
unos resultados estadisticamente significativos en comparacion con el grupo donde se

emplea una dosis mayor (6 J/cm?).

Uno de los principales factores de limitacion de ambos ensayos radica en la
heterogeneidad de los parametros de tratamiento empleados por otros autores cuando
los comparamos con los nuestros. Estos parametros, no solo dependen de la decisidon
del propio autor, sino también de las limitaciones técnicas de los equipos empleados en
cada ensayo, como puedan ser la densidad de potencia media o frecuencias de pulsado
entre otras. Ademas, las caracteristicas inherentes de un ensayo in-vitro limita la
extrapolacion a estudios in-vivo, ya que los estudios in-vitro no pueden reproducir la

compleja respuesta de los tejidos vivos.

Otros factores limitantes del presente trabajo es el reducido numero de
pacientes incluidos en el ensayo in-vivo, lo cual podria limitar la interpretacion de
nuestros resultados, asi como la falta de un grupo experimental donde no se utilice un

tratamiento antibidtico.

Otra posible limitacion en nuestro estudio es el hecho de no haber realizado
cultivos anaerobios. Las bacterias anaerobias, tienen un importante papel en la
infeccion de heridas y en su evolucidn clinica. No fueron incluidas en este estudio porque
al necesitar unos métodos especificos, no lo pudimos afrontar econémicamente. Esto

debe ser considerado en futuras investigaciones, al igual que aumentar los tiempos de
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evaluacion de las heridas y de las muestras microbioldgicas, asi como del nimero de

pacientes.

Por ultimo, los pardmetros de terapia empleados en el estudio in-vitro deberian
ser utilizados sobre un modelo in-vivo con el fin de poder comparar de manera mas
directa su efecto sobre heridas infectadas en pacientes. En el caso de los resultados in-
vivo, estos son exclusivos de los pardmetros y metodologia empleados en el presente

trabajo.
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CONCLUSIONES

El empleo de la terapia laser combinando 660, 800, 905 y 970 nm, con una dosis
de 2 J/cm? y 2 W de potencia media como terapia coadyuvante junto con el
antibidtico y un manejo estandar de las heridas contaminadas/infectadas en
pacientes caninos, reduce de manera significativa la carga bacteriana de las
mismas, con respecto a la no aplicacién de la terapia laser. Estos hallazgos no se

observan cuando se aplica una dosis de 6 J/cm?.

El empleo de la terapia laser combinando 660, 800, 905 y 970 nm, con una dosis
de 2 J/cm? y 2 W de potencia media como terapia coadyuvante junto con el
antibidtico y un manejo estandar de las heridas contaminadas/infectadas en
pacientes caninos, mejora de manera significativa la puntuacion de las heridas
segun la escala modificada de Falanga y cols.! empleada, con respecto a la no
aplicacién de la terapia laser. Esta mejoria no se observa con una dosis de terapia

de 6 J/cm>.

El empleo de la terapia laser sobre S. intermedius favorece un incremento
significativo de la media del nimero de colonias en agar Sangre con respecto al
grupo control cuando se aplica con pardmetros de terapia de: 2 J/cm?, 3 W, 50
Hz y cuatro longitudes de onda simultaneas (660, 800, 905 y 970 nm). Este

incremento no se produce para los cultivos de E. coli.

El empleo de la terapia laser sobre S. intermedius favorece un incremento
significativo de la media del nimero de colonias en agar Sangre con respecto al
grupo control cuando se aplica con una dosis de 2 J/cm?, 3 W y cuatro longitudes
de onda simultdneas (660, 800, 905 y 970 nm). Este incremento no se produce

de manera significativa para los cultivos de E. coli.

El analisis conjunto de los resultados de ambos ensayos nos permite establecer
que el efecto antimicrobiano observado se debe a un efecto indirecto por parte
de la TL cuando se emplea junto con el antibidtico y un manejo estandar de las
heridas, siendo la mejora de las condiciones locales de la herida y de la respuesta

inmune del organismo las principales responsables de dicho efecto.
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7.1. INDICE DE ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

A — Amplitud

ACh — Acetil colina

ADN - Acido desoxirribonucleico

ANSI — American National Standars Institute
AP-1 - Proteina activadora 1

ARN - Acido ribonucleico

AS — Agar Columbia sangre

ASLMS — The American Society for Laser Medicine and Surgery
AS-Post — Agar Columbia sangre post-tratamiento
AS-Pre — Agar Columbia sangre pre-tratamiento
ATP — Adenosin trifosfato

Ca?* - Calcio

CCO - Citocromo-c-oxidasa

CDC — Center for Disease Control and Prevention
COX-2 — Ciclo oxigenasa 2

CO; — Dioxido de carbono

CTE — Cadena transportadora de electrones

CW - Frecuencia continua (Continuous waves)
DNRO — Distancia nominal de riesgo ocular

EEM — Espectro electromagnético

EE.UU. — Estados Unidos

FCl — Fédération Cynologique Internationale
FDA — Food and drug administration
f—Frecuencia

g — Factor anisotropico

Ga-As — Galio-Arsenio

Ga-As-Al — Galio-Arsenio-Aluminio

HCV-UAX — Hospital Clinico Veterinario Universidad Alfonso X “el Sabio”
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He-Ne — Helio-Neon

HOBr — Hipobromito

HOCI - Hipoclorito

HOI - Hipoyodito

HSP — Proteina de choque térmico

Hz — Hercio

IES — International Electrotechnical Institute

ILTA — International Laser Therapy Association

ISLAM — International Society for Laser Applications
IL-1g — Interleuquina 1p

IL-6 — Interleuquina 6

IL-8 — Interleuquina 8

IR — Infrarroja

J—lJulio

JNK — Quinasa Jun N-terminal

LASER — Light amplification by stimulated emission of radiation
LEA — Limite de emision accesible

LEDs — Light-emitting diode

LLLT — Low level laser therapy

LN — Logaritmo neperiano

MALDI-TOF® - Matrix-Asisted Laser Desorption lonization Time-Of-Flight
MC — Agar MacConkey

MC-Pre — Agar MacConkey pre-tratamiento

MC-Post — Agar MacConkey post-tratamiento

MeSH — Medical Subject Headings

mmHg — Milimetro de Mercurio

MRSA — Staphylococcus aureus resistente a la meticilina
mW — Milivatios

NAALT — North American Association for Photobiomulation Therapy
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Nd:YAG — Granate de aluminio de itrio dopado de neodimio
NIR — Infrarrojo cercano

NF-Kg— Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas

NLM — National Library of Medicine

nm — Nandmetro

NO — Oxido nitrico

NOS — Oxido nitrico sintasa

NOSe — Oxido nitrico sintasa isoforma endotelial
NOSi — Oxido nitrico sintasa isoforma inducida
NOSn — Oxido nitrico sintasa isoforma nerviosa
N2Col.pre — Numero de colonias pre-tratamiento
N2Col.post — Numero de colonias post-tratamiento
P.— Potencia media

P, — Potencia pico

PBM - Fotobiomodulacion (Photobiomodulation)
PBS — Tapdn fosfato salino (Phosphate Buffered Saline)
RIQ - Rango intercuartilico

PRP - Plasma rico en plaquetas

ROS - Especies de oxigeno reactivas (Reactive oxygen species)
SIRS — Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica
SNC — Sistema nervioso central

SNP — Sistema nervioso periférico

SRL — Suero Ringer Lactato

T - Periodo

TL — Terapia laser

TNFa — Factor de necrosis tumoral alfa

UCM — Universidad Complutense de Madrid

UFC — Unidad formadora de colonias

UV - Ultravioleta
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WALT — World Association for Laser Therapy
WHO - Organizaciéon mundial de la salud (World Health Organization)

A — Longitud de onda
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7.2. INDICE DE FIGURAS, TABLAS Y DOCUMENTOS ADJUNTOS

Figuras

Figura 1 — Caracteristicas de una onda electromagnética.
Figura 2 — Espectro electromagnético (EEM).

Figura 3 — Componentes de un equipo laser.

Figura 4 — Fenémenos de dispersidn, transmisiéon, absorcién y reflexion de un fotén de

luz.

Figura 5 — Grafico de Montecarlo para la representacién de la migracion de fotones de

luz sobre tejido vivo humano.

Figura 6 — Cartel identificativo de zona de radiaciones laser.
Figura 7 — Cronograma del ensayo clinico para cada paciente.
Figura 8 — Equipo K-Laser K-Cube 4°,

Figura 9 — Representacidén de los tubos de muestras, sus diluciones y la cantidad de

muestra para uno de los medios.

Tablas
Tabla 1 — Terapias laseres programadas para cada tipo de drea y dosis.
Tabla 2 — Pardmetros de terapia para cada grupo de ensayo.

Tabla 3 — Escala modificada de puntuacidon de heridas a partir de la establecida por

Falangay cols.!
Tabla 4 — Parametros de terapia laser para cada uno de los 5 grupos del ensayo in-vitro.
Tabla 5 — NUumero de pacientes por grupo de ensayo.

Tabla 6 — Distribucién de frecuencias en funcién de las variables clinicas de género,

estado reproductor, edad y peso en cada grupo de ensayo.
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Tabla 7 — Distribucion de frecuencias segun la raza en cada grupo de ensayo.

Tabla 8 — Distribucién de frecuencias segun las variables especificas de la/s herida/s en

cada grupo de ensayo.
Tabla 9 — Mediana del drea de las heridas incluidas en cada grupo de ensayo.

Tabla 10 — Distribucion de frecuencias segun las variables especificas del tratamiento

para cada grupo de ensayo.

Tabla 11 — Distribucién de frecuencias segun la presencia de enfermedad concomitante

y hospitalizacion en cada grupo de ensayo.

Tabla 12 — Distribucion de la frecuencia segun el drea de tratamiento/muestreo en cada

grupo de ensayo.

Tabla 13 — Unidades formadoras de colonias para cada cultivo y tipo de cultivo en cada

paciente.

Tabla 14 — Unidades formadoras de colonias por centimetro cuadrado de area de

tratamiento/muestreo para cada cultivo y tipo de cultivo en cada paciente.

Tabla 15 — Numero de colonias morfolégicamente distintas observadas en los cultivos

de agar Sangre pre-tratamiento y post-tratamiento en cada paciente.

Tabla 16 — Numero de horas entre la toma de la muestra del cultivo pre-tratamiento y

post-tratamiento en cada paciente.

Tabla 17 — Andlisis univariable de regresién lineal con respecto a las UFC a las 72 horas

en agar Sangre para las variables clinicas generales de los pacientes.

Tabla 18 — Andlisis univariable de regresién lineal con respecto a las UFC a las 72 horas

en agar MacConkey de las variables clinicas generales.

Tabla 19 — Analisis univariable de regresién lineal con respecto a las UFC a las 72 horas

en agar Sangre de las variables especificas de las heridas.

Tabla 20 — Analisis univariable de regresidn lineal con respecto a las UFC a las 72 horas

en agar MacConkey para las variables especificas de las heridas.
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Tabla 21 — Analisis univariable de regresién lineal con respecto a las UFC a las 72 horas

en agar Sangre para las variables especificas del tratamiento.

Tabla 22 — Andlisis univariable de regresidn lineal con respecto a las UFC a las 72 horas

en agar MacConkey para las variables especificas del tratamiento.

Tabla 23 — Analisis univariable de regresién lineal con respecto a las UFC a las 72 horas

en agar Sangre para las variables microbioldgicas.

Tabla 24 — Analisis univariable de regresién lineal con respecto a las UFC a las 72 horas

en agar MacConkey para las variables microbioldgicas.

Tabla 25 — Analisis multivariables con respecto a las UFC a las 72 horas para los cultivos

en agar Sangre para las variables UFC AS-Pre, sumatorio de horas y terapias laser.

Tabla 26 — Analisis multivariable con respecto a las UFC a las 72 horas para los cultivos

en agar MacConkey para las variables UFC MC-Pre, sumatorio de horas y terapias laser.

Tabla 27 — Identificacion bacteriana de las cepas aisladas en los cultivos de agar sangre

pre- y post-tratamiento para cada paciente.
Tabla 28 — Evaluacion de las heridas por los evaluadores por paciente y dia de ensayo.

Tabla 29 — Puntuaciones medias de las heridas incluidas por grupo de ensayo para los

dias Oy 2.

Tabla 30 — Analisis univariable de regresion lineal con respecto a la puntuacién de las

heridas el dia 2 del ensayo para las distintas terapias laser.

Tabla 31 — Numero de UFC por placa de siembra para cada una de las muestras

irradiadas en cada placa.

Tabla 32 — Modelo univariable de regresién lineal con respecto a las UFC a las 24 horas

para los cultivos de S. intermedius para los distintos tipos de terapia laser.

Tabla 33 — Modelo univariable de regresién lineal con respecto a las UFC a las 24 horas

para los cultivos de E. coli para los distintos tipos de terapia laser.

Tabla 34 — Modelo univariable de regresién lineal con respecto a las UFC a las 24 horas

para los cultivos de S. intermedius para los dos tipos de frecuencias empleados.
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Tabla 35 — Modelo univariable de regresién lineal con respecto a las UFC a las 24 horas

para los cultivos de E. coli para los dos tipos de frecuencias empleados.

Tabla 36 — Modelo univariable de regresién lineal con respecto a las UFC a las 24 horas

para los cultivos de S. intermedius para los distintos tipos de dosis empleados.

Tabla 37 — Modelo univariable de regresién lineal con respecto a las UFC a las 24 horas

para los cultivos de E. coli para los distintos tipos de dosis empleados.

Documentos adjuntos

Documento adjunto 1 — Consentimiento informado.

Documento adjunto 2 — Documento de recogida de informacion de los pacientes.

152



Documento adjunto 1 — Consentimiento informado.

ANEXOS

Consentimiento Informado

Nombre:
Servicio de Cirugia de Pequefios Animales del HCV UAX

NHC:
Servicio de Microbiologia y Parasitologia del HCV

Complutense

Microbiologia de heridas infectadas con y sin el uso de laser terapéutico (K-Laser®)
en pacientes caninos de hospitales veterinarios universitarios. Ensayo clinico.

La aplicacion de terapia laser para favorecer el proceso de cicatrizacion ha sido
demostrada por numerosos estudios clinicos. La luz laser ha demostrado su efectividad
en la mejora de la curacién de heridas abiertas, en la reduccion del dolor y en la
disminucion del riesgo de infeccidn. La terapia laser es empleada en el tratamiento de
ulceras, quemaduras, heridas infectadas, traumaticas y postquirurgicas, mejorando la
cicatrizacion y acortando el tiempo de recuperacion.

En los casos de heridas potencialmente infectadas o contaminadas
esta indicado realizar un cultivo y antibiograma para plantear el posible
tratamiento antibidtico correcto y evitar de este modo las resistencias
microbianas. La actual preocupacion a dicha resistencia nos conduce a
buscar nuevos métodos de tratamiento en los que incluiriamos la terapia
laser.

En este estudio pretendemos determinar como afecta la aplicacion
del laser terapéutico a la microbiota colonizadora de heridas de la piel de
su mascota.

Su mascota recibird un tratamiento laser en 2 sesiones separadas 24 horas. Las
muestras se tomaran antes de la primera sesion y 24 horas después de la segunda. La
recoleccion de la muestra se realizara con la ayuda de un hisopo estéril por las diferentes
superficies a tratar y seran inmediatamente transportados al laboratorio. Dicho
procedimiento no es invasivo y no comporta sufrimiento o riesgo para el animal. La Gnica
precaucion a tener en cuenta durante la terapia laser es no enfocar la luz a los ojos de
su mascota. La pieza de mano del laser no contacta con la piel y no produce ningin
efecto térmico molesto.

Este tipo de estudio, denominado ensayo clinico, se realiza
también en Medicina Humana y su objetivo es mejorar la atencidon que
se proporciona a cada paciente.

Usted es completamente libre de decidir si su mascota participa
o no en el estudio. Su decisién no influira en la atencion veterinaria que
su perro recibira.

El estudio cubrird los gastos “humanos” asociados al manejo de la herida
incluyendo todas las consultas de revision. Ademas, contara con descuentos en distintas
pruebas de diagnostico. Usted como propietario recibird dos presupuestos detallados
donde podra ver el coste aproximado asociado a la participacion o no en dicho estudio.

153




ANEXOS

En caso de aceptar la participacion, debe saber que algunos datos sobre su mascota
seran utilizados para el estudio, pero no se compartiran datos sobre su propietario, que
se mantendran estrictamente confidenciales.

Si tiene alguna pregunta, no dude en consultarnos y se la aclararemos.

Por tanto:
SESONICIEE: BNE) DTN 8iwsweswvysvwsansesvumsssss ssesors ses s svsssssaass s s eves a5 o 5w SN BESR WS BB U oS o o con
(] [ RN —————E—— , propietario del perro arriba indicado, conceda su

consentimiento para ser incluido en el estudio, tras haber leido y entendido la
informacién arriba indicada.

Villanueva de la cafiada, a.......c.cccuu..... (¢ [ de 2017

Fdo:

154




ANEXOS

Documento adjunto 2 — Documento de recogida de informacion de los
pacientes.

Anamnesis y reseiia del paciente con herida/s

e Nombre del paciente:
o NHC:
o Raza:
o Edad:
o Sexo:
e Nombre del propietario:
o Teléfono:
o Email:
o Direccion:

e Anamnesis:
Enfermedad/es:

o Tratamiento actual:
o Sintomatologia clinica:
o Exploracion fisica:
e Herida:
Causa:
o  Fecha origen:
o Fechay hora 12 consulta:
o Fechay hora 22 consulta:
o Fechay hora 32 consulta:
o  Consultas revision:

e Pruebas complementarias:
o Analitica sanguinea:
o Radiografias:
o Ecografia:
o Cultivo:

e Tratamiento:
o Manejo de herida:

o Terapia laser:

o Médico:
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ANEXOS

Herida/s

Etiologia:

En caso de ataque por otro perro:

o Razadel atacante

o ¢Hasufrido heridas el atacante?

o  ¢Hasufrido ataques previos?

¢Donde ha ocurrido?

¢Cuando ha ocurrido?

Ndmero y localizacién de la/s herida/s (mapa anatémico)

Clasificacion de la/s herida/s

Tamano de la/s herida/s

Manejo de la/s herida/s

Parametro clinico 2 1 ] 0

| Cantidad de alto o de tipo moderado bajo o nulo
exudado purulento
Edema o severo moderado bajo o nulo
hinchazon herida
Dermatitis en piel severo moderado bajo o nulo
periférica
Hematoma severo moderado minimo o nulo
Tejido necrético o presente >25% 0-25% ausente
viabilidad
comprometida
Cultivo bacteriano positivo neqativo
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