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Resumen

La siguiente tesis tiene como objetivo el desarrollo y caracterizacion fo-

tométrica de fuentes de iluminacién basadas en LEDs con la posibilidad de
aplicarlas en la Terapia Fotodinamica (TFD) del cancer, asi como también,
a proponer introducir mejoras en protocolos de aplicacion preestablecidos.
Brevemente, en la TFD, se utiliza luz de longitud de onda y potencia apro-
piada a las caracteristicas del espectro de absorcion de la droga fotoactivable
F's que, en presencia de oxigeno, desencadena un proceso fotodindmico que
induce a las células a morir.
En el siguiente trabajo de tesis se realizaron experimentos aplicativos de
la TFD en cultivos celulares bidimensionales, tridimensionales y en mode-
lo animal, empleando la temoporfin (meta-tetra(hidroxifenil)clorina) como
fotosensibilizador y un laser médico y lamparas construidas con LEDs. Se
analizan experimentos realizados empleando distintas longitudes de onda,
para mejorar la selectividad de la terapia y se sigue la terapia mediante las
medidas de fluorescencia y termografia infrarroja. Esto permite proponer me-
joras concretas en los protocolos de la TFD. Finalmente, se presentan casos
en pacientes utilizando herramientas complementarias a la aplicacion de la
TFEFD.
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Introduccion

El aprendizaje es experiencia,
todo lo demaés es informacion.
Albert Einstein

Los canceres mas relevantes inciden mundialmente por ano con 14,1 millones
de casos, una mortalidad de 8,2 millones y una prevalencia de 32,6 millones.
Asi, el cancer de cérvix en Argentina incide anualmente en 23,2 cada 100.000
mujeres, diagnosticandose unos 5000 nuevos casos y 1500 muertes. La te-
rapia fotodinamica es una estrategia de tratamiento de minima invasividad
para ciertas neoplasias que en algunos casos es ventajosa sobre otras terapias
més difundidas. La siguiente tesis apunta al desarrollo y caracterizacion fo-
tométrica de fuentes de iluminaciéon basadas en LEDs con la posibilidad de
aplicarlas en la Terapia Fotodinamica (TFD) del cancer, asi como también,
se propone introducir mejoras en protocolos de aplicacién preestablecidos.
La tesis se estructura de la siguiente manera: una primera parte en la que
se describen los fundamentos, en el capitulo 2 los materiales y métodos, y
en el capitulo 3, los resultados; a su vez, este tultimo esta formado por las
secciones 1,2,3,4 y 5. En la secciéon 1, se describen las fuentes LEDs utiliza-
das en los ensayos que se describen en las secciones posteriores. En la seccion
2, se realizaron experiencias sobre cultivos celulares. La TFD en cultivos de
células HeLa se realiz6 utilizando una lampara LED de 637 nm con 1,06 W
de potencia y m-tetrahidroxifenil clorina (m-THPC) como fotosensibilizador
F's y se compar6 su eficiencia con la generada con una fuente laser clinica
que emite a 654 nm con la misma potencia y empleando el mismo F's.
También fueron evaluados, la localizacion intracelular del F's y los efectos de
su concentracion (Cr), del tiempo de absorcion (T4) y el tiempo de ilumi-
nacion (77). Se observo que para Cp > 40 pg/mly Ta > 24 h , el m-THPC
present6 toxicidad en células en cultivo, incluso en ausencia de iluminacién.
No se observo efecto sobre las células para Cr < 0,05 pg/ml, Ty = 48 h
y Tt = 10 min y continuaron proliferando. Para concentraciones de dro-
gas mayores a 0,05 pug/ml, se observdo un mayor deterioro al aumentar T4
y T7. También, evaluamos la viabilidad de las células, antes y después del
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tratamiento, empleando colorantes supravitales y microscopias de contraste
de fase y de fluorescencia. Se obtuvieron evidencias de diferentes tipos de
muerte celular.

Estos resultados demuestran la viabilidad de usar una lampara LED como
alternativa a la fuente de laser de uso médico ya que la caracteristica prin-
cipal no es la coherencia de la luz, sino el logro de una tasa de fluencia y
longitud de onda adecuada.

A partir de estos resultados, se continu6 con la utilizaciéon de dicha lampara
LED de 637 nm para llevar a cabo las experiencias presentadas en la seccién
3. Aqui se describe un analisis espectrofluorométrico in vivo durante la TFD
para obtener informacién sobre la cinética de blanqueo del F's. Usando un
espectrofluorémetro con una fuente de excitaciéon que emite a una longitud
de onda de 395 nm y un analizador espectral que varia de 500 nm a 800 nm,
se estudio la evolucion del espectro de fluorescencia del m-THPC, tanto en
el tejido tumoral de los ratones BALB /¢ con fibrosarcomas localizados en su
flanco, como en regiones de tejido normal.

La fluorescencia en diferentes partes del tumor, en la cola y en la axila de
los ratones, se midi6 inmediatamente después de la inyeccidon y se realizo
un seguimiento diario. La intensidad de fluorescencia promedio en el tumor
alcanz6 un méaximo después de 24-72 h. Posteriormente, se realizaron ilumi-
naciones 24, 48, 72 y 96 h después de la inyeccion, y la fluorescencia se midié
inmediatamente antes y después de cada iluminaciéon. Finalmente, 24 h des-
pués de la iluminacion, la fluorescencia en ciertas partes del tumor aumento
en comparacion con la medida inmediatamente después de la iluminacion.
Este efecto, que denominamos “ efecto rebote ”, se debi6 a la nueva acumu-
lacion local del F's y se aproveché para realizar una segunda iluminaciéon en
algunos ratones y aumentar la cantidad de reaccion fotodindmica, mejorando
significativamente el resultado de la TFD. También se realizaron mediciones
de fluorescencia ex vivo del tumor y la piel con el objetivo de caracterizar
mejor la senal in vivo en diferentes partes del tumor. Estos resultados son
alentadores para optimizar la TFD en el modelo animal propuesto, pensando
en la posible traslaciéon a los humanos.

Otro herramienta importante para el seguimiento de la TFD resulta ser el
control de la temperatura local en el tumor y en zonas aledanas, durante
la iluminacién. También, se hicieron determinaciones en modelo de fibrosar-
coma en murinos BALB/c y, recientemente, en modelo de HeLa en murinos
inmunodeprimidos BALB/n. En estos ultimos, se evalu6 la penetracion a tra-
vés de la piel de la luz de los LEDs de 635 nm y 420 nm, asi como también,
la eficiencia de la TFD combinando 420 nm de luz LED y m-THPC como
F's.

En la seccién 4, se compard la eficiencia de la TFD empleando luz de distintas
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longitudes de onda provenientes de fuentes LEDs en modelos 2D (monoca-
pas de células HeLa) y 3D (ctmulos de células HeLa). La luz de diferentes
longitudes de onda se puede utilizar para obtener un resultado mas eficiente
y selectivo de la TFD, segtun las bandas de absorcion del F's m-THPC. Los
cultivos 2D y 3D fueron iluminadas con sistemas LED emitiendo a 395, 460,
635 y 660 nm a varios T; comprendidos entre 0,5 y 30 min. Los resultados
indicaron una mayor eficiencia con luz de 395 nm seguida de la de 660 nm.
Por otro lado, se realizo el seguimiento dinamico (a lo largo de 10 dias) del
crecimiento de esferoides de células HeLa luego de ser tratadas mediante TFD
con 395 nm y 660 nm.

Los resultados de los cultivos en 3D indican que la penetracion de la luz de
395 nm es apropiada para eliminar las células HeLa varias capas por deba-
jo, mostrando el dano y muerte celular no solo en el borde exterior de los
esferoides iluminados, donde existe una acumulaciéon de F's, sino también,
en la region més interna. Debido a que el espesor del cuello uterino es de,
aproximadamente, 250 um dimension que se compara con la de los cultivos
3D, los resultados indican que la luz LED de 395 nm podria ser tutil para
tratar lesiones intraepiteliales escamosas (CIN).

En la seccion 5, se presenta el caso de un paciente con céncer de piel no
melanoma y otro, con presencia de lunares volumétricos visualizados con las
lamparas LED desarrolladas. También, para el caso de los pacientes tratados
con TFD, se analiza el uso de herramientas como la termografia infrarroja
en un tumor de pardtida y, el DFD en un carcinoma de células escamosas in
situ. Finalmente, en el capitulo 4, se presentan las conclusiones de la tesis.
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Introduccién




Capitulo 1

Fundamentos

Here comes the sun

Here comes the sun

And I say

It’s all right

(Here Comes The Sun, The Beatles 1969)
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1.1. Antecedentes histéricos de la fototerapia

La fototerapia puede ser definida como la utilizaciéon, solamente, de la
luz para propédsitos terapéuticos. Sin embargo, moléculas sensibles a la luz
de caracter enddgeno se involucran en los procesos fototerapéuticos dando
lugar a un proceso fotodinamico. La luz solar ha sido usada para el trata-
miento de numerosas afecciones, tales como, el vitiligo, psoriasis, raquitismo,
cancer de piel, e incluso psicosis [0]|B]. La fototerapia ha sido aplicada por
humanos hace 3000 anos en Egipto, India y China [B]. En Grecia, Her6doto
(484-424 ac), la llamo helioterapia y la recomendaba para la restauracion de
la salud. En el siglo XVIII, Carvin escribié que la luz solar tenfa un efecto
curativo en Escrofula (enfermedad causada por las bacterias Mycobacterium
tuberculosis), raquitismo, reumatismo, escorbuto (bajos niveles de vitamina
C), parélisis y debilidad muscular [@]. En 1822, el Polaco Fisico Sniadecki
documento6 la importancia de la exposicion solar para la prevencion de raqui-
tismo [B]. Mas tarde, en 1903, el Danés, Niels Finsen fue galardonado con el
Premio Nobel por su trabajo en el uso de luz UV proveniente de una fuente
de arco de carbono para el tratamiento de lupus vulgaris (tuberculosis de
piel) y fue conocido como el fundador de la fototerapia moderna [B]. Tam-
bién, trato la viruela con luz roja y encontré que dicho tratamiento prevenia
la supuracion de pustulas. En 1950 Richar Cremer en Inglaterra introdujo la
fototerapia para el tratamiento de ictericia (exceso de bilirrubina que provoca
color amarillento en la piel o en los ojos) en recién nacidos [@]. Ademas, la
luz como agente terapéutico para la depresion y el mantenimiento de los rit-
mos biologicos podrian convertirse en una herramienta en un futuro préoximo
[8][8]. Es tema de estudio el hecho de que la luz azul inhiba la produccion de
melatonina, la hormona que regula nuestros ciclos de sueno|Id.

1.2. Antecedentes de la TFD

La TFD es una prometedora modalidad emergente para el tratamiento
de patologias en varios 6rganos, la cual, relaciona la presencia simultanea de
tres componentes: luz, una droga fotoactivable y oxigeno. El danio celular es
causado por las especies reactivas de oxigeno, inducidas por la activacion de
la droga fotoactivable mediante la luz. La frase Terapia Fotodindmica fue
introducida por primera vez por von Tappeiner y Jodlbauer en 1907 [I]. Un
estudiante de von Tappeiner, Oscar Raab, hizo observaciones de los efectos
de la acridina in vitro en paramecios [, concluyendo que la energia trans-
ferida por la luz al colorante era el desencadenante de la induccién de la
toxicidad.



23

En colaboraciéon con un dermatoélogo, von Tappeiner, traté afecciones dérmi-
cas utilizando eosina y luz blanca [[@|. Fue algunos anos después que observo
la importancia de la presencia de oxigeno para que la reacciéon fotodinamica
se generara |[3].

Las porfirinas constituyen una clase de compuestos que han sido utilizadas
ya sea para proposito de fotodiagnostico, asi también como, fototerapéutico.
En 1911, Hausnann demostré la presencia de fotosensibilidad en ratéon usan-
do hematoporfirina, Hp [I4].

Luego, en 1913, Friedrich Meyer-Betz fue el primero en demostrar la fotosen-
sibilizaciéon en humanos, tras autoinyectarse 200 mg de Hp y experimentar
dolor y enrojecimiento en areas de la piel expuestas a la luz ambiental, lo
cual le dur6 alrededor de dos meses [[3].

En 1924, Policard, observé la fluorescencia de la porfirina en sarcomas de
ratas || y, en 1931, Korbler en carcinoma de mama |[d] en humanos.

En 1942 Auler y Banzer hicieron las primeras aplicaciones de la TFD en un
tumor animal usando porfirina [I3].

Alrededor del ano 1950, las propiedad de fluorescencia de la Hp junto con su
habilidad para acumularse selectivamente en tejido maligno fue investigado
en tejido animal y humano [[@|. En 1955, Schwartz, demostro que la Hp con-
siste en diversas sustancias diferentes, de las cuales, la Hp pura exhibe una
selectividad tumoral pobre. Luego, junto con Lipson, aislaron la hematopor-
firina derivada, HpD y mejoraron la localizacién tumoral comparada con la
Hp [E0|[23]. Después de 1960, Kosaki, Ikeda, Takatsuka y Saka confirmaron
que las porfirinas tienden a acumularse en las mitocondrias de las células
[E2]. Pero hubo que esperar hasta el ano 1966 cuando Lipson utilizé la HpD
para el tratamiento de cancer, tratamiento en un tinico paciente con carcino-
ma de mama recurrente|23|, que a pesar de tratamientos repetidos la lesion
recurri6. Weishaupt, Gomer y Dougherty fueron los primeros en demostrar
la erradicacion tumoral en modelo animal combinando HpD y luz roja [E4.
En 1976, Kelly y Snell, utilizaron HpD y una barra de cuarzo para dirigir la
luz en la vejiga de un paciente con carcinoma recurrente de vejiga [E3)|.

Con el descubrimiento del laser (1960) la TEFD logré un crecimiento importan-
te y, actualmente, existe una tendencia en el desarrollo de fuentes LEDs que,
a diferencia de los laseres, no requieren sistemas de seguridad sofisticados;
también existen otras tecnologias como la de los diodos organicos emisores de
luz (OLED) cuya flexibilidad podrian mejorar la homogeneidad de la entrega
de luz en una superficie curval@3|. Gran parte de los hechos historicos que
fueron relevantes en la TFD se representan en la figura 1.
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Figura 1. Linea del tiempo con antecedentes historicos relevantes en el avance de
la TFD hacia las aplicaciones médicas.

1.3. Antecedentes clinicos y experimentales de
la TFD

En particular, la TFD presenta un potencial atractivo para el tratamien-
to de lesiones superficiales y para aquellas que se localizan en zonas de facil
acceso, como lo son, las ubicadas en la cavidades naturales del cuerpo. La
TFD topica es altamente efectiva en el tratamiento de queratosis actinicas,
la enfermedad de Bowen, carcinoma de células basales (BCC) nodulares y
superficiales [E4]. Sin embargo el uso de F's topicos para el tratamiento de
carcinoma de células escamosas (SCC) ha sido desaprobado [E3|.

La TFD fue exitosamente empleada para el carcinoma temprano en la cavi-
dad oral, faringe y laringe preservando el tejido normal y sus funciones vitales
como el habla y la deglucion [E9]. Las tnicas complicaciones observadas, en
pacientes tratados con lesiones tempranas en la cavidad oral, laringe, faringe
y nasofaringe fueron la de fotosensibilidad y dolor local luego de la terapia,
pero el mismo se controlé con analgésicos orales [B0][E|[B32].

El es6fago de Barrett y varios estadios de displasia y céancer de eséfago tem-
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prano han sido los mas estudiados del sistema gastrointestinal en la TFD
[B3||E4|. Mientras que, en Japon, la aplicacion de la TFD en estomago mostro
ser prometedoralB3|[B3|. Por otro lado, ensayos no sélo en céncer de pancreas
localmente avanzado (irresecable) [Bd| sino que también en la erradicacion de
polipos de colon, cancer rectal y como paliativo de tumores voluminosos en
colon, arrojaron resultados prometedores [B3|[B3|[ED|[ET]. El uso de la TFD
en dichos tumores atn se considera en etapa de experimentaciéon debido a
que no hay suficiente informacion recolectada. De igual manera, se estan rea-
lizando experiencias para el tratamiento de carcinoma hepatocelular [E32|.
Al estilo de la braquiterapia, en la que se implantan semillas radioactivas
en el interior del paciente, tanto en prostata como en vejiga, la luz puede
ser distribuida dentro de la glandula o del érgano entero mediante el uso
de fibras 6pticas cilindricamente difusoras. El punto critico en cuestion es el
manejo de la dosimetria [[3][E4]|[ET]. En general, la TFD es bien tolerada en
los pacientes con lesion vesical, los cuales, presentan, principalmente, disuria,
hematuria y fotosensibilidad en la piel. Sin embargo, también, se informaron
casos, en los cuales, la capacidad de la vejiga se ha visto disminuida debido
a procesos de fibrosis en la pared de la misma |0G|[E2||E3|[E9].

La TFD para cancer de pulmén de células grandes fue aplicada por primera
vez en 1982 por Hayata, Kato, Konaka, Ono y Takizawa para lograr necrosis
tumoral y reapertura de la via aérea [B0|. En el caso de pacientes con céancer
de pulmén avanzado, la TFD, representa una buena estrategia paliativa|Bd|,
asi como también, en pacientes con cancer de pulmoén central temprano, los
cuales no pueden someterse a cirugia [B2|[B3.

Por otra parte, contando desde los anos 80, alrededor de 1000 pacientes re-
cibieron TFD en lesiones cerebrales. Perria, Capuzzo, Cavagnaro informaron
uno de los primeros intentos de usar TFD para tratar la cavidad del glioma
postreseccion en humanos [B4|, mientras que Kaye AH, Morstyn G, Brown-
bill D. informaron un ensayo de fase 1-2 involucrando a 23 pacientes con
glioblastoma multiforme y astrocitoma anaplastio [BA|. Otras lesiones cere-
brales tratadas con TFD incluyen ependinomas malignos [BQ|, meningiomas
malignos [E2|, melanoma y céncer de pulmoén con metastasis en cerebro B3|
y adenoma pituitario recurrente. Los ensayos iniciales proporcionaron resul-
tados positivos, y los autores concluyeron que la TFD se puede utilizar como
terapia adyuvante en pacientes con tumores cerebrales.

Los F's utilizados hasta la fecha son varias formulaciones de HpD (porfimero
sodico) y ALA, asi como m-THPC. Las fuentes de luz utilizadas para acti-
var esas drogas fotoactivables incluyen lamparas y laseres. En el cuadro 1.1
se presentan los F's clinicamentes utilizados para distintas afecciones, qué
longitud de onda desencadena el proceso fotodindmico y las caracteristicas
biologicas de los F's.
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F's

Longitud de
onda (nm)

Tipo de cancer

Caracteristica

Hematopfirina derivada

HpD (Photofrin)

630

Pulmén, eséfago, duc-
to biliar, vejiga, cere-
bro , ovarios, metasta-
sis en piel de mama

F's de primera generacién. Localizacién in-
tracelular méas probable: membrana plasma-
tica y mitocondrias. Administracién intrave-
nosa

5-ALA: 5-acido aminolevu- 630 Piel, vejiga, cerebro, F's de segunda generacién. Localizacién in-

linico (Levulan) esofago tracelular méas probable: mitocondrias. Ad-
ministracién tépica, oral o intravenosa.

MAL: metil- 630 Piel F's de segunda generaciéon. Localizacién in-

aminolevulinato (Metvix)

tracelular mas probable: mitocondrias y RE.
Administracién topica

h-ALA: hexilaminolevuli-
nato (Hexvix)

Luz blanca

Células basales

F's de segunda generaciéon. Localizacién in-
tracelular: SD. Administracién topica

Veteporfin: benzoporfirina 690 Pancreas, mama F's de segunda generaciéon. Localizacién in-
derivada (Visudyne) tracelular méas probable: mitocondrias. Ad-
ministracién intravenosa
Palladium bactereopheop- 762 Eso6fago, prostata F's de segunda generaciéon. Localizacién in-
horbide, padeliporfina, tracelular: SD. Administracién intravenosa
WST-11 (Tookad)
Temoporfina, m-THPC 652 Cabeza y cuello, pul- F's de segunda generaciéon. Localizacién in-
(Fosca,n®) moén, cerebro, ducto tracelular mas probable: mitocondrias, apa-
biliar, pancreas, piel y rato de Golgi y RE. Administracién intrave-
mama nosa
Talaporfina, mono-L- 660 Higado, colon, cere- F's de segunda generacién. Localizacién in-
aspartil clorina e6, NPe6, bro,pulmén, metasta- tracelular méas probable: lisosomas. Adminis-
LS11 (Laserphyrin) sis en piel de mama tracién intravenosa
HPPH: 2-(1-hexiloxietil)- 665 Cabeza y cuello, es6- F's de segunda generacion. Localizacién in-
2-devinil pirofeoforbide-a fago y pulmén tracelular més probable: mitocondrias y / o
(Photochlor) lisosomas. Administracién intravenosa
Rostaporfin, SnEt2: tin 660 Piel y mama F's de segunda generaciong. Localizacién in-
ethyl etiopurpurin I, o tracelular mas probable: lisosomas. Adminis-
(Purlytin) tracion intravenosa
Fimaporfin, disulfona- 633 Cancer superficial y F's de segunda generaciéon. Localizacién in-
ted tetraphenyl chlorin, colon tracelular mas probable: compartimentos en-
TPCS2a (Amphinex) dolisosomales. Administracién intravenosa
Motexafin lutetium (Lu- 732 Mama F's de segunda generacién. Amplia localiza-

tex)

cion intracelular. Administracién intraveno-
sa

Cuadro 1.1: F's investigados en ensayos clinicos [B8|, de izquierda a derecha: en

la primer columna entre paréntesis figura el nombre comercial del F's mientras

que fuera del mismo es el nombre quimico; en la segunda columna se muestra la

longitud de onda central donde presenta un pico de absorcién el F's y la fuente de

luz para excitar; en la tercer columna se mencionan los érganos donde se realizaron

ensayos clinicos con dicho F's y, finalmente, en la cuarta columna se describen

caracteristicas y el comportamiento celular de los F's. En el cuadro, figuran las

siguientes abreviaturas; RE:reticulo endoplasmatico, SD: sin determinar.




27

1.4. Otras aplicaciones de la TFD

Recientemente, se informo la aplicacion de F's como el verde de indocia-
nina (ICG), compuesto fluorescente soluble en agua, para la obtenciéon de
imagenes de fluorescencia en cirugia hepética, mostrando un gran potencial
para la exploracion en tiempo real durante hepatectomias de tumores he-
paticos. El ICG puede usarse para detectar lesiones microscopicas y para la
exploracion anatémica de la hepatectomia, ya que emite fluorescencia cuando
se ilumina con luz infrarroja cercana [Bd|.

Por otro lado, en los dltimos anos, la aparicion de bacterias resistentes a
los medicamentos, como la Staphylococcus Aureus resistente a la meticilina
(MRSA, por sus siglas en inglés), ha traido grandes dificultades al trata-
miento clinico. Sin embargo, la terapia fotodinamica antibacteriana (TFDa)
es una nueva estrategia de tratamiento sin antibidticos para una variedad
de bacterias resistentes a los medicamentos. En este sentido, estudios mues-
tran el efecto bactericida de la TFD utilizando acido 5-aminolevulinico para
MRSA, cuya eficiencia mejord con el aumento de la dosis de luz para una
concentracion de F's particular [E0].

La vision tradicional de que la TFD se limita a las patologias superficiales
se estd redefiniendo con el surgimiento de nuevos conceptos y tecnologias
relacionadas con la distribucién de luz, la distribucion del F's y la activa-
cion fotodinamica, como se expresa en el trabajo [El|. Con la incorporacion
de dosimetria personalizada, de parametros clinicamente integrados con he-
rramientas viables de iméagenes de tejido profundo, y la disponibilidad de
nanoparticulas biocompatible, junto con estrategias de entrega de luz perso-
nalizada, podrian aumentar sustancialmente la TFD como una terapia viable,
que tiene un impacto significativo en tejidos profundos [E3|.

En 2008, Wilson y Patterson publicaron un articulo de revisiéon exhaustivo
[E3], resumiendo el estado de las aplicaciones clinicas de TFD con énfasis so-
bre las contribuciones de la fisica, biofisica y la tecnologia, asi como también,
los desafios pendientes en la optimizacién y adopciéon de esta modalidad de
tratamiento [B4| y el papel de los fisicos al proporcionar un marco compu-
tacional completo para estimar la dosis [B3]. Ademaés, existe en la actualidad,
la tendencia a desarrollar nuevas estrategias de tratamiento del cancer, ba-
sadas especificamente en esquemas terapéuticos de modo dual [G3].

1.5. TFD y Virus del Papiloma Humano

Argentina posee una tasa de incidencia de 218 casos (para todos los cance-
res excepto melanoma) por 100.000 habitantes, es decir, que se ubica entre los
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paises con incidencia de cancer media-alta, de acuerdo a las estimaciones rea-
lizadas por la TARC, en base a datos disponibles a nivel mundial para el ano
2018 [B2|. E1 40 % de los canceres podria evitarse con acciones preventivas. Se
estima que los cinco principales riesgos para la salud estan relacionados con
el comportamiento y la alimentacion. Los cédnceres causados por infecciones
viricas, como las hepatitis B (VHB) y C (VHC) o por el Virus del Papilo-
ma Humano (VPH), son responsables del 20 % de las muertes por céancer,
especialmente en paises de ingresos bajos y medios [E8| . La vacuna contra
el VPH (dos dosis) integra el calendario nacional de vacunaciones de nuestro
pais, por lo que es obligatoria y gratuita, para ninas de 11 anos nacidas a
partir del afio 2000 y nifos de 11 afios nacidos a partir del ano 2006 [62]. La
infeccion por el Virus del Papiloma Humano (VPH) es la causa principal de
cancer de cuello uterino en las mujeres. También es un factor de riesgo para
el cancer de pene y anal tanto en varones como mujeres. Los mismos tipos de
VPH que infectan las areas genitales pueden infectar la boca y la garganta.
Existen més de 200 tipos de VPH y a cada uno de ellos se le identifica con
un nimero. Algunos tipos de VPH pueden causar solo verrugas genitales o
anales (bajo riesgo), y otros tipos pueden causar cancer cervicouterino, de
pene, anal o bucal (alto riesgo), particularmente los tipos HPV 16 y 18, son
los responsables de la neoplasia intraepitelial cervical precancerosa (CIN) y el
cancer invasivo [Bd] . Las CIN son lesiones superficiales clasificadas segun el
grado de displasia y la extension de la neoplasia a lo largo del epitelio, desde
las células basales. Esta clasificacion va desde CIN I (Figura 2), que implica
una displasia leve confinada a 1/3 del epitelio, el CIN II representan una
displasia moderada, confinada a los 2/3 basales del epitelio cervical mientras
que el CIN III en un tipo de lesiéon, considerada también de alto grado, la
displasia es severa y cubre mas de los 2/3 de todo el epitelio cervical, en al-
gunos casos incluyendo todo el grosor del revestimiento cervical. Esta lesion
es considerada como un carcinoma in situ [0 .
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Figura 2. Esquema de una lesion intraepitelial escamosa de bajo grado (CIN I).
FEl epitelio tiene un grosor de aproximadamente diez capas celulares.

Las lesiones precancerosas son una etapa precursora del cancer cervicoute-
rino, las cuales pueden evolucionar dando lugar a un cancer si no se detectan y
tratan tempranamente. La transformacion celular esté asociada con una serie
de alteraciones fenotipicas, biologicas celulares, bioquimicas y metabolicas.
La deteccion y clasificacion de células morfoldgicas anormales representa la
base de la histopatologia clasica y sigue siendo un pilar importante en la
clinica.

Actualmente, se estd realizando un esfuerzo significativo para el desarrollo
de modalidades no invasivas para la detecciéon del cancer en una etapa tem-
prana, momento en el que las intervenciones terapéuticas son altamente exi-
tosas. Esos métodos se basan en la deteccion de senales 6pticas y presentan
resultados prometedores |[||[2||3||A||E]|@][Zd]. Los métodos terapéuti-
cos mas tradicionales para el tratamiento de CIN son invasivos y pueden
dividirse convencionalmente en dos grupos basicos: (a) métodos destructivos
(diatermocoagulacion, criodestruccion y evaporacion laser) y (b) extirpacion
del tejido patolégico (quirtrgico, laser o escision electroquirtrgica). Los efec-
tos adversos mas comunes de dicho tratamiento son hemorragia, traumati-
zacion de tejidos subyacentes con una formaciéon de restos asperos, estenosis
local y estenosis del canal cervical. Los cambios en la estructura anatémica
del cuello uterino conducen a la pérdida de funcionalidad; especificamente,
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una reduccion de las secreciones cervicales resulta en una disminucién en la
probabilidad de concepcién, un aumento de la probabilidad de abortos es-
pontaneos, aumento en el nivel de mortalidad perinatal y deterioro del parto
normal. Por ende, el manejo de las CINs requiere desarrollo e introduccion
de nuevos enfoques terapéuticos y mantenimiento de la integridad funcional
del 6rgano objetivo. En ese sentido, la TFD es menos danina para los tejidos
normales que la cirugia, la radiaciéon o la quimioterapia, conservando la fer-
tilidad [¥] y parece ser un procedimiento alternativo prometedor para CIN
[9][g0| [ED||82|[&3|[E4|. La literatura [EH| publica una guia de tratamiento
utilizando Photofrin como F's en una dosis de 2 mg/kg, Ta = 48 h y luz
proveniente de un laser de XeCl como fuente de bombeo de un colorante que
emite en un ancho de banda y, mediante una red de difraccién que integra su
cavidad se selecciona la emision de los 630 nm con un densidad de energia
de 100 J/cm?. Con dicho F's se demostré su eficacia en més del 80 % para
CIN Iy CIN II, y mas del 90 % para CIN III |EG.

1.6. Fotometria y Radiometria

El término fotometria refiere a la medicion de las magnitudes que ca-
racterizan la emision de luz visible por parte de una fuente luminosa (flujo
e intensidad luminosa), y a la medicién de aquellas que de alguna mane-
ra describen la sensacion visual (iluminancia y luminancia), las mismas se
comparan con las magnitudes radiométricas en el cuadro 1.2 [E2|.

Magnitud Ra- | Unidad Magnitud | Unidad Definicion Foto-
diométrica Fotométri- métrica
ca
Potencia Ra- | W Potencia Im Cantidad de luz
diante luminosa emitida
Intensidad ra- | W/sr! Intensidad | ¢d =Im/sr | Densidad espa-
diante luminosa cial de luz emiti-
da
Irradiancia W/m? lluminancia| lz = Im/m? | Cantidad de luz
que llega a la su-
perficie
Radiancia W/sr'm? | Luminancia| cd/m? Brillo aparente

Cuadro 1.2: Magnitudes fotométricas y sus andlogas radiométricas. Las abrevia-
ciones sr:estereorradidn; Im:lumen; cd:candela; 1x:lux
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Definicién de flujo luminosos

El flujo luminoso ® es la cantidad de luz que emite una fuente, cuya
unidad de medicion es el lumen (Im) y representa una magnitud escalar, ya
que solo indica la cantidad de luz generada por un dispositivo (caso tipico,
una lampara), reflejada o transmitida por un cuerpo (un espejo, un vidrio
refractor). No brinda informacion espacial, es decir, hacia donde se dirige o
de donde proviene tal cantidad de luz. Para precisar un poco mas, qué se en-
tiende por cantidad de luz, imaginemos una fuente ideal, concentrada en un
punto (puntual), que irradia una cierta potencia G. Consideremos, ademas,
que esta potencia tiene una distribucion espectral como la indicada en la figu-
ra 3. Una fuente como la indicada en el diagrama emitiré en la regién visible
del espectro (longitudes de onda comprendidas entre aproximadamente 380
y 700 nm), pudiendo también irradiar longitudes mayores a 700nm (infra-
rrojo, ondas de radio, etc.) y menores a 380 nm (ultravioleta, rayos x, etc.).
Si efectuaramos la sumatoria de estas radiaciones cubriendo la totalidad del
espectro, obtendriamos la potencia emitida, medida en Watt ().
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Figura 3. Definicién del lumen: dada una fuente puntual con una distribucién de
potencia G, la cual estd formada por una parte luminosa correspondiente a
380-700 nm y otra parte, no luminosa, que escapa a dicho rango; el rango visible
se pondera con su correspondiente sensibilidad V) y, finalmente, se multiplica por
una constante definida como 683 Im/W*.

Esta potencia no puede considerarse como cantidad de luz, ya que incluye
radiaciones no visibles. Para cuantificar el flujo luminoso deberiamos enton-
ces restringir nuestra integral solo al espectro visible. Mas atin, sabemos que
las radiaciones dentro de esta region 380-700 nm producen percepcion visual,
pero el ojo humano no tiene la misma sensibilidad para todas las longitudes
de onda alli comprendidas. Esta sensibilidad, para niveles altos de ilumina-
cion (vision diurna o fotopica), fue estandarizada con la curva V), diagrama
con forma de campana de Gauss, con un maximo para 555 nm (color ver-
de amarillo), y decreciente tanto para los rojos como para la zona azul del
espectro. De modo que, para obtener de todo el espectro radiado lo que consi-
deramos luz, tendriamos no solo que restringir la sumatoria, sino que ademas

'La candela es la unidad bésica del Sistema Internacional que mide la intensidad lu-
minosa. Se define como la intensidad luminosa en una direccién dada, de una fuente que
emite una radiacién monocromatica de frecuencia 540x10'2 Hz, que posee una longitud de
onda en el vacio de A = 555,171 nm y, de la cual, la intensidad radiada en esa direccion
es 1/683 vatios por estereorradian.
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ponderar cada frecuencia con su correspondiente sensibilidad V). Con esta
idea, definimos el flujo luminoso F' de la fuente como la potencia radiante
evaluada con respecto a la sensibilidad estandar:

F = / VAG(N)dA, (vatios — luz) (1.1)
0

La unidad resultante para el flujo es el W para evidenciar que se trata
de potencia luminosa, se emplea la denominaciéon vatios-luz. Sin embargo vy,
como ya mencionamos, la unidad usual de flujo luminoso es el lumen, de
origen anterior a la definiciéon de flujo dada. Considerando para la curva V)
la estandarizacion de la Comisiéon Internacional de Alumbrado CIE (1929),
la constante que surge para adaptar unidades es 683 Im /W, con lo cual:

® = 683 / TGOV, (im) (1.2)

Medicién de flujo luminoso

Un método simple de medir el flujo luminoso se basa en el uso de la lla-
mada esfera integradora o fotometro esférico de Ulbrich. La cual consiste en
una cavidad cuya particularidad es que su superficie interior puede conside-
rarse un difusor perfecto (se encuentra recubierta de una pintura blanca). La
iluminancia en el interior de la esfera, producida por el flujo directo de la
lampara, puede calcularse como:

B )
47 R2

Ey (1.3)
Siendo R el radio de la esfera. Luego de incidir sobre la pared, la luz se
refleja, incidiendo nuevamente sobre la misma. La iluminancia producto de
esta primera reflexion valdra:

p®

Ey = ——
2 4rR2

(1.4)

En donde p es la reflectancia de la superficie interior de la esfera. La luz se re-
fleja nuevamente en la pared, y asi continua indefinidamente. La iluminancia
total del interior seréa:

0 N p® N p*® o 1
 4TR?2  A7TR?  4ArR?

E (1.5)

De la ecuaciéon anterior se deduce que podemos conocer el flujo luminoso de la
lampara a partir de la medicion de la iluminancia en la pared de la esfera. Para
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ello, se realiza un orificio en el que se coloca el elemento fotosensible, para
el que vale todo lo dicho en el punto sobre medicién de intensidad luminosa,
con la salvedad que debe poseer correccién cosenoidal. En un integrador
real aparecen numerosas fuentes de error, a saber: falta de homogeneidad del
recubrimiento interior, selectividad croméatica del mismo, absorcién por parte
de los elementos que se encuentran en el interior (cables, soportes, etc). Todos
deben tenerse en cuenta y compensarse cuando se calibra el instrumento [ES|

Definicion de la iluminancia

Es la cantidad de luz por unidad de superficie que recibe un cuerpo. Para
la superficie elemental de la figura 4a, definimos la iluminancia £ como:

E = I (Ix) (1.6)
Siendo ds el area elemental. La iluminancia se calcula, mide o especifica sobre
una determinada superficie o plano tomado como referencia. Asi, es usual
hablar de la iluminancia sobre el piso, sobre una pared, en un plano horizontal
a determinada altura con respecto al piso. Tal plano es, obviamente, el que
recibe el flujo luminoso [E9|.

0) Energia
luminosa

Atea que recibe el
flujo luminoso

Figura 4. Esquemas de definiciones: a)iluminancia es el flujo d® emitido por una
fuente y que llega a un ds ubicada a una cierta distancia d de la fuente ;
b)principio de funcionamiento de un luximetro.

Medicion de iluminancia

Las fotocélulas de barrera constan de una unién metal-semiconductor,
construida de modo tal que la luz puede incidir sobre la juntura formada.
Ante la incidencia de luz, se generan portadores libres que, si el circuito



35

exterior lo permite, producen una corriente eléctrica. La corriente generada
por este transductor resulta proporcional al flujo luminoso que incide sobre
la celda por unidad de superficie, en otras palabras, la corriente de salida es
proporcional a la iluminancia sobre el elemento. El instrumento basico resulta
entonces un medidor de iluminancias o luximetro, cuyo esquema elemental se
muestra en la figura 4b. La medicion del resto de las magnitudes fotométricas
(intensidad y flujo luminoso, luminancia) se realiza luego de transformarlas
en una cantidad proporcional a la iluminancia sobre el elemento fotosensible.
Para calibrar o tarar al instrumento es preciso generar sobre el elemento fo-
tosensible niveles conocidos de iluminancia, adaptando en forma conveniente
la escala de corriente del amperimetro de modo que los valores se registren
directamente en lux. Para tal fin se utiliza un equipo denominado banco fo-
tométrico, que consta de un soporte largo en forma de riel, con posibilidad de
instalar en uno de sus extremos una lampara patron de intensidad luminosa.
Sobre el riel se monta la fotocelda, de modo tal que la intensidad conocida
de la lampara patron incida sobre ella en forma normal.

El equipo se completa con un sistema que permita medir la distancia en-
tre la lampara y el elemento fotosensible. En estas condiciones, el nivel de
iluminancia que podemos considerar como patrén, se obtiene a partir de la
ley de inversa al cuadrado. El filtro de adaptaciéon a la curva V) es una de
las partes més delicadas de cualquier instrumento fotométrico, incluyendo
los luximetros. La transmitancia del mismo puede modificarse ante cambios
bruscos de temperatura, exposiciéon a niveles muy altos de iluminaciéon o la
humedad ambiente, alterando no solo la respuesta espectral del instrumento,
sino también su calibracion. Se puede incluso decir que la falta de adaptacion
(por un deterioro o mala calidad del filtro) es la principal fuente de error de
un luximetro, con el agregado adicional de que es una falla dificil de detectar.
Otra de las caracteristicas que debe poseer un luximetro es medir correcta-
mente la iluminancia independientemente de la ubicacion de la fuente de luz
que la genera. Como se sabe, si la luz incide sobre una superficie en forma
oblicua, la iluminancia sobre la misma es proporcional al coseno del angu-
lo de incidencia. La correccion se logra adicionando una cubierta a modo
de sistema optico, calculada especialmente para lograr la respuesta buscada.
En la mayoria de los casos es de material opalino, de forma aproximada a
un casquete esférico, aunque la correcciéon también puede obtenerse con una
o varias capas de vidrio transparente plano. Con estas cubiertas se logran
buenas respuestas angulares para incidencias de hasta 60° o 70°.
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Relaciéon entre la Intensidad luminosa y la Iluminancia. Ley de la
inversa de los cuadrados.

Entendemos por puntual a aquella fuente cuya mayor dimensiéon es mucho
méas pequena que la distancia que la separa de la superficie que ilumina.
Supongamos una fuente puntual que ilumina un area elemental ds. En estas
condiciones, la iluminancia en dicha area valdra:

dd
= — 1.7
P (1.7)
Y el flujo comprendido en el angulo sélido que abarca a la superficie sera:
d® = Idw (1.8)
Para el esquema de la figura 4a, el angulo sélido es el cociente entre la su-
d
perficie del casquete esférico cubierto ~ ds y el radio al cuadrado dw = d—j,
entonces: 7

La ecuacion anterior, expresa que la iluminancia sobre un plano perpendicular
a la linea de incidencia de la luz, decrece con el cuadrado de la distancia que
lo separa de la fuente luminosa. La ley de inversa del cuadrado es de gran
importancia en la luminotecnia, tanto en lo referente a calculos como en la
definicion de sistemas y métodos de medicion|Hd|.

Ley de Lambert

Cuando dos fuentes de la misma intensidad luminosa, una de las cuales
tiene un area mayor que la otra, se miran sucesivamente, la menor se percibe
como mas brillante. Esta nociéon de brillo aparece muy ligada a la percep-
cion: recortados sobre un mismo fondo, un objeto brillante sera més facil de
detectar que otro calificado como opaco. Como una aproximacioén a esta idea
de brillo, se defini6 la luminancia L como la intensidad luminosa emitida por

unidad de superficie:
dl

L=—, cd/m? (1.10)
ds
La ecuacion anterior remite a la luminancia en un punto (infinitesimal); en la
practica, lo usual es trabajar con luminancias medias. La definicién exacta de
luminancia es el cociente entre intensidad y superficie aparente de la fuente
S. Para una direccion de observacion oblicua un angulo a con respecto a la
vertical, la luminancia seria: ,
a

I ==
Sa

(1.11)
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Cuando un cuerpo emite o refleja luz de modo tal que su luminancia es
constante independientemente del angulo de observacion, se dice que emite
(o refleja) en forma uniforme o segtn la Ley de Lambert. Esto es, si la emision
fuera uniforme tendriamos (Figura 5):

_IO_]a
S0 Sa

(1.12)

Figura 5. Ley de Lambert: cuando la luminancia L, no varia con la direccién de
observacion.

1.7. Propagacién de la luz en el tejido

Muchos procesos diferentes pueden tener lugar cuando la luz interactia
con la materia. El proceso que realmente ocurrird dependera de la intensi-
dad de la luz, la longitud de onda y con qué tipo de materia interacttia. En
general, dentro del campo de la 6ptica y a los efectos del alcance de esta
tesis, la luz interactuara con los electrones mas externos de las moléculas. Al
interactuar con los electrones, béasicamente dos procesos pueden ocurrir: el
foton puede ser absorbido o puede ser dispersado.

Dentro de la 6ptica de tejidos, la absorcion se cuantifica comtinmente por el
coeficiente de absorciéon u,, que se define como, la probabilidad de que un
foton sea absorbido por unidad de longitud, a menudo dado en em™! o en
mm L. Si la energia del fotén no coincide con la diferencia entre los niveles
de energia en la molécula, el foton puede dispersarse. En el proceso de dis-
persion, la direccion del foton cambia y el fotéon puede (dispersion inelastica)
o no cambiar su energia (dispersion elastica). La dispersion se cuantifica de
manera similar a la absorciéon por un coeficiente de dispersion p, definido co-
mo la probabilidad de que un evento de dispersiéon pueda ocurrir por unidad
de longitud. También la direccionalidad de la dispersion, a menudo cuantifi-
cada por el factor de anisotropia g, tiene que ser considerada.

En términos practicos, es dificil medir el coeficiente de absorciéon indepen-
dientemente del coeficiente de dispersion, especialmente cuando la absorcion
es pequena en comparacion con la dispersion, como lo es en el tejido lige-
ramente pigmentado. Asi, los coeficientes de absorciéon y dispersion a veces
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se derivan de mediciones de muestras con un cierto espesor, utilizando un
modelo teorico que tiene en cuenta la dispersion multiple [EI|.

Usando las ecuaciones de Maxwell es la via més fundamental para describir
la propagacion de la luz en el contexto de la fisica clasica. Bajo este contexto,
la luz es considerada como un campo electromagnético interactuando con el
medio dieléctrico por el cual se propaga. Solo existen pocas soluciones anali-
ticas a los problemas electrodinamicos. En el campo de la 6ptica biomédica,
dentro de los ejemplos més importantes, esta la teoria de Mie que describe
la dispersion de una onda plana infinita en una esfera pequena.

Los tejidos biologicos son medios de dificil estudio y caracterizacion, ya que
ante las radiaciones Opticas se comportan como medios no homogéneos y
anisotropicos, es decir, su estructura y composicion no son uniformes y pre-
sentan distintas propiedades segin la direccion del tejido [@2] .

Los tejidos biologicos son medios absorbentes cuyo indice de refracciéon me-
dio es mayor que el del aire, siendo esta caracteristica la responsable de la
reflexion parcial de la radiacion en la interfaz aire-tejido (reflexion de Fres-
nel), mientras que el resto penetra en el tejido. La dispersion y la absorcion
son los responsables, primero, del ensanchamiento del patréon de radiacion
del laser y de la disminucién posterior a medida que viaja a través del tejido,
mientras que la dispersion a granel (bulk scattering) es la principal causa de
la dispersion de una gran fraccion de la radiaciéon en la direcciéon opuesta a
la propagacion inicial[@3]. El tamano, la forma y la densidad de estructuras
celulares, su indice de refraccién con respecto a la sustancia fundamental
del tejido y los estados de polarizacion de la luz incidente juegan un papel
importante en la propagacion de la luz en los tejidos [EH] . Los medios bio-
l6gicos son a menudo modelados como conjuntos homogéneos de particulas
esféricas, ya que muchas células y microorganismos, especialmente las células
de la sangre, tienen forma de esferas o elipsoides. Un sistema sin interaccion
de particulas esféricas es el modelo mas simple de tejido. La teoria de Mie
describe rigurosamente la difraccion de la luz en una particula esférica @3]
[@@]. En la optica de tejidos, debido a la complejidad de los sistemas, de-
bemos anadir también a la teoria de Mie algunas complejidades como las
esferas multicapas ||, en las que cada capa presenta distintas propiedades,
o esferas monocapa con homogeneidad no radial, anisotropia y/o actividad
Optica. A partir de que Wilson y Adam [B8] incorporaran de forma innovado-
ra las simulaciones de Monte Carlo (MC) en las interacciones de los tejidos
biologicos con los laseres, su uso aumento, convirtiéndose en el método mas
utilizado y preferido por la comunidad cientifica [@9|, llegando a proporcionar
resultados comparables con los resultados experimentales || [C] .
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1.7.1. Absorcién en tejido

La relacion entre la concentracion del compuesto que absorbe la luz en el
tejido Cx (mol/dm?), y el coeficiente de absorcién correspondiente, p)(X),
a una determinada longitud de onda (), viene dada por:

pa(X) = In(10)ex Cx (1.13)

Donde &% es el coeficiente de extincion molar y el producto €%.Cx es definido
en unidades de em™!. Los compuestos responsables de la absorcion del tejido
se denominan comunmente cromoforos. La absorcion de la luz en el tejido
depende de la longitud de onda de la luz incidente (figura 6). En esta, se indica
con un cuadro, la regiéon del espectro visible donde los componentes del tejido
tienen la menor absorcion. Esta region generalmente se denomina ventana
optica del tejido, en referencia a la posibilidad de penetrar profundamente
con la luz.

» La luz azul (400-470 nm) tiene una menor penetracion y, desde el punto
de vista terapéutico, es 1til para afecciones de la piel en la epidermis

e

» La luz amarilla (aproximadamente 540 nm) es efectiva en afecciones de
la piel que incluyen enrojecimiento, hinchazoén y otros efectos relacio-
nados con la pigmentacion |3

» La luz roja (630-700 nm) puede alcanzar la activacion de fibroblas-
tos de la dermis, aumentando la expresiéon del factor de crecimiento

fibrobléasticos, como procolageno tipo 1 y matriz de metaloproteinasa-9
(MMP-9) (3|

» La luz infrarroja cercana (700-1200 nm) alcanza la maxima penetracion
en la piel; en estudios in vivo revelan su efectividad en la cicatrizacion
de heridas mediante la estimulacion de la angiogénesis ||
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Figura 6. Penetracion de la radiacién en funcion de la longitud de onda en la piel.

La absorciéon en los 6rganos internos esta bastante dominada por la alta
absorcion que tiene la hemoglobina y la melanina. La hemoglobina es la
proteina transportadora de oxigeno en los glébulos rojos, responsable del
transporte de oxigeno desde los pulmones al tejido. Es un compuesto formado
por cuatro grupos hemo con un atomo de hierro en el centro que actia como
sitio de uniéon para el oxigeno. La absorcion depende de si la hemoglobina
esté oxigenada (HbO2) o no (Hb). La absorcion més alta es la llamada banda
de Soret, a 414 nm y 433 nm para HbOy y Hb, respectivamente.

1.8. Mecanismo de drogas fotosensibilizadoras
(Fs)

La base de la TFD es la producciéon, en el tejido iluminado, de fotopro-
ductos toxicos. Este procedimiento involucra dos etapas:

1. inyeccién o suministro del F's

2. luego de la acumulacion del F's en el tejido a tratar, se lo ilumina con
longitud de onda apropiada a las caracteristicas de absorciéon del F's

Los mecanismos biologicos que se desencadenan pueden variar con la natura-
leza del F's, la distribucion del mismo en el tejido, su localizacion intracelular,
entre otros parametros. Sin embargo, la fotoquimica involucrada en la induc-
cion del dano celular es similar para todos los F's. Es el oxigeno singulete,
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10,, un estado molecular excitado del oxigeno, la principal especie citotéxica
generada durante la TFD |G|. En el diagarma de Jablonski de la figura 7 se
ilustra un diagrama de niveles de energia que muestra los procesos fotofisicos
y fotoquimicos que generan la formacion de *O,.

S —
Tt mmeiiniiss
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e é \
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Oz "SB-— SBO; |
______-______.'
SE) T

)

Fotoblangueo

Figura 7. El diagrama de Jablonski para la reacciéon tipo II de fotooxidacion
resultante en formaciéon de oxigeno singulete. Una molécula en estado
fundamental Sy, cuando absorbe fotones, es excitada a su primer estado excitado
S1. El F's en S puede regresar al estado fundamental mediante un proceso
radiativo o no radiativo, o puede decaer mediante la combinacién con un estado
triplete excitado 7). Este puede volver al estado fundamental o puede ser
blanqueada por una colisién a una molécula de oxigeno en estado fundamental
30,. Este proceso de blanqueo resulta en la formacién de oxigeno singulete 'Oy y
puede contribuir al dano mediante su reaccion con sustratos biologicos (SB).

El estado energético fundamental de cualquier molécula corresponde a su con-
figuracion o distribucion electrénica de menor energia. Los estados electroni-
camente excitados de las moléculas se forman cuando éstas absorben energia,
normalmente en forma de luz. En ellos, las moléculas tienen configuraciones
electronicas diferentes y mas energéticas que la del estado fundamental. Los
estados excitados o activados, a diferencia del estado fundamental, presen-
tan configuraciones electrénicas que tienen una duraciéon limitada, por lo que
tienden a regresar a la configuracion de minima energia del estado funda-
mental pasado un corto lapso. Una molécula presenta un estado energético
de carécter singulete, cuando sus dos electrones mas externos se encuentran
apareados, es decir, cuando tienen nimeros cuanticos de espin opuestos o
antiparalelos. Por otro lado, una molécula presenta un estado energético de
caracter triplete, cuando sus dos electrones més externos se encuentran des-
apareados o paralelos, esto es, cuando tienen nimeros cuanticos de espin
iguales. Tipicamente, el estado fundamental de la mayoria de las moléculas
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suele tener caracter singulete Sy, mientras que los estados excitados de cual-
quier molécula pueden tener caracter singulete S; o triplete 77. Un estado
excitado singulete es de mayor energia que su correspondiente estado excita-
do triplete debido a la energia de apareamiento electrénico necesaria para que
los dos electrones mas externos tengan espines antiparalelos. Normalmente,
toda molécula que absorbe un fotén de luz de longitud de onda adecuada
puede alcanzar alguno de sus estados excitados. Sin embargo, las reglas de
la mecénica cuantica establecen que, en ciertos casos, la probabilidad de ab-
sorcion de un foton para producir la excitacion es muy baja. En estos casos,
para poblar el estado excitado es necesario acudir al proceso de fotosensibi-
lizacion, en el cual se transfiere la energia de excitacion electronica de una
molécula a otra. El oxigeno singulete 'O, es un estado de mayor energia del
oxigeno molecular que se encuentra incluido dentro de las especies reactivas
del oxigeno (ROS) [Md|. El oxigeno en estado fundamental, es decir, con su
configuracion electréonica de minima energia, tiene dos electrones desaparea-
dos o de espines paralelos, por lo que se trata de un estado de multiplicidad
triplete. El oxigeno singulete no se puede generar mediante absorciéon directa
de luz por la molécula de oxigeno, por lo que la fotosensibilizacién constitu-
ye el método de eleccion para la preparacion de oxigeno singulete |[[O8]. Asi
una molécula de F's absorbe un fotéon de luz, generandose inmediatamente su
estado excitado singulete. Este, o decae a su estado fundamental (emitiendo
fluorescencia en el proceso), o evoluciona rapidamente hasta un estado exci-
tado triplete mas estable y de tiempo de vida més largo. El sensibilizador en
estado triplete T} puede desencadenar dos tipos de reacciones:

1. La reaccion tipo I (RI) consiste en la formacion de radicales e iones
radicales, a través de la transferencia de protones o electrones, los cuales
interactiian con oxigeno formando productos oxidados.

2. La reaccion tipo II (RII), implica la transferencia de energia en forma
directa, a través de la colision con una molécula de oxigeno en estado
fundamental. En dicha colisién, mediante un proceso de transferencia
de energia por intercambio electronico, se genera de nuevo el F's en
estado fundamental y oxigeno singulete. Este es altamente reactivo y
su longitud de difusion es menor a 0, 1pm |G|

1.9. Dosimetria

A pesar del tremendo progreso en las tltimas décadas, la dosimetria en la
TFD resulta un gran desafio debido a la gran complejidad en su naturaleza.
No tener bien definida la dosis precisa para predecir el efecto bioldgico hace
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a esta terapia limitada a la hora de incorporarla en la clinica. [[™| Actual-
mente, la mayoria de los tratamientos de TFD se realizan especificando tres
parametros, a saber: la dosis del F's administrada (mg/kg), la dosis de luz de
tratamiento J/cm? y el intervalo de espera entre el suministro de la droga y
la aplicacion de la luz. Las imprecisiones en la dosis efectiva que realmente se
entrega a un tejido a tratar se reflejan en respuestas impredecibles y fallas en
el control de la enfermedad. En primer lugar la concentraciéon del F's puede
variar de un lugar a otro y de un paciente a otro debido a las heterogeneida-
des farmacocinéticas intra e interpacientes. En segundo lugar, la penetracion
de la luz en el blanco depende de las propiedades 6pticas del tejido, las cuales
difieren intra e interpacientes. En tercer lugar, la oxigenacion del tejido no es
tenida en cuenta: la cantidad de oxigeno singulete reactivo serd menor que
la esperada si el tejido es o se convierte en hipoxico durante el tratamiento
con TFD. Adicionalmente, la cantidad de cada parametro, es decir, la canti-
dad de F's, luz y oxigeno puede cambiar e influenciar a los otros durante la
TFD |D|[|. Reconocer y medir estratégicamente las variaciones de esas
variables para guiar el tratamiento mediante TFD representan la esencia pa-
ra conseguir una dosimetria exitosa. Para lograr este cometido, existen tres
enfoques principales: dosimetria directa, implicita y explicita.

1.9.1. Directa

Mide los agentes citotoxicos en la TFD, esto es, el ROS (especies reacti-
vas de oxigeno, incluyendo el oxigeno singulete 10s) ya sea través de métodos
por fosforescencia, espectrofotométricos, fluorescencia o quimioluminiscencia.
En caso de la fosforescencia, se puede determinar la concentracion de 'O, a
1270 nm, aunque, debido a los cortos tiempos de vida media del 'O, y el
bajo rendimiento cuantico para la fosforescencia, en ambientes biolégicos,
resulta una medida complicada[[T2A|. El oxigenos singulete también puede
ser detectado a través de métodos espectrofotométricos [[I3|. Por ejemplo el
9,10-diphenylanthracene (DPA) reacciona con el oxigeno singulete para for-
mar endoperoxido estable. La deteccion y cuantificacion del oxigeno singulete
estan basadas en las mediciones de absorbancia con lo cual el decrecimiento
en la absorbancia a 355 nm fue correlacionado con la produccion del oxigeno
singulete, pero debido a la baja sensibilidad y pobre fotoestabilidad del DPA
y sus derivados esta técnica es limitada |3
Por otro lado, a través de cambios en las propiedades de la fluorescencia,
tales como la intensidad de la senal de fluorescencia, la longitud de onda,
el rendimiento cuéntico y los tiempos de vida de la fluorescencia se pudo
detectar el oxigeno singulete o moléculas de ROS [[I3]. Estos ensayos con
fluorescencia presentan ventajas sobre los ensayos espectrofotométricos debi-
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do a la alta sensibilidad y excelente especificidad en la deteccion de ROS y
oxigeno singulete [[I4.

En un trabajo, se demostré que el rendimiento cuantico del oxigeno singulete
en un F's basado en porfirina, podia determinarse por medio de un sensor
(SOSG) [rH|.

Entre todos los métodos mencionados, la quimioluminiscencia presenta la
sensibilidad superior para la deteccion de 'O, y ROS [[IE|. Los compuestos
quimioluminiscentes emiten luz espontaneamente cuando estdn en presencia
de oxigeno singulete y ROS. Es mas simple comparada con las mediciones
por fluorescencia porque no necesitan ser excitados por luz y por lo tanto no
presentan un fondo proveniente de la autofluorescencia del tejido ni interfe-
rencias por la dispersion de la luz, pero a pesar de sus ventajas, son poco
selectivos y especificos ||

1.9.2. Implicita

La idea de dosimetria implicita es explotar un tnico parametro que in-
tegra el efecto de todos los factores de la TFD sin la necesidad de medirlos
por separado. La fluorescencia del F's es una cantidad conveniente para mo-
nitorear ya que los F's presentan esta propiedad. Los F's experimentan un
fotoblanqueo irreversible durante la TFD que resulta en la disminuciéon me-
dible en la intensidad de fluorescencia. Dado que el fotoblanqueo puede ser
mediado por especies reactivas de oxigeno, la pérdida de fluorescencia del
F's depende y es el resultado de las complejas interacciones entre los tres
factores de la TFD, es decir, la luz, el F's y el oxigeno. Por lo tanto, el foto-
blanqueo proporciona una medida indirecta de dosis efectiva administrada en
la TFD y es un enfoque demasiado simple para la evaluacion de la eficacia del
tratamiento|[M|||. Algunos estudios in vitro de TFD basados en PpIX,
mostraron que el fotoblanqueo del F's puede ser utilizado para calcular la
dosis de oxigeno singulete y correlacionarlo con la sobrevida celular|IT3|[T|
[C20]. Por otro lado, estudios in vivo |CZI|[EZA| demostraron la correlacion
entre el grado de dafio tumoral y el fotoblanqueo del F's|[23|[[2A||ZT|. Las
mediciones de fluorescencia son, en principio, bastante sencillas. Al filtrar la
luz de excitacion reflejada es posible obtener senales bastante fuertes de los
tejidos. Los problemas surgen cuando se trata de interpretar la senal de fluo-
rescencia ya que los picos de fluorescencia son en su mayoria amplios y varios
fluoroforos pueden superponerse. Las diferentes propiedades 6pticas en la ex-
citacion y las longitudes de onda de deteccion también influyen en la senal.
Dado que, para una regiéon de excitacion UV, la profundidad de penetracion
es de unos pocos cientos de micrémetros, mientras que en el visible puede
ir un par de milimetros mas; como consecuencia de esto, es que la intensi-
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dad de una senal de fluorescencia no puede interpretarse directamente como
una concentracion de fluoréforo correspondiente. Otra consecuencia es que
la configuracion de la medicién, tanto en la excitaciéon como en la deteccion,
influye fuertemente no solo en el nivel de senal sino también en la forma del
espectro (figura 8).
Fibra Fibra Fibra
a}  optica b) éptica c) optica
Excitacic

XCHACIon
Deteccion

Figura 8. Diferentes sistemas de monitoreos puntuales: a)la excitacion y la
deteccién es a través de la misma fibra 6ptica; b)la excitacion es externa y la
deteccion es por fibra optica apoyada en la superficie de deteccion; c)la excitacion
es externa y la detecciéon es por fibra 6ptica no apoyada en la superficie de
deteccion.

Por lo tanto, las mediciones mediante espectroscopia de fluorescencia pueden
proporcionar informacién sobre una amplia gama de procesos moleculares

1.9.3. Explicita

La dosimetria explicita mide cada una de los tres elementos de la TFD (la
luz, el F's y oxigeno) y los incorpora en un modelo dindmico para predecir la
produccion de ROS y los resultados del tratamiento. El primer paso vital en
la dosimetria explicita es la determinacion de la distribucion de la fluencia de
luz en el tejido. La tasa de fluencia de la luz de tratamiento puede ser medi-
do directamente colocando un detector isotrépico en la superficie del tejido
|[C2Z3| =28 [29] o intersticialmente [[C30]|[I31]. La distribucién de la fluencia de
la luz in vivo puede ser determinada de manera precisa a través de mediciones
intersticiales; sin embargo, debido a la invasividad de esta técnica, se limita a
mediciones en la tasa de fluencia en determinados puntos/profundidad, o a lo
largo de un catéter, y no en un volumen tridimensional completo. Mediante
la utilizacion de simulacion Monte Carlo es posible el modelado de la dis-
tribucion de luz en el tejido, lo cual constituye una herramienta practica no
invasiva |32 [C33][E3d]. Modelos de célculos como la teoria de aproximacion
de la difusién [[33] y expresiones analiticas simples |[38|[C3] 38| permiten
un modo rapido para el calculo de la distribucion de la luz.
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Tanto para aproximaciones empiricas como computacionales el conocimien-
to a priori de las propiedades Opticas del tejido es esencial para predecir
la fluencia de luz total dentro de un volumen prescripto clinicamente en la
TFD. En diferentes estudios en los que miden las propiedades opticas del
tejido in wvivo durante la TFD mostaron variaciones inter e intra-sujetos
|[C39 20| 20| [T22] [I23]. Algunas veces, en la clinica, los tratamientos de
TFD son prescriptos en términos de la luz entregada por una fuente laser
y no de la fluencia total de luz que recibe el tejido, lo cual es una combina-
cion entre la luz incidente y la luz dispersada.

Con el desarrollo de sistemas de monitoreo en tiempo real, los cuales incluyen
sistemas multicanales capaces de registrar la tasa de fluencia de luz en multi-
ples sitios, permiten al investigador clinico medir de manera precisa y entregar
una dosis de luz homogénea al tejido durante la TFD |44 |[45||28| (23]
El segundo elemento a medir en la dosimetria explicita es la concentracion
del F's y su distribucién espacial en el tejido. La mayoria de los F's son fluo-
rescentes y por lo tanto la concentracion in vivo puede ser medida a través
de la deteccion de la fluorescencia emitida. Los protocolos clinicos de la TFD
solo especifican la dosis del F's en términos de la cantidad en mg de F's su-
ministrada por peso del paciente en kg [IZ3|. Sin embargo, muchos estudios
demostraron que la concentraciéon real del F's es heterogénea y varia entre
pacientes [[29|[I20|[Cx0]. Finalmente, en la dosimetria explicita debe medir-
se la concentracion y distribucion de oxigeno en el tejido. La distribucion
de oxigeno tisular puede variar temporalmente y espacialmente durante la
TFEFD como consecuencia del proceso fotoquimico, y puede variar en el flujo
sanguineo debido a la respuesta vascular inducida por la TFD [[532]. Existen
varias técnicas para medir los niveles de oxigeno en los tejidos, por ejemplo,
las técnicas histograficas miden la tension de oxigeno intersticial e intravas-
cular (pO;) directamente con electrodos tipo Clark [IB3|, o dispositivo de
deteccion optica (optodos) basados en luminiscencia o fosforescencia |24,
entre otras. Ademés se puede obtener en forma indirecta la concentraciéon de
oxigeno determinando su saturacion en la hemoglobina. La concentracion de
oxihemoglobina (Hbo) y la deoxihemoglobina (Hb) se pueden medir usando
espectroscopia por reflectancia difusa o de absorcion. Otras técnicas utili-
zadas para medir la oxigenacion tisular, involucran la resonancia magnética
para obtener imégenes internas de la oxigenacion tisular |[53]|I54|.

1.10. Mecanismo de destruccion del tumor

Algunos autores sostienen la opinién que la apoptosis juega un papel
significante en la inactivacion celular inducida por la TFD. Ciertamente, es
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la necrosis el mecanismo més importante, por lo menos para grandes do-
sis de TFD. Los F's aceptados clinicamente son lipofilicos y por ende se
ligan a las membranas celulares. Por lo tanto, proteinas y antigenos pre-
sentes en las membranas celulares representan blancos sensibles en la TFD
|[Cx7) |58 |29 [IB0|. El dano en las proteinas probablemente sean la razon de
porqué las células son mas sensibles en la fase celular S que en las fases G1
y G2. El dano en las mitocondrias causado por la acumulaciéon del sensibi-
lizador en dichas organelas fue ampliamente demostrado|[a8| y podria estar
implicado en el inicio de la apoptosis a baja exposicion de luz |[B1|[I52,
mientras que para alta exposicion el mecanismo serfa la necrosis [[B3].

La fisiologia en el tejido tumoral es diferente a la presente en un tejido normal.
Esa diferencia permite la localizacion selectiva del F's en un tejido respecto
del otro cuando se lo administra en forma sistémica (Figura 9). Los tumores
contienen muchos macroéfagos los cuales acumulan el F's en forma agrega-
da y probablemente los monomerizan [[G4|. La vasculatura tumoral presenta
poros, lo cual facilita al F's en forma agregada o ligada a macromoléculas, di-
fundir mas facilmente dentro del tumor respecto del tejido normal |[G3||IGE|.
El compartimento extracelular tumoral presenta valores de pH bajos y mu-
chos F's se protonan y se vuelven lipofilicos [[E4]. El sistema linfatico de
muchos tumores es pobre, lo cual favorece la retencién de moléculas fotosen-
sibles |GQ||[IE3|.

& ‘
= vesiculdd
macré{agos

Figura 9. Mecanismo de localizacién selectiva tumoral del F's.

Las propiedades del tejido tumoral que contribuyen a la distribucion selectiva
del F's son: niimero elevado de proteinas receptoras de baja densidad, valores
de pH bajo y la presencia de macréfagos. La estructura del estroma tumo-
ral se caracteriza por un espacio intersticial grande, una vasculatura porosa,
un drenaje linfatico comprometido, abundante colageno (que une porfirinas
[[BE3]) y grandes cantidades de lipidos (que tienen una alta afinidad a colo-
rantes lipofilicos [[C]) favorece la distribucion preferencial del sensibilizador.
Se observo que en tejido neoplésico [ el uso de vehiculos (vesiculas fos-
folipidicas o emulsiones de aceites) utilizados en la formulacion de F's del
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tipo porfirinas mejoraban su afinidad cuando se aumentaba la hidrofobici-
dad de los vehiculos. Este hecho fue apoyado por trabajos donde se observo
que liposomas asociados a F's presentan una mayor eficiencia y selectividad
en blancos tumorales comparado con el mismo F's administrado en una so-
lucién acuosa [CZ2|. En general, el uso de vesiculas liposomales que estan en
estado fluido a la temperatura del cuerpo de 37°C' parecen orientar el F's
hacia lipoproteinas de baja densidad. Estos resultan en una liberacién pre-
ferencial hacia células neoplésicas [[[Z3]. Muchos tipos de células tumorales
expresan una gran cantidad de receptores de membrana para proteina de
baja densidad, que promueve la internalizaciéon del F's unido a proteinas de
baja densidad por via endocitotica [[Z4|. Los porfirinoides endocitosados se
localizan en gran medida en dominios membranosos, incluidos el plasma y las
membranas de las mitocondrias, el aparato de Golgi y el reticulo endoplasma-
tico rugoso|[[CA|. Este patron de distribucion tiene implicaciones obvias para
los mecanismos por los cuales la TFD induce dano tumoral: por lo tanto,
los F's transportados por la albtimina causan un dano extenso del sistema
vascular que promueve la isquemia tumoral y la hipotensién, mientras que
los F's incorporados por proteinas de baja densidad inducen un dano tem-
prano importante en las células malignas a través de los procesos necréticos
y apoptoticos [CZ3).

Tanto las microesferas, como los anticuerpos monoclonales dirigidos hacia
antigenos localizados en la superficie de células neoplésicas, fueron utilizados
como agentes transportadores de fotosensiblizadores hacia el tumor|7Z8|.

Se demostré que los macréfagos asociados a tumores en modelo animal ab-
sorben grandes cantidades de HpD|IZ2| y Photofrin [IZ8]. Por lo tanto, los
macrofagos asociados a tumores juegan un papel en la captacion selectiva de
F's en forma agregada.

El liquido intersticial es el liquido que rodea las células y se encuentra loca-
lizado entre sus membranas plasmaticas y las paredes vasculares. El valor de
pH del fluido intersticial es menor y el contenido del acido lactico es mayor
en los tumores que en la mayoria de los tejidos normales [[[73]. Sin embargo,
el pH intracelular es idéntico o ligeramente mayor en tumores que en tejido
normal [IX0|. El pH 4cido en tumores ofrece varias posibilidades terapéuticas
[XT|. El equilibrio entre las diferentes especies i6nicas de porfirinas es com-
plejo |[IX2|, pero en general la lipofilia y la captacion celular aumentan con
la, disminucion del pH [IZ3].

La distribuciéon de F's inhomogéneos dentro del tumor podria ser una de las
limitaciones. Korbelik y Krosl [[Zd| también, demostraron que la acumula-
cion de fotosensibilizador y la muerte de las células tumorales disminuyen
con la distancia de las células tumorales al suministro vascular.

Otro pardmetro que puede limitar la muerte directa de células tumorales es la
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disponibilidad de oxigeno dentro del tejido durante el tratamiento TFD. Dos
mecanismos pueden producir tales limitaciones: el fotoconsumo de oxigeno
durante el proceso fotodinamico y los efectos de la TFD en la microvascula-
tura tisular.

La tasa de fluencia se puede ajustar hacia valores mas bajos para dismi-
nuir el consumo de oxigeno pero suficientes para facilitar el mantenimiento
de niveles de pOs tisular durante el tratamiento. Un parametro importan-
te que se relaciona con la tasa de consumo de oxigeno en los tejidos es el
fotoblanqueo del sensibilizador porque la reduccion de los niveles de sensi-
bilizador también reduce la tasa de consumo de oxigeno fotoquimico [[=X3|.
Otro enfoque hacia el mantenimiento del oxigeno tisular es la iluminaciéon
fraccionada |Z8|, lo que permite la reoxigenacion durante los periodos|IX3|
en oscuridad. Generalmente, los regimenes de tratamiento que utilizan baja
tasa de fluencia o luz intermitente, muestran una eficacia superior en retrasar
el crecimiento tumoral [IX8|. El dafio vascular, que ocurre después de com-
pletar el tratamiento de TFD, contribuye al control tumoral a largo plazo. El
colapso microvascular se puede observar facilmente después de la TFD [IXY|
y puede conducir a una grave y persistente hipoxia/anoxia tumoral |90
Desafortunadamente, la disminucion de pOs del tumor a una distancia de los
vasos sanguineos sigue siendo un obstéaculo para el uso de F's clésicos debi-
do a la necesidad de presencia de oxigeno molecular para iniciar la muerte
celular. En esta perspectiva, el trabajo de @] recientemente desarrollé mo-
léculas basadas en Ir (III) capaces de oxidar biomoléculas mediante procesos
de tipo I en condiciones libre de oxigeno en cultivos de células tumorales.
Los mecanismos subyacentes con los efectos vasculares de la TFD difieren
mucho con diferentes F's. La TFD también puede conducir a la constriccion
de los vasos a través de la inhibicion de la producciéon o liberacion de 6xido
nitrico por el endotelio. [[I| En experimentos preclinicos, la respuesta mi-
crovascular a la TFD puede ser inhibida parcial o completamente mediante
la administracion de agentes que afectan la generacion de eicosanoides, como
indometacina [[3|, otros inhibidores de tromboxano [[94|, y aspirina [[93]; y
esta inhibiciéon puede disminuir notablemente la respuesta tumoral. Por otro
lado, la administracion de agentes inhibidores de la ¢xido nitrico sintasa o
eliminando el 6xido nitrico parece mejorar la cura tumoral, aparentemente
al mejorar la disrupcion inducida por la TFD en la perfusion vascular 93|
Durante la tltima década, la nanotecnologia permitié el rapido desarrollo
de sistemas para la entrega precisa de medicamentos a los tejidos objetivo
y mejorar la efectividad de la terapia anticancerigena |[[92| S| |T2M|. El uso
de nanoparticulas poliméricas permite la entrega dirigida de méas moléculas
fotosensibilizadoras a la region tumoral y evita la degradacion del F's antes
de alcanzar el tejido tumoral objetivo [ZOD]. Ademés, el uso de polimeros
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permite la union simultdnea de otros ligandos a las moléculas de F's, por
ejemplo, sustancias de contraste o marcadores fluorescentes que permiten la
exploracion de imégenes clinicas 20| [202| 203

1.11. Efectos inmunologicos de la TFD

Las propiedades curativas de la TFD surgen de la muerte de células can-
cerosas mediante el efecto citotoxico iniciadas por el estrés oxidativo. Estos
efectos secundarios no se limitan en absoluto a la muerte por isquemia cau-
sada por la oclusion de la vasculatura tumoral. Otros eventos que se enfocan
cada vez mas, son los siguientes: 1) actividad antitumoral de células infla-
matorias y 2) reaccién inmune en el tumor por el F's. Todos pueden ser
provocados por dano fototoxicos que no es necesariamente letal y que tiene
un impacto en el efecto inflamatorio. Los cambios inducidos fotodinamica-
mente en la membrana plasmatica y en las membranas de organelas celulares,
que representan la mayorfa del dano provocado por muchos F's para TFD,
pueden desencadenar eventos con consecuencias de largo alcance. Un pro-
ceso iniciado a nivel de membrana puede estar implicado en las rutas de
transduccion de senales. Estos incluyen una expresion mejorada de las pro-
teinas de stress y genes de respuesta temprana |[PO4|, activacion de genes
reguladores del proceso de muerte celular por apoptosis |[E| y, posiblemen-
te, el aumento de la regulaciéon de algunos genes de citoquinas. Debido a
su papel en la adhesion celular y en la presentacion de antigenos, algunas
de las proteinas de stress inducidas por TFD participan en el desarrollo de
la respuesta inmunoinflamatoria [ZO3|. Lesiones fotooxidativas de lipidos de
membrana provocan una rapida activacion de las fosfolipasas membranosas
[EE| que conduce a la degradacion acelerada de fosfolipidos con una libe-
racion masiva de fragmentos de lipidos y metabolitos de acido araquidénico
[ET7). Estos productos son poderosos agentes mediadores de la inflamacion.
Una fuerte reaccion inflamatoria es un evento central en el mecanismo de
destruccion tumoral mediada por TFD. Las diferencias en la naturaleza e
intensidad de la reaccion inflamatoria entre los tejidos normales y cancerosos
pueden contribuir a la selectividad del dano tisular inducido por TFD [EOJ|.
Un sello distintivo importante del proceso inflamatorio es la liberacién de
una amplia variedad de potentes mediadores, incluidas sustancias vasoacti-
vas, componentes de los complementos y cascadas de coagulacion, proteinas
de fase aguda, proteinasas, peroxidasas, radicales, quimioatrayentes leucoci-
tarios, citoquinas, factores de crecimiento y otros inmunorreguladores [Z9.
La administracion local de virus oncoliticos a tumores puede promover in-
munidad contra el cancer [ZI|. La inmunoterapia contra el cancer al educar
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o estimular el propio sistema inmunitario de los pacientes para atacar las
células cancerosas demostré respuestas terapéuticas prometedoras en la cli-
nica. Sin embargo, existen desafios claves como la tasa de respuesta clinica
limitada y los efectos adversos relacionados con la autoinmunidad.
Recientemente, se descubri6 que una diversa gama de métodos de trata-
miento local asistido por biomateriales que incluyen radioterapia localizada,
quimioterapia o la fototerapia, estimulando el sistema inmunitario, a menudo
induciendo la muerte celular inmunogénica 21|

1.12. La fluorescencia de los F's: Diagnoéstico
Fotodinamico

El desarrollo del diagnostico de fluorescencia esta relacionado, estrecha-
mente, con la evolucion de la TFD, principalmente debido a que la mayoria
de los F's son fluorescentes. Por lo tanto, una lesion puede ser diagnosticada
y tratada a la vez en la misma ocasién con la misma droga. Si se usa solo
para diagnostico, la dosis del medicamento dado es a menudo varias mag-
nitudes mas bajas que la dosis terapéutica correspondiente a minimizar la
fotosensibilizacion no deseada.

El diagnostico fotodinamico (DFD) consiste en la utilizacion de cromoéforos
exogenos para la obtencion de una respuesta luminica caracteristica (fluores-
cencia) por parte de un tejido cuando éste es iluminado por un haz de luz de
una determinada longitud de onda [ET2|, como la protoporfirina IX acumu-
lada en el interior de las células neoplasicas, al ser incidida por un haz de luz
de determinada longitud de onda (380-470 nm). Este estado de activacion es
un estado inestable e inmediatamente el electron regresa a su nivel energético
habitual, liberando un paquete de energia en forma de luz roja fluorescente
de una longitud de onda de 600-700 nm, que es el efecto que al final nos pone
en evidencia la lesion neoplasica. A través del DFD es posible diagnosticar
un mayor nimero de lesiones lo que conlleva una disminuciéon de la tasa de
tumores que pasan inadvertidos, como se expone en los trabajos [ZI3| [2I4|
en el ambito de la urologia.

En particular, medir la fluorescencia de los agentes fotosensibilizantes utiliza-
dos en TFD mejoro la deteccion y demarcacion de tumores [EI3]. Sin embar-
go, la interpretacion de la intensidad de las mediciones de fluorescencia son
problematicas ya que la fluorescencia de los tejidos se ve significativamente
afectada por la absorcion y dispersion tanto en las longitudes de onda de
excitacion como de emision.

La variacién de las propiedades opticas del tejido con la longitud de onda
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da lugar a la distorsion de espectros de fluorescencia de excitacion y emision
y, como resultado, es dificil de identificar los fluoréforos responsables de la
fluorescencia y sus contribuciones relativas a ella. Ademés, los cambios en
la intensidad de fluorescencia debido a las variaciones en las concentraciones
de fluoréforo no pueden ser distinguidos facilmente de los que surgen de va-
riaciones en absorcion y dispersion [EZI|. Vale la pena senalar, sin embargo,
que para que la dispersion y la absorciéon puedan producir informacion sig-
nificativa se deben aplicar técnicas de correccién, por ejemplo, cambios en
la absorcion puede reflejar cambios en la concentracion de cromoéforos o su
estado de oxigenacion, y cambios en la dispersion es indicativa de cambios
en la estructura del tejido [EZI4]. Comprender las interacciones de la radia-
cion no ionizante con organismos vivos es el foco de mucha investigacion en
las dltimas décadas. La naturaleza compleja de estas interacciones justifica
el desarrollo de estudios tedricos y experimentales para obtener una idea de
predecir y monitorear el éxito de protocolos de terapia fotodinamica. Hay un
impetu importante hacia las recomendaciones basadas en evidencia para el
diagnostico, tratamiento y manejo del paciente. Es importante para mejorar
los protocolos de dosimetria. La fluorescencia en la TFD clinica puede usarse
para detectar y diagnostica afecciones premalignas y malignas, mientras que
el fotoblanqueo puede controlar los cambios en la fluorescencia durante el tra-
tamiento. La combinacion de los datos clinicos empiricos de fotoblanqueo de
fluorescencia con modelado computacional permite investigar los protocolos
de dosimetria TFD clinica con el fin de optimizar regimenes de tratamiento

I2Ts].

1.13. Termografia infrarroja para deteccion de
afecciones y seguimiento de la TFD

Asi como la fluorescencia descripta en el apartado de dosimetria, la me-
dicina utiliza la termografia con fines diagnosticos, a partir, de la informa-
cion procedente de imagenes infrarrojas del cuerpo humano. Un gran nime-
ro de trabajos previos, se han enfocado en los fundamentos del uso de las
imégenes térmicas para detectar cambios |[PZ2|[222|[E23]. Esta técnica deter-
mina las areas del cuerpo que presentan un flujo sanguineo irregular, por
aumento o por defecto, lo cual se traduce en cambios de temperatura. Se
utilizo, por ejemplo, en el herpes zoster y en el seguimiento de hemangiomas
[T [220||[E23] [EZ]]. En un interesante trabajo previo [EZZ4], se detectaron dife-
rencias en la temperatura de la piel entre pacientes con carcinoma basocelular
y queratosis seborreica, ademas sugieren un parametro NCV (numerical co-
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lor value) como método complementario para el diagnostico fotodinamico. El
valor numeérico del color (NCV) se define como la relacion de componentes de
color rojo a verde (R/G) en cada pixel y se realiza la cuantificacion del valor
de color. La proporciéon de color rojo de la imagen obtenida se relaciona con
etapas histologicas [EZ3]. También estudios de tumores en ratones BALB/n
originados de lineas celulares humanas de cancer de mama MDA-MB-231 o
MCEFT mostr6 a la termografia como una técnica complementaria 1til en el
monitoreo de la dindmica de crecimiento tumoral [ZZ8]. En la TFD a menudo
se cuestiona el componente térmico que puede resultar de la deposiciéon de
altas dosis de luz en el tejido. Los resultados del trabajo [EZZ9] muestran que
la mayor parte de la energia depositada se consume en la activacion del F's
y, por lo tanto, en el efecto fotodinamico.
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2.1. Sistemas biolégicos

2.1.1. n vitro: cultivos celulares

El término cultivo celular se refiere al crecimiento de células in vitro. En
los cultivos celulares, las células no estan organizadas en verdaderos tejidos.
Cuando las células requieren la adhesion a un sustrato para crecer y dividirse,
el crecimiento se realiza en una tnica capa celular (monocapa). Esta monoca-
pa crecera hasta alcanzar cerca del 100 % de confluencia (maxima capacidad
de cubrimiento de superficie); pasado esta etapa, las células pueden comen-
zar a despegarse y morir. No obstante, algunas variantes de células tumorales
son capaces de apilarse y dar lugar a multicapas. Hay dos tipos basicos de
cultivos celulares: cultivo primario y cultivos de lineas celulares. Un cultivo
primario denota el primer cultivo de células, tejido u érgano, obtenidas di-
rectamente desde un organismo. Todos los cultivos celulares comienzan como
un cultivo primario. La transferencia de células de una cépsula a otra, se de-
nomina pasaje o subcultivo. Una vez que el cultivo primario es subcultivado,
se obtienen los cultivos de lineas celulares[Zdd| . En este trabajo se utilizaron:

» Pasaje entre 50-60 de la linea celular HeLa (células de cancer de cérvix
humano)

= Células tumorales TMC subcultivadas a partir del cultivo primario de
células tumorales de ratones BALB/c de endocria portadores de un
fibrosarcoma inducido experimentalmente.

Los procedimientos de mantenimiento de las células y preparacion de los
cultivos se realizaron en condiciones de esterilidad empleando una campana
de flujo laminar (Figura 10a) y condiciones de trabajo y de bioseguridad
adecuadas. En este caso, se cultivaron monocapas de células HeLa y TMC
en medio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) suplementado con 10 %
de suero fetal bovino (SFB), antibi6ticos (Gibco’™ Antibiotic-Antimycotic
(100X)) y bicarbonato de sodio utilizando capsulas de Petri plasticas de
3,5 em de didmetro (Geiner bio-one). Para tal fin se realizaron siembras
convenientes con medio conteniendo 50000-100000 células por mililitro, y se
incub6 en estufa de cultivo a 37 °C' en atmosfera de diéxido de carbono y
97 % de humedad (Isotemp Fisher Scientific, Figura 10b). Un esquema del
procedimiento experimental para los sistemas in vitro 2D, se muestra en la
figura 11a.
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Figura 10. Equipamiento en el laboratorio: a)flujo laminar; b)estufa de cultivo
celular a 37°C.

2.1.2. n vitro: esferoides de células HelLa

Los esferoides celulares se obtuvieron incorporando una suspensiéon de
100000-400000 células/ml en una capsula de Petri bacteriologica de 10 em
de didmetro e incubando en estufa de cultivo por 7-10 dias. Se emple6é medio
de cultivo RPMI suplementado con antibiotico en 10 % de suero fetal bo-
vino (SFB), que se renovo cada 3 dias. Posteriormente, los esferoides fueron
seleccionados individualmente con micropipetas y sembrados en capsulas ad-
herente con medio de cultivo fresco. Los ctimulos elegidos, se incubaron toda
la noche en cépsulas de Petri adherentes de 3,5 em de diametro|2Z3T|[2332].
En cada capsula de Petri se colocd entre 5-10 esferoides. Un esquema del
procedimiento experimental para los sistemas in vitro 3D se muestra en la
figura 11b.

a)

Capsula Tip

adherente !.
\ / 3 " y —» TFD
T o

Incorporacion de 80% de

células HeLa confluencia

y medio RPMI

b)

(. \ 10 dias ( a B - ) . /
\//—r G —» '\/,,—p TFD

Capsula Farmacion Capsula
no adherente de climulos adherente

Figura 11. Procedimiento experimental: a)siembra de células HeLa hasta
aproximadamente el 80 % de cubrimiento de la superficie de la capsula de Petri
adherente; b)obtencion de esferoides para las aplicaciones de TFD.
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2.1.3. in vivo: fibrosarcomas en murinos BALB/c

Se utilizaron murinos BALB /c alimentados con pellets esterilizados libres
de alfalfa. En una primera etapa, se indujeron tumores en el flanco de los
ratones con metilcolantreno [Z33||Z34|. En una segunda etapa, a partir de
aquellos, se obtuvieron células TMC las cuales fueron subcultivadas a través
de la inoculacion subcutanea en el flanco derecho de ratones sanos. Luego
de, aproximadamente, dos semanas se obtuvieron tumores de tamafnos entre
0,4y 0,8 ¢m de didmetro. Para realizar los experimentos se seleccionaron tu-
mores similares al tacto y con caracteristicas geométricas no superiores a 10
mm de longitud x 10 mm de ancho x 5 mm de alto (Figura 12a). Eventual-
mente, los tumores se extirparon de los ratones y se fijaron inmediatamente
en 4 % solucion neutralizada de formalina tamponada. Los tumores fijados
se cortaron y se colocaron en casetes y fueron procesados de acuerdo al pro-
tocolo estandar. Brevemente, las muestras se deshidrataron por inmersion en
soluciones de etanol de concentracion creciente (70, 80, 95 y 100 % etanol),
xileno, se embebieron en parafina y cortaron en secciones de 5 um. Las sec-
ciones secas se desparafinaron usando xileno, etanol al 96 % y 70 % etanol,
se rehidrataron y tineron con hematoxilina y eosina.

B ™, '...

Figura 12. Modelos tumorales en murinos: a)ratones BALB/c de pelo blanco con
inoculacién de células de fibrosarcoma de origen animal; b)ratones BALB/n
inmunodeprimidos con inoculacién de células HeLa, las cuales corresponden a una
linea celular humana.

2.1.4. 1in vivo: modelo de cancer de cérvix en murinos
BALB/n

Se compraron 6 hembras BALB/n inmunodeprimidas (se necesitan ce-
pas murinas inmunodeprimidas para generar un tumor proveniente de una
linea celular humana) de 3 meses de edad con pesos entre 22,15 y 24,6 g
en el bioterio de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNLP. Un total
de 5 millones de células HeLa fueron inoculados subcutaneamente en 200
pl de solucion fisiologica en el flanco derecho de cada murino (Figura 13);
transcurridos 10 dias se obtuvieron tumores como los mostrados en las figura
12b. Periodicamente, se midi6é el volumen de los tumores hasta alcanzar un
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tamano 6ptimo para el procedimiento experimental, no superiores a 1 e¢m?

23],

Figura 13. Generacion tumoral en BALB /n: a)sitio de inyeccion de células HeLa;
b)fotografia del momento de la inyeccion subdérmica.

2.2. Drogas fotoactivables

El m-THPC ((F oscan®) , Biolitec Pharma Ltd. United Drug House,
Magna Drive Dublin 24, Ireland) fue el F's utilizado en los experimentos de
TFD. Este, es una porfirina reducida que pertenece a la familia de las clorinas
(Figura 14a) y presenta un pico de absorcion mas fuerte en la zona espectral
UV-violeta que en la zona correspondiente al rojo (Figura 14b).



60 Materiales y métodos

b)

0.06 i ] P T =1 = ==

0.04 |- / I'.

003 |

Absorbacia

0.01 7 \\J“\ﬂ\

\/“\\h / \

0.00 L—1 L
400 450 500 550 600 650 700 750

Alnm

Figura 14. Caracteristicas del F' oscan®): a) estructura quimica; b)espectro de
absorcion desde 380 nm a 750 nm.

Después de la siembra, los cultivos se incubaron con el F's en medio de mante-
nimiento RPMI suplementado con 10 % de SFB, antibioticos y bicarbonato
de sodio, por lo que las células se mantienen en una suspension de células en
un estado metabolico relativamente bajo. Las concentraciones de F's utiliza-
das en los experimentos fue de 0,05 < Cp < 2 ug/ml y se obtuvieron por
dilucién de una solucion madre de 100 pug/ml. Por otra parte, los ratones
BALB/c al igual que los BALB/n fueron inyectados en la porcion medial de
la cola, con una dosis de m-THPC de 0,75 mg/kg - 1,5 mg/kg, de acuerdo
a las recomendaciones del protocolo (Figura 15); y colocados en una caja
oscura, para evitar efectos no deseados de la TFD, particularmente en los

ojos del raton (Figura 16).
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Sitio de
inyeccion

Sitis de Camara oscura

iluminacj

Regulador de intensidad de luz

Figura 16. Caja oscura luego de la inyeccion del F's y resguardado hasta el
momento de la iluminacion.

En algunas experiencias, los ratones BALB/c se rasuraron en la zona tumoral
para evitar la interferencia del pelo en las mediciones.

2.3. Fuentes de iluminaciéon

Para llevar a cabo los experimentos de TFD se desarrollaron, en el la-
boratorio, lamparas LED especialmente diseniadas para tal fin (cuadro 2.1).
Los sistemas LED utilizados en las distintas experiencias de TFD fueron:
una lampara LED con dos lupas; LEDs individuales y lamparas de 4 LEDs
con la posibilidad de concentrar la luz en un punto de interés. Para ello, se
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Tipo | A, = AM | Potencia| Experiencias | Sistema 6ptico || Nombre
(nm) (W)
Laser| 654 + | 0,62 in wvitro en | fibra  oOptica || 1-654-0,62
1,41 HeLa acoplada a
microlente
Laser| 654 + | 1,1 i wvitro en | fibra  optica || 1-654-1,1
1,19 HeLa acoplada a
microlente
LED | 637 £ 9 1,06 in wvitro 2D | 2 lentes con- || L-637-1,06
HeLa y TMC | vergentes de 5
i vivo en | Dpy 9,75 Dp
TMC
LED | 395 75 | 1 in wvitro 2D y | lente conver- || L-395-1
3D gente 8°
LED | 460 £ 7,5 | 1 i vitro 2D lente conver- || L-460-1
gente 8°
LED | 635 £+ 9 1 i vitro 2D lente conver- || L-635-1
gente 8°
LED | 660 &= 7 1 in vitro 2D y | lente conver- || L-660-1
3D gente &8°
LED | 395 &+ 75 | 4 in vivo HeLa | lente conver- || L-395-4
cada LED gente 8° cada
LED
LED | 635 = 7,5 | 4 in vivo HeLa | lente conver- || L-635-4
cada LED gente 8° cada
LED
LED | 395 £ 7,5 | 12 i vivo HeLa | lente conver- || L-395-12
cada LED gente 8° cada
LED
LED | 635 £ 9| 12 — lente conver- || L-635-12
cada LED gente 8° cada
LED
LED | 420 + 9| 12 in vivo HeLa | lente conver- || [-420-12
cada LED gente Des®
cada LED
LED | 660 + 7 |12 — lente conver- || L-395-12
cada LED gente Des®
cada LED

Cuadro 2.1: Sistemas de iluminacion desarrollados en las experiencias. En
el cuadro, figuran las siguientes abreviaturas; L:LED, 1. laser, Dp: Dioptrias,
Des:desconocido.



63

desarrollaron dos modelos (sistema I y sistema II) para modificar los grados
de libertad del sistema lente-LED-disipador. El sistema I, se muestra en las
figuras 17, 18 y 19a. Cada LED, ya sea de 1 W o 3 W esta acoplado a un
disipador (Figura 17a) y a una lente (Figura 17b), y montados en una plata-
forma de tornillos ajustables (Figura 17¢). La fuente de alimentacion (Figura
17d) permite modificar la intensidad de iluminacién; y conectar, ya sea la
lampara de 12 W o la de 4 W. En éste tltimo caso, el cable es flexible sin
malla de siete hilos de 0,3 mm de didmetro.

Figura 17. Construcciéon de las fuentes LEDs con potencia maxima total de 12
W /4 W lograda con cuatro LEDs de 3 W/ 1 W cada uno, para A. de 635 y 395
nm : a) sistema LED-disipador, es un LED de alta potencia de 3W /1 W
acoplado a un disipador individual; b)sistema lente-LED-disipador, es una lente
de 8 ° acoplada al sistema LED-disipador, esto constituye un médulo
independiente; ¢) fotografia de la lampara LED de 12 W con los cuatro sistemas
lente-LED-disipador y d) fuente de alimentacion de la lampara LED de 12 W /4
W, con la posibilidad de encender uno, dos, tres o los cuatro LEDs
simultaneamente; también se puede regular la intensidad total de la corriente.
Tiene una entrada para una conector de cinco pines (correspondiente a la fuente
de 12 W)y otra para un conector de siete pines (para la fuente de 4 W).
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En este sistema, la lente, el LED y el disipador forman un moédulo in-
dependiente. La figuras 18a y 18c corresponde al modo de haces paralelos,
mientras que las figuras 18b y 18d corresponden al modo convergente.

Figura 18. Disefio de lamparas LED capaces de concentrar la luz: a) y b)esquema
de enfoque de la lampara LED formada por cuatro médulos independientes
moviles, de los cuales, cada uno, esté formado por una lente-LED-disipador; ¢) y
d)fotografias del sistema de enfoque de la lampara de cuatro LEDs.

El sistema II consiste en cuatro LEDs y sus respectivos disipadores que se
calzan en las lentes mediante la presion ejercida por sendos resortes (Figura
19¢). Para regular el posicionamiento de los LEDs-disipadores se manipulan
los tornillos que atraviesan una plataforma en forma de cruz. Las cuatro lentes
se encuentran montadas en carcasas metalicas, las cuales, tienen movimiento
a lo largo de sus ejes. Estos ejes forman un rombo imaginario circunscrito
simétricamente en un circulo que contiene a las lentes (Figura 19d).
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Figura 19. Esquema de lamparas: a)sistema I de ajuste mediante el balanceo de
un brazo movil; b)plataforma sobre la que se apoya el conjunto
lente-LED-disipador y es atravesada por un tornillo; c) sistema II de resorte;
d)rombo imaginario formado por las cuatro lentes.

La ventaja respecto al sistema de concentracion descrito anteriormente, es
que el movimiento de las lentes puede hacerse en forma conjunta y esta regido
por un preciso sistema mecanico que facilita el rapido enfoque y convergencia
de los cuatro LEDs (Figura 20).

Figura 20. Disenio de L-660-12: a)fotografia del sistema II de la figura 19c;
b)cuatro lentes moviles montadas en una plataforma; c)el sistema LED-disipador
se apoya en tornillos que atraviesan otra plataforma.
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2.3.1. Sistemas de iluminacién para tratamiento de los
sistemas in vitro

En el capitulo 3, en experiencias in vitro e in vivo se utilizo6 la lampara
L-637-1,06 (Figura 21a) que fue adquirida y caracterizada a través de me-
diciones fotométricas y radiométricas ya que se desconocian sus pardmetros
técnicos (ver apartado siguiente, correspondiente a caracterizacion fotomé-
trica de lamparas). Por un lado, se la compar6 con el laser de uso clinico
(Figura 21b) colocando ambas fuentes a una distancia tal que entreguen la
misma dosis de luz en el area deseada (J/cm?) por un tiempo de iluminacion
méaximo de 12 min.

Figura 21. Fuentes de iluminacién: a)L-637-1,06 ubicada a 1 m de distancia de las
capsulas de Petri; b)l-652-1,1 ubicado a una distancia de 0,5 m de las capsulas de
Petri.

Por otra parte, en modelos celulares 2D y 3D, luego de 24 h de incubacion
con el F's, utilizando los sistemas de iluminacion propios (L-395-1, L-460-1,
L-635-1 y 1-660-1); las células fueron expuestas en una plataforma a 15 ¢m de
distancia, a diferentes densidades de energia, de acuerdo con un 77 de 30, 20,
15,8, 4,2, 1y 0,5 min (Figura 22a). Las fuentes de iluminacién presentaron
homogeneidad en la salida del haz, a lo largo del diametro de la capsula de
Petri (Figura 22b).
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Figura 22. [luminacién en capsulas de Petri con L-395-1, L-460-1, L-635-1 y
L-660-1: a)esquema experimental; b)homogeneidad del haz de salida de los LEDs
utilizados, expresada como potencia relativa como funcién de la distancia radial
(em).

2.3.2. Sistemas de iluminacién in vivo

A la fuente L-637-1,06 se le acoplaron dos lupas de PMMA con radios de
curvatura de 107,79 mm y 511,91 mm con el objetivo de modular el haz de
luz para iluminar areas més pequenas y se colocaron a una distancia, desde
el tumor en murino BALB/c, de 79 y 5,5 ¢m, respectivamente (Figura 23).
Los radios de curvatura se determinaron con un esferémetro.
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Figura 23. Fotografia del esquema de iluminacion en murinos BALB/c colocando
dos lentes convergentes para modular el haz de luz a la regién tumoral.

En otra experiencia, con ratones BALB/n, el sistema de iluminacion L-420-
12, se colocod a 20 em de distancia al tumor del ratéon y se iluminé por un
méaximo de 35 min

Figura 24. Fotografia del esquema de iluminaciéon en murinos BALB /n.

2.3.3. Caracterizacion fotométrica de lamparas

Para las fuentes 1-637-1,06 (sin las lupas), 1-652-0,62 y 1-652-1,1 se utiliz6
la esfera integradora de la figura 25a. En éste caso se coloco la fuente luminica
en el centro de la esfera y se registré la iluminancia, F, de la cual, a partir de
la expresion 1.5, se obtuvo el flujo luminoso, ¢. Con éste ultimo y, utilizando
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la expresion 1.2, es posible hacer la conversion entre unidad fotométrica y
radiométrica. También, mediante un goniémetro fue posible caracterizar el
haz de la salida de las fuentes luminosas en distintas direcciones (Figura 25b).

a)

Fuente
de luz

b
) LED Fibra optica

Espectrometro

Figura 25. Instrumentos para la caracterizacion fotométrica: a)esfera integradora,
en el centro del casquete esférico se posiciona la fuente de luz y se registra la
iluminancia; b)esquema de goniémetro, la fuente de luz se coloca en el centro y se
registra, para distintos angulos, la intensidad de emisiéon mediante una fibra
optica alineada a la fuente de luz.

Otro método, para la determinaciéon de F, fue utilizando un espectréometro
AvaSpec-ULS3648-USB2-UA-25 (Figura 26a) con rango de medicion UV /VIS/NIR
(200- 1100 nm) y software Avasoft-Full incluido (Figura 26b).

Figura 26. Espectrometro AvaSpec-ULS3648-USB2-UA-25: a)entrada SMA 905,
detector CCD de 3648 pixeles, rendija de 25 pum, recubrimiento para UV
DUV3648, filtro para reduccion de efecto de segundo orden OSC-UA, conexion
USB2, incluido; b)el cable de la fibra éptica FC-UVIR200-2, 200 pm, longitud 2
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m, rango UV /VIS/NIR (250- 2500 nm), conectores SMA 905. Se utilizo una lente
difusora adaptada a la ley cosenos: difusor CC-VIS/NIR. Software Avasoft-Full.

Para llevar a cabo las experiencias se ubico, en un extremo de un banco
Optico, el espectrometro y, en el otro, la fuente luminosa (Figura 27).

Espectrometro Lampara

Fibra dptica LED Fuente de

2 -~ Alimentacion
Figura 27. Esquema de arreglo experimental. En un extremo del banco 6ptico se

Distancia

posiciona la fuente LED y separado una distancia conocida la punta de la fibra
optica, la cual se encuentra conectada al espectrometro. Este tltimo registra la
iluminancia y permite también expresar las unidades analogas radiométricas.

2.4. Visualizacién por microscopia 6ptica y de
fluorescencia
La observacion de la evoluciéon de los cultivos en el tiempo, se realizo

a través de los microscopios Opticos (Figura 28a y 28d) y de fluorescencia
(Figura 28b y 28c).

Figura 28. Microscopios utilizados: a)Nikon T'S100 invertido de luz blanca;
b)Olympus BX51 de fluorescencia no invertido; ¢)Olympus IX71 de fluorescencia
invertido; d)Microscopio 6ptico Zeiss.
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Para los experimentos con cimulos, se eligieron los méas parecidos (Figura 29)
para la aplicacion de la TFD; ya sea, para ensayar diferentes Cr o longitudes
de onda de emision de las fuentes de iluminacion.

250 um

Figura 29. Imégenes de contraste de fase de tipicos cimulos de células HeLa
obtenidos mediante el microscopio de la figura 28a en un campo de 20X.

2.5. Determinacién del dano celular en experi-
mentos en cultivos

2.5.1. Ensayo MTT

La fototoxicidad se evalué empleando Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
i1)-2,5-difeniltetrazolio de Life Technologies (MTT), compuesto perteneciente
a la familia de sales de tetrazolio, soluble en agua y con color amarillo.
Brevemente, después de 6 h y 24 h de iluminar las capsulas de Petri se
reemplaz6 el medio de cultivo por uno nuevo que contenia soluciéon de MTT
0,5 (mg/ml en medio de crecimiento RPMI). Las células se incubaron en
presencia de la solucion MTT durante 3 h a 37 °C'. Posteriormente, el medio
de cultivo se elimin6 por completo, y los productos formados se solubilizaron
agregando 1 ml de DMSO a cada cépsula. Esta solucién se verti6 en una placa
de cultivo de 96 pocillos y la absorbancia se midi6 a 570 nm mediante un
lector de placa (Genios Pro). Los resultados se expresaron como absorbancia
relativa referida a un cultivo sin iluminacién. Las mediciones se repitieron
tres veces, y el valor medio y su error estandar se informaron para cada
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condicion. Este procedimiento se realizd en las secciones 2 y 4 del capitulo
de resultados.

2.5.2. Ensayo TUNEL

La muerte de células por via apoptoéticas inducida 1h y 3h después de

la aplicacion de la iluminacion de la TFD fue confirmada por el ensayo TU-
NEL (de las siglas en inglés, deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated
dUTP-biotin nick-end-labeling) de acuerdo con el manual de instrucciones
del fabricante.
En resumen, las células Hel.a sembradas en cubreobjetos se fijaron duran-
te 20 man en paraformaldheido a 4°C', se permeabilizaron durante 2 min
con Triton X-100 (Sigma-Aldrich) y se incubaron durante 1 h con la mezcla
de reaccion TUNEL a 37°C'. Después de lavar con PBS, se analizaron las
preparaciones.

2.5.3. Naranja de Acridina e Ioduro de Propidio (NA /IP)

En algunos casos, después de la TFD en los esferoides de células HeLa, se
tineron con NA ( 50 pl de 0,01 % NA en PBS) e IP ( 30 ul de 50 ug/ml )y
se analizaron con el microscopio de la figura 28b con filtro azul (excitacion:
480/420 nm, emision: 510 nm), teniendo en cuenta que la coloracion verde
es indicativo de viabilidad celular, mientras que el rojo muestra las muertes
(Figura 30). Ademas, se utilizo IP combinado con Hoechst para distinguir
apoptosis y necrosis mediante el empleo del microscopio de fluorescencia de
la figura 28b y con filtros WIBA (Excitacion:460/495 nm; Emision: 510 nm)
y DAPI (Excitacion: 330/385 nm; Emision: 420 nm), siguiendo el protocolo
descripto en el apéndice 5.2.



73

500 um

Figura 30. Tinciéon con NA/IP en monocapa de células HeLa. Se puede apreciar
la distribucion de células vivas/muertas en células tratadas con TFD L-395-1 y
Cr =1 pg/mlen: a) y b) Tt = 2 min; ¢) y d) Tt = 4 min. Las imagenes se
obtuvieron con el microscopio de la figura 28b en un campo de 20X, siendo a) y
c)las imégenes de fluorescencia de las imagenes b) y d)con luz blanca,
respectivamente.

2.6. Observaciones por Microscopia Laser Con-
focal de Barrido para determinar la distri-
bucién del dano espacial

Algunos esferoides de células, se analizan con un microscopio espectral l1a-
ser confocal Leica TCS SP5 equipado con siete lineas de laser, AOTF (filtro
sintonizador actstico-6ptico), AOBS (divisor de haz optico-acustico) y siste-
ma de escaneo en tandem SP5. Para tal fin se procedié con la obtencion de
los ciimulos de células Hela, segiin el esquema de la figura 10b. Una vez al-
canzado un tamano apropiado, se los selecciond, individualmente, para luego
colocarlos en capsulas de Petri durante 24 h. Pasado ese tiempo, se procedio
con la TFD, y una vez iluminados, se realiz6 una tincién con NA/IP para
intentar analizar las distintas capas en el modelo in vitro 3D.
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2.7. Dindmica de cultivos de células HelLa 2D
y 3D

Los esferoides de células HeLa, se incubaron en medio de mantenimiento
que contenia el F's entre 3-24 h antes de la TFD. El seguimiento del patron
de crecimiento de la colonia comenz6 después de 24 h de la adhesion del
esferoide a la placa de Petri, justo antes de la iluminacion. Se estudi6 la
dindmica de la colonia 2D (células pegadas que crecen alrededor de una region
central 3D), como la region 3D. Para este proposito, se grabaron imégenes
secuenciales de patrones de colonias, utilizando una camara digital Nikon DS-
Fil-U2 acoplada a un microscopio invertido de contraste de fase (la figura
28a), con un objetivo ADL 10X de campo plano CFI en una resolucion de
0,88 mm/pxel. Los frentes de las colonias se rastrearon manualmente desde
las imégenes de la pantalla de la computadora utilizando una tableta gréfica
Wacom con una incertidumbre de error de rastreo en el orden del pixel.
El seguimiento del crecimiento de las colonias se extendié durante 7 dias,
aproximadamente

2.8. Analisis de imagenes

Para la reconstruccion de imégenes de esferoides (Figura 31), luego de
la visualizacién con miscroscopia confocal, se utilizé el programa ImagelJ
incluido con Java 1.8.0 disponible gratuitamente y en el dominio publico.

[luminacion

Figura 31. Ejemplo de imagenes logradas con el software ImageJ a partir de las
slice que el microscopio confocal obtuvo de ciimulos de células HeLa tratados con
TFD con 2 pug/ml de m-THPC y T7 = 8 min, los cuales fueron coloreadas con
NA/IP. A la izquierda es una reconstruccion de 10 slice, mientras que los graficos
de la derecha muestran la proporcion de la intensidad del color rojo (muerte) y
verde (vivos) en una capa superficial (méas cerca de la luz incidente), media y
basal (mas alejada de la luz incidente) del cimulo.
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Para el conteo en el ensayo TUNEL se utilizo el programa Image-Pro Plus
7. Este es un software que permite clasificar y analizar imégenes 2D median-
te una plataforma que ofrece herramientas intuitivas que facilitan capturar,
procesar, medir, analizar y compartir sus imagenes y datos de interés. Los
nicleos TUNEL-positivos se contaron en 8 campos microscopicos selecciona-
dos al azar por muestra y el resultado se expresé como un porcentaje del total
de nicleos contados. Se contaron al menos 1.500 ntcleos en cada muestra.
En las experiencias de dinamica de cultivos, diariamente, se registré una fo-
tografia. En dicha imagen, se distingue una zona central (3D) y una zona
periférica (2D) (Figura 32a); mediante un software desarrollado en el labora-
torio, para colonias que se extienden radialmente, el programa determina el
centro de masa (c.m.), la distancia instantédnea desde el c.m. hasta un punto
en el frente (i = 1,2, ..., N) y su arco correspondiente, y asi, calcula el radio
promedio. Se hicieron determinaciones tanto en la zona 2D como en la 3D a
partir de la silueta de cada zona (Figura 32b).

Fuera
del
contorno

Clik and drag mouss = Dramalins Smd b ches = b

Figura 32. Seguimiento del crecimiento de colonias celulares en las regiones 2D y
3D: a)fotografia de un cumulo visualizado a las 48 h luego de la iluminaciéon de 16
min con L-395-1 ; b)digitalizacion del cimulo visualizado en a).
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2.9. Seguimientos en murinos de la TFD

2.9.1. A través de mediciones por fluorescencia

Los espectros de fluorescencia en los ratones se obtuvieron,mediante una
técnica de deteccion puntual, excitando a 395 nm usando un fluorémetro
provisto de un fibra 6ptica modelo FD1 de doble paso de 0,20 mm de didmetro
(Figura 33a), lo que permite realizar simultaneamente la excitacion local y
la medicion de la respuesta de la zona evaluada en un rango de 500-800 nm
(Apéndice 5.1).

Se determiné la senal de fluorescencia relacionada con la concentracion del
F's, en diferentes regiones del tumor, a diferentes tiempos in vivo (Figura
34a) y ex vivo (Figura 33b).

Dichas medidas también incluyen la contribucion de la piel, pero en promedio
reflejan la evolucion de m-THCP en el tumor. La emisién anteriormente
expuesta con m-THPC se obtuvo en un méximo de 652 nm antes de la
sustraccion de la linea base debido a la autofluorescencia de cada muestra.
El esquema experimental en la experiencia de tratamiento y seguimiento
mediante fluorescencia, se muestra en la figura 33c.



77

a) in vivo

b
) . apical Ex vivo
“Tmor con prel
1
4 2
caudal —= £
—=— dorsal
m—f f
ventral
o) crangal i
Lampara LED
PC
E
o
- -
~ - b
i :.'.j.., e
0
£
s ]
= Fibra —
e o
E Optica
)
Wy

Figura 33. Esquema experimental de fluorescencia puntual in vivo en el tumor del
raton: a)imagen de la fibra optica utilizada en las mediciones y su localizacion en
el tumor. También se muestra una imagen tumoral tipica. Esquema de los
diferentes sitios tumorales donde la fluorescencia fue medida, esto es, zona apical
(1, 2,3y 4) y zona lateral (craneal, dorsal, ventral y caudal); b)esquema del
procedimiento seguido para realizar las mediciones de fluorescencia ez vivo en el
tumor con piel, en la piel sola y en el tumor sin piel; c)esquema del arreglo
experimental para las mediciones de fluorescencia y el tratamiento de TFD con
L-637-1,06.
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2.9.2. A través de la termografia infrarroja

La camara para el registro de termografia infrarroja utilizada fue, en el
caso de los BALB/c la de la figura 34a, mientras que, en BALB/n la de la
figura 34b.

Figura 34. Camaras infrarrojas: a)AGEMA 550 presenta un rango de -20°C' a
1200°C', con una exactitud de £ 2 °C, sensibilidadde0, 1°C, el tamafio del
detector es de 320 X 240 pixeles y lente de Germanio; b)SDS INFRARED E8N
N/S E8210040 presenta una sensibilidad de 8 um a 14 um.

2.10. Evaluacion de la masa tumoral de la TFD

Para evaluar la eficacia de la TFD, se realiz6 el seguimiento del tamano
de la masa tumoral, determinando diariamente el volumen (d1 x d2 x a),
mediante la medicion con un calibre (Figura 35).

Figura 35. Seguimiento del tamano tumoral.

Aproximadamente, 15 dias luego de aplicada la TFD, el ratéon se sacrificé y
el tejido tumoral se fijo para ser evaluado mediante técnicas histologicas.
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2.11. Transmision de la luz en ciimulos de cé-
lulas HeLa y en piel de ratones BALB/c

Para medir la transmision de la luz, se utilizaron los arreglos ex vivo e in

vitro de la figura 36. En el primer caso, un vez sacrificado el raton BALB/c,
se midio6 la intensidad de la luz que pasa a través de la piel que cubre el tumor
empleando un espectréometro de fibra 6ptica y fuentes [.-395-1 y L-660-1. Las
muestras se colocaron en un portamuestras con ventanas planas de cuarzo
(Figura 36a).
El segundo caso consiste en dos vidrios separados por un espesor conocido
y en el medio de los mismos se coloc6 un ctimulo; con [-395-1 y L-660-1
colocadas a la misma distancia d se iluminoé el sistema y la luz fue recolectada
por una fibra Optica acoplada a un espectréometro (Figura 36b).

a)

Fibra

optica  portamuestra
/\—ﬂ d

Espectrometro

Espectrometro

Figura 36. Esquema experimental de transmision de luz: a)una porcion de piel
extraida del raton sacrificado se coloca en portamuestras y, de un lado de la
misma se ilumina y, del otro, se coloca la fibra 6ptica para registrar la sefial; b)el
ctimulo se coloca entre dos vidrios de espesor conocido e de una lado se coloca la
fuente de luz y del otro lado, en forma alineada, la fibra 6ptica que registrara la
senal.
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3.1. Caracterizaciéon de lamparas LEDs

3.1.1. Mediciones Fotométricas

Para caracterizar [-637-1,06, se obtuvo el flujo luminoso total partir del
promedio de las lecturas obtenidas en la esfera integradora (Figura 25a) v,
mediante la curva de sensibilidad espectral de la CIE, se calcul6 la potencia
desconocida de la fuente siguiendo la ecuacion 1.2. Los valores se los compar6
con mediciones realizadas con el laser de uso médico (cuadro 3.1).

’ Fuente ‘ An £ AN (nm) ‘ F (Im) ‘
L-637-1,06 | 637 £9 130,42
1-652-0,62 652 £+ 2,82 53,6
1-652-1,1 652 + 2,38 83,11

Cuadro 3.1: Potencia calculada para las fuentes laser y no laser. La constante de
la esfera integradora utilizada fue de 2,72 Im/lectura.

Por otra parte, tanto la longitud de onda nominal con el ancho espectral
para las emisiones de las fuentes laser y no laser fueron realizadas. El ancho
a media altura abreviada FWHM (del inglés, Full Width at Half Maximum)
represent6 un buen parametro para examinar el solapamiento entre la fuente
de emision y el espectro de absorcion del F's (Figura 37).

0.7 T T T ¥
—a—=L-637-106 W E - 1.0
0.64 —=—1-652-1.1 f\
—es—m-THPC 4 pg/mi 71
g ’ \ L 0.8
O |
'S 0.44 / \ ' =
g L 0.6 =
k: | [ %
303 l \ .
2 i i ; F04 o
0.2 I \ .‘
\ | - 0.2
0.1 4 %
x |
!
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580 600 620 640 660 680

A (nm)

Figura 37. Solapamiento entre los espectros de emisiéon de las fuentes laser y LED
y el espectro de absorciéon del F's m-THPC.

Se corroboré la ley de inversa al cuadrado, para ello en los experimentos
se ubico la [-637-1,06 a diferentes distancias del cultivo celular para lograr
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diferentes iluminancias (E) evaluadas por un luximetro. Por ejemplo, a 1
m la lampara LED entregd 709 [z, mientras que el 1-652-0,62 y 1-652-1,1
se ubicado a 0,5m del detector y registré 557 y 860 lx, respectivamente. A
su vez, las fluencias y la cantidad de luz por em? (Ext) que alcanzaron los
cultivos celulares se representan en la figura 38.
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Figura 38. Cantidad de luz que llega a los cultivos por unidad de tiempo en:
a)fluencia (J/cm?) como funcién del tiempo; b)Ext (Iluminancia por tiempo,
Ims/m?) para 1-652-0,62 y 1-652-1,1; y para L-637-1,06 ubicada a 1 m y 0,5 m de
distancia, respectivamente.

Las iluminancias obtenidas de la lampara fueron significativamente mayores
que las obtenidas de la fuente laser en la misma distancia. Pero este es solo
un aspecto de la TFD, el otro, es el solapamiento entre el rango de longitud
de onda donde el F's absorbe la luz y la longitud de onda de emision de la
fuente. En el cuadro 3.2, se exponen los resultados de mediciones realizadas
segun el esquema de la figura 27 para [L-635-4 orientadas de forma paralelas
con y sin las lentes.
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Distancia Descripcién Iluminancia | Tasa de fluen-
cm lz cia mW/cm?
30 1LED sin lente | 1559,4 80,4
30 1LED con len- | 67719 35,59
te
20 1LED sin lente | 3507 179
20 1LED con len- | 1,75210° 91,87
te
15 1LED sin lente | 6490 343
15 1LED con len- | 3,07z10° 160
te

Cuadro 3.2: Efecto de la lente en el diseno de las fuentes para distintas distancias

En el siguiente cuadro 3.3 se presentan los resultados para [-395-12 y
[-635-12 y comparadas para una misma distancia fuente-detector. En este
caso la configuracion para el rojo fueron los 4 LEDs inclinados, mientras que
para la violeta fueron los 4 LEDs paralelos.

Descripcién | Iluminancia Tasa de

(Ix) fluencia
mW /em?*

L-635-12 20496 11,07

sin lentes

L-635- 1,035x10° 550,7

12 modo

convergente

L-395-12 3420,8 10,91

sin lentes

L-395- 6457,7 120

12 modo

paralelo

Cuadro 3.3: Comparacion LEDs rojo vs. violeta. *La tasa de fluencia también se
la llama irradiancia. Los modos paralelos y convergentes son con lentes colocadas.

3.1.2. Simulacién en Zemax

Zemax OpticStudio 18.4.1. es un programa de diseno 6ptico de uso comin
para Microsoft Windows [EZ33] que se utiliza para el disefio y anélisis de sis-
temas de imagen e iluminacion |[237||2Z33||239]|220|. Los disefios terminados
se pueden exportar a resultados listos para la fabricacion, como dibujos ISO



85

y formatos de archivo CAD comunes.

Mediante una plataforma, que consiste en una planilla, es posible ingresar la
informacion optica del sistema y evaluar las diferentes magnitudes de inte-
rés. En las filas se ingresan los elementos (lentes, espejos, superficie detectora,
etc) que conforman el sistema 6ptico; mientras que, en las columnas, se com-
pleta la informacion referida a la posicion (x,y,z), la inclinacion, el material,
la potencia (W), ntimero de rayos simulados, etc, de los elementos 6pticos
(Figura 39).
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Figura 39. Plataforma del Zemax: planilla para ingresar datos y definir el sistema
optico.

Partiendo de la idea, de que un LED individual tipico se basa en un chip
semiconductor sobre una superficie reflectante y, cuando la electricidad atra-
viesa el sistema, se produce luz cuya curva de emision tiene la forma de un
patron de radiacion isotropico o Lambertiano [PZZT]; se simularon las fuentes
LED desarrolladas y se compararon con las mediciones del cuadro 3.3. Para
tal fin, las variables que se consideraron fueron: nimeros de rayos simulados
( n ), distancia entre la fuente y la superficie detectora ( z ), dimensiéon y
nimero de pixeles de la superficie detectora, longitudes de onda de la fuen-
te, potencia, condiciéon Lambertiana; en este caso, debido a la difusiéon de
la luz en el material del LED, parte puede ser dispersada. Esto se tiene en
cuenta con la fraccion indicada de la figura 40. Alli, se setean, la fraccion de
dispersion (por ejemplo 1) y el nimero de rayos (por ejemplo 12). La nomen-
clatura usada en esta tesis fue: fraccion de dispersion / namero de rayos (en
el ejemplo 1/12).
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Figura 40. Condicién Lambertiana.

El perfil de longitudes de onda para las fuentes de iluminacién es una curva
que con una A central (A.) méxima que luego decrece hacia los costados
siguiendo una campana de Gauss. El programa (Figura 41) permite el ingreso
de longitudes de onda discretas, por lo que se elegié una (\.) con ponderacion
1y dos longitudes de onda laterales simétricas con ponderacion (en la planilla
"weight") 0,9; esto es un perfil 0,9 : 1 : 0,9.
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Figura 41. Planilla longitud de onda.

Se pueden evaluar, en la superficie detectora, magnitudes radiométricas como

la irradiancia (W/cm?), potencia radiante (W), intensidad radiante (W/sr)(Figura
42). Aqui comparamos la irradiancia obtenida de las simulaciones con la que
proviene de los experimentos para las lamparas L-635-12 y L-395-12.
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Figura 42. Visor de la superficie detectora. A través del seteo del trazado de
rayos, se visualiza en la superficie detectora las magnitudes de interés. Cuando el
nimero de rayos simulados es muy elevado (a partir de 50000), los tiempos
computacionales se vuelven muy extensos.

El primer paso para realizar la simulacién es construir la fuente emisora basa-
da en un LED y la lente correspondiente. Se diseni6 una lente de 8° mediante
la utilizacion del programa Blender 2.76. En este, a través del trazado del
perfil de las dimensiones de la lente y mediante una herramienta llamada
spin, se cre6 un modelo en sélido de revolucion, que luego se exportd en un
archivo tipo CAD al Zemax OpticStudio 18.4.1. El proceso se puede ver en
la figura 43.

Figura 43. Disenio de lentes convergentes de 8° : a)fotografia de la lente de 8° ;
b)trazado del perfil utilizando el programa Blender 2.76; c)utilizaciéon de la
herramienta spin para obtener el sélido de revolucion del perfil trazado en b);
d)lente simulada en el Blender 2.76 disefio que se exportd al Zemax; e)sistema
lente-LED en Zemax, analisis de las imégenes en una superficie detectora ubicada
a 20 cm.
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Una vez disenadas las lentes de 8°se le especifica el material, en este caso
PMMA, para conocer el comportamiento del mismo con la longitud de onda
(Figura 44).
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Figura 44. Indice de refraccién como funcion de la longitud de onda para la lente
de 8° de las fuentes desarrolladas.

En la figura 45, se muestra una imagen real (Figura 45a) del area de ilumina-
cion que la fuente real genera para una determinada distancia, en este caso
20 cm, y se la compara con la simulada para las mismas condiciones y con la
lente disenada previamente (Figura 45b). También puede verse la simulacion
de la lampara con lentes (Figura 45¢) y las intensidades radiantes simulada
(Figura 45d). De manera analoga, se simul6 para el caso de L-395-12 sin len-
tes (Figura 45 e-f). En este caso, se logro reproducir el patron de iluminacion
experimental en forma cualitativa.
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Figura 45. Comparacion lampara real con las lente-LEDs simulados: a)fotografia
de 1-395-12; b)fotografia del 4rea iluminada por 1-395-12 a 20 ¢m de distancia
entre la fuente y el detector; ¢)cuatro LEDs con lentes de 8 © ubicada a 20 c¢m;

d)intensidad radiante en la superficie detectora de 100 X 100 pixeles en 24 ¢m X
24 e¢m generada por c); e)cuatro LEDs sin lentes ubicada a 20 e¢m; f)intensidad

radiante en la superficie detectora de 100 X 100 pixeles en 24 ecm X 24 ecm
generada por e).

Se ensayaron multiples variaciones de las variables, para aproximar el resulta-
do de la simulacién con las determinaciones fisicas. Por ejemplo, en la figura
46, se representa la intensidad radiante para distintas condiciones ensayadas
y, puede apreciarse que, la figura 46¢, se parece mas a la imagen real de la
luz emitida por la fuente LED sobre un superficie, esto es, para n = 50000 y
condicién Lambertina 1/10.
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Figura 46. Intensidad radiante para distintas condiciones: a) 1-395-12 con
ponderaciéon 0,9 :1 : 0,9 , n =10000 , z = 20 cm, area detector 12 emX 12 cm,
100x100 pixeles, condicion Lambertina 1/10; b) L-395-12 con ponderaciéon 0,9: 1:
0,9, n = 50000 , condicion Lambertina 0,55/1, z = 20 ¢m, detector de 12 em X 12
em, 100 X 100 pixeles; ¢) n = 50000 , L-635-12 con ponderacion 0,9 :1: 0,9 |
condicion Lambertina 1/10, detector de 12 emX 12 ¢m, 100 X 100 pixeles, z = 20
em; d)n = 20000, L-395-12 modo convergente, condicion Lambertina 1/10,
detector de 12 emX 12 em, z = 20 ¢m, 100 X 100 pixeles.

En la figura 47, se representa la irradiancia para distintos niimeros de rayos
simulados para 1-395-12 y L-635-12 en la condicién Lambertiana de 1/10 en
una arreglo experimental a 20 ¢m de distancia entre la fuente y la superficie
de deteccion.
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Figura 47. Irradiancia para distintos n: se compararon dos fuentes simuladas
(barras verticales) con la medicion fisica real (lineas horizontales).

En la condicién Lambertiana 1/10 no habia aproximacion entre los valores
de irradiancia medidos y simulados, pero al cambiarla a 1/12 para 1.-395-12
se ve un solapamiento de medidas (Figura 48).
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Figura 48. Irradiancia para distintas fracciones Lambertianas: se comparé
L-395-12 (barras verticales) con la medicion fisica real (linea horizontales).

Una vez obtenida una concordancia apropiada entre la simulacion y los datos
experimentales (se muestra el caso de la lampara [.-395-12), también se ob-
tuvieron valores de irradiancia a distintas distancias para verificar la ley de
inversa al cuadrado para [.-395-12 y se compar6 con los datos de irradiancia
del cuadro 3.2 para la fuente 1.-635-4 con un so6lo LED encendido con y sin la
lente (Figura 49). En esta imagen se observa una linealidad con la distancia.
Los valores de irradiancia mayores, para el caso de un sélo LED, se debe a
que, al tener un area de detecciéon menor, la irradiancia es mayor.
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Figura 49. Comparacion entre valores simulados ( L-395-12) y medidos (L-635-4 ,
corresponde a un LED con lente-punto rojo- y sin lente-estrella roja-) de
irradiancia en funcién de 1/d>.

Sondas endoscépicas para iluminacién

Siguiendo la metodologia anterior, se realiz6 el disefio de una acople en
material BK7, para empalmar una fibra 6ptica a un LED de alta potencia
(Figura 50), que si bien no se usara en el resto de la tesis, es un ejemplo ttil
para el diseno de la aparatologia necesaria para la aplicacion de la TFD.

Figura 50. Simulaciones del modulador de haz de salida fabricado para el acople
entre la fibra 6ptica y LED y de esta manera alcanzar cavidades naturales de
cuerpo.

En los cuadros 3.4 y 3.5 se compararon dos longitudes de onda para distintos
nimeros de rayos simulados.



93

Rayos | Magnitud | Unidades| A\¢ = || A\¢ =
395nm 635nm

25000 | Irradiancia | W/em? | 0,00011 || 0,000089

25000 | Potencia mW 0,036 0,018
total

25000 | Intensidad | W/sr! 0,54 0,274
radiante

50000 | Irradiancia | W/em? | 0,000113 || 0,000149

50000 | Potencia mW 0,0537 0,072
total

50000 | Intensidad | mW/sr | 0,798 1,09
radiante

Cuadro 3.4: Tabla comparativa para la condicién Lambertiana 1/12 para
L-395-12 y L-635-12; distancia fuente detector z =34,7 ¢m ; tamano de detector
40 mm X 40 mm; 100 X 100 pixeles.

| Magnitud | Unidades | 395 | 635 |
Irradiancia W/em? 0,00031 | 0,000184
Potencia total mW 0,017 0,00854
Intensidad radiante mW/sr 0,502 0,265

Cuadro 3.5: Tabla comparativa para la condicién Lambertiana 1/12; para
[-395-12 y L-635-12; distancia fuente detector z de 4,7 ¢m; tamano de detector 40
mm X 40 mm; n = 50000.

En este caso, se compararon dos longitudes de onda y se observo la irra-
diancia en un detector ubicado a 20 c¢m de distancia (Figura 51).

l I I ‘1”

Figura 51. Simulaciones del modulador de haz de salida fabricado para el acople
entre la fibra optica y LED y de esta manera alcanzar cavidades naturales del
cuerpo.
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En una primera parte, se modificaron los pardmetros de: condicién Lamber-
tiana de la lente, niimero de rayos simulados, ponderacion de las componentes
del perfil de longitud de onda, area de deteccién y ntumero de pixeles; para
que en las condiciones de medicion (distancia fuente-detector) se obtengan
valores comparables a los resultados del cuadro 3.3 de la subseccién anterior
3.1.1. De aqui, se obtuvo la condiciéon de lente Lambertiana como modo pri-
mordial de dispersion de rayos para una lente.

El programa resulté alentador en el diseno de fuentes de iluminacion y se
pudo corroborar algunas de las mediciones fisicas ensayas con las simuladas.
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3.2. Comparacion entre las fuentes laser y LED
n vitro

Comenzamos probando que el F's no se dirige al nicleo, por lo que es
de esperar que no modifique la carga nuclear de las células en la que se
incorpora. Podra ser metabolizado y sin intervenciéon de los otros componen-
tes de la TFD no presentara toxicidad para concentraciones manejables en
aplicaciones clinicas.

3.2.1. Localizacion intracelular del F's

Se incubaron cultivos de células HeLa en un ambiente oscuro durante 90
min con 20 pg/ml de m-THPC en medio de mantenimiento. Posteriormente
el cultivo se fijo, empleando una soluciéon de una parte de acético glacial y
una parte de etanol. Para identificar mejor la localizacion de los ntcleos se
utilizé una tincién con Hoechst y se observo la fluorescencia del m-THPC
alrededor del nucleo (Figura 52) al igual que lo expuesto por otros autores.
e 3.

a) b)

100 um
Figura 52. Imégenes de células HeLa conteniendo m-THPC a)microscopia de
fluorescencia; b)microscopia de contraste de fase; ¢)magnificacion mayor de (a);
d)fluorescencia de nucleos teniidos con Hoescht. El F's esta localizado alrededor de
nucleos. Esos sitios corresponden al reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi.
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3.2.2. Rango de toxicidad del m-THPC en células de
cultivo con y sin iluminacién

Se cultivaron 50000 células/cm? variando la concentracion del F's en el
rango de 10 ug/ml < Cp < 80 pug/ml manteniendo constante el tiempo de
absorcion (T4 = 3 h 15 min ). Cuando las células fueron iluminadas con
[-637-1,06 y tasa de fluencia de 8,65x10~* W /cm?, las lesiones celulares apa-
recieron durante el tratamiento y el drea de adherencia sobre el substrato
disminuy6 previo a la muerte. Para Cp > 40 ug/ml y Ta > 24 h la dro-
ga presentd una toxicidad natural inclusive en ausencia de iluminacion (no
mostrado aqui).

500 pm
e) -
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Figura 53. Microimégenes de cultivos de células HeLa luego de la TFD empleando
la lampara L-637-1,06 a 1 m de distancia: a)Cr = 0 ug/ml; b)Cr = 0,05 ug/ml;
¢)Cr = 0,5 pug/ml; d)Cr = 1 pg/ml. Las células que atn estan vivas presentan
areas adheridas a la base, mayores que en el caso de las células muertas; e) ensayo
de viabilidad MTT fue realizado para cada condicién de tratamiento. Los datos
control corresponden a cultivos sin m-THPC e iluminaciéon. También se incluye el
error estandar. Las imégenes de visualizaron 18 h postiluminacion.

Ademas, se sembraron 2210° células HeLa y se incubaron durante 24 h en
medio de mantenimiento conteniendo 1, 0,5 y 0,05 ug/ml de m-THCP vy,
subsecuentemente, se iluminaron con L-637-1,06 durante 17 = 20 min con
una tasa de fluencia de 1,63x1072 W /cm? (Figura 53). Se tomaron imagenes
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microscopicas de los cultivos 18 h después de la iluminacion y se realizo la
prueba de viabilidad MTT para cada condicién de tratamiento para cuantifi-
car el efecto fotodinamico (Figura 53e). Se observé que para una mayor Cr la
proporcion de células muertas se increment6 mientras que para el cultivo de
células de C'r mas bajo continu6 creciendo de manera similar al del control.

3.2.3. Efecto del tiempo absorcién del F's

Las células HeLa fueron incubadas con 0,1 ug/ml de m-THPC en la os-
curidad para dos tiempos de absorcion (T4 = 24 h 'y T4 =48 h ). Ambos
cultivos se iluminaron con L-637-1,06 para 77 = 20 min a 1 m de distancia
entre la fuente de luz y las capsulas de Petri empleando la disposicion expe-
rimental de la figura 13b)(Figura 54). Para la misma concentracion de F's y
el mismo tiempo de iluminacién, cuanto mayor es T4, menor es la proporcion
de células vivas.

Ademaés se realizaron experimentos incubando las células HeLa con 0,5 p1g/ml
de m-THPC para Ty =24 h y T4 = 48 h se iluminaron con una lampara LED
durante 20 min y se las visualiz6 después de 6 h del tratamiento de TFD.

También se observaron las mismas tendencias descritas anteriormente para
Cr = 0,1 pug/ml.

g

No viabilidad (%)
& 8 8
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Figura 54. Imégenes de cultivos de células HeLa luego de la TFD para Ty = 24 h
(a,byc)Ta=48 h (d, ey f); (ay d) antes de la iluminacion, (b y
e)inmediatamente después de la iluminacion, y (¢ y f) 24 h después de la
iluminacion. La lampara LED fue ubicada a 1 m de los cultivos celulares; g)
ensayo de viabilidad celular MTT fue realizado para cada condicién mencionada
previamente: para T4 = 24 h (gris claro) y T4 = 48 h (girs oscuro). El ensayo de
viabilidad se realizé inmediatamente después del Ty 24 h luego del tratamiento.
Se incluye el error estandar.

3.2.4. Variaciéon en el tiempo de iluminacién en células

Los cultivos celulares se incubaron durante 24 h con 0,25 pg/ml de m-
THPC, y se realiz6 el tratamiento con TFD. Se emplearon diferentes T eva-
luando 12 A postratamiento el efecto mediante microimagenes y con ensayo
MTT. Cuanto mayor es el Ty, menor es la proporcion de células adheridas a
la superficie de las capsulas de Petri. Mediante la observacion de monocapas
se realiz6 el respectivo recuento celular y con las tinciones se visualiz6 prin-
cipalmente muerte por necrosis. Con el objetivo de comparar la eficiencia del
tratamiento en las capsulas se realizaron experimentos en los que se modifi-
caron el T utilizando L-637-1,06, la fluencia de luz y evaluando la viabilidad
celular mediante el ensayo MTT (Figura 55).
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Figura 55. Imégenes por contraste de fase (izquierda) y tenidas con IP y Hoechst
(derecha) de cultivos celulares HeLa luego de la TFD con L-637-1,06 a 1 m en:
a)Tt = 0 min; b)T1 = 2 min; ¢)T = 6 min; d)T; = 8 min; e) T1 = 12 min; f)
ensayo MTT fue realizado para cada condiciéon mencionado arriba. Se incluye el

error estandar.

La iluminancia mostr6é una ley reciproca con el cuadrado de la distancia al
detector. A 0,5 m, el area del circulo de la lampara fue 3 veces mayor respecto
que el circulo a 0,5 m para el laser, pero este hecho se compensé aumentando
el T;. Aunque la longitud de onda nominal de la fuente LED era méas pequena
( A= 637 nm) que la del pico de absorcion del F's (A = 652 nm) la emision
de excitacion presenta una FWHM suficiente para lograr un solapamiento
eficiente para la generacion de especies reactivas de oxigeno (Figura 56).
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Figura 56. Mediciones de flujo luminoso para las fuentes LED y laser. Las
diferentes distancias entre la lampara LED y el detector se indican en la figura.
También se incluye el espectro de absorcién del F's en el rango de 580 nm a 680

nm.

Ambas fuentes de iluminaciéon a 0,5 m exhibieron una eficiencia de trata-
miento similar. La viabilidad celular después de T = 0,5 min fue casi nula.
Por otra parte, la L-637-1,06 a 1 m mostré el mismo resultado para 77 =
4min (Figura 57). .
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Figura 57. Resultados para el ensayo de MTT con Cp = 0,25 ug/ml y variando
Ty. Los cultivos de células HelLa fueron iluminados con una lampara LED de 1,06
W a 0,5 my 1 m de distancia y para la fuente laser (1,1 W 0 0,62 W) a 0,5 m de
distancia. Para cada T7 al menos 3 experimentos fueron promediados y se incluye

el error estandar.

Ademés, se obtuvieron espectros para dos concentraciones (2 ug/ml y 4
pg/ml ) de m-THPC diluidas en metanol en una cubeta y a través de las
cuales se registro la intensidad de la fuente LED transmitida, siguiendo la
Ley de Lambert-Beer. Esta intensidad fue menor para una concentracion ma-
yor de droga fotoactivable. En este apartado, se remarca la importancia de
la posibilidad de usar LEDs para la TFD. Ya que su emisién es absorbida
por el F's, emite fluencias adecuadas para generar la reaccion toéxica en las
células, los T7 son breves y son facilmente manipulables.

3.3. TFD en modelo murino. Seguimiento de
tratamiento y mejora del protocolo de apli-
cacion

En este apartado, se presentan estudios relacionados con el seguimiento
del tratamiento y la utilizaciéon de herramientas que mejoran la aplicacion
de protocolos de la TFD. Para ello, se trabaj6é con animales de experimenta-
cion, cumpliendo los criterios éticos y las normas de seguridad aprobadas por
la Comisiéon Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laborato-
rio (CICUAL). Dicha organizacion, regula que los procedimientos no causen
dolor o sufrimiento innecesario y que tengan una adecuada justificacion cien-
tifica.

Mediante el fluorometro de la figura 33a, se midi6 el registro local de la
cantidad de droga en ratones a lo largo del tratamiento de tumores de fibro-
sarcoma durante la TFD [Z24|. Esto es, antes de inyectar por via sistémica
el F's; antes y después de la iluminacién y algunos dias méas tarde. A través
de esta herramienta fue posible identificar el momento mas adecuado para
aplicar la dosis de iluminacién, asi como también el consumo de la misma
posterior a la iluminacién. Se iluminaron ratones con una dosis de 20 J/cm?
de acuerdo a las recomendaciones establecidas por el protocolo de la droga
Foscan® (apéndice 5.3), utilizando un arreglo experimental formado por
la L-637-1,06 y las lupas alineadas para converger la luz solamente al area
tumoral. Dicha zona de interés, fue delimitada mediante telas negras y, en
algunos casos, las mediciones de fluorescencia in situ permitieron detectar
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zonas donde habia droga y que escapaban a la percepciéon del ojo humano
(Figura 58).

Figura 58. Tratamiento mediante TFD en ratones BALB/c: a) y c¢)son imégenes
procesadas en Python con un coédigo (Ver apéndice 5.4) escrito para filtrar las
zonas mas expuestas; b) y d)fotografias reales de (a y ¢). También se visualiza el
uso de telas negras para asegurar la dosis de luz s6lo al area tumoral. En este caso
el raton recibi6 una dosis de anestesia (80 mg/kg de ketamina ) y una dosis tnica
de iluminacion (T7 = 8 min).

La tasa de fluencia fue de 54 mW/cm? y la cantidad de luz entregada por la
lampara LED fue 34 Im/cm? a 68 Im/cm? a una distancia de 0,79 m durante
5 min < T; < 10 min [E23]. El tiempo de iluminacion fue controlado por un
timer conectado directamente al sistema de iluminacion.

La iluminacion de la zona tumoral donde se acumula preferentemente el F's
produce la disminucion de la senal de fluorescencia a lo largo del tratamiento
con la TFD. Para la evaluacion de la senal de fluorescencia se emplearon tres
indices adaptados de la literatura [Z20||E24| a los experimentos descritos en
esta seccion. Estos indices se definen como sigue:

falI B fdll
11 =100—/———F—— 3.1
fantesll (3.1)

fa2I - fdzl
12 =100——F—F—— 3.2
fade2l (3:2)
13 = 1004221~ Jas2! (3.3)

fadelall
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En la ecuacién anterior, f, se refiere a la fluorescencia antes y f; después ,
11 a la primera iluminaciéon y 21 a la segunda. La comparaciéon entre /3 e
I2 es una indicacién de la magnitud del “ efecto rebote ”, ya que incluye co-
mo cociente la senal de fluorescencia inmediatamente después de la primera
iluminacion (17) y la fluorescencia 24 h después de la primera iluminacion
(2I) ya que el primero relaciona la disminucion de la senal de fluorescencia
con la senal inicial, antes del tratamiento y el segundo solo considera paré-
metros relacionados con la segunda iluminaciéon. Entonces, la diferencia estéa
relacionada con la acumulaciéon de nuevo F's en la region tratada.

3.3.1. Mediciones de fluorescencia a lo largo del tiempo,
determinacion de la maxima concentracién de F's

Para lograr un 6ptimo resultado del tratamiento de la TFD, resulta con-

veniente realizar la iluminacion de la zona afectada cuando la cantidad de F's
acumulado es maxima. La concentraciéon del F's varia con el tiempo desde
la inyeccion. Después, de una dosis de m-THPC de 0,75 mg/kg, seguimos
la evolucion de la concentracion de m-THPC midiendo la senal de fluores-
cencia. Se siguié la evolucion de la intensidad de fluorescencia a 652 nm,
tomada de diferentes sitios en el modelo animal; los resultados de fluores-
cencia se obtuvieron promediando sobre diferentes sitios del tumor cubierto
de piel y sobre diferentes partes del tumor. La concentraciéon maxima del
F's en el tejido tumoral se observé durante un intervalo de tiempo entre 24
h(x~ 38UA) y 96 h(~ 28UA) después de la administracion del mismo (Fi-
gura 59). Las mediciones promedio de fluorescencia comenzaron a disminuir
después de, aproximadamente, 100 A, y luego de 256 h la senal disminuy6 a
aproximadamente 10 UA. Entonces, la concentracion del F's se vuelve baja
para realizar la iluminacién terapéutica.
Como se indicé en materiales y métodos, la inyeccién de la droga se realizd
en forma intravenosa, como era de esperar, que la fluorescencia méxima me-
dida se obtuvo en la region distal de la cola. También habria que aclarar que
los ratones se mantienen después de la inyeccion del F's en una caja oscu-
ra con las condiciones de aireacion y alimentacion adecuadas para mantener
confortablemente a los ratones.
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Figura 59. Intensidad de fluorescencia promedio del tumor medido en el valor
méaximo del espectro del m-THPC a 652 nm. Se realizaron mediciones a
diferentes tiempos después de la inyeccion de F's con una dosis de 0,75 mg/kg
como se indican en la figura. Los datos se obtuvieron tras promediar diferentes
sitios tumorales y un n = 4. Se incluye el error estandar.

En otra serie de experimentos, se determiné la intensidad de fluorescencia
promedio a lo largo del tiempo, midiendo en la axila, en las partes apical,
craneal, ventral, dorsal y caudal del tumor cubierto de piel. El promedio se
realiz6 considerando siete mediciones por sitio, y se incluye el error estandar.
A partir de las mediciones de fluorescencia en los sitios del tumor, se observo
una intensidad minima en el rango de 24-48 h, dependiendo del sitio tumoral.
Los valores méximos de 46, 58, 30, 45 y 45 U A se obtuvieron de los sitios
craneal, caudal, apical, dorsal y ventral, respectivamente. Diferencias entre
valores de intensidad de fluorescencia medidos en un tiempo constante y en
diferentes sitios del tumor reflejan su heterogeneidad (Figura 60).
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Figura 60. Intensidad de fluorescencia tipicas en diferentes sitios tumorales a lo
largo del tiempo. Los animales fueron inyectados con 0,75 mg/kg de m-THPC. Se
calcul6 el error para n = 7 en cada sitio tumoral.

Después de 24 - 96 h de la inyeccion de F's, la senal de fluorescencia de cual-
quier sitio del tumor resulté mayor que el obtenido de la axila. Por lo tanto,
se observo la acumulacion preferencial de la droga en el tejido neoplasico.
La fluorescencia de la axila es producida principalmente por la piel, mientras
que las mediciones en el tumor incluyen el aporte de la piel.

3.3.2. Mediciones de fluorescencia en diferentes sitios
del tumor antes y después de la iluminacién. TFD
con iluminacién tnica

Se determiné la fluorescencia en las regiones apicales y laterales de los

tumores antes, inmediatamente después de la iluminacién, y a las 48 h. El
promedio de las determinaciones y sus errores estandares se muestran en la
figura 61. En la region apical del tumor, las mediciones se realizaron en cua-
tro sitios (1, 2, 3 y 4); y en la region lateral como craneal, caudal, dorsal y
sitios ventrales (Figura 34a).
En la mayoria de los casos, los registros de fluorescencia aumentaron des-
pués de la inyeccion de m-THPC a una dosis de 0,75 mg/kg, y antes de
la iluminacion era significativamente mas grande que inmediatamente des-
pués iluminacion. Esto indica que la reaccion del F's ocurre a la dosis de luz
aplicada.
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Figura 61. Mediciones de intensidad de fluorescencia promedio tipicas en los
sitios: apical, caudal, craneal, ventral y dorsal; 24 h depués de la inyeccién y 48 h
antes y después de la iluminacion, como se indica en la figura. En el comienzo de
los experimentos cuando se inyectd el F's, el area tumoral fue proxima a 4 mm X

4 mm en todos los casos. Los ratones fueron inyectados con 0,75 mg/kg de
m-THPC y luego de 48 h, las areas afectadas, fueron iluminados durante 13 min.

Los mayores cambios en fluorescencia, antes e inmediatamente después de
la iluminacién, se midieron en los sitios apicales, particularmente un cambio
cercano a 100 U A se observo para el sitio apical 3. Para los sitios apicales 1
y 4 se observo una disminucion relativa inmediatamente después de la ilumi-
naciéon. En cambio, para el sitio apical 2 no hay disminuciéon después de la
iluminacion.

La disminucién de la fluorescencia después de la primera iluminacion, en los
sitios laterales del tumor, fue significativamente mas pequena que en las re-
giones apicales. Esto es en parte consistente con la geometria del tumor que
restringe la cantidad de luz que llega a las regiones laterales. Vale la pe-
na senalar que la heterogeneidad de los tumores afecta la respuesta cuando
es iluminado, y cada sitio exhibe un particular comportamiento |[P48|. Las
mediciones de fluorescencia estan influenciadas en gran medida por la pre-
sencia de sangre en el tejido examinado debido a la baja transmision de la
luz a la longitud de onda de excitacion a 395 nm. Los tumores experimenta-
les contienen una fraccion significativa de microrregiones que son crénica o
transitoriamente hipoxicas. Hay una creciente evidencia que muestra que la
hipoxia (y la posterior reoxigenacion) puede tener un profundo impacto en la
progresion maligna y en la recuperacion del tejido luego de aplicada la terapia
[E29| [E20]. Cualquiera que sea el caso, queda en evidencia la importancia de



107

la geometria del tejido y el angulo de incidencia de la luz para determinar la
dosimetria 6ptima para una TFD efectiva, en consonancia con lo indicado en
la bibliografia [Z&1l]. En este trabajo, debe considerarse la distribucion de la
luz dentro del tumor, para evitar sacar conclusiones y predicciones erréneas,
respecto al posible éxito del tratamiento. Ademés, es importante colocar la
fuente de luz perpendicular al tumor, para minimizar errores que alteran la
fluencia de fotones dentro del tumor, pues si el angulo de incidencia es me-
nor de 15° en el tratamiento con TFD, no es necesario ajustar el angulo de
incidencia |22

Una correlaciéon plausible entre fluorescencia y la concentracion de m-THPC
debe depender de las propiedades 6pticas del tejido. En nuestro caso, siempre
que las propiedades Opticas permanezcan constantes en el tiempo de exposi-
cion de la luz en cada sitio de medicioén, la fluorescencia seria indicativa de
la Cr, incluso cuando el tumor es altamente heterogéneo.

Para nuestras mediciones de fluorescencia, a pesar de la alta reactividad de
oxigeno singulete, la estructura del tejido se mantuvo sin cambios de acuer-
do con datos histologicos, por lo que la comparacién entre mediciones, fue
factible antes y después de la iluminacion. En todos los casos, es importan-
te controlar la ubicaciéon de la fibra 6ptica en cada sitio a lo largo toda la
observacion en las diferentes etapas del experimento.

3.3.3. Aumento de la fluorescencia luego de la ilumina-
cion,‘efecto rebote”. Doble aplicaciéon de la TFD

Como se discutio en la secciéon anterior, para ratones inyectados con 0,75
mg/kg, en la mayor parte de la region apical, la intensidad de la fluores-
cencia, inmediatamente después de la iluminacién mostré una disminucién
significativa debido a la reacciéon del F's con la luz proveniente de la fuente
F-637-1,06. Pero, curiosamente, 24 h después de la primera iluminacion, la
intensidad de la senal de fluorescencia medida en los mismos sitios mostro
que permanecia constante, o aumentaba en relaciéon con la senial obtenida
inmediatamente después de la iluminacion (Figura 62).
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Figura 62. Mediciones de la senial de fluorescencia en la regién apical del tumor.
Los ratones fueron inyectados con una dosis de 0,75 mg/kg: a)la primera fue
realizada a las 72 h y la segunda 96 h luego de la inyeccion de la droga, b)la

primera iluminacién fue realizada a las 48 h y la segunda 72 h luego de la
inyeccién de la droga.

El aumento de la senal de fluorescencia, que llamamos “ efecto rebote ”, es
indicador de méas cantidad de F's que llega a ciertos sitios durante el intervalo
de tiempo entre la primera y la segunda iluminacién, que puede ser usada
para generar més destruccion de tejido neoplasico.
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Figura 63. a)mediciones de fluorescencia antes y después de la primera y de la
segunda iluminacion; b)promedio de indices 1, 12 e I3 calculados para cuatro
sitios de la region apical del tumor. Se inyecté una dosis de 0,75 mg/kg de F's. La
primera iluminacion fue realizada a las 72 h y la segunda 96 h luego de la
inyeccién de la droga.

La progresion de la reaccion fotodinamica se deduce de la disminucion de
la senal de fluorescencia inmediatamente después de la segunda iluminacion.
Una observacion similar fue indicada en la literatura [E52] a través de la
reposicion de Photofrin como F's después de 5 h de iluminaciéon para un fi-
brosarcoma inducido por radiaciéon en ratones C3H, aunque no se realizd una
segunda iluminacion [Z33).

Ademés, los indices I1, 12 e I3 son ttiles para cuantificar mejor la cantidad
de reaccion causada por una simple o una doble iluminacién. Los indices
comparan la fluorescencia antes y después de la iluminacioén, en relaciéon con
la, fluorescencia antes de la primera iluminacion (I1), la fluorescencia antes
de la segunda iluminacion (12), y después de la primera iluminacion (73).
El dltimo indice es indicativo de la cantidad de fotorreacciéon proveniente de
zonas no iluminadas y que, en parte, desaparece probablemente debido al
metabolismo, en el rango de tiempo comprendido entre la primera y segunda
iluminacion.
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Para la region apical del tumor, los datos promedio de diferentes sitios mues-
tran que en la mayoria de los casos 1 es mas grande que /2 e I3, contrario al
sitio apical 2 donde se puede inferir que I3 > 12 > I1 . Estos datos indicarian
que el “ efecto rebote ” puede ser 1util para aumentar la cantidad de reaccién
por lo menos en ciertos sitios del tumor.

En otra serie de experimentos, los ratones se inyectaron con una dosis de 1,4
mg/kg de m-THPC mostrando un aumento del valor promedio de la serial de
fluorescencia en la region apical, 24 h después de la inyecciéon, en comparacion
con los ratones inyectados con 0,75 mg/kg de m-THPC (Figura 64).

[ Antes de iluminar a las 24 h
E=S]Después de iluminar a las 24 h
=23 Antes de iluminar a las 48 h
[ Después de iluminar alas 48 h

A (nm)

Figura 64. Espectro de fluorescencia promedio registrado en el rango de 600-700

nm de la zona apical del tumor de un ratén inyectado con una dosis de 1,4
mg/kg. La primera iluminacion fue realizada a las 24 h y la segunda aa las 48 h
luego de la incorporacion de la droga.

En estos experimentos se observo una clara disminuciéon (desde un valor de
50 a 10 UA) de la senal de fluorescencia después de la primera iluminacion,
24 h después de la inyeccion del F's.

De acuerdo a los datos presentados (Figura 64), esto es, la constancia en la
senal de fluorescencia entre la primera y segunda iluminacion, se puede plan-
tear la hipotesis de que el metabolismo del F's favoreceria una disminucion
maés significativa en la fluorescencia, que no fue observado en nuestros expe-
rimentos. Por lo tanto, una doble iluminacién mejoraria el resultado de la
TFED. La relaciéon entre la fluorescencia medida a 652 nm, antes y después de
la segunda iluminacion, fue significativamente mayor para el experimento con
los ratones inyectados con 0,75 mg/kg que para los ratones inyectado con 1,4
mg/kg , es decir, 2,33 para la concentraciéon mas baja y 1,65 para la mayor
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concentracion. Esto puede explicarse por el requisito de mas iluminacion y
también mas oxigeno en el caso de una mayor concentracion de F's. Por lo
tanto, una mayor concentracion de F's no implica necesariamente un efecto
fotodinamico mas extenso|ZA3|. Entonces, la TFD debe involucrar cantidad
adecuada de luz con una longitud de onda especifica y oxigeno para asegurar
la reaccion. En este sentido, se indicd que las mediciones de fluorescencia
estan limitadas para predecir el resultado de la TFD, como asi, la mayor
fluorescencia obtenida a las 72 h después de la inyeccién en comparacion con
el obtenido a las 48 h después de la inyeccién no tiene correlacion con el
mejor de los resultados obtenidos al iluminar la zona tumoral del ratén a las
48 h después de la inyeccion [254)|.

3.3.4. Descripcién histologica de un fibrosarcoma

La histologia tumoral es 1til para interpretar los datos de fluorescencia
presentados. En esta subseccion se da una breve descripcion histologica del
tumor. Un tumor tipico, obtenido después de dos semanas de inocular cé-
lulas tumorales de un fibrosarcoma (células TMC) en el flanco derecho de
un raton; se extirp6d y cuidadosamente se recortd. Se lo coloco en casetes de
inclusion de parafina, manteniendo su orientacion real en el flanco del raton.
Este tipo de tumor consiste en un tejido conectivo (blando) maligno originado
en fibroblastos. El tumor aparece como una masa compacta de fibroblastos
anaplasicos, El tumor suele ser alimentado por la vasculatura de la dermis
donde se observan vasos méas grandes en la proximidad de la piel, mientras
que la seccion central del tumor muestra vasos mas pequenos distribuidos
homogéneamente alrededor del tejido tumoral (Figura 65). Concomitante-
mente, un mayor nimero de arteriolas y vénulas se observaron en la region
del tumor fijado a la piel. Ademas, una porciéon de la piel sobre el el tumor
exhibi6 vénulas con tamano aumentado.

(e

Figura 65. Extraccion de tejido neoplasico murino: luego de la inoculacién celular,

en este caso células TMC, se esperan aproximadamente dos semanas y se procede

a la localizacion y extirpacion de la masa celular ubicado en el flanco derecho del
raton.
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Por otro lado, en la mayoria de las partes del tumor, se observé una
distribucion de vasos bastante homogénea (Figura 66), al menos a escala
del mm, lo cual corresponde al tamano de la fibra 6ptica utilizada en las
mediciones fluorescentes.
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Figura 66. Histologia de un tumor de fibrosarcoma: a)imagen de un corte tipico
del tumor; b)fotografia de un corte histologico del tumor tenido con
hematoxilina-eosina. En la region préxima a la piel, el tumor presenta vasos
agrandados. En la regién central los vasos son mas pequenos y se muestran un
poco mas homogéneamente distribuidos.

3.3.5. Maediciones de transmisiéon de la luz y de fluores-
cencia ex vivo

La intensidad de la luz que pasa a través de la piel del raton que cubre el
tumor se midi6 empleando un espectréometro de fibra éptica y fuentes L-395-
1 y L-660-1. Las muestras se colocaron en un portamuestras con ventanas
planas de cuarzo, siguiendo el esquema de la figura 37a. Para 660 nm, la
intensidad medida fue 6-10 veces mayor que para 395 nm. Los valores mas
pequenos fueron obtenidos en regiones que presentaban una concentracion
relativamente alta de vasos sanguineos. La transmitancia de la piel de raton
BALB/c informada fue cercana a 50 % a 660 nm y aproximadamente 5 %
a 395 nm |Z53|. Por otro lado, la intensidad media de luz de 395 nm y 660
nm que pasa a través de una porcion de tumor de diferente grosor (h) que
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van de 750 pum a 2000 pum se representa en la figura 67. La intensidad de la
senal decae mondtonamente con h para ambas longitudes de onda.

Para 660 nm y h = 750 um, la intensidad se acerca a 4700 UA y para h =
2000 pum, esta cerca de 1650 U A. Para 395 nm la intensidad alcanza un valor
cercano a 920 UA para h = 750 ym y disminuye a 100 UA para h = 2000
pm. Estos datos indicarian que la fluorescencia detectada in wvivo reflejaria
la presencia de m-THPC en la piel y el tumor.
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Figura 67. Intensidad de la luz transmitida en la piel que recubre el tumor: a)para
395 nm y 660 nm. Se incluyen (inset) cuatro espectros en diferentes sitios de la
piel. La senal més pequena se obtiene de regiones con una gran densidad de vasos
sanguineos; b)dependencia de la intensidad de la luz transmitida con el espesor

del tumor.

Se realizaron mediciones de fluorescencia ex situ siguiendo el esquema de la
figura 34b, para discriminar la contribuciéon tanto de la piel, como la del tu-
mor, en la senal total de la fluorescencia. Seis ratones fueron inyectados con
m-THPC a una dosis de 0,75 mg/kg y después de 48 h se sacrificaron tres
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ratones antes de la iluminacién y otros tres inmediatamente después de la
iluminaciéon. La fluorescencia se determiné dentro de las cuatro horas poste-
riores al sacrificio de los ratones en (i) tumor cubierto de piel, (ii) el tumor
sin piel y (iii) la piel. En todos los casos, se realizaron mediciones colocando
la fibra 6ptica en cuatro sitios apicales diferentes.

En la mayoria de los casos, las mediciones de fluorescencia fueron en pro-
medio mayores antes de la iluminacion que inmediatamente después de la
iluminacion. Esto indica que la reaccion del F's se produce a la dosis de luz
aplicada como en el caso las mediciones in wvivo. Las senales mas grandes
se obtuvieron en sitios del tumor cubierto de piel y el tumor sin piel. En
contraste, la fluorescencia de los sitios en la piel fue significativamente mas
pequena (Figura 68).
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Figura 68. Mediciones de fluorescencia ex vivo de la piel que recubre el tumor, el

tumor con piel y del tumor sin piel, antes y luego de la iluminacién. En todos los
casos, la fibra 6ptica fue colocada en la misma coordenada espacial.

Las mediciones promedio de fluorescencia del tumor cubierto de piel, tumor
y piel indican que la contribucién de la piel a la senal de fluorescencia total
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es aproximadamente 15 y 30 %, antes y después de la iluminacion, respecti-
vamente.

La contribucién de los diferentes planos del tumor desde la dermis al tejido
peritoneal esta relacionado con la dependencia de la transmitancia en 395 y
660 nm con el grosor del tumor.

Existen trabajos que muestran que la iluminacién durante el periodo inicial
luego de la inyeccion del F's no es efectiva |208| [Z532||258|[EZ2T|. La farmaco-
cinética de m-THPC en una rata con un modelo de tumor de fibrosarcoma
indica que la concentracion del F's en el tumor es aproximadamente dos veces
y 1,35 veces que el valor observado retenido en la piel 48 y 72 h después de
la administracion [EZ58]. En un modelo de mesotelioma, la piel tiene una ab-
sorcion de drogas mayor que el tumor [Z2d|. Para nuestro modelo de tumor,
la fluorescencia de la piel permanece significativamente mas pequeno que en
el tumor a las 48 y 72 h posterior a la administracion del F's, como se puede
apreciar en los datos representados en la figura 68 y sus comentarios.

3.3.6. Evaluacion de la TFD en el crecimiento de los
tumores de fibrosarcoma en modelo murino

El efecto de la terapia se observo después de 15 dias de la iluminacion;

la masa tumoral disminuy6 y se formo la escara en los animales tratados
en comparacion con los ratones control. La disminucién en el volumen no
fue homogénea, pero fue més significativo en la regiéon apical, donde estaba
el tumor iluminado directamente, mientras que las zonas caudal, craneal,
ventral y dorsal recibieron la luz tangencialmente.
En el caso de la dosis mas alta probada (1,4 mg/kg ), danos en otras partes
del raton, incluida la cola, hacen al procedimiento no recomendable. En estos
casos, es necesario ser extremadamente cuidadoso para evitar la exposicién
del raton a la luz solar (Figura 69).
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Figura 69. Radio tumoral normalizado en funcién del tiempo para los ratones
inyectados con una dosis 0,75 mg/kg y tratados 24 h y 48 h luego de ser
inyectados e iluminados una vez (circulo gris solido), recibir doble iluminacion
(cuadrados solidos) y raton control (circulos). Se consideré un tamano muestral
de 6 roedores y el error estandar.

Si bien los datos muestran que hay una mayor disponibilidad de F's para la
reaccion fotoquimica, las regiones circundantes pueden ser danadas, haciendo
que la terapia sea menos controlable. Ademas, la reaccion fotoquimica genera
calor, lo que hace que la terapia sea menos tolerable.

Para cuantificar la evoluciéon del tamano del tumor se utilizo el cociente entre
el radio tumoral promedio (R) , calculado como el promedio entre el radio
méximo y minimo, dividido por el radio inicial del tumor (R0).

La tasa de crecimiento tumoral disminuy6 significativamente en el caso de
ratones tratados en comparacion con los ratones control. Una segunda ilumi-
nacion después del “ efecto rebote ” mejor6 estadisticamente el resultado del
tratamiento TFD como se muestra en la figura 68, aunque para este tipo de
tumor y para la configuracion experimental utilizada para realizar la ilumi-
nacion, no se puede esperar una mejora mas significativa en el tratamiento.
El objetivo principal del trabajo fue mostrar la importancia de las medi-
ciones de fluorescencia para seguir la evolucion de la concentracion del F's
durante el tratamiento con TFD. Gracias a esto, pudimos observar el “ efecto
rebote ” y emplearlo para aplicar una segunda iluminacién. Recientemente,
informaron ese fraccionamiento ligero, que consta de dos aplicaciones de do-
sis de luz separadas 4 h, aumenta la eficacia de la TFD utilizando &acido
5-aminolevulinico como F's en piel de raton normal [ZB0|. El ¢ efecto rebo-
te 7 es relevante localmente, como fue demostrado en este trabajo mediante
mediciones de fluorescencia en diferentes sitios del tumor. Estos resultados
estan asociados con la heterogeneidad del tumor reflejada en diferencias en
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el nivel de concentracion del F's y del oxigeno, como informaron en [EG|.
De hecho, el dano vascular juega un papel clave en la determinacion del re-
sultado TFD y depende de la membrana basal|PGd|. La imagen de los vasos
tumorales después de la TFD propuso como un marcador valioso para pre-
decir la efectividad del tratamiento [EZ63|. En cualquier caso, las medidas de
fluorescencia promedio en diferentes sitios del tumor, pueden detectar el
efecto rebote ” y parecen ser ttiles para aplicar una segunda iluminacion.

3.3.7. Monitoreos tn vivo

Una forma de controlar la extension de la reaccion fotoquimica es a través

del monitoreo de la temperatura. Dicha herramienta, es capaz de revelar la
distribucion de la droga fotoactivable en el area iluminada.
En una primera serie de experimentos, se utilizaron ratones BALB/c a los
que se les inyecto6 el F's en dos concentraciones, 0,4 mg/kg y 0,75 mg/kg y se
iluminaron con la fuente [.-637-1,06 con lentes acopladas, ya sea realizando
una o dos aplicaciones de TFD (Figura 70).

Figura 70. Lampara utilizada en la iluminacion de los BALB/c. Se puede

visualizar el uso de protecciones con telas negras, dejando solamente expuesto el
area tumoral, asi también como, el rasurado de los ratones en el drea tumoral
para que el pelo no interfiera luz incidente.
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Luego de mantener los ratones protegidos de la exposicion a la luz del
ambiente por 24 h, se ensay6 la TFD segtn se indico en el parrafo de arriba y
se sigui6 el proceso midiendo la temperatura de la zona iluminada empleando
la camara AGEMA 550, de la figura 34a. El experimento control consistio
en realizar el mismo procedimiento con tumores inoculados en el flanco de
ratones que no fueron inyectados con el F's (Figura 71).

394 —#-0,75 mg/kg m-THPC
+ 0,4 mg/kg m-THPC
--©--Control

36

Temperatura (°C)

0,4 mg/kg m-THPC

Figura 71. Termografia en raton BALB/c tratado con iluminacion tnica con dos
concentraciones de m-THPC de 0,4 mg/kg y 0,75 mg/kg.

La temperatura se increment6 gradualmente con la presencia del F's en com-
paracion con los ratones control de (28,7°C' a 35,2°C'). Aquel aumento, tam-
bién, se apreci6 en BALB/c tratados con doble iluminacién y una concentra-
cion unica de F's de 0,75 mg/kg (Figura 72).
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Figura 72. Termografia en raton BALB/c tratado con doble iluminacién y una

dosis de m-THPC de 0,75 mg/kg: a)termografias obtenidas cada cinco minutos;
b)seguimiento de la temperatura local tumoral durante la primera iluminacion;
c¢)seguimiento de la temperatura local tumoral durante la segunda iluminacion.

En otro modelo tumoral, con murinos BALB/n, se realiz6 una iluminacion
tnica con la fuente 1.-420-12 de la figura 24. Se registr6 un aumento de la
temperatura local a medida que trascurre el tiempo de iluminacion (Figura

73), mediante la camara SDS INFRARED E8N N/S E8210040 de la figura
34b.
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Figura 73. Termografia en raton BALB/n a lo largo del tiempo de iluminacion
durante la TFD usando L-420-12 y una dosis de F's de 1 mg/kg.

Este comportamiento se corresponde con lo previamente observado en ra-
tones BALB/c. En este ultimo caso, a diferencia de los BALB/c, el raton
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estaba anestesiado con una dosis de ketamina.

Poder contar con una herramienta, como lo es la termografia, permite el
control de los umbrales de dolor, evitando la anestesia, lo cual resulta una
ventaja en la practica clinica. En los casos de no anestesia, se puede llegar a
la dosis de iluminacién mediante el fraccionamiento de la misma y aplicando
compresas frias entre una aplicacion y otra.

Durante el tratamiento fotodindmico se determiné la intensidad de fluores-
cencia a 652 nm, y se observo que esta cayd en forma mondtona con el tiempo,
indicando la disminucién de la cantidad de F's en la zona tumoral (Figura
74).

Figura 74. Medicion de la fluorescencia de m-THPC en raton BALB/n a lo largo
de la TFD siguiendo el set up de la figura 8b. Para 0, 25, 30 y 35 min de
tratamiento.

3.4. Comparaciéon de la TFD con fuentes LEDs
de distintas longitudes de onda en modelos
2D y 3D de células HelLa

Siguiendo con el objetivo de validar los efectos inhibidores del crecimiento
tumoral de la TFD, empleamos fuentes LED de diferentes longitudes de onda
en cultivos de células Hela en monocapa (2D) y en esferoides (3D), como en
el trabajo [EG3]. Particularmente, con el modelo 3D se intenté modelar varias
capas de células HelLLa como ocurre en las lesiones intraepiteliales cervicales
de bajo grado (CINs); para verificar la eficacia de la fuente 1-395-1, que si
bien penetra menos que el rojo, la absorcion del F's alli, es mucho més elevada.
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Cuantificacion de la muerte celular en cultivos de células HeLa 2D:
ensayo MTT

Se evalud la viabilidad celular a través de la medicion de la absorbancia
del formazan generado por las células vivas, 24 h después del tratamiento con
T en el rango de 0 a 20 min y Cr en el rango de 0,05 a 2 pg/ml utilizando
las fuentes 1.-395-1, L-460-1, L-635-1 y 1-660-1 (Figura 75).
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Figura 75. Ensayo MTT para cultivos de células HelLa en monocapa depués de 6h
de aplicada la TFD con diferentes 17, se emplearon las fuentes 1-395-1, L-460-1,
L-635-1 y L-660-1 para: a)Cr = 2 /ml; b)0,5 /ml. La viabilidad es expresada
como absorbancia relativa y el error estandar se calcula para tres experimentos de
cada condicién. La fuente 1.-395-1 resulto ser la fuente mas eficiente.
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Para Cp = 2 /ml la viabilidad celular disminuye a un valor minimo

cercano a 0,1 con un 77 = 8 min, independientemente de la longitud de onda
de la luz. Tanto para [-395-1 como para 1-660-1 el valor minimo se alcanza
en T cerca de 1 min, mientras que para [-460-1 y L-635-1 este 17 es de 4
man y 8 min , respectivamente. Por lo tanto, la disminucién de la viabilidad
celular es més abrupta para [L-395-1 y L-660-1 que para L-460-1 y L-635-1;
siendo esta ultima la menos efectiva.
Por otro lado, para Cr = 0,5 ug/ml y Tr = 8 min la viabilidad celular alcanzo
0,1 solo para la luz LED de 395 nm. Para luces LED de 460, 635 y 660 nm, la
viabilidad celular di6 como resultado 0,8; 0,45 y 0,25 respectivamente(Figura
76).
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Figura 76. Ensayo MTT para cultivos de células HeLa en monocapa 6 h después
de la TFD con diferentes T7, empleando las fuentes L-395-1 y L-660-1 para:
a)Cp =1 ug/ml; b)Cr = 0,05 pug/ml. La viabilidad se expresa como absorbancia
relativa y el error estandar se incluye para tres experimentos independientes en
cada condiciéon. Para la concentraciéon minima de F's la L-660-1 no puede
producir el efecto fotodinamico. Esquema experimental de la figura 22.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, elegimos las fuentes L-395-1 y
L-660-1 dado que resultaron ser mas efectivas para la TFD y se evalud la
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efectividad del tratamiento empleando C'r mas alto o mas pequeno que 0,5
pg/ml para representar mejor el efecto de la longitud de onda a diferentes
densidades de energia luminica.

En consecuencia, se utilizaron 77 de 20, 15, 12, 8, 4 v 2 min. Por lo tanto,
para 1 pug/ml y para 0,003 J/cm? (T; = 4 min) solamente 1-395-1 alcanza el
valor minimo de 0,1. Ademés, para Cr =0,5 pg/ml solo L-395-1 parece ser
util para danar las células.

Los resultados de los ensayos de MTT para diferentes longitudes de onda
de luz y CF representados como curvas de la absorbancia relativa (fraccion
de células supervivientes) en funcion del tiempo, se asemeja a las funciones
de decaimiento exponencial. Por lo tanto, basado en el modelo de irradiaciéon
lineal cuadratico |EGE|, los datos experimentales se ajustaron para cuantificar
el efecto fotodinamico de las diferentes longitudes de onda, empleando la
siguiente ecuacion que considera la parte exponencial del modelo:

S = exp™™t (3.4)

Donde, S, es la fraccion de células supervivientes; o es una constante y 17
es el tiempo de iluminaciéon. El término en la exponencial es una indicacion
de la dosis fotodindmica D = oT;. Mediante la ecuacion 3.4, se obtuvieron
valores de o de 4,4 min~'; 0,49 min~'; 0,96 min~' y 5 min~! para 660, 635,
460 y 395 nm, respectivamente.

Los espectros de absorcion y fluorescencia del m-THPC unido a las célu-
las (Figura 77) se obtuvieron de una suspension celular de HeLa de 10°
células/ml en PBS. Estas células se incubaron previamente en una botella
de cultivo T-25 con una soluciéon de 2 pg/ml de m-THPC en medio RPMI
durante 24 h, y después de lavar tres veces con PBS helado, se rasparon
con un raspador Falcon. El espectro de absorciéon del m-THPC también fue
obtenido, tanto de una soluciéon en PBS, como de una solucién en metanol
(Figura 77).
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Figura 77. Espectros de absorcion del m-THPC en PBS a 4 ug/ml (linea negra
discontinua), en metanol a 4 pg/ml (linea negra continua) y unido a las células
HeLa (linea negra punteada) superpuestas con el espectro de luz visible. También,
se incluye el espectro de fluorescencia de emisidén-excitacion para el m-THPC
unido a las células HeLa (linea gris punteada). Los diferentes rangos de emision
de las luces LED empleadas en los experimentos se indican con cajas de colores.

Tanto en la region del espectro correspondiente al violeta como al rojo, las
bandas de absorcién estan presentes para los fotosensibilizadores méas comu-
nes utilizados en TFD. El hecho de que la banda de absorcion en la region del
violeta sea mayor, es un hecho importante para posibles aplicaciones de luz
violeta en el tratamiento de casos tempranos de carcinoma cervicouterinos.
En estos casos, la luz debe ser capaz de atravesar alrededor de 250 pum para
alcanzar las células anormales del epitelio|BGd| [EBH|. Trabajos informan que
el tratamiento con TFD es mas efectivo empleando luz azul que luz roja en
el rango de 635-660 nm con acido aminolevulinico o su derivado [Z&d|, Pho-
tofrin PG|, o incluso F's naturales [E6H|. Este hecho se explica por la mayor
absorcién del F's debido a la banda Soret en comparaciéon con las bandas
presentes enla region del rojo, particularmente por el F's disuelto en PBS.
En nuestro trabajo, utilizamos m-THCP como F's, y de acuerdo con los re-
sultados de MTT, el espectro de absorcion del m-THPC unido a las células
serfa més similar al del m-THCP en metanol. En consecuencia, la absorcion
a 660 nm (rojo) es mayor que a 460 nm (azul).
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3.4.1. Cuantificacién de muerte celular en cultivos ce-
lulares 2D: ensayo TUNEL

El ensayo TUNEL se emple6 para detectar la muerte celular apoptoética
para L-395-1 y L-660-1, Cr = 0,5 pug/ml y diferentes T; ( 4, 6 y 8 min).
Para cada condicion, se visualizaron muestras luego de transcurrido 1y 3 h
después de la iluminacién. Lamentablemente, la observacion a tiempos mas
prolongados no fue posible debido al desprendimiento de las células después
de la TFD.

Los datos indican que para ambas fuentes LED, la fraccion (o indice) celular
apoptoética aumenta independientemente del tiempo de observacion después
de la iluminacién, ya sea 1 o 3 h . Para un mismo 77, la fracciéon de célu-
las apoptoticas es mayor para cultivos celulares iluminados con [L-395-1 en
comparacion con 1-660-1, independientemente del tiempo de observacion (1
0 3 h postiluminacion). Para luz de 395 nm, la fraccion porcentual de células
apoptoticas detectadas por TUNEL, 1 h después de la iluminaciéon, aumen-
ta de aproximadamente 5 % a 10 %, y a 55 % para 17 de 4, 6 y 8 min,
respectivamente. Por el contrario, para [-660-1 y 1 A después de la ilumina-
cion, la fraccion de células muertas permanecen constantes y cercanas a 5 %
tanto para T = 4 min como para 17 = 6 min. Después, el indice apoptotico
aumenta hasta aproximadamente 30 % para un T; mayor. Por otro lado,
cuando se observaron cultivos 3 h después del tratamiento, la fraccion de las
células apoptoticas para L-395-1 toman valores que van de aproximadamente
10 % para T; = 4 min a 20 %, para T =6 min y 80 % para T; = 8 min.
En el caso de L-660-1 la fraccién de células apoptoticas es aproximadamente
la mitad de lo obtenido para L-395-1 (Figura 78).

Mediante el analisis estadistico de varianzas (ANOVA), se obtuvo informa-
cion adicional mediante la comparacion de la media de los datos de células
apoptoéticas informadas para los diferentes T; para cada longitud de onda
de iluminacion y cuantificando las células apoptoticas en 1 h o 3 h después
del tratamiento. Se empled la prueba de LSD (por sus siglas en inglés, least
significant difference) de Fisher con p < 0,05 . El asterisco en la figura 78
representa diferencia significativa entre el 77 = 8 mun de 1.-395-1 y L-660-1,
tanto para la condicién de 1 A y como la de 3 h, luego del tratamiento.
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Figura 78. Ensayo TUNEL para cultivos de células HeLa observados a)l h; b)3 h
después de la iluminacién con luz provenientes del 1.-395-1 para 17 = 4 min,
Tr =6 min y Ty = 8 min y luz proveniente de L.-660-1 para Tt = 4 min, T7 = 6

min 'y Tr = 8 min. Los experimentos se realizaron con Cr = 0,5 pg/ml.

En generales, los resultados indican que el aumento en la proporciéon de cé-
lulas apoptoticas después de TFD con el aumento de T} se correlaciona con
los datos MTT, independientemente de la longitud de onda de la luz de ilu-
minaciéon. Por lo tanto, se espera que ambas longitudes de onda de luz LED
induzcan el mismo tipo de muerte celular, al menos dentro de nuestros erro-
res experimentales. Este ultimo dependera de varios factores como se revisd
en otras investigaciones [EZ0|.
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3.4.2. Muerte celular inducida en esferoides de células
HeLa luego de la TFD

Realizamos experimentos de TFD empleando esferoides para estudiar las

diferencias entre distintas longitudes de onda en un modelo tridimensional,
que representa mas fehacientemente el entorno celular real. Los esferoides
celulares preparados, como se describe en la secciéon experimental, se trans-
firieron a un Placa de Petri con medio de crecimiento RPMI al 10 % y se
dejo durante la noche para lograr la adhesion al fondo de las placas de Petri.
Luego se incubaron con el F's en medio de mantenimiento y se iluminaron
con [.-395-1 y L660-1 a diferentes 77.
Ademés, se analizo la dinamica de colonias 2D y 3D generadas por esferoides,
esto es, la medicion de la evolucién del radio promedio de la interfaz de la
region 2D para obtener informaciéon complementaria sobre el resultado del
tratamiento mediante TFD. Ademés, los esferoides se utilizaron para descri-
bir semicuantitativamente la dosis durante TFD (Figura 79). La penetracion
del F's en el esferoide de células HeLa 3D se midi6é mediante microscopia de
fluorescencia después de la incubacion con 1 pg/ml de m-THCP durante 24
h. Se observo la fluorescencia del m-THPC con una mayor concentracion en
el borde del esferoide, lo cual puede inferirse del patréon de fluorescencia, en
concordancia con los resultados informados recientemente por otros autores
[Zd). Para las condiciones empleadas en nuestro trabajo, se puede ver una
gran fluorescencia roja incluso dentro del esferoide. Esta observacion permite
concluir que la concentracion de m-THCP no es un factor limitante.
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Figura 79. Esferoides de células HeLa incubadas durante 24 h con Cy = 1 pg/mil:
a)fluorescencia tipica del m-THCP en esferoides celulares antes de la iluminacion.
Fluorescencia tipica del m-THCP en esferoides celulares después de la iluminacién
con [-395-1 y L-660-1: b)durante 2 min y ¢) durante 12 min. Izquierda: imagenes
de contraste de fase de esferoides antes de incorporada la droga. Derecha:
imégenes de fluorescencia coloreadas con NA /IP 24 h después de la iluminacion.

Se visualizo la fluorescencia con Naranja de Acridina (NA) e Ioduro de Propi-
dio (IP) para evaluar la muerte celular después de aplicar TFD con diferentes
condiciones. La tincién verde indica células vivas y las células tenidas de ro-
jo son indicativas de células muertas. Por lo tanto, la viabilidad celular fue
significativamente inferior, 24 h después de la iluminacién, en esferoides tra-
tados con L-395-1 en comparaciéon con L-660-1 para la misma concentraciéon



129

de F'sde Cp =1 pug/mly T; de 2 y 12 min.

Ademas, se observa una diferencia significativa en el patréon de colonias des-
pués del tratamiento de esferoides con las diferentes fuentes de luz.

Para T7 = 2 min la fraccion de células tenidas con NA | ubicado principalmen-
te en el centro de los esferoides, es significativamente méas grande después de
la iluminacién con 1-395-1 en comparaciéon con el cultivo tratado con L-660-
1. Por otra parte, el anillo 2D se observa poco después de la iluminacién con
L-395-1. Para T = 12 min, la comparaciéon de las imégenes por contrastede
fase y las iméagenes de fluorescencia de cultivos 24 h después de la ilumina-
cion con L-395-1 indica que todas las células de los esferoides se eliminaron
(nucleo de colonia 3D). Ademaés, el anillo bidimensional de células vivas antes
de la iluminacion, desaparecen (para L-660-1) o aparecen en estado necrotico
después del tratamiento con TFD (L-395-1). Los resultados presentados en
esta subseccion son consistentes con la figura de viabilidad MTT y ensayos
TUNEL de monocapas de células HeLa, sugiriendo un resultado TFD mas
efectivo para L-395-1.

3.4.3. Esferoides celulares: dinamica de colonias en la
evaluaciéon del tratamiento de TFD

Se inform¢ la dindmica de las regiones 2D y 3D de colonias cuasicelulares
circulares originadas por esferoides celulares [Z72| para inferir sobre el pro-
ceso de la expansion de colonias de gran tamano. Otros autores, mostraron
que el crecimiento de la colonia celular es 1til para inferir acerca de procesos
patologicos en el organismo en el que estan involucradas esas células |[EZ3].
Aqui, empleando [-395-1 o L-660-1, comparamos el efecto de TFD siguiendo
el crecimiento de las regiones 2D y 3D de las colonias.

Después de su adhesion, los esferoides celulares se incubaron con el F's en
concentracion Cr = 2 pug/ml durante 24 h antes del tratamiento TFD con
la luz LED deseada. El seguimiento de las colonias comenzo6 (¢, ) aproxima-
damente 12 h después de la adhesion del esferoide al fondo de la placa de
Petri. Asi, en la mayoria de los casos, las colonias estaban formadas por un
nicleo central de aglomerado celular 3D y una regién anular de 1 - 4 célu-
las de espesor de crecimiento 2D (Figura 80). Por otro lado, se obtuvieron
imégenes del patron de colonias 12h después de la adhesion del agregado
celular, inmediatamente después de la iluminacion, a 2, 5 y 9 h después de
la iluminacion y diariamente durante aproximadamente una semana (Figura

81).
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Figura 80. Imégenes de contraste de fase de la evolucion de los patrones de
colonias de células HeLa de un cultivo a)no tratado; b)incubado durante 24 h con
Cr = 2 pg/ml e iluminado durante 77 = 8 min con L-660-1; c¢)con L-395-1;
d)esquema geométrico.

Los resultados de los cultivos no tratados (sin incubaciéon con el F's y sin
iluminacion) estuvieron de acuerdo con los obtenidos previamente para di-
ferentes lineas celulares [2Z74|. El radio promedio de la colonia de células 2D
sigue una relacion lineal con el tiempo de crecimiento.

Los resultados de la expansion de colonias 2D para regiones iluminadas y no
tratadas se muestran en la figura 81. Antes de la iluminacion, el radio pro-
medio de la colonia aumenta con el tiempo, 2 h después de la iluminacion,
la velocidad de expansion del crecimiento de la colonia se vuelve negativa.
Posteriormente, la velocidad de expansion alcanza un valor minimo a las
30-50 A, y luego aumenta. Los cultivos tratados con [-395-1 exhibieron una
disminucién mas notable en el radio promedio de la colonia en comparaciéon
con cultivos iluminados con L-660-1. Ademas, para [.-395-1 el aumento de la
velocidad de desplazamiento después del régimen de radio constante dismi-
nuyen con el tiempo. Este hecho esta ausente en cultivos no tratados y en
aquellos iluminados con L-660-1.
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Figura 81. Dinamica de las regiones 2D y 3D de colonias de células Hel.a :
a)esferoides no tratados (sin droga y sin iluminacion); b)esferoides incubados
durante 24 h con m-THCP a Cp = 2 pg/ml y se iluminaron durante 77 = 8 min
con L-660-1; c)esferoides incubados durante 24 h con m-THCP a Cp = 2 ug/ml y
se iluminaron durante 17 = 8 min con L-395-1.

La evolucion del dominio 3D de las colonias se evalué siguiendo el radio
promedio de los contornos trazados a mano después de establecer el nivel
de contraste de imagen apropiado. Los resultados indican un similar com-
portamiento al obtenido para regiones anulares 2D de cultivo no tratados y
tratados con TFD, aunque se pueden senalar algunas caracteristicas distin-
tas. El radio promedio de la zona central 3D 2 h después de la iluminacion
presenta un aumento, en el caso de cultivos iluminados con L-660-1, y una
disminuciéon relativamente pequena para cultivos iluminados con L-395-1.
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Este comportamiento contrasta con el del radio promedio de la region de co-
lonias 2D. En este tltimo, el radio promedio disminuye casi inmediatamente
después de la iluminacion. Vale la pena senalar que el aumento observado
para los dominios de colonias 3D esta ausente en el caso de los esferoides no
tratados.

Estos resultados estan de acuerdo con la penetraciéon mas profunda de la
L-660-1 en comparaciéon con la de L-395-1, el primero logra un resultado del
tratamiento TFD mas efectivo en las células de las capas més profundas,
produciendo una mayor cantidad de células muertas que irian al agregado
3D, permaneciendo transitoriamente alli, aumentado el radio promedio.

3.4.4. Esferoides celulares: imagenes obtenidas por mi-
croscopia de fluorescencia en esferoides celulares
luego del tratamiento de TFD

Las imégenes confocales de fluorescencia de células tenidas con NA e IP
en cumulos de células HeLa, muestran el efecto de la TFD. Los resultados
obtenidos para los esferoides no tratados comparados con los esferoides incu-
bados con 2 pug/ml m-THCP durante 3 h, e iluminados con 1-395-1 durante
Tr = 4 min y, observados a las 3-5 h después de la iluminacion (Figura 82).
Este tiempo de observacion es apropiado ya que los datos obtenidos de la
dinamica de las colonias presentados en la seccién anterior indican que no se
observan cambios significativos en el patron de las colonias celulares.
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Figura 82. Iméagenes de fluorescencia para la tincion de NA /IP de esferoides de
células HeLa. En la columna izquierda: tincion de NA en esferoide a) no tratado;
b) tratado con TFD con L-395-1. Columna cental: tincién de IP en esferoide a)
no tratado; b) tratado con TFD con L-395-1. Columna derecha: graficos de torta
del porcentaje relativo de tincion de NA /TP de los esferoides a) no tratados; b)
tratados con TED con L-395-1. Las imégenes fueron tomadas de cultivos 3 h
después de la iluminacion con 77 = 4 min y previamente incubados con 2 ug/ml
de m-THCP durante 3 h. Las imagenes fueron tomadas a las profundidades de
dl = 20, d2 =50y d3 = 100 um. La barra de escala y la profundidad creciente en
los esferoides, asi como el gradiente de intensidad de luz se indican en la figura.

La tincion de NA/IP de un esferoide no tratado y tratado con TFD muestra
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una fluorescencia verde proveniente de células vivas con una regién interna
maés bien oscura y rojo en regiones resaltadas (tenidas con IP) cerca del centro
del esferoide que estan principalmente compuesto de células muertas. Para el
esferoide no tratado, la cantidad de células muertas es muy pequena y solo se
pueden ver unas pocas células ubicadas en regiones internas tenidas con IP.
Este hecho se distingue més claramente de las graficos de torta presentadas
en la figura 67c y f. Para los esferoides de células HeLa tratados con L-395-1,
el efecto de la TFD, cuantificado como la cantidad de las células tenidas con
IP, se puede distinguir de las imagenes de fluorescencia y de las células de
las capas mas externas que estan resaltadas en verde brillante (tenidas con
NA) y que consisten de células proliferativas.

Después de la iluminacion, este patréon de tincion puede parecer contradicto-
rio, pero puede entenderse considerando los datos dindmicos de las colonias
celulares que indican una reorganizaciéon que implica la transferencia de célu-
las danadas desde el plano basal a las regiones 3D. Posteriormente, las células
muertas en la periferia se separarian del esferoide.

Estos resultados sugieren que los experimentos de TFD con esferoides se
pueden utilizar para evaluar la extension del tratamiento TFD en relacion,
principalmente, con la concentracion del F's y la cantidad de luz depositada
en diferentes secciones de la muestra.

Tenemos la intenciéon de avanzar una correlacion semicuantitativa entre es-
tos factores y el resultado de la TFD en diferentes secciones del esferoide. Se
necesitarfan mas datos y analisis adicionales para establecer este tipo de ex-
perimento como modelos para mejorar estrategias para aplicaciones de TFD.
Los datos de un conjunto de cinco esferoides similares para cada condicion,
es decir, tratados con L-395-1 o con L-660-1, se representan como la fraccion
de células tenidas con NA /TP como una funcién de la profundidad, medida
desde el apice del esferoide hasta el plano basal (Figura 83). La tendencia
mencionada se confirma aunque el analisis de cada seccion implica un gran
error de medicion. A pesar de este inconveniente, se puede ver que la ilumi-
nacion con L-395-1 induce una fracciéon mayor de células muertas tenidas con
IP que la iluminacién con L-660-1. El efecto de la TFD de ambas fuentes de
luz disminuye con la distancia desde el apice del esferoide, aunque esta ten-
dencia (comparable a la ecuacion 1.17) es més pronunciada para 1.-395-1. En
planos mas profundos, el efecto de la TFD de la 1.-395-1 es similar o tiende a
ser incluso mas pequeno que el de la L-660-1. La proporciéon de células Hela
sobrevivientes, obtenida de la proporcion de células muertas, en cada seccion
a lo largo del grosor del esferoide, disminuyen desde el apice del esferoide
hasta su plano basal.
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Figura 83. Efecto del tratamiento con TFD en diferentes planos de esferoides de
células HeLa determinados a partir de tincion con NA /TP de imagenes de
fluorescencia confocal a) fraccion de células muertas en funciéon de la profundidad
medida desde el apice de esferoides iluminados durante 8 min con
L-660-1(cuadrados negros) y L-395-1 (circulos abiertos); b)fraccién promedio de
células que sobreviven en funcion de 1/d (la fluencia disminuye al ir desde el apice
del esferoide al plano basal). El error estandar se incluye para n =5. Los
esferoides se incubaron con 2 pg/ml de m-THCP durante 3 h antes del
tratamiento con TFD.

La mayor fraccion de células muertas observadas para [-395-1 se debe al
mayor coeficiente de absorcion del m-THCP, particularmente en planos cer-
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ca del apice donde la atenuacion es menor. La representacion de la fraccion
de supervivencia de las células en funcion de 1/d exhibe una forma similar
a la reportada en la literatura para estudios que emplean la suspension de
Células MLL |EZZ3|. En el presente trabajo, la fluencia se ve afectada por la
penetracion de la luz a través del esferoide. En consecuencia, la dosis fotodi-
namica aumentaria con la fluencia después de una dependencia logaritmica,
y la atenuacion, una exponencial decreciente, con la distancia. Por lo tanto,
una descripcion aproximada de la fraccion de supervivencia de las células con
la fluencia podria darse empleando una ecuacién similar a la ecuacion de la
referencia |EZA|:

FS=1—-(1—exp— D/Dy)" (3.5)

Siendo D/Dy la fraccion de dosis de TFD, en este caso relacionada con la
fluencia relativa llegando a cada seccion del esferoide celular, y v una cons-
tante relacionada con el hombro de la curva de supervivencia. Aunque no
podemos medir la dosis de TFD, la ecuaciéon anterior se usa para cuantificar
las diferencias entre las luces L-660-1 y L-395-1. Se observa una coincidencia
razonable (trazos sélidos y punteados en la figura) entre datos experimenta-
les y la expresion teodrica. Los datos serian dispersados principalmente por
la influencia del F's heterogéneamente distribuido, en particular, si los datos
se consideran en la periferia del esferoide. A pesar de este inconveniente, el
ajuste de curvas trazadas permite confirma las diferencias entre las fuentes
de LED empleadas en el presente trabajo.

La variacion de fluencia es mayor para L.-395-1 comparada con L.-660-1, por lo
tanto, los resultados segiin la ecuacion anterior arroja valores mas pequenos
para el primero que para el segundo. Recientemente, estudios destacan que
la utilizacién de modelos 3D para estudiar la dosis fotodinamica representa
una alternativa valiosa en lugar de los modelos animales.

Ademas, varios autores propusieron modelos para la cuantificacion de la dosis
de TFD y para inferir resultado en diferentes sistemas multicelulares, inclui-
da la suspension de células y esferoides.

Incorporan la medicién experimental de fluorescencia durante el tratamien-
to, asi como también el fotoblanqueo del F's y la determinacion de oxigeno
singulete que se usa como medida de la dosis.

Volviendo al objetivo principal del presente trabajo relacionado con el trata-
miento mediante la TFD para mujeres con CIN 1/2, se informaron estudios
realizados con la administracion intravaginal de hexaminolevulinato y luz ro-
ja de un dispositivo LED [E78|. Los autores concluyen que la TFD parece ser
prometedora en el tratamiento de mujeres con CIN clinicamente relevante de
infecciones persistentes oncogénicas por VPH. Comparando la eficiencia de la
TFD a base de acido aminolevulinico con luz violeta con respecto a la luz roja
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en el tratamiento de enfermedades dermatologicas como la queratosis actini-
ca, enfermedad de Bowen y carcinoma basocelular [EZ4|, la primera mostrd
una mejor respuesta. Y en el caso de melanomas, la combinaciéon de luz de
longitud de onda de 420 nmy luz roja mejorarian resultados en la TFD |73
Recientemente, propusieron un dispositivo miniaturizado foténico inalambri-
co implantable para la entrega de luz violeta y roja para aplicaciones TFD
||, ampliando el posibilidades de este enfoque no invasivo con luz violeta.
Los resultados presentados en nuestro trabajo pretende contribuir a expandir
la TFD con luz violeta en tratamientos de CIN 1/2.

3.4.5. Transmision de luz en cimulos de células HelLa

Para caracterizar la cantidad de luz a través de los ctumulos, se llevaron
a cabo experiencias in vitro de transmision de luz. Para ello, se utilizo el
esquema descripto en la seccion de materiales y métodos (Figura 37b), com-
parando la emision de luz delas fuentes L-660-1 y L-395-1 a través de un
mismo espesor de ctimulo (cuadro 3.6.).

Ic

A (nm) Iy (nm) Ic T 1(450)
v

660 81,44+ 2,13 | 43,8+12,3 | 0,538 13.78

395 45£0,1 6,724+3,35 | 0,149 42,3

Cuadro 3.6: Valores medidos de intensidad de luz a través de un cimulo. Promedio
de 10 mediciones, tanto para L-660-1 como para L-395-1.

Los resultados del experimento de transmision indican que para la lon-
gitud de onda de 395 nm la luz transmitida es aproximadamente tres veces
menor que la de la luz de 660 nm. Un hecho que esta de acuerdo con la
disminucién mas lenta en la supervivencia de las células para la luz LED de
395 nm en comparacion con la obtenida para 660 nm.
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3.5. Vinculacioén con la practica clinica

La terapia con LED representa una herramienta emergente y mas segura
para el tratamiento de muchas afecciones. En general, el uso de luz sola o
combinada con fotosensibilizadores exdgenos, puede estimular fibroblastos,
linfocitos, queratinocitos y melanocitos [EZ98| y proliferacion de macrofagos
[ZM|[BOD|. Otros efectos observados incluyen la modulacion de la oxidacion
celular |2Z=3|, efectos antiinflamatorios |[E=4|, estimulacion de angiogénesis y
flujo sanguineo[ZAq|, la induccion de factores de transcripcion [E9|, actividad
antibacteriana|Zd3d| y la alteracion de la sintesis de colageno [ZFQ|. A pesar
de su creciente eficacia y uso en la préactica médica, el conocimiento sobre
la terapia con LED sigue siendo limitado. Los estudios publicados a menudo
se dirigieron a un pequeno numero de pacientes y son dificiles de comparar
entre si debido a la diversidad en los parametros utilizados. Por lo tanto,
la longitud de onda de iluminacion, la densidad de potencia y el tiempo de
tratamiento pueden influir en los resultados clinicos. Por ejemplo, un aspecto
de la aplicacion de la TFD, es la aplicacion de la luz, en el tejido patologico,
y diferentes dispositivos de diversos fabricantes, pueden presentar diferencias
en las caracteristicas de la luz y densidad de potencia. El hecho que la TFD
implica la interaccion de la luz y el fotosensibilizador en presencia de oxigeno,
la medida de la dosificacion del tratamiento requiere de més estudio[Zd|. En
esta seccion de la presente tesis describimos algunos usos para las lamparas
LED desarrolladas:

= Deteccion de la protoporfirina IX mediante la medida de la autofluo-
rescencia de la region afectada.

» Diagnostico Fotodinamico (DFD): la administracion de fotosensibiliza-
dores en baja concentracion y la iluminaciéon en un periodo corto de
tiempo se utiliza para distinguir, mediante fluorescencia, zonas patolo-
gicas, que son imperceptibles sin el anélisis asistido.

» Terapia fotodinamica in vitro, in vivo (discutido en las secciones ante-
riores) y en situaciones clinicas. Entre ellas, orientadas al tratamiento
de lesiones en cérvix.

» También se decribe el uso de la termografia para detectar la region
afectada por el tejido neopasico.

3.5.1. Autofluorescencia natural, caso 1

Es el caso de un paciente con cancer de piel no melanoma quien recibi6
tratamiento de TFD utilizando ALA como F's y la fuente de iluminacion
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1-652. Las imagenes de la figura 84, corresponden a la autofluorescencia con
lampara [-395-12 con orientacion paralela, de una region en la cabeza antes
y después de la TFD. El paciente presenta en la cabeza, manchas de tejido
patologico. Es de esperar un mayor contenido de protoporfirina IX en ellas,
y por ende ante la excitacién con luz violeta, una fluorescencia apreciable en
la region de las longitudes de onda del rojo (Ver espectro de fluorescencia de
la PpIX del apéndice 5.5).
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Figura 84. Autofluorescencia con lampara L-395-12 con orientacion paralela en
paciente con cancer de piel no melanoma: a)antes de la TFD; b)después de la
TFD y los respectivos espectros obtenidos mediante fluorometria del area
delimitada con un circulo rojo. También, con esta técnica, se muestran otros
puntos sospechosos antes de la TFD, asi como también, una zona zona libre de
lesion después del tratamiento.

En las figuras 84a (antes de la TFD) aparece una escara en el mismo lugar
que en la figura 84b (después de la TFD) no aparece. Ademas de la observa-
cion visual de la autofluorescencia, realizamos determinaciones de la emision,
empleando un espectrofotometro. Para tal fin se propuso incrementar la in-
tensidad de la luz de excitacion para obtener una mayor senial de emision. Se
utilizé la lampara [-395-12 con cuatro LEDs provistos de lentes orientadas
en forma convergente. En la figura 85 se compara con la misma con lentes
orientadas en forma paralela.
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Figura 85. Intensidad de la fuente 1-395-12: a)imagen a 15 cm de distancia en
modo paralelo; b)vista lateral de la intensidad del color de la imagen de (a);
c)grafica 3D de la intensidad de color de la imagen (a); d)imagen a 15 cm de
distancia en modo convergente; e)vista lateral de la intensidad del color de la
imagen de (d); f)grafica 3D de la intensidad de color de la imagen (d).

De las graficas anteriores (Figura 85 a-f), puede apreciarse la mayor inten-
sidad correspondiente a la orientaciéon convergente de las lentes de la fuente

L-395-12.

Utilizacién de filtros

Debido a que la observacion ocular de la region afectada puede dificultarse
debido a la dispersion de la luz de excitacion, se ensayo6 la utilizacion de un
filtro rojo de la figura 86, para solucionar este inconveniente, mejorando la
sensibilidad de la técnica.
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Figura 86. Filtro rojo escalén que transmite a partir de 600 nm.

En las imégenes de la figura 87 corresponden a fotografias luego del tra-
tamiento, con lo cual, si hubiese presencia de PpIX, el uso del filtro rojo,
permitiria la visualizacion especifica en la region de interés.

Figura 87. Autofluorescencia con 1.-395-12 con orientacién paralela en paciente
con cancer de piel no melanoma luego del tratamiento: a)sin el filtro rojo; b)con
el filtro rojo; c¢)vista lateral de la intensidad del color de la imagen de (b);
d)grafica 3D de la intensidad de color de la imagen de (b).

Ene ste caso, no tiene zonas con color rojo intensas y resulta similar al caso
de un lunar de una persona sana que se muestra seguidamente.

En otro paciente, se visualiz6 un lunar voluminoso en 10 ¢m del esternéon y
del vértice del hombro izquierdo, aproximadamente.
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Figura 88. Autofluorescencia con 1.-395-12 con orientacién convergente en
paciente con lunar a)usando el filtro rojo; b)sin filtro rojo.

De las imégenes de autofluorescencia de la figura 88 aparece una depresion en
la region donde esté localizado el lunar, y no se muestra presencia de PpIX.

3.5.2. Diagnéstico Fotodinadmico (DFD) y TFD, caso 3

La fluorescencia natural de ciertos tumores puede ser realzada mediante
la administracion de un F's. Luego de su administracion al paciente se le
puede determinar la ubicacion del tumor y delimitar su extension observando
la fluorescencia cuando es iluminado con luz violeta. Es también tutil para
encontrar lesiones extra-tumorales en areas que aparecen como sanas.
Ademas, usando un espectrometro podemos inferir acerca de la concentracion
del F's tanto en areas sanas como tumorales antes y después del tratamiento
de TFD. En este caso, se presenta un paciente con carcinoma de células
escamosas n situ o SCC al que se le suministrd el F's ALA y al cabo de
unas 3 horas se ilumind con luz de 395 nm de un LED de 1 W.Una vez
identificada la extension del area tumoral (realzado con color rojo), con tela
negra se fabrica un recubrimiento que protege, durante la iluminacion de
tratamiento las zonas del tejido sano (Figura 89a). EL tumor fue tratado
mediante Terapia Fotodinamica con ldser de 652 nm con una dosis de 20
J/em?. También se registré con el fluorémetro el cambio en la fluorescencia
antes y después de la TFD en la zona tumoral, asi como también, los espectros
de fluorescencia en dos puntos ubicados en el tejido sano (Figura 89b). En
una porcion de la nariz (no realzada de color rojo) el paciente presenta previo
tratamiento mediante escision por bisturi.
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Figura 89. Paciente con carcinoma de células escamosas in situ o SCC en el area
nasal: a)DFD antes de aplicar la TFD con laser de 652 nm; b)espectros obtenido
mediante fluorometria en los puntos marcados en (a).

La visualizacion mediante DFD, permite una identificacion mas precisa de la
extension de la actividad neoplasica. Ademas, el uso del fluorémetro muestra
una disminucion en la fluorescencia, y esto se corresponde con la efectividad
de la TFD. Por lo tanto, se destaca la importancia de incorporar dicha medida
como herramienta complementaria.

3.5.3. Autofluorescencia, termografia infrarroja y TFD,
caso 4

En este caso, el paciente presenta un tumor en la parédtida derecha e
intenciones muy fuertes de preservar la funcionalidad de las cuerdas vocales,
situacion por la cual, no quiso someterse a una cirugia.

A través de la termografia infrarroja, se detecto la distribucion de las zonas de
alta vascularizacion de lesiones preneoplésicas y neoplasicas comparandolas
con el tejido normal. La figura 90 corresponde al paciente antes de la TFD.

Figura 90. Paciente con tumor de parotida antes de la TFD: a)imagen mediante
termografia infrarroja de la region tumoral; b)fotografia de la misma region
analizada por termografia.
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Mediante el analisis de las imégenes de termografia de la zona tumoral, se
detectd una diferencia promedio de 2 °C' entre el lado facial tumoral respecto
al sano (Figura 91). Esto muestra la diferencia en la irrigacion / perfusion
sanguinea, que es de esperar que traiga aparejado un incremento en la con-
centracion de protoporfirina IX en la region.
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Figura 91. Termografias en distintas zona: a)tumor de parétida; b)lado facial sin
tumor; c)cara interna.

Para corroborar la hipotesis anterior, se realizaron medidas de la autofluores-
cencia mediante el uso del fluorémetro de la figura 33a y, se realizaron varias
medidas en distintos sitios, de acuerdo a lo indicado en la figura 92.
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Figura 92. Espectros obtenidos en distintos puntos en tejido sano y tejido tumoral
(indicado como central, 3 6 7,59 y 12)

Del registro de autofluorescencia, se verifica una diferencia entre los espectros
obtenidos entre la zona tumoral y el tejido sano. La senal de 635 nm aproxi-
madamente que, corresponde al espectro de emision de la protoporfirina IX,
es mayor en relacion a los picos de 700 nm y 575 nm en comparaciéon con el
tejido sano.

Existe una heterogeneidad que se ve manifestada en la diferencia entre es-
pectros, para cada zona, y el error asociado a la realizacion de la medida.
Luego, el paciente fue tratado mediante TFD utilizando ALA y laser de 652
nn (no mostrado aqui).

Los casos mostrados permiten destacar la importancia del uso de herramien-
tas complementarias a la TFD que ayuden a una descripcion del tejido tu-
moral, ya sea a través de la distribucion de vasos sanguineos o de la presencia
de PpIX.
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Esta tesis apunta, no sélo a dar a conocer a la TFD, sino que también,
a la mejora en los protocolos de aplicacion y en la factibilidad del uso de
fuentes LEDs debido a sus ventajas aplicativas como: portabilidad, seguri-
dad, economia, faciles de usar y mantener.
Se concluye que, las fuentes LED desarrolladas y caracterizadas, pueden fo-
toactivar, de forma analoga al laser de uso clinico, probado en ensayo en
células y ratones. El area superpuesta entre los picos de excitacion de las
fuentes laser y no laser y la banda de absorcion del F's, esta relacionada con
la eficiencia de la fotoactivacion y, por lo tanto, con el porcentaje de células
muertas.
Mostramos la importancia de usar fluorescencia para monitorear la acumu-
lacion del F's en el tejido afectado, aprovechando el “ efecto rebote ” para
mejorar el resultados del tratamiento con TFD.
Utilizamos modelos tridimensionales como alternativa a los animales, para
ensayar experimentos de TFD o combinado con otras estrategias. Es impor-
tante enfatizar que, si bien los resultados apoyan la utilizaciéon de la luz LED
de 395 nm para tratar las primeras etapas de las enfermedades neoplasicas
cervicales, se requiere un mayor nimero de experimentos para lograr una
mejor descripcion estadistica, debido a factores como, la variabilidad de los
esferoides, de las propiedades opticas, las diferencias en los fenotipos celula-
res, la distribucion heterogéneo del F's, etc.
Por otro lado, se destaca la ventaja del DFD para realzar los limites tumo-
rales. Mostramos que, la utilizaciéon de herramientas complementaria, como
la termografia infrarroja y la autofluorescencia, perfeccionan la estrategia de
aplicacion en la practica clinica de la TFD.

Ademas, con el objetivo de lograr un diagnoéstico preventivo, que alcance
masivamente a la poblacion, tanto a través de costos adecuados y facilidad
de implementacion, se present6 un proyecto al concurso IDEAS-Exactas 2019
de UNLP para la construcciéon de un equipo de deteccién temprana de car-
cinomas, particularmente los producidos por el Virus del Papiloma Humano
(VPH) en el cérvix, capaz de detectar la senal de fluorescencia proveniente de
los cromoforos propios del tejido (autofluorescencia) o de fotosensibilizadores
incorporados externamente y que se acumulan en la zona afectada del tejido.
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5.1. Datos técnicos de la fibra 6ptica, FD1

El distribuidor de luz frontal FD1 produce un punto circular de luz con
bordes definidos con una excepcional homogeneidad. Dichas propiedades lo
hacen un dispositivo ideal para una iluminaciéon precisa de una gran variedad
de o6rganos tratados mediante TFD en humanos o animales (piel, cabeza
y cuello, pulmones, etc). El patréon de luz uniforme también es adecuado
para iluminar cultivos celulares o para ser usado como fuente de calibracion
de sensores de luz. Presenta un éngulo de apertura que resulta ttil en el
caso de pequenos espacios para iluminar el tumor, este es el caso de TFD
endoscopicas. El distribuidor FD1 trabaja con longitudes de onda que van
desde los 395 hasta los 800 nm, siendo adecuado para el uso de varios F's.
Para su desinfeccion deben usarse soluciones desinfectantes liquidas estandar
como oxido de etileno (EtO, maximo 60°C.

’ Dimensiones mecanicas \ FD1 ‘
Didmetro 2 mm
Largo 4 m

’ Caracteristicas o6pticas ‘ ‘
Transmision* > 80 %
Angulo de divergencia 34,7 °C
Diametro del haz a 0 mm de distancia 0,6 mm
Diametro del haz a 10 mm de distancia 7,6 mm
Didametro del haz a 20 mm de distancia 13,2 mm
Uniformidad +10%

’ Entrada laser \ ‘
Maxima potencia de entrada (en aire) 25 W
Rango de longitud de onda 400-800

nm

Fibra optica ‘ ‘

Material de la fibra SILICA,
bajo OH~
Didmetro del nicleo 600 pum
Apertura numérica 0,37
Radio minimo de pandeo 94 mm
Conector de la fibra SMA 905

Cuadro 5.1: Datos técnicos. La transmision es definida a través de la comparacion
con una fibra en forma de barra de silica de 5 metros longitud, de 600 um de
diametro y AN (Apertura Numeérica) de 0,37.
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Figura 93. Esquema de la fibra 6ptica modelo FD1 utilizada para el seguimiento
de la TFD.

5.2. Protocolo para determinar el tipo de muer-
te celular

1. Se preparan dos tubos recubiertos con papel aluminio, uno para la
preparacion de Hoechst (H) y, otro, para el Ioduro de Propidio (IP)

2. Para el H se debe tener una dilucion de 1:50 a partir del reactivo co-
mercial. Si se toman por ejemplo 4 ml de medio o PBS, el volumen
de Hoechst que debe incorporarse es de 80 ul. Los 4,08 ml se deben
preparar en el tubo y agitar para logar homogeneizar la solucion. Anélo-
gamente, tomar el otro tubo y preparar una diluiciéon de 1:100 de IP;
en este caso, se preparan por ejemplo 2 ml de PBS y en el mismo se
debe incorporar 20 pl de IP

3. Tomar una cépsula con células y tirar el contenido (medio RPMI). Las
células quedan adheridas al fondo de la capsulas de Petri. Incorporar 1
ml de H, para posteriormente incubar en estufa 5 min.

4. Recoger 1 ml de H y enjuagar la capsula con 1 ml de PBS.
5. Volcar 0,5 ml de IP

6. Observar en microscopio de fluorescencia, teniendo en cuenta los pa-
trones mostrados en la figura 94
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Figura 94. La morfologia celular fue clasificada como sigue: (i) células vivas
(ntcleo normal, creatina azul con estructuras organizadas); (ii) células
apoptoticas (apoptosis temprana, cromatina azul brillante, la cual esta altamente
condensada, o fragmentada; (iii) apoptoésis tardia con cromatina rojo brillante,
altamente condensada o fragmentada); (iv) células necréticas (nicleo rojo
estirado con estructura normal).

5.3. Protocolo Foscan®

5.3.1. Nombre del medicamento

Foscan® 1 mg/ml solucion inyectable

5.3.2. Composicién cualitativa y cuantitativa

Solucién inyectable violeta oscuro. Cada 1 ml contiene 1 mg de temopor-
fina.
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Excipientes: cada ml contiene 376 mg de etanol anhidro y 560 mg de propi-
lenglicol.

5.3.3. Indicaciones terapetticas

Esta indicado para el tratamiento paliativo de pacientes con carcinoma
avanzado de células escamosas en la cabeza y el cuello, que hayan fracasado
a terapias anteriores y resulten inadecuados para radioterapia, cirugia o qui-
mioterapia sistémica.

5.3.4. Posologia y forma de administraciéon

La terapia fotodindmica de F oscan® debe administrarse bajo super-
vision de médicos con experiencia en la TFD. El Foscan'® se administra
a través de una canula intravenosa residente en una vena proximal grande
de una extremidad, preferiblemente en la fosa antecubital, como una sola
inyeccion intravenosa lenta a lo largo de un minimo de seis minutos. La per-
meabilidad de la canula residente debe ser ensayada antes de la inyeccion y
hay que adoptar todas las precauciones posibles contra la extravasacion.

La dosis es de 0,15 mg/kg de peso corporal. No diluir el Foscan®.
Administar la dosis de Foscan'™ necesaria por inyecciéon intravenosa lenta, ,
durante un tiempo minimos de seis minutos, 96 h después de la administra-
cion de Foscan'Y, el lugar de tratamiento ha de ser iluminado con luz de 652
nm de una fuente laser aprobada. Debe aplicarse la luz a toda la superficie
del tumor por medio de una fibra 6ptica de microlente aprobada. Siempre
que sea posible la zona iluminada debe extenderse més alla del margen del
tumor en una distancia de 0,5 cm.

La dosis de luz incidente es de 20 J/cm?, aplicada con una irradiancia de 100
mW/em? a la superficie del tumor, lo cual supone un tiempo de iluminacion
de 200 s. Contraidicaciones: hipersensibilidad al principio o a alguno de los
excipientes; porfiria u otras enfermedades exacerbadas por la luz; hipersen-
sibilidad a las porfirinas; tumores que se sabe que estan erosionando un vaso
sanguineo importante en el lugar de iluminaciéon o adyacente a el; un proce-
dimiento quirtrgico previsto en los 30 dias siguientes; enfermedad oftalmica
coexistente que probablemente requiera un examen con lampara de hendidura
en los 30 dias siguientes; terapia existente con un agente fotosensibilizante.
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5.3.5. Advertencias y precauciones especiales de empleo

Hay que tener especial cuidado para prevenir la extravasacion en el lugar
de inyeccion. Si se produce una extravasacion hay que proteger la zona de
la luz durante al menos tres meses. No existe ningtin beneficio conocido por
inyectar otra sustancia en el lugar de la extravasacion. Algunos oximetros de
pulso pueden producir luz de una longitud de onda préxima a la empleada
para la fotoactivacion de Foscan'Y. Los oximetros deben ser recolocados ca-
da 10-15 minutos para evitar el riesgo de quemaduras locales cutaneas.
Durante los 6 meses siguientes al tratamiento con Foscan'Y, evite la expo-
sicion prolongada a la luz solar de la zona del brazo en el que se le haya
aplicado la inyeccion. Como medida de precaucion, si se planea una activi-
dad prolongada al aire libre, proteja el lugar de la inyeccion utilizando una
camisa de manga larga y de color.

Solo deben llevarse a cabo procedimientos quirirgicos no planificados o de
emergencia donde se ha administrado Foscan'™ durante los 30 dias ante-
riores si es absolutamente necesario y los beneficios potenciales compensan
el riesgo para el paciente. Hay que tomar todas la precauciones para evitar
la iluminaciéon directa del paciente con lamparas quirirgicas durante estos
procedimientos.

Todos los pacientes que reciban F oscan® se volveran temporalmente foto-
sensibles. Hay que adoptar precauciones para evitar la exposicion de la piel
y los ojos a la luz solar directa o luces artificiales intensas durante los prime-
ros 15 dias después de la inyeccion. Las reacciones de fotosensibilidad de la
piel son provocadas por la luz visible; por tanto los filtros solares ultraviole-
tas no proporcionan protecciéon alguna. Es importante que los pacientes sean
reintroducidos a la luz normal gradualmente.

5.3.6. Efectos sobre la capacidad para conducir y utili-
zar maquinas

La cantidad de alcohol de este medicamente puede afectar su capacidad
para conducir o utilizar maquinas.

5.3.7. Reacciones adversas

Todos los pacientes que reciben Foscan® se vuelven temporalmente fo-
tosensibles y deben ser instruidos para que sigan las precauciones de evitar la
luz solar y las luces artificiales. La mayor parte de las toxicidades asociadas
con esta terapia son efectos locales en la region de iluminaciéon y aveces en
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los tejidos circundantes. Las reacciones adversas locales son caracteristicas
de una respuesta tisular inflamatoria aguda inducida por la fotoactivacion.

5.3.8. Sobredosis

En caso de sobredosis, el tratamiento con laser ocasionaria una necrosis
del tumor méas profunda que la esperada con la dosis recomendada. Solo de-
be llevarse a cabo la iluminaciéon del tumor si el beneficio potencial justifica
el riesgo potencial de la necrosis excesiva. Si el tumor no es iluminado, de-
be dejarse un plazo de al menos 4 semanas entre la sobredosis y la nueva
administracion de Foscan'?. Puede esperarse que las reacciones adversas
asociadas con la sobredosis se limiten a reacciones de fotosensibilidad. La
exposicion a la luz ambiental tras una sobredosis conlleva un aumento del
riesgo de reacciones de fotosensibilidad. Las investigaciones clinicas publica-
das han demostrado que la duracién y la intensidad de la fotosensibilidad a
la dosis recomendada de 0,15 mg/kg se reducian en un tercio con respecto
a una dosis de 0,3 mg/kg. Ciertos estudios animales han revelado algunos
cambios hematologicos y quimicos sanguineos (reduccion de las plaquetas,
eritrocitos y hemoglobina, aumento de los neutréfilos, fibrinégeno, bilirrubi-
na, triglicéridos y colesterol).Se requiere un seguimiento estricto del régimen
de reduccién de la luz. Debe llevarse a cabo una prueba de fotosensibilidad
de la piel antes de que el paciente regrese a unas condiciones normales de luz.
No se conoce ningin sintoma sistémico especifico asociado con la sobredosis.
El tratamiento debe ser sintomaético.Existe informacion limitada acerca de
los efectos de la sobre-exposicion a la luz de laser durante el tratamiento. Se
notifico6 un incremento de los danos a los tejidos.

5.4. Codigo Python para cuantificar la intensi-
dad de color

importpylab

import matplotlib.pyplot as plt

import matplotlib.image as mpimg

import numpy as np

img2 = mpimg.imread(’examplel3.jpg’)

Calcular separadamente la diferencia absoluta para cada canal
error, = np.fabs(img2[:,:,0])

error, = np. fabs(img2[:, :, 1])

errory, = np. fabs(img2[:, :, 2])

Calcular el maximo error para cada pixel
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lum;mg = np.mazimum(np.mazimum(error,, errory), errory)
lum;mg = np.negative(lum;mg);

imgplot = plt.imshow (lum;mg)

Elegir una paleta de color

imgplot.set.map(’jet’)

imgplot.set.map(' Spectral’)

plt.colorbar()

plt.axis("off”)

pylab.show()

5.9.

Protocolo para aplicaciones dérmicas

Las caracteristicas y particularidades de los fotosensibilizantes en TFD
son importantes para el resultado del tratamiento. Segtin Stapleton y Rodes
[E98| las caracteristicas que deben reunir los fotosensibilizantes son:

Capacidad para localizarse especificamente en el tejido o células a tra-
tar.

Distribucién homogénea en la diana.
Alta lipofilia a fin de que penetren las barreras biologicas.
Vida media corta y rapida eliminaciéon en los tejidos no enfermos.

Espacio de tiempo lo méas breve posible entre la administracion y la
acumulacion maxima en la diana a tratar.

Activacion frente a longitudes de onda determinadas y penetracion 6p-
tima en el tejido.

Alto rendimiento en la produccién de oxigeno reactivo monoatémico
(singulete) o, en general, de especies reactivas de oxigeno.

Ausencia de toxicidad en un ambiente oscuro.

Los fotosensibilizantes que han demostrado eficacia en TFD cutanea in-
cluyen el 4cido 5-aminolevulinico (5-ALA), el metil éster de acido levulinico
(MAL), los derivados de la hematoporfirina, los derivados de la benzopor-
firina, y la meta-tetrahidroxifenilclorina [Z9@| . Entre los que se encuentran
comercializados destacan el 5-ALA (Levulans KerasticTM DUSA Pharma-
ceuticals, Wilmington, MA, EE.UU.) y el MAL (Metvix§ PhotoCure SAS,

Oslo,

Noruega), con la ventaja, este ultimo, de que es mas liposoluble. La
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mayor liposolubilidad permite una mejor penetracion en el tejido empleando
dosis menores. Ambos compuestos se consideran éptimos para su aplicacion
clinica aunque también se dispone de otras moléculas fotosensibilizantes, al-
gunas en fase de investigacion, que reaccionan de forma notoria frente a dife-
rentes longitudes de onda. El 5-ALA, MAL y HAL no son fotosensibilizantes
efectivos por si mismos, sino que después de su administracion, se transfor-
man en protoporfirina IX (PpIX); es decir, el agente sensibilizante principal
sobre el que se acttia durante el tratamiento (Figura 95). Aunque se conocen
las particularidades de reaccion y absorcion de las porfirinas frente al extenso
espectro de longitudes de onda (Figura 96).

Mitocondria m

Glicina PpIX —>—> Hemo

Fe2+

ALA ;
Protoporfirindgeno

Figura 95. Sintesis de protoporfirina IX después de la aplicacion de ALA [BOD].

z 1,0 T R
S S
= 2
a 08 408 Ea
o Q.
L @
= ©
T 06 406 8
8 5
5 2
§ 0,4 {04 E
e &

o
% 0,2 402 &
2 a
| =1 (7]
7] i
- an - 0,0

350 400 450 500 550 600 650 700 750
Longitud de onda (nm)
Figura 96. Picos de absorcién de la protoporfirina IX en el espectro de la luz.
Aparecen cinco bandas en la que es posible obtener la excitacion del
fotosensibilizador.



158

Apéndice

Podemos analizar la distribucion y definicion objetiva de las lesiones a tratar
mediante luz ultravioleta (UV) con lampara de Wood, que permiten ver la
fluorescencia que desprende el producto en su forma de porfirina y posibilita
el seguimiento iconogréfico. Para sistematizar adecuadamente el tratamiento
conviene ordenar los siguientes pasos:

Limpieza del area a tratar (eliminar maquillajes, etc.). Se recomienda
peeling de salicilico, microdermoabrasion, limpieza enérgica con gasa o
emplear una cucharilla con maniobras suaves, particularmente en las
KA muy elevadas

Aplicacion del fotosensibilizante

Colocar un apoésito oclusivo y mantener, dependiendo de la alteracion
cutanea, entre 30 minutos a 5 horas. En algunos casos, como en los tra-
tamientos de estética cutanea, la oclusién puede sustituirse por aplica-
ciones del agente sensibilizante cada 10 minutos. Es importante anadir
un protector opaco después de su aplicacion para evitar que el producto
reaccione con la luz ambiental

En el caso de emplear ALA, diluido entre el 1 % al 20 % , se recomienda
mantener tiempos de oclusion entre 30 minutos y 5 horas. Si se utiliza
ALA en liposomas al 0,5% , su aplicacion debe ser de una hora con
intervalos de 10 minutos, sin necesidad de ocluir el area de tratamiento.

En el caso de emplear MAL (generalmente al 16 %), se mantiene la
oclusion durante 3 horas. Este tiempo es mas reducido en los trata-
mientos de estética cutanea

Transcurrido este tiempo, se retira el aposito y los residuos del producto
lavando suavemente con agua y jabon no agresivo

Se procede al tratamiento con el sistema seleccionado de luz coherente
(laser) o no coherente (LED, IPL, luz de banda estrecha, etc.), siguiendo
las dosis indicadas para cada sistema y de acuerdo a la lesion a tratar
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