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Resumen

Estudios estadisticos del nuevo Digital 2021 Global Overview-Report, afirman que debido a
pandemia las personas pasan mas horas frente a un dispositivo electronico, estos emiten energia
electromagnética la cual se mide en longitudes de onda; la energia que conforma la luz visible, se
extiende desde los 384 nm hasta los 769 nm'. Dentro del espectro de luz visible, las longitudes de
onda de 450 mn han sido descritas como luz que genera fototoxicidad en las células del EPR (epitelio
pigmentario de retina) el cual se relaciona con la degeneracion macular relacionada a la edad
(DMRE). Basandose en esa evidencia, diversas casas comerciales han ofrecido filtros contra luz
azul, buscando disminuir los dafios ocasionados por la alta exposicion. Sin embargo, no hay

evidencia suficiente que respalde la eficacia de estos filtros.

Por lo que, el objetivo de la investigacion es determinar la proteccion que brindan las diferentes
opciones de lentes contra luz azul en un modelo in vitro utilizando cultivo celular de la linea ARPE
19 expuesta a 450 nm. Se realizd un cultivo celular y se hizo un pase hacia placas de 96 pocillos
expuestas a luz azul de 450 nm durante 4 hrs. En la placa de 96 pocillos se distribuyeron los filtros
de tal manera que para cada filtro n=12 pocillos. Los grupos experimentales fueron: grupo control
no expuesto, grupo control expuesto, lente blanca y filtros de luz azul del 1 al 4. Pasado el tiempo de
exposicion se realizé MTT por 5 horas y se analizo la placa en un espectrofotometro para determinar

la viabilidad celular. Esto se hizo por 3 ocasiones.

Los resultados muestran que la exposicion de las células a la luz azul estimula directamente a la
célula e incrementa su proceso metabdlico; esto explica el aumento del numero de células viables
en los pocillos de la placa donde estuvieron expuestas frente a la luz azul o sin proteccion. Se
concluye que el numero de células viables es directamente proporcional con el tiempo de exposicion.
Las células del EPR aumentaron sus niveles de melanopsina cuando fueron expuestas a luz azul;
por lo tanto, las muestras de la marca SETO y Single Vision mostraron menor crecimiento celular.
Dando por hecho que su tratamiento tiene mayor reflexion de la luz azul en comparacion a las otras
marcas de lentes oftalmicas.

Palabras clave: luz azul, Celulas ARPE-19, Filtros, DMRE.



Abstract

Statistical studies of the new Digital 2021 Global Overview-Report, affirm that due to pandemic people
spend more hours in front of an electronic device, these emit electromagnetic energy which is
measured in wavelengths; the energy that makes up visible light, extends from 384 nm to 769 nm".
Within the visible light spectrum, wavelengths of 450 nm have been described as light that generates
phototoxicity in RPE (retinal pigment epithelium) cells, which is related to age-related macular
degeneration (AMD). Based on this evidence, several commercial companies have offered blue light
filters, seeking to reduce the damage caused by high exposure. However, there is insufficient
evidence to support the efficacy of these filters.

Therefore, the objective of this research is to determine the protection provided by different options
of blue light lenses in an in vitro model using cell culture of the ARPE 19 line exposed to 450 nm. A
cell culture was grown and passage into 96-well plates exposed to 450 nm blue light for 4 hr. In the
96-well plate the filters were distributed in such a way that for each filter n=12 wells. The experimental
groups were unexposed control group, exposed control group, white lens, and blue light filters 1 to 4.
After the exposure time, MTT was performed for 5 hours, and the plate was analyzed in a
spectrophotometer to determine cell viability. This was done for 3 times.

The results show that exposure of the cells to blue light directly stimulates the cell and increases its
metabolic process; this explains the increase in the number of viable cells in the wells of the plate
where they were exposed to blue light or without protection. It is concluded that the number of viable
cells is directly proportional to the exposure time. The RPE cells increased their melanopsin levels
when exposed to blue light; therefore, the SETO and Single Vision brand samples showed less cell
growth. This implies that their treatment has higher blue light reflection compared to the other brands

of ophthalmic lenses.

Key words: blue light, ARPE-19 cells, Filters, DMRE.



Introduccion

Durante el confinamiento por pandemia de covid - 19, el uso de dispositivos electronicos aumenté a
un total de 9 horas con 1 minuto en 2020-2021, casi 1 hora mas que lo reportado en 2019, con un
total de 5.22 billones de usuarios en todo el mundo usando un aparato digital, segun estadisticas del
digital global overview report publicado en hootsuite y we are social’. Este aumento fue debido a las
distintas formas de socializar a través de un dispositivo electronico, el uso de las redes sociales y la
creacion de nuevas plataformas de entretenimiento visualizando videos cortos y transmisiones en

vivo.

El estar demasiado tiempo frente a un dispositivo puede generar diversos problemas a corto plazo
como la fatiga visual, espasmos acomodativos, pseudo miopia, cefaleas y a largo y mediano plazo
los cuales son mas preocupantes ya que se compromete todo el organismo, pues afecta
principalmente a la ausencia del suefio o insomnio® (al estar en contacto el cerebro con luz azul este
entiende que debe de estar en estado diurna, impidiendo realizar procesos fisiolégicos que realiza
el cerebro durante la noche). Es importante sefialar que entre esos problemas el dafio fotoxidativo

ha sido tema de investigacion por su relacion con patologias oculares tales como la DMRE.

Si bien existen diversas consecuencias al uso excesivo de la luz azul, sabemos hoy en dia que gran
parte del mundo laboral y la educacion se apoyan en el uso de tecnologias que buscan innovar y
facilitar la vida, por lo cual hablar de una disminucién del uso de dispositivos electronicos pareceria
poco viable, sin embargo podemos pensar en una manera de evitar o disminuir mayormente los

sintomas que se presentan al estar demasiado tiempo expuestos a la luz azul.

Como sabemos, la manera en como el cerebro recibe esta luz azul es a través del ojo,
especificamente de la retina ya que el ojo a través del nervio éptico-esta directamente conectado al

cerebro®.



Es asi, que pudiéramos pensar en un tratamiento especial para usar en las lentes oftalmicas durante

actividades que ameriten una alta exposicién a la luz azul.

Diversas casas 6pticas comerciales, han propuesto tratamientos de bloqueadores de luz azul; sin
embargo, no hay evidencia suficiente que respalde que estos tratamientos son eficaces para la
protecciéon que anuncian. Por lo tanto, del presente experimento se busco identificar la proteccion
de estos tratamientos 6pticos comerciales, mediante la exposicion de la linea celular del epitelio

pigmentario de la retina ARPE-2019 a luz azul (450 nanémetros) en muestras in vitro.



Marco teodrico

El ojo es un 6rgano sensorial encargado de captar la luz que pasa a través de la pupila y por los
medios refringentes: cornea, humor acuoso, cristalino y humor vitreo, los cuales permiten que la luz
que incide pueda estar enfocada en la retina, la cual se encuentra en la parte posterior del ojo, de

manera que genera y procesa una imagen nitida* (Figura 1).
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Figura 1. Representacion de las estructuras oculares como medios refringentes. uente: Directa

En la retina, la luz se procesa en sefiales bioquimicas, para ser enviada a través del nervio
optico, como sefiales eléctricas directo al cerebro y la informacion que llega a este se interpreta

en una imagen nitida*; todo esto gracias al proceso de fototransduccion®.

En la retina, se encuentra el epitelio pigmentario de la retina, el cual es una monocapa celular
y es la mas externa de la retina®. Esta formado por células pigmentadas que forman la barrera
hematorretiniana, tiene una cercana interaccién con los fotorreceptores, cumpliendo multiples

funciones entre ellas el aporte de glucosa, retinol y acidos grasos de la sangre a los



fotorreceptores®®, asi como la fagocitosis de los segmentos externos de los fotorreceptores,
esto los ayuda a mantener su excitabilidad.

Otra funcién del epitelio pigmentario de la retina es la proteccion contra la foto oxidacion, fendmeno
que ocurre cuando los niveles de estrés oxidativo aumentan en la retina como consecuencia de la

fototransduccion y la elevada irrigacion de la retina®’.

El nivel de dafio que pueda causar dependera de la intensidad y el tiempo de exposicion a la luz, lo
que aumenta la produccion de H202 en la membrana nuclear externa de fotorreceptores dando
como resultado un proceso de lipoperoxidacion*. En este proceso es importante mencionar a la
lipofuscina, un pigmento amarillento producto no degradable que queda como desecho de la
fagocitosis del segmento externo de los fotorreceptores, y el cual se acumula en el EPR a lo largo
de la vida. Cuando la lipofuscina es estimulada por la luz azul produce sustancias oxidantes, por lo

cual se ha propuesto como una mediadora en los efectos fototoxicos®’.

Debido a la importancia que tiene el epitelio pigmentario de la retina, se ha buscado realizar
investigaciones para analizar sus propiedades y su caracterizacion en las actividades que realiza el
EPRS; para esto se ha estudiado a mayor detalle una linea celular humana de origen espontaneo
con cariologia normal que forma monocapas epiteliales polarizadas sobre soportes de filtro poroso,
la cual se llama ARPE-19, derivada de los ojos normales de un varén de 19 afios que fallecié a causa
de un traumatismo craneoencefalico en un accidente de trafico. Esta linea celular es un huésped de

transfeccion adecuado®.

La linea celular ARPE-19 comparte las propiedades fisicas con el epitelio pigmentario de la retina y
por tanto su estudio ha servido como precursor para distintas investigaciones, ya que es una linea
bastante generosa debido a que sus subcultivos pueden crecer casi con cualquier tipo de medio de

cultivo y son muy proliferativas® 1911,



Por otro lado, la luz ha sido estudiada desde tiempos remotos, y por una multitud de cientificos
reconocidos, entre ellos Newton, Max Plank, Huygens, Young, Fresnel, etc. Los cuales definen de
diferente manera a la luz, desde el ambito fisico, natural y quimico. Broglie en 1924, unificé la teoria
electromagnética (Maxwell) con la de los cuantos (Plank), demostrando la doble naturaleza de la

luz'2.

La luz se define como: “radiaciéon electromagnética (EM), fluctuaciones de campos eléctricos y
magnéticos en la naturaleza™'?. entonces, si hablamos de la luz hablamos de energia y del fenémeno
del color, el cual es un producto de la interaccion que hay entre la energia y la materia'?'3. Esta es

irradiada a partir de una fuente luminosa, tal como el sol, una lampara, un flash, etc.

Esta puede desplazarse en el vacio a una velocidad de 300.000 km/s, y atravesar medios
transparentes, de manera que cuando los atraviesa disminuye su velocidad en funcién de la densidad
del medio que atraviesa. La luz se propaga en linea recta, de tal forma que genera ondas

perpendiculares a la direccion del desplazamiento??.

El cientifico Isaac Newton fue el primero en descomponer la luz visible blanca irradiada por el sol en
sus componentes mediante el uso de un prisma; gracias al experimento que realizd con el prisma,
pudo darse cuenta que la luz blanca esta constituida por la combinacion de diferentes longitudes de
ondas que tienen energias semejantes, debido a esto, ninguna de estas longitudes de ondas

predomina mas que otra'>3,

La radiacion de luz visible va desde los 384 x 1012 Hz hasta los 769 x 1012 Hz. Estas longitudes de
onda tienen una frecuencia y longitud especifica; cuando las frecuencias son bajas, entonces
presentaran con una longitud de onda larga y se perciben como rojas (tonos calidos), mientras que
las longitudes de onda de mas alta frecuencia tendran una longitud de onda corta y se expresaran

en tonos violetas. La luz visible, para el ojo humano, se produce cuando se emiten ondas



electromagnéticas a partir de atomos en los cuales se genera una transicion de electrones entre

cualquier nivel de energia'?.

El ojo humano es capaz de percibir luz y generar una imagen con esta, sin embargo, solo es capaz
de distinguir radiaciones emitidas que van de los 400 nm a los 700 nm., por debajo de los 400 nm.
Se encuentra la franja de las radiaciones ultravioletas, y por encima de los 700 nm., se encuentra la
franja del infrarrojo. La luz blanca es una mezcla de todas las longitudes de onda que estan entre
400 y 500 nm. Estas longitudes de onda se superponen de tal manera que al mezclarse entre si, se

genera la luz blanca™'?3.

Radio !  MICROONDAS | INFRAROJO! 'ULTRAVIOLETA! RAYOS X! Gamma

769 nm _ 700nm.  LUZVISBLE 400 nm. - 384 nm.

Figura 2. Representacion del espectro visible.Fuente drecta.

Todos estos cambios que se generan en la retina se han relacionado con la patogénesis de
enfermedades tales como la degeneracion macular relacionada a la edad y el incremento en su

incidencia en afios recientes, sobre todo en paises desarrollados'.

En la actualidad las lentes oftalmicas ultilizadas para uso comercial estan hechas de distintos
polimeros, como el CR39, el policarbonato, el hi index, el trivex entre otros mas. Las diferencias entre

cada uno de los materiales es basicamente su indice de refraccion y su resistencia ante impactos.



El indice de refraccion modifica las propiedades fisicas de la lente. Entre mas alto es el indice de

refraccion mas delgada puede llegar hacer una lente y por lo tanto mas ligera.

La mas utilizada por las casas comerciales es el material CR39, es el mas basico y por lo tanto el

mas economico del mercado.®

Las lentes cuentan con propiedades fisicas muy particulares, como lo es la reflexion de la luz, la

absorbancia y la transmitancia.

Los tratamientos usados para la luz azul, bloquean su paso, y reflejan la luz, bloqueando su paso a
través de la lente oftalmica. Depende de la calidad que proporciona el tratamiento es la eficacia del

tratamiento expuesto hacia la luz azul.®



Antecedentes

Recientes investigaciones han propuesto la linea celular ARPE-19 como modelo de estudio para
afecciones del epitelio pigmentario de la retina, debido a sus propiedades quimicas, anatémicas y
fisiolégicas que comparte con el EPR; ademas, esta linea celular puede mantenerse de forma viable
por largos periodos de tiempo, inclusive en condiciones astringentes. Es un modelo ampliamente
utilizado para estudiar in vitro. Uno de los estudios mas recientes donde se ha utilizado esta linea

celular, ha sido en modelos in vitro de degeneracion macular relacionada a la edad™.

Existen numerosos estudios en los cuales se ha demostrado que la exposicién a luz azul que se
encuentran en una longitud de onda de 450 nm a 470 nm, produce un efecto negativo en las células
de la retina, especificamente en el EPR donde se ha observado que se incrementan los niveles de
estrés oxidativo y disminuye la viabilidad celular, sobre todo cuando se usa la luz azul de 450 nm, el

dafio ocasionado en el EPR lo llevaria a la muerte celular por apoptosis'®'”.

Ege Kaan Ozkaya y su equipo de trabajo en 2019 mencionan que la exposicion a la luz azul es un
factor para aumentar las especies reactivas de oxigeno en la retina y dafiar la funcién de las zénulas

ocludens que unen a las células del EPR, lo cual comprometeria a la barrera hematorretiniana®.

“En México hay 80.6 millones de usuarios de internet y 86.5 millones de usuarios de teléfonos
celulares: ENDUTIH 2019™. Sabemos que, debido a la pandemia generada por covid-19 y a la
generacion en la que nos encontramos, vivimos rodeados de dispositivos electronicos de pantalla
como la televisién, los celulares, las tabletas, etcétera; e interactuamos con ellas a menudo ya sea
para el trabajo, la escuela, o pasatiempo'®. Segun lo confirma el nuevo Digital 2021 Global Overview
Report publicado por We are Social y Hootsuite, dice que “México tiene actualmente 129 millones de
habitantes, de los cuales un 80.9% vive en zonas urbanas. El nUmero de dispositivos méviles

conectados en el pais es de 115.4 millones, lo que constituye un 89,1% de la poblacion”'® estas



cifras dadas en 2021, también afirma que el promedio de horas pasadas frente a un dispositivo que
se conecte a internet es de 9 horas con 1 minuto mientras que el promedio de las personas que ven

television es de 4 horas y un minuto™®.

Debido a esta constante interaccion con dispositivos, se han realizado numerosos estudios para
entender sobre el dafio que provoca la luz azul en la retina. Gracias a estos estudios que se han
realizado en su mayoria en animales o in vitro, se ha conocido acerca del dafio de la luz azul de

longitud de onda de 450 nm provocado directamente en Epitelio pigmentario de la retina'®20,

Debido a la demanda del uso de dispositivos electrénicos, numerosos laboratorios de lentes
oftalmicas ofrecen diversos tratamientos contra la luz azul, que aseguran proteger del posible dafio
que esta genera, sin embargo, no hay aun la suficiente evidencia que lo respalde sobre todo en

modelos bioldgicos (ya sea in vivo o in vitro).



Planteamiento del problema

Existe una relacion entre la exposicion a la luz azul y el dafio en la retina por foto-oxidacion,
especificamente sobre el epitelio pigmentario de la retina. Se cree que una de la patologia que se
puede desarrollar debido a la exposicion de la luz azul es la degeneracién macular relacionada a la
edad, ya que los rayos de luz azul estimula directamente en zona macular produciendo un efecto de

lipoperoxidacion en el cual se liberan radicales libres.

La degeneracion macular relacionada con la edad es la 4ta causa a nivel mundial de ceguera; segun
estudios publicados por la revista The lancet, estimé que para el 2020 hubiesen alrededor de 196
millones de personas padeciendo DMRE, mientras que para el 2040 se proyecta que esa cifra suba

a 288 millones.

Actualmente existen diversos laboratorios de lentes oftalmicas que ofrecen tratamientos para
proteger el dafio contra la luz azul, sin embargo, no existe la suficiente evidencia para asegurar la

efectividad del tratamiento.

Pregunta de investigacion

¢, Cual es la proteccion brindada por los tratamientos dpticos comerciales contra la luz azul al cultivo

ARPE-19 expuesto a luz de 450nm?

Justificacion

En la actualidad la exposicion a la luz azul se ha visto aumentada gracias a los dispositivos
electronicos, y hay estudios en los cuales se ha demostrado que la exposicién a luz azul produce un
efecto negativo en las células de retina, lo cual se ha relacionado con patologias en la retina.
Actualmente los laboratorios de lentes oftalmicas ofrecen anti reflejantes y filtros que aseguran

proteger del dafio causado por la luz azul, sin embargo, no hay suficiente evidencia que lo respalde.



Hipotesis
Las lentes con tratamientos 6pticos comerciales contra la luz azul proporcionaran proteccion a las

células del cultivo ARPE-19 expuestas a luz de 450 nm.

Objetivo General

Determinar la proteccion dada por tratamientos opticos comerciales contra la luz azul en cultivos

ARPE-19 generada por exposiciéon a luz de 450nm.

Objetivos Especificos

Comprobar que la luz azul emitida por los dispositivos electronicos proyecte una longitud de onda de

450 nm.

Determinar la citotoxicidad de las células ARPE-19 expuestas a luz azul con proteccion dada por

tratamientos Opticos comerciales.



Metodologia

Tipo de estudio: Experimental in vitro, comparativo, y descriptivo.
Tamafo de muestra: Los ensayos fueron realizados por triplicado y en 3 ocasiones distintas.

Muestra: (n=24 por filtro).

Variables De acuerdo a De acuerdo a su Operacional Escala de
su funcién naturaleza medicion
Tipo del
filtro contra
proteccion de luz q 6 n0 Lente )
- p o
azul utilizado. Independiente Cualitativo oftalmica Longitud
de onda
Longitud de
onda de la luzg
azul. . e Espectrofo [
Independiente )
Independiente Cuantitativo tometro Nanémetros
Variable De acuerdo a su De acuerdo a su Operacional Escala
funcion naturaleza de
medicion
CITOTOXICIDAD
ot Cultivoy
. Cuantitativo ;
Dependiente espectrofotémetro Por\fizgﬁfa:e

Tabla 1y 2. Tablas de las variables. Se encuentran definidas de acuerdo a su naturaleza, a su
funcién y por su tipo de escala de medicion.



Materiales y métodos

Para el presente experimento se utilizé un dispositivo electronico (tableta convencional de la marca
gto, del modelo bios 1, con emisién de luz a 450 nm a 60 000 unidades, el cual se calibré a partir de
un espectrofotdmetro del software ocean optics, a través de un lector en puntero para colocarlo
encima de la pantalla y analizar su longitud de onda. El proceso se llevd a cabo en las instalaciones

del Centro de Investigaciones en Optica (ClO), a cargo del Dr. Daniel Malacara.

Cultivo de células ARPE- 19

Siembra de la muestra. Todo el proceso se llevd a cabo en el “laboratorio de investigacién

interdisciplinaria”, en el area de nano estructuras y biomateriales de la ENES Leon UNAM.

Se realizaron cultivos de células ARPE 19. Estas se sembraron con el medio “Dulbecco's Modificated
Eagle Medium: Nutriente Mixture F-12” (DMEM-F12) suplementado con suero fetal bovino al 10%,

penicilina/estreptomicina 2% (Pen/Strep) y L-Glutamina al 1%.

Dentro de la campana de flujo se sembré 1 ml de la linea celular ARPE-19 dividido en 2 cajas Petri
plasticas de 60 mm y en 1 caja Petri de 100 mm ambas de marca nacional, la cantidad se dividio de
manera proporcional (250 microlitros a cada una de las cajas Petri de 60 mm y 500 microlitros a la

caja Petri de 10 mm).

En las cajas Petri de 60 mm se sembré 0.25 ml de la linea celular y 2.75 ml del medio (SFB 10%,
Pen/estrep 2%, L-Glutamina 1%,) y a la caja de 100 mm se le sembré 0.5 ml de la linea celular ARPE
19 y 3.5 ml del medio de cultivo. Dando un contenido total de 3 ml en las cajas Petri de 60 mm en

cada una, y 4 ml en la caja Petri de 100 mm.
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Figura 3. Diagrama que muestra Linea celular ARPE -19 (subdivisién 26) donde representa la
distribucion del contenido total en cada una de las cajas Petri utilizadas para el crecimiento celular
de la linea ARPE- 19.fuente: directa

Una vez agregado el medio, se llevé a la incubadora a una temperatura de 37°C, CO2 5%, humedad
5%. Se dejo en la incubadora y se reviso en periodos de 24 horas para observar su confluencia a

través del microscopio. Se les hizo cambio de medio cada 72 horas.
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Figura 4. Representacion animada de las cajas Petri de linea celular ARPE-19 guardadas en
incubadora y sefializacion de observacién al microscopio pasadas las 24 horas.™ente:directa



Cambio de medio. Se realizé cambio de medio en 4 ocasiones; para realizar el cambio de medio,
debe realizarse dentro de la campana de flujo previamente estéril y apoyados de una bomba de
vacio, se retiré el antiguo medio y se enjuagé con PBS (Buffer fosfato salino), y a este se le agrego

medio de cultivo (4 ml).
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Figura 5. Representacion animada del proceso de succion del medio para retirarlo y secuencia de
los siguientes 2 procesos (enjuague con PBS X2 y Agregar nuevo medio).™ente directa

Subcultivos. Para hacer el pase de una caja a otra fue necesario retirar el medio con bomba de vacio
y enjuagar las células con PBS 2 veces (3 ml de PBS), una vez enjuagadas, se les agregd 1 ml de
tripsina (reactivo cuya funcion es despegar a las células que se encuentran adheridas en el fondo de
la caja Petri), después se saco la caja Petri de la campana de flujo y se llevé por 5 minutos a la
incubadora, a una temperatura de 37°C, con CO2 al 5% y una humedad de 5%. Pasados los 5 min
se reviso en el microscopio que efectivamente estuvieran despegadas las células. Una vez que se
despegaron las células, se agregaron 3 ml del medio de cultivo sin retirar la tripsina. Ya agregado
el medio de cultivo se regreso a la incubadora y se revis6 su confluencia pasadas las 24 horas. Estas
células se rotularon nuevamente pero como un subcultivo diferente (uno mas arriba, de 26 a 27 por
ejemplo).

Teniendo una confluencia al 90%, se pasaroén las células a una placa de 96 pocillos.



Para realizar el pase de igual manera se retiré el medio de cultivo de la caja Petri de 100 mm, y se
enjuagod con PBS 2 veces (3 ml de PBS), se le agregd 1 ml de tripsina y se pas6 a la incubadora por
5 minutos; después, se observo en el microscopio que las células estuvieran despegadas del fondo

de la caja Petri.

Confirmado lo anterior se paso a la campana de flujo y se le adiciond 9 ml de medio de cultivo, y con
una pipeta multicanal se pasé el contenido de la caja Petri a la placa de 96 pocillos, en este proceso
fue indispensable pipetear con el multicanal 5 veces el contenido cada que se realizé el vaciado por
5 veces. Esto ayudd a que no se asentaran las células y que el nimero de células por pocillo fuera

equivalente entre los pocillos.

Figura 6. Demostracion del pase de contenido de la caja Petri a una placa de 96 pocillos mediante
un mu/ticana/.fuente directa.

Ya pasado el contenido de la caja Petri a la placa de 96 pocillos, se realizé el conteo celular a través
de la camara de neubauer la cual se esperaba un resultado aproximado de 150 a 200 x10° esto con
el fin de lograr que pasadas las 48 horas, en cada pozo se encontraron poco mas de 400 mil células

por microlitro.



Exposicion a la luz azul

Una vez lista la placa de 96 pocillos se sometieron las células a una exposicion de 4 horas frente un
dispositivo que emite luz de longitud de onda de 450 nm a una intensidad de 60 000 unidades y una

variacion de longitud de onda de 530 nanémetros a 12 000 unidades.

\

Figura 7. Distribucion del experimento ya expuesto a la luz azul de 450 nanémetros a una
intensidad de 60 000 unidades y una variacién de una longitud de onda de 530 nanémetros a una
intensidad de 15 000 unidades.™ente:drecta.

Se aisl6 al grupo control y se tom6 un segundo grupo control, pero este si estuvo expuesto a luz

azul, se tomaron 12 pocillos para cada lente oftalmica, tanto la blanca en CR-39 como para los 4

filtros de proteccion de luz azul.

Durante la exposicion del experimento, este se mantuvo en la incubadora para que las células
recibieran CO2 y evitar una muerte por factores externos, este experimento se aislé completamente

por medio de papel aluminio.



Grupo

control ‘oé (o)
Grupo
control no exPueSto
expuesto 1
) é’o * \0? \o
| NG $ \QJ,
Q &
N
&

Figura 8. Distribucion de las lentes con filtro azul. Todos los filtros se colocaron bajo la placa de 96
pocillos.fuente directa

Las condiciones que tuvimos fueron las siguientes:

Control: cultivos celulares sin exposicion a luz azul.

Luz azul: células expuestas a luz azul de 450nm.

Filtro 1 al 4: células expuestas a luz azul de 450nm con proteccién de una lente oftalmica
adicionadas con el tratamiento contra luz azul entre la fuente de luz y el cultivo. Utilizaremos un

total de 4 lentes de diferente marca.

Blanco: células expuestas a luz azul led de 450 nm con una lente oftalmica sin tratamientos para

medir la proteccion del plastico por si mismo.

Lente NOMBRE

FILTRO - SETO

FILTRO - Single vision

FILTRO - Optic

FILTRO - Indigo

BLANCO - CR-39 W (Maximo)

B AN W N~

Tabla 2. Representacion en tabla de las marcas usadas para el experimento, describiendo
el tipo de lente (filtro o blanco), acompariado de su marca comercial. Cada una de las lentes
usadas sera de valor diéptrico neutro, y en el material CR-39.



Posteriormente se midi6 la citotoxicidad del continido en los pocillos mediante el kit de deteccion de
citotoxicidad utilizando el kit de viabilidad celular MTT.

Ensayo de Citotoxicidad

La viabilidad celular se midi6 a través de ensayos colorimétricos basados en la acciéon de las
deshidrogenasas celulares, este ensayo se baso en la reduccion metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) realizado por la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa en formazan, permitiendo determinar la funcionalidad mitocondrial de las células
tratadas. Es un método utilizado para medir supervivencia y proliferacion celular. La cantidad de
células vivas es proporcional a la cantidad de formazan producida, se mide a una absorbancia de

570 nm en un espectrofotdmetro de placas. Para esto se us6 una actividad metabdlica de MTT.
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Figura 9. Representacion animada del proceso de colorimetria rapida y analisis de la viabilidad

celular a través del espectrofotémetro.uente directa



Pasadas las 4 horas expuestas las células a luz azul, se les agregé MTT para realizar el estudio
colorimétrico para viabilidad celular, una vez agregado el reactivo se pasé a la incubadora por 4

horas mas.

Al sacarlas de la incubadora se les agregd un reactivo llamado DMSO (dimetilsulféxido). Este
reactivo reacciona la membrana celular lo que permite observar pequefios cristales de formazan y

de este modo obtener la viabilidad celular con la lectura del espectrofotometro.

Todos los resultados fueron reportados con la media por triplicado de al menos 3 experimentos
independientes (n=9). La significancia se evaluo utilizando ANOVA de una via y una prueba Pos hoc

de Tukey para realizar comparaciones multiples.

Analisis estadisticos

Se calculé la estadistica descriptiva con el promedio, desviacion estandar y porcentaje. La estadistica
inferencial se realizd6 con pruebas de normalidad de Saphiro-Wilks y Kruskal - Wallis, U-Mann-

Whitney . La significancia estadistica se determiné con un valor p<0.05.



Resultados

Calibracion del dispositivo

La figura 10 muestra la grafica de calibracion del dispositivo ( bios | M1092R 2015) donde se capturo
el valor exacto de la longitud de onda que emite la pantalla del dispositivo electrénico. El valor
calibrado fue a una longitud de onda de 450 nm a un valor total de 60 000 unidades de intensidad,
se expreso en la grafica una longitud de onda adicional de 530 nm de 12 000 unidades de intensidad
la cual va por default en todos los dispositivos, en proporciones similares. EI grafico se tomo del

software ocean optics USB 4000.
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Figura 10. Representacion grafica tomada directamente del software ocean optics, donde se observa la

lectura de la longitud de onda captada del dispositivo electrénico. fuente directa).



Viabilidad celular

La gréfica 1 muestra la citotoxicidad (%) de las células ARPE-19 donde se encontré que el filtro
SETO presenta menor viabilidad celular después de exponerse a luz azul de 450 nm en un periédo
de 4 horas. 20016. Single vision muestra resultados estadisticamente significativos y los resultados

son similares al tratamiento que se usa en las lentes oftalmicas SETO.
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* p<0.05, **p<0.01 Kruskal-Wallis, U-Mann-Whitney, n= 24



Discusion

Gracias a la revision de diversos articulos, sabemos que la luz azul afecta directamente a las
estructuras oculares, particularmente al epitelio pigmentario de la retina causando fototoxicidad. La
luz causa dafios irreversibles en estructuras oculares principalmente la degeneracion macular

relacionada con la edad.

La Dra. Villegas Pérez del departamento de oftalmologia en la universidad de espafia, menciona en
su articulo, el dafio fototdxico que causa la luz azul en los tejidos oculares??, sobre todo en el epitelio
pigmentario de la retina; y coincide con otros autores como Serge Picaud et. Al., con la idea de que
el dafio por fotoxidacion depende de la intensidad de la luz, de la longitud de onda y del tiempo de

exposicion?3.

Sin embargo hay autores que mencionan que la luz azul no es del todo dafiina, ya que el investigador
francés Frangois Vital-Durad, menciona que exponer los ojos a la luz azul (de manera natural) es
fundamental para la estimulacion visual en los primeros afios de vida, ya que gracias a la
estimulacion mediante luz azul, se terminan de desarrollar ciertas estructuras oculares, como la fovea
y foveola, esto implica que la agudeza visual del infante se completara con la estimulacion
luminosa?*. Aunque menciona algunos beneficios de la estimulacion con la luz azul, enfatiza que el
tiempo de exposicidon es importante ya que excederse al uso y estimulacién de la misma, su punto

de vista si coincide con otros autores de que esta causa dafio fototoxico.

La degeneracion macular es un tema en comun con varios autores que hablan acerca de las
consecuencias de la alta exposicion hacia la luz azul. Autores como Kumari Neelam et. al., Martinez
Castro et. al. y Perez Villegaz, mencionan en sus investigaciones mas recientes que la DMRE es
una consecuencia grave e irreversible que es causada por la alta exposicién a la luz de longitud de
onda corta. Todos estos autores coinciden con que se debe de buscar una proteccién o medidas

preventivas para disminuir la exposicién hacia la luz de alta energia?>2%2¢,



Actualmente se conocen diversos tratamientos oftalmicos para disminuir la exposicion directa de los
ojos hacia la luz azul, sin embargo no hay articulos de investigacién que sustenten tal proteccién;
Unicamente articulos como el de la Dra. Kumari Neelam et. al.> mencionan que cadenas comerciales
estan intentando implementar filtros de bloqueo para la luz azul, en los cuales se permita atenuar de

manera selectiva la luz nociva, sin embargo aun se encuentra en tramite para evaluar su eficacia.

No hay investigaciones recientes que sustenten dicha proteccion de los filtros bloqueadores de luz
azul. Sin embargo hay trabajos publicados como el de Lidia Redondo Fernandez?’, que sustentan la
absorbancia de los materiales de lentes oftalmicas y son puestas a prueba para dar a conocer que
gracias a la absorbancia y transmitancia que tienen ciertos materiales, la luz que se propaga dentro
del medio disminuyendo su intensidad al pasar a través de la lente oftalmica?’. Concluyendo asi
que, la luz que pasa de un medio (lente oftalmica de bloqueo para la luz azul) a otro provoca una
disminucién en la intensidad de la luz y por lo tanto atenta de manera selectiva las longitudes de

onda corta (380 nm — 450nm).



Limitantes del estudio

La evidencia cientifica sobre la eficacia de las lentes oftalmicas para bloqueo de la luz azul es escasa.
En la actualidad hay excesiva informacion acerca del dafio de la luz azul hacia tejidos oculares, sin
embargo no hay investigaciones experimentales que puedan sustentar que las lentes oftalmicas den
dicha proteccion para la luz azul. Aunque hay numerosos articulos de interes comercial que hablan

acerca de las ventajas de sus propias lentes.

Experimentos a futuro

La finalidad del presente proyecto es ampliar el conocimiento cientifico, y dar bases cientificas para
futuras investigaciones acerca de la proteccion de las lentes oftalmicas.

En base a este proyecto se puede intentar estandarizar, el tiempo de exposicidon permitido o sugerido
para una persona frente a un dispositivo electrénico con y sin proteccion de lentes oftalmicas con
bloqueo de luz azul. Estos valores tendrian ya un sustento cientifico y mejoraria la calidad de vida

de personas que se exponen todos los dias frente a un dispositivo de emisién de luz azul.

Conclusion.

El resultado expresado en las muestras de células ARPE-19 en exposicion a luz azul durante 4 horas,
muestra un crecimiento celular de acuerdo a la transmitancia del material y el tratamiento para la luz
azul. De acuerdo con el valor estandarizado para exponer a las células (4 horas), se reporté en las
muestras viabilidad celular; esto, debido a que las células del epitelio pigmentario de la retina
expresan una peculiar caracteristica, gracias a sus niveles de melonopsina, estas pueden modificar
su morfofisiologia de acuerdo a la estimulacion luminosa, sobre todo en longitudes de onda corta; la
células del epitelio pigmentario de la retina aumentaron sus niveles de melanopsina cuanto fueron

expuestas a luz azul.



Con esto, concluimos que las celulas que estaban protegidas con las lentes oftalmicas de la marca
SETO y Single Vision, muestran una menor viabilidad celular incluso comparado con el grupo control,
esto nos indica que la lente oftalmica atentia en mayor cantidad las longitudes de onda corta siendo
asi la lente que nos proporciona mayor proteccion frente a dispositivos electrénicos, dentro de la
gama de lentes oftalmicas de uso promedio para uso de bloqueo de luz azul.

Las lentes oftalmicas Single vision y SETO son lentes que estan proporcionando una proteccion
donde la luz es lo suficientemente reflejada para disminuir la alta cantidad de luz azul transmitida

hacia el ojo durante el transcurso del dia.
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