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Resumen

Los pilares fundamentales de la Terapia Fotodindmica (TFD) son, el fotosensibili-
zante, una fuente de luz con una longitud de onda especifica y el oxigeno molecular.
Esta combinacién adecuada tiene como resultado la produccién de oxigeno citotéxico,
que en un medio biolégico producira la muerte celular via mecanismo tipo I, si se han
producido sustancias reactivas del oxigeno (ROS), o via mecanismo tipo II, si se ha
producido oxigeno singlete. La cantidad de oxigeno singlete que se encuentra inter-
actuando con una concentracion de moléculas blanco es determinado por la dosis de

oxigeno singlete.

Para este trabajo se ha utilizado como fotosensibilizante el dcido d-aminolevulinico
(ALA), que al introducirse en la mitocondria y al final del ciclo del Hemo, se tiene como
producto la porfirina endégena protoporfirina IX (PplX), la cual al ser un croméforo
absorbe luz en varias longitudes de onda. Como fuente de fotoexcitaciéon de la PpIX
se ha considerado una fuente de luz monocromética colimada de 633 [nm], se toma
esta longitud de onda debido a la mejor penetracién que presenta en el tejido. Se han
considerado las irradiancias iniciales de 20, 60 y 150 [mW/cm?], para un tiempo de
irradiacién méaximo de 20 [min] y el medio de estudio es la dermis de un tejido sano.

En este trabajo se ha simulado la distribucion espacial y temporal para la proto-

porfirina IX, oxigeno molecular triplete y dosis de oxigeno singlete producido por la
TFD en la dermis hasta 0.5 [cm] de profundidad.

Para el calculo de la dosis de oxigeno singlete se utilizé la dosimetria explicita,
haciendo uso de la dinamica producida en TFD por el mecanismo tipo II. En esta
dindmica se acoplé consideraciones fisiolégicas que actian sobre el oxigeno triplete,
tales como el mecanismo de la respiracion y el metabolismo celular. Se realizé un
estudio de la interaccion de la luz con el tejido, para lo cual se considerd la ecuacion de
difusién de la luz, cuya solucién involucra la tasa de fluencia de energia. Se utilizé los
coeficientes de absorcion, de dispersiéon reducido y de anisotropia de un tejido humano

normal en la regién de la dermis.

En la simulacion resultante se resuelve un sistema de tres ecuaciones diferenciales
con respecto al tiempo, con concentraciones iniciales de 4.4, 39.9604 y 0 [uM] para

la PpIX, el oxigeno triplete y la dosis de oxigeno singlete respectivamente, con una
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distribucién homogénea en la dermis de cada uno de estas concentraciones.

Como resultado se tiene que, la tasa de fluencia de energia cerca de la superficie
aumenta en 3 veces el valor de la irradiancia inicial, como consecuencia de la alta tasa
de dispersién en la dermis. Se determina también que, casi el 100 % de la concentracion
de PpIX esta envuelta en la dinamica de las reacciones de la TFD, y dichas reacciones
compiten con la fisiologia del paciente, dando como resultado que solo una parte del
oxigeno del cuerpo esté disponible para realizar TFD. Finalmente, con la irradiancia

de 60 [mWV/cm?] se obtiene la mayor concentracion de dosis de oxigeno singlete.
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Abstract

The fundamental pillars of Photodynamic Therapy (PDT) are, the photosensitizer,
a source of light with a specific wavelength and molecular oxygen. This suitable combi-
nation results in the production of cytotoxic oxygen, which in a biological medium will
produce cell death via type I mechanism, whether oxygen reactive substances (ROS)
have been produced, or via type II mechanism, if singlet oxygen has been produced .
The amount of singlet oxygen that is interacting with a target molecule concentration

is determined by the dose of singlet oxygen.

For this work, it has been used as a photosensitizer the acid d-aminolevulinic (ALA),
which when introduced into the mitochondria and at the end of the Hemo cycle, has
the endogenous porphyrin protoporphyrin IX (PpIX), being a chromophore absorb
light at various wavelengths. As a source of photoexcitation of the PpIX, a collimated
monochromatic light source of 633 [nm] has been considered, this wavelength is taken
due to the best penetration in the tissue and the initial irradiances of 20, 60 And 150
[mW/cm?], with a maximum irradiation time of 20 [min] and the study medium is
dermis of a healthy weaving.

In this work we have simulated the spatial and temporal distribution for proto-
porphyrin IX, molecular oxygen triplet and dose of singlet oxygen produced by PDT
in dermis up to 0.5 [cm]| of depth.

For the calculation of the dose of singlet oxygen, explicit dosimetry was used, ma-
king use of the dynamics produced in PDT by the type II mechanism. In this dynamic
was coupled physiological considerations that act on triplet oxygen, such as the me-
chanism of respiration and cellular metabolism. A study of the interaction of light with
tissue was carried out, for which the light diffusion equation was considered, whose so-
lution involves the rate of energy creep. Absorption, reduced dispersion and anisotropy
coefficients of normal human tissue were used in the dermis region.

In the resulting simulation a system of three differential equations with respect
to time are resolved, with initial concentrations of 4.4, 39.9604 and 0 [uM] for the
PpIX, the triplet oxygen and the singlet oxygen dose respectively, with a homogeneous
distribution of each of the concentrations in the dermis.

As a result, the rate of energy fluence near the surface increases by 3 times the

XV



value of the initial irradiance, as a consequence of the high rate of dispersion in the
dermis. It is also determined that almost 100 % of the PpIX concentration is involved
in the dynamics of PDT reactions, and these reactions compete with the physiology of
the patient, resulting in only part of the oxygen in the body being available to perform
PDT. Finally, with the irradiance of 60 [mW/cm?], the highest dose concentration of

singlet oxygen is obtained.
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Capitulo 1
Introduccion

La Terapia Fotodinamica (TFD) es un procedimiento terapeutico utilizado en me-
dicina para el tratamiento de diversas enfermedades de la piel, incluido el cancer de
piel no melanoma [1-3].

El mecanismo de acciéon de la TFD se basa en administrar al paciente un agente
fotosensibilizante (FS), y posteriormente estimular la zona a tratar con luz de una
longitud de onda especifica. Este procedimiento se desarrolla en presencia de oxigeno
triplete (°0;). El FS, la luz y el oxigeno constituyen los pilares fundamentales de la
TFD [4-6].

Las reacciones quimicas en TFD producen formas citotoxicas del oxigeno, una de
las formas es que el oxigeno pase a un estado excitado, denominado oxigeno singlete
(10,), o también, se pueden producir sustancias reactivas del oxigeno (ROS) como por
ejemplo; el Oy, el H,O5 v el OH. Si el producto es el 10,, el mecanismo se denomina,
tipo II, caso contrario se tendria el mecanismo tipo I [6, 12].

En TFD la dosimetria reconoce tres mecanismos destinados a evaluar el dano celular
provocado por una concentracion efectiva de F'S. A la cuantificacién del dano celular
se lo conoce también como dosis de 1O,, que por definicién es igual al ndmero total
de sustratos biolégicos consumidos por unidad de volumen durante el tratamiento con
TFD [12]. La dosimetria directa se basa en la deteccién directa de la produccion de
10, a través de la fosforescencia del mismo, o de la fluorescencia de moléculas sensibles
a este estado [17, 18, 20|, en la dosimetria implicita se mide el decaimiento fluorescente
del F'S como indicador de la produccién de 'Oy [18, 20] y, en la dosimetria explicita se
busca predecir la cantidad de 'O, generadodo en funcién de cantidades medibles, tales
como; la distribucion de la luz en el tejido y las concentraciones de oxigeno y de F'S en
estado base [18, 19].

En el presente trabajo se modeld la dosimetria explicita utilizando el mecanismo
tipo II de la TFD. Fue considerado el mecanismo tipo II debido a que el dano ocacionado

a las células anémalas y sanas con TFD depende principalmente de la cantidad de 1O,



generado [19, 21, 22].

Para la interaccion de la luz con el tejido se consideré la ecuacién de difusién de la
luz. Se propone una solucién total que consta de una parte homogénea y una particular.
Finalmente, la tasa de fluencia de energia que describe el comportamiento de la luz en
el tejido, fue expresada en funcién de los coeficientes de absorcion (u,), de dispersién
reducido (u), de anisotropia (g), de términos derivados de estos tres coeficientes y de
la irradiancia inicial (Fp).

Para el caso de la evolucién temporal de la concentracién de 30,, en la dindmica de
las reacciones fotofisicas y fotoquimicas de TFD se anadié dos términos, P y I, los
cuales representan respectivamente el incremento y la disminuciéon en la concentracion
de *0,, ocacionados por el mecanismo de la respiracién y por consumo metabdlico.

Se realizo una simulacion haciendo uso del software Wolfram Mathematica 10./
Student FEdition. Fue considerado el tejido humano normal como medio absorbente
y dispersante de luz, lugar donde se estudian los efectos fotofisicos, fotoquimicos y
biologicos de la TFD. La difusién de la luz con el tejido se di6 tnicamente en la
segunda capa de la piel, la dermis. Se simulé la distribucion espacial y temporal para
las concentraciones de protoporfirina IX (PpIX) en estado base, de 205 y de la dosis de
10, con las irradiancias iniciales de 20, 60 y 150 [mW/cm?], para un tiempo maximo

de irradiacién de 20 [min|, y una profundidad maxima en la piel de 0.5 [cm].



Capitulo 2

Bases de la TFD y dosimetria

2.1. Terapia Fotodinamica

La TFD se encuentra entre las nuevas técnicas Opticas utilizadas en el area de la
salud [1], es un método altamente selectivo en el tratamiento de carcinomas superfi-
ciales de la piel y otras enfermedades [2, 3]. Los aspectos fundamentales en TFD los
constituyen el FS, las fuentes luminosas y el oxigeno del cuerpo [4].

Los pasos al realizar el tratamiento con TFD se los puede resumir de la siguiente

manera [1-3]:

1. Administrar el F'S en la lesion del paciente, ya sea de manera oral, intravenosa o

topica.

2. Esperar el tiempo de biodistribucion, tal que, el FS sea absorbido por células

anémalas y minimamente por células sanas.

3. Irradiar con luz de una determinada longitud de onda sobre el area a ser tratada.
Cuando el F'S absorbe luz se producen reacciones quimicas, cuyos productos son

sustancias citotoxicas del oxigeno.

4. Finalmente, las sustancias citotoxicas del oxigeno destruyen a las células anéma-
las, con un minimo dano a las células sanas. Y también, el F'S es eliminado parcial

o totalmente del cuerpo.

En la figura 2.1 se indica un esquema en la que se tiene que, el FS se encuentra
absorbido tanto en células tumorales como sanas del tejido, y se irradia con luz roja
solo la regién a tratar. La luz con la que se irradia tiene como objetivo penetrar en el
tejido, y activar al F'S.

Los mecanismos de muerte celular que se relacionan con TFD son: apoptosis y
necrosis celular [2]. La muerte de una célula provocada por estimulos extra e intrace-

lulares se denomina apoptosis, en cambio, si la muerte de la célula ocurre a causa de
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una disminucién del flujo de sangre al tejido, la muerte celular se denomina necrosis
6, 7]. Una dosis de luz baja y una concentracion baja de FS causan muerte celular por
apoptosis, mientras que una concentracion alta de FS y luz llevan a la muerte celular

por necrosis [2, 6, 7].

Fotosensibilizante

Figura 2.1: Mecanismo de accién en TFD. Adaptada de [25].

2.1.1. Historia de la Terapia Fotodinamica

El uso de la luz para fines terapeuticos se remonta hace cientos de anos. Las culturas
antiguas de Egipto, Grecia, India y China utilizaron la luz proveniente del Sol para
sanar ciertos tipos de enfermedades. Su método consistia en exponer la region afectada
a la acciéon de los rayos solares, este método era conocido como helioterapia [1, 2].

Tuvieron que pasar cientos de anos para acoplar mecanismos menos rudimentarios
y poder tener las técnicas Opticas con las que se cuenta actualmente. Es asi que los
eventos mas relevantes en TFD inician en el ano de 1924, cuando la hematoporfirina
fué utilizada por primera vez por Policard, para el diagnoéstico de tumores observando
que la hematoporfirina producia fluorescencia rojiza en los tejidos tumorales, cuando
el tejido era irradiado con luz ultravioleta [2, 5]. Cerca de 20 anos después, en 1942
Auler y Banzer demostraron que los tumores fluorescentes necrosaban despues de ser
expuestos a luz ultravioleta. En el ano de 1948, Figge confirmoé la afinidad que presen-
taba la hematoporfirina por los tejidos neoplésicos [2, 5]. A principios del afo 1960,
Lipson y Schwartz de la Clinica Mayo comprobaron también estos hechos, adminis-
traron hematoporfirina de manera intravenosa en pacientes con cancer, y después de
ser iluminados con luz ultravioleta aparecian puntos de luz fluorescentes en los tejidos
tumorales. Lipson presenté derivados de la hematoporfirina (HpD) como FS que desde

los anos 80 se mantuvieron como los F'Ss més importantes en TFD, siendo un derivado
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de hematoporfirina, el Photofrin, en ser el primer FS aprovado para uso clinico [2, 5,
7].

El primer caso tratado con TFD fué el de un cancer de vejiga, en 1993 en Canada,
posteriormente, la TFD fue aprobada en Europa y Japén para el tratamiento del cancer

de pulmén, eséfago, gastrico y cervical [2].

2.2. Fotosensibilizante

El efecto fototerapeutico en TFD se logra gracias al uso de un farmaco conocido
como fotosensibilizante (FS), el cual puede ser administrado al paciente por via intra-
venosa, oral o topica. El FS es absorbido por células anémalas y sanas, con distinto
tiempo de biodistribucion. La absorcién en las células andémalas ocurre en un menor
tiempo, esto se debe principalmente a que las células anémalas (células tumorales por
ejemplo) presentan un acelerado metabolismo [3], dando como resultado una mayor
concentraciéon de F'S en ellas.

En el caso de lesiones en la piel, el F'S se distribuye homogéneamente en la piel,
es irradiado con luz de una determinada longitud de onda, cuyo propésito es dotar de
energia al FS. Las moléculas del F'S que absorben la radiacién se llaman cromaforos
[5]. La absorcién de energia por parte del cromoéforo dara como resultado el inicio de
la dindmica de reacciones fotofisicas y fotoquimica en TFD, lo cual serd discutido en
la seccion 2.6.

A lo largo de la historia los F'Ss han sido mejorados para su uso clinico. Un F'S ideal

es aquel que reune las siguientes caracteristicas [2, 4-6]:

(Que sea una sustancia quimicamente pura.

(Que presente una sintesis a partir de precursores comunmente disponibles, estable

y soluble en fluidos corporales.

= Debe ser bajamente toxico, con nula toxicidad en la oscuridad. Esta citotoxicidad

debe darse exclusivamente en presencia de luz.
= Debe ser captado con mayor rapidez por células anémalas que por células sanas.
= Debe presentar una distribucién homogénea en el tejido.
= Alta lipofilidad para difundirse a través de las membranas bioldgicas.

= Con un tiempo corto entre su administracion y la acumulaciéon maxima en las

células anémalas.



= Debe ser activado por longitudes de onda que penetran en gran medida en el

tejido.
= Debe ser capaz de producir grandes cantidades de producto citotéxico.

Algunos FSs que estan siendo utilizados en varias aplicaciones clinicas se indican

en la siguiente tabla.

Nombre Genérico Nombre Quimico Uso Clinico
Hexvix Acido hexilo §-aminolevulinico Cancer de vejiga
Levulan Acido 6-Aminolevulinico (ALA) Queratosis actinica
Metvix Acido metilo d-aminolevulinico (MAL) ~ Carcinoma baso celular

Photofrin Derivado de hematoporfirina Cancer de eséfago
Photosense Ftalocianina de aluminio Cancer de cabeza y cuello
Foscan Meso-tetra hidroxifenil- Terapia paliativa de

cloro cancer de cabeza y cuello

Tabla 2.1: Agentes fotosensibilizantes que han sido utilizados en aplicaciones clinicas.

Adaptada de [6].

Los FSs frecuentemente utilizados en dermatologia por via topica son: el acido d-
aminolevulinico (ALA) y el acido metilo J-aminolevulinico (MAL), los cuales no son
fotosensibles por si mismo, sino, al ser absorbidos por células del tejido son transfor-

mados en moléculas sensibles a la luz [3, 5.

2.2.1. Acido f-aminolevulinico

La administracion tépica del FS ALA estimula la sintesis del grupo hemo dentro de
la célula, cuyo resultado final es la produccién de porfirinas endégenas, principalmente
de protoporfirina IX (PpIX) [2].

El ALA se sintetiza normalmente en el interior de la mitocondria por la reaccién
de condensacién entre la glicina y el succinil Co A. Después de ser sintetizada, el ALA
llega hasta la matriz citoplasmatica (citosol), lugar donde se produce la formacion de
porfobilinégeno y posteriormente del uroporfirinégeno III, para finalmente retornar a
la superficie interna de la membrana mitocondrial y formar la PpIX, a la cual se le
incorporard Fe*t por la accién de la enzima ferroquelatasa [25]. A todo este proceso
se lo conoce como PplIX via ALA o PpIX-ALA.

La PpIX es una molécula sensible a la luz, en la figura 2.2 se indican los espectros
de absorcién, donde se puede apreciar un pico méximo en 410 [nm] y cuatro picos
pequenos en los alrededores de 510, 530, 580 y 633 [nm)]. Este ltimo pico de absorcién
puede ser utilizado para excitar a la PpIX en estado base, puesto que se encuentra

dentro de la ventana terapeutica para TFD (figura 2.5).

6



2.0 ' T T I T 1 T I T T T I T
—— PPIX

1.5

0-0 = L | 2 1 I 1 " 1 N A
35 400 450 500 550 600 650 70C
Longitud de onda (nm)

Figura 2.2: Espectros de absorcion e intensidad de fluorescencia para la PpIX. Adaptada
de [34].

El ALA presenta una buena solubilidad en las soluciones acuosas. Es absorbido
rapidamente por células andémalas. Se elimina rapida y completamente del cuerpo des-

pués de 24 horas de haber sido colocado, haciendo posible un tratamiento diario con

ALA [2, 25).

2.3. Interaccion de la luz con el tejido

Como se indica en la figura 2.3, la piel presenta tres capas, siendo desde el exterior
hacia el interior del cuerpo: la epidermis, la dermis y el tejido subcuténeo [23, 26].

Cada una de estas capas se componen de subcapas que a su vez se encuentran
constituidas por células, de alli el hecho que los tejidos biolégicos sean tratados como
medios turbios [8, 9, 26]. En la epidermis se encuentran los melanocitos, los cuales
son células encargadas de dar la pigmentacion de la piel. En la dermis y en el tejido
subcutaneo se encuentran los vasos sanguineos, los cuales son de interés en TF'D debido

a que aportan con oxigeno a la regién a tratar [23].

Epidermis —

Dermis —

Tejido -1 f
subcutaneo

Figura 2.3: Capas de la piel. Adaptada de [7].



Cuando la luz incide sobre el tejido biolégico experimenta principalmente efectos

de reflexién, absorcién y dispersién [6]. Como se indica en la figura 2.4.

(a) Reflexion (b) Absorcién (c) Dispersién

Figura 2.4: Propiedades opticas del tejido.

Aproximadamente el 70 % de fotones que impacta en la superficie son reflejados,
este porcentaje varia de acuerdo a la longitud de onda de los fotones [7-10]. En TED los
fotones absorbidos son de mayor interés, dado que estos daran inicio a las reacciones
fotofisicas, fotoquimicas y biologicas.

Las propiedades opticas del tejido, y de interés en TFD son descritas por los coefi-

cientes de absorcién, de dispersion y de anisotropia [4, 6-10].

2.3.1. Coeficiente de absorcion

La absorcion es el proceso por el cual el croméforo adquiere la energia del fotén
incidente, dando como resultado la excitacién del cromoforo. Si no existiera absorcion
no se daria el efecto terapéutico en TFD. El efecto terapéutico se produce en la region
del rojo e infrarojo que es conocido como ventana 6ptica para TFD [6]. Esto es, longi-
tudes de onda en el rango de 600 a 800 nm son considerados éptimas para TFD, dado
que la energia de cada fotén es lo suficientemente alta para excitar al FS, y a la vez,
es lo suficientemente baja para que la luz penetre en el tejido.

Los cromoforos del tejido de la piel mas importantes que absorben luz en la regién

visible, y cercana al infrarrojo son: el agua, la oxihemoglobina (HbO,), la deoxihemo-
globina Hb(H50) y la melanina [6, 10|, figura 2.5.

El coeficiente de absorcién denotado como p,, se expresa como la probabilidad de
que un fotén que incide en el tejido sea absorbido en una distancia infinitesimal [8, 10].

La unidad de medida es el m~!, aunque normalmente se utilizan los em™! o los mm 1.
9
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Figura 2.5: Espectro de absorcion de los principales cromoforos del tejido en funcion de
la longitud de onda. La oxihemoglobina tiene tres picos de absorcién, uno a 418 nm, a
542 nm, y otro alrededor de los 900 nm, similarmente a la desoxihemoglobina. El agua
constituye gran cantidad de los tejidos, es fuertemente absorbente entre 700 y 2000
nm. La melanina disminuye la absorcién al aumentar la longitud de onda. Adaptada

de [6]

2.3.2. Coeficiente de dispersion

El coeficiente de dispersion denotado como pg, esta definido como la probabilidad
de que un fotén sea dispersado en una distancia infinitesimal [8, 10]. Al igual que el
coeficiente de absorcién su unidad de medida es el m™1.

La dispersién ineldstica (dispersion de Brillouin y dispersion Raman) no tienen un
rol importalte en la interaccion de la luz con el tejido, en cambio, la dispersion elastica
(dispersion Rayleigh y dispersién Mie) describe completamente los efectos observados
en el tejido |6, 9]. La dispersion y refraccién producen un cambio en la direccién de los
fotones incidentes.

Por otra parte, conforme la luz penetra en las capas de la piel, tanto la dispersiéon
como la absorcién dan como resultado una disminucion en la intensidad de luz. La
reduccion en la intensidad causada por estos procesos puede ser descrita por una funcion

exponencial similar a la ley de Beer-Lambert [6].

I(2) = Iye~(Haha)z (2.1)

La intensidad a una profundidad z dada, puede ser calculada por la ecuacion (2.1),
donde I(z) es la intensidad a una profundidad z, e Iy es la intensidad en la superficie

entre los dos medios.



2.3.3. Coeficiente de anisotropia

El coeficiente de anisotropia denotado por la letra ¢ involucra el angulo con el que
se desvia un fotén, después de haber experimentado una dispersion. Se lo define como

el promedio del coseno del angulo de dispersién [9].

g =< cos(0) > (2.2)

También, puede ser expresada en términos de una funcion de fase denotada como
p(s,5), donde sy & son vectores unitarios. La funcién de fase p(s,5) describe la
cantidad de luz dispersada en la direccién con vector unitario s' desde la direccién con

vector unitario s [9].

_ f47r(/3\7 /S\,) b (ga </S\/) dS/
- [.p(5F) ds
El valor de g en el tejido esta entre 0.75 a 0.95, siendo generalmente de alrededor
de 0.9 [8-10].
Finalmente, se define el coeficiente de dispersion reducido como una funcién de g y
de ps [9]:

(2.3)

pe = (1= g)ps (2.4)

El cual expresa la probabilidad de que un fotén sea dispersado en un medio isotropi-
co por unidad de longitud y, este coeficiente es frecuentemente utilizado en la descrip-

cion de las propiedades Opticas de los tejidos.

2.4. Interaccion de la luz con moléculas

La luz como una onda electromagnética interactiia con la materia a través de fotones
o cuantos de luz. En esta interaccién, un fotén puede ser absorbido o dispersado por
la molécula, como se explicé en la secciéon anterior. Para el caso de la absorcion, la
molécula pasara desde un estado base de baja energia hacia un estado excitado de
mayor energia [6, 8].

El estado excitado de una molécula es un estado inestable, en el que la molécula
podria colisionar con moléculas de su alrededor, trasmitiendo parte de su energia o

desactivarse cediendo energia a través de alguno de los siguientes procesos no radiativos
2, 7-10]:

» Relajacion vibracional (RV). La molécula, al sufrir choques con otras moléculas,

pierde energia rdpidamente en el orden de 107'?s. La molécula pierde energia
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hasta que se sitia en el subnivel mas bajo de energia del estado excitado en el

que se encuentra.

= Conversion interna (CI). La molécula pasa de un nivel energético vibracional
excitado a otro de menor energia, pero de mayor energia con relacion al estado

base.

s Cruce entre sistemas (CES). Se produce cuando la molécula pasa desde un estado
excitado singlete hacia un estado excitado triplete, o viceversa. El estado triplete
tiene menor energia que el singlete excitado. La transicion singlete - triplete es

prohibida, por lo cual ocurre en pocos nanosegundos.

= Fluorescencia. Es observada cuando la molécula retorna al estado basal desde un
estado excitado singlete. En este proceso la molécula emite radiacién de menor

frecuencia que la absorbida durante la excitacion.

m Fosforescencia. Es observada si la molécula retorna al estado base desde un es-
tado triplete. En este proceso al igual que en la fluorescencia, la molécula emite

radiacién de menor frecuencia que la absorbida durante la excitacién.

m Desactivacion molecular o quenching es un proceso de transferecia de energia,
en el que la molécula excitada choca con otra molécula que se encuentra en el
estado base, transfiriendo de esta manera su energia. La primera molécula pasa

al estado base, mientras que la molécula vecina pasa a un estado excitado.

Los procesos que ocurren entre los distintos niveles electronicos de energia de una

molécula son ilustrados en un diagrama de Jablonski (figura 2.6).

" A —  CES
I > RV:
Cl1 ¥
| Tha
) cl
B
SJ_ #-—-EE—%—---F * H‘ul
I .
ci! | ¥ s
' ! Fluorescencia I
Absorcion | CES | -
I I Fosforescencia
|
v
RV L 4 RV *
5 v v
i}

Figura 2.6: Diagrama de Jablonski.
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En la figura 2.6 se indica que la absorcién de un fotén por parte de una molécula
que se encuentre en el estado base singlete (Sp), permite a dicha molécula pasar a un
estado singlete excitado denotados por 57 o 5,,, dependiendo de la cantidad de energia
que absorbié Sy. Si la molécula llega hasta el estado excitado S, la inestabilidad
de este estado hard que la molécula sufra una relajacién vibracional hasta llegar a
un subnivel de menor energia del estado S,, y se de una conversién interna hasta
llegar al estado S;. Desde S; puede retornar al estado base (Sp) emitiendo un fotén
de fluorescencia, o por conversion interna acompanada de una relajaciéon vibracional,
también podria darse un cruce entre sistemas pasando a un estado excitado triplete
(T1), el cual es respectivamente de menor y mayor energia que los estados S; y Sp. El
cruce intersistemas podria también observarse entre los estados .S, y T),. Si la molécula
se encuentra en en el estado T3 podria retornar al estado base por fosforescencia o cruce

entre sistemas nuevamente mas una relajacién vibracional.

2.5. El rol del oxigeno en TFD

El oxigeno molecular (O3) es de gran interés por ser un elemento esencial en los
procesos de respiracion en las células vivas. El mecanismo de la respiracion en los seres
vivos es el medio por el cual cada célula del cuerpo adquiere oxigeno y elimina didxido
de carbono [26]. EI Oy es un elemento necesario en TFD, la presencia de Os en los
tejidos condiciona su eficiencia. A su vez la TFD afecta los niveles de oxigenacion al
tejido, causando una deplecién de la oxigenacion tisular por consumo de O, en las
reacciones fotoquimicas [11, 32, 33].

En la figura 2.7 se describen las configuraciones electronicas para el oxigeno en es-
tado base y estados excitados. La funcién de onda para el orbital molecular no ocupado
de mas baja energia es representado por el orbital LUMO a, o también conocido sim-
plemente como LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital), y la funcién de onda
para los orbitales ocupados de maés alta engia estan representados por el orbital LUMO
b u HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital) [7].

En la figura 2.7, el estado ®Y es el estado basal para el Oy, también se utiliza la
notacién 30, para describir a este estado. Aqui cada uno de los orbitales degenerados
p, con numeros magnéticos +1 y -1 son respectivamente 73, y 7*;, se ocupan de
manera separada de los espines de los electrones no apareados. Por lo tanto, el estado
fundamental del O; es un estado triplete.

Por otro lado, si los dos electrones comparten el mismo orbital degenerado 77, los
espines son opuestos, v a este estado excitado se lo conoce como *A. En cambio, si los
dos electrones con espines opuestos se encuentran en diferentes orbitales degenerados

7", es decir, un electron se encuentra en 7% ; y el otro en 7* |, generan un estado excitado
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singlete, denominado 'Y [7]. De lo cual se habla a continuacion.

g ‘A >
, T T

Figura 2.7: Configuraciones electronicas relacionadas con el estado base y los estados
excitados 'A, 'Y del Oy. Adaptada de la referencia [7].

2.5.1. Oxigeno singlete

Las energfas de los estados excitados més bajos del O, son 94 kJ/mol para 'A y
157 kJ /mol para 'Y por encima del estado basal . El estado 'Y es de muy corta vida
media (7-12 us en fase gaseosa [6, 7]) y se relaja rapidamente al estado excitado 'A, el
cual es conocido frecuentemente como oxigeno singlete, denotado més frecuentemente
como 10s.

El 1O, puede ser producido por la transferencia de energia de moléculas en estados
excitados singlete o triplete. Si la molécula donante se encuentra en el estado singlete,
como ya se comenté el oxigeno en estado base se encuentra en un estado triplete, y
la relacion singlete-triplete debe superar una energia mayor a 90 kJ/mol para que el
30, sea tranferido a 'A [7], por otro lado, debido a la corta vida til del singlete
excitado de la molécula donante, la interaccion singlete-triplete debe ocurrir en pocos
nanosegundos, convirtiendose en una transiciéon prohibida. Por lo tanto, los estados
excitados tripletes de moléculas donante son el método habitual para generar 'Os.

Finalmente, el 'Oy es importante en TFD dado que es altamente citotéxico, cau-
sando dano a los tejidos y muerte celular por afectar a estructuras subcelulares. Su

radio de accion es menor a 0.02 mm y el tiempo de vida estd en alrededor de 0.04 ms
2, 10-12].

2.6. Modelo dinamico para TFD

En la seccion 2.4 se explicéd los procesos no radiativos que se dan en la interaccién

de la luz con moléculas. También en la seccion 2.2 se mencioné que las moléculas del
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F'S que absorben energia en forma de luz son los cromdéforos. En esta seccién, en la
figura 2.8 se representan los procesos no radiativos que sufre el croméforo del F'S, y las
consecuentes reacciones quimicas que se dan.

Las consecuencias de las interacciones del estado T' con moléculas de su entorno y
con el 20, dan como resultado dos tipos de reacciones fotoxidativas [6, 12]. Las cuales

seran descritas en las subseciones siguientes.

51 £ T — 3 Reacciones quimicas Reacciones quimicas
I T
: ; R / / o
1 2 o : :
: ™ 5 16
S, ¥ «- " v 30,
Fotosensibilizante Oxigeno

Figura 2.8: Mecanismos tipo I y II de TFD: 1-absorcién de la luz; 2-fluorescencia;
3-cruce intersistemas; 4-fosforescencia; 5-desactivaciéon molecular; 6-fosforescencia.

2.6.1. Mecanismo tipo I

En este mecanismo existe una reacciéon directa entre el cromoéforo y la célula. Se
lo obtiene cuando el estado triplete del croméforo reacciona con un sustrato, como la
membrana celular o la mitocondria por ejemplo, y existe transferencia de un electréon o
proton formando un catién o anién respectivamente. Esto permite producir una forma
radical del croméforo [6]. Esta forma radical puede reaccionar con el 30, resultando en
productos tales como: radical superéxido O,_, peroxido de hidréogeno H,O, y radicales
hidroxilos O H; los denominados radicales libres de oxigeno (ROS) [6, 12], y los cuales

inician reacciones en cadena de radicales libres con moléculas de su alrededor.

2.6.2. Mecanismo tipo 11

En este caso, el croméforo en estado triplete (77) transfiere energia al 0, para
formar 1O, v el croméforo en estado T retorna al estado base Sy. Como se menciond
en la seccion 2.5, esta forma de oxigeno es altamente reactiva, atacando a la mayoria
de moléculas de su entorno.

Tanto el mecanismo tipo I y II ocurren simultdneamente y en competicién, sin
embargo, el 'Oy es el mayor responsable del dano tisular producido por TFD [12,
15, 16]. Por tal motivo, es de nuestro interés estudiar la dindmica de las reacciones

en TFD provocadas por este mecanismo. A continuacién se presenta un diagrama de
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Jablonski para el mecanismo tipo 1I, del cual se partirda para describir la dinamica de

las reacciones presentes en TEFD.

[14][ 192]
[51] — k-...*. k[SE k

Absorcion | kg
[So] g & —— e | 202]

Fotosensibilizante Oxigeno

Figura 2.9: Diagrama de Jablonski para el mecanismo tipo II en TFD.

Es de interés estudiar la concentracién molar de los estados Sy, Si, T, Oy v 1Os.
Por lo tanto, los términos entre corchetes representaran las concentraciones molares
medidas en unidades de pM (micromolar). Las constantes kf, Kise, Kp, Koty ka, ¥ Koa
estan definidas en la tabla 2.2.

En la figura 2.9 se observan colocados los procesos no radiativos del croméforo, en el
cual se aprecia que una concentracion de cromoéforos en estado base absorben energia,
para formar una concentraciéon de cromoéforo en estado singlete excitado. A partir de
esta nueva concentracion, los cromoéforos pueden retornar al estado base por fluores-
cencia, o dar lugar a un cruce entre sistemas hasta el estado triplete. La concentracion
de croméforo que se encuentran en el estado triplete pueden decaer al estado base por
fosforescencia o, desactivarce cediendo energia a una concentracion de oxigenos en es-
tados tripletes, esta energia cedida se usard para producir una concentraciéon de 'Os,
la cual interactuara con alguna concentraciéon de biomoléculas blanco, denotadas por
[A].

A continuacién se describe la dindmica de las reacciones fotoquimicas que estan
presentes en un modelo usual de TFD basado en el mecanismo tipo II. Esta dinamica

estd descrita por un sistema de ecuaciones diferenciales [13-15, 23, 24].

d[So] O_Fex

o = = (S0l + kg [Si] 4 kp[T] 4 kol T][Oa] = kos([So] + 0)[' 0o, (25)
diSi] ok
dt  hv [So0] = E£[S1] = Kise[S1], (2.6)
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d[T]

U _ (1] = kyl1) = Bl O, (2.7
WO Gk 7)) + ka0, 28)
dt
WO 5ol T3] ~ KO ~ kol AIPOS) — k(S0 + 810K, (29)
dlA] !
W = _koa[A][ 02]7 (210)

El primer término de la derecha en (2.5) y (2.6), representa la tasa de absorcién de

fotones, donde F, es la tasa de fluencia de energia medida en unidades de mW/cm?,

este término involucra la interaccién de la luz con el tejido. Sa es la fraccién de des-

activacion molecular, entre el estado triplete del F'S con el estado triplete del oxigeno,

que reaccionan para producir 'O,. Las constantes de transicién y concentraciones se

encuentran descritos en la tabla 2.2.

Simbolo Definicion Unidad

[So] Concentracién del cromoéforo en estado base [ M ]
[S1] Concentraciéon del cromoforo en el primer estado excitado (M|
[T Concentracién del croméforo en el estado triplete (M|
205) Concentracion de oxigeno en el estado triplete [ M ]
[1Os) Concentraciéon de oxigeno en el estado singlete [ M ]
[A] Concentracion de biomoléculas [ M]

J Concentracion de Sy donde la distancia intermolecular es igual a d [ M]
k¢ Constante de velocidad para el decaimiento de S a Sy [s71]
k, Constante de velocidad para el decaimiento de 7" a Sy [s71]
Kise Constante de velocidad para el decaimiento de S7 a T [3_1]
kq Constante de velocidad para el decaimiento de 'Oy a 20, [s71]
Kot Bimolecular constante de velocidad para la reaccién de 30y con T [M~1s71]
os Bimolecular constante de velocidad para la reaccién de 'Oy con Sy [M~1s™1]
Ko Bimolecular constante de velocidad para la reaccion de 'Oy con A [M~1s™1]
Sa Fraccién de Ty 304 que reaccionan para producir 'O —

o Seccion transversal de absorcion lem?]
hv Energia de activacién del croméforo [J]
Fe. Tasa de fluencia de energia (]

Tabla 2.2: Definicion de estados, constantes y términos de interés usadas en la obtencién

del modelo dindmico para TFEFD por el mecanismo tipo II.

Los 1ltimos terminos de las ecuaciones (2.5) y (2.9), representan la reaccién del

estado base del coroméforo con el 1Oy. Dado que el 'O, es generado en las proximidades

de la molécula de Sy y, dada la corta distancia de difussion, hay una gran probabilidad

que reaccione el 1O, con la molécula de Sy que lo generd. Si la concentracién de Sy
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es baja entonces, la molécula de Sy con la cual puede reaccionar el 'O, es tinicamente
la molécula de Sy que lo generd [12, 15]|. Este efecto es incorporado en (2.5) y (2.9)
anadiendo la constante 0, la cual representa la concentracién minima efectiva de F'S. Si
el 'Oy puede difundirse una distancia d antes de que este reaccione con una molécula

adyacente del FS; el valor de ¢ viene dado por [15]:

1
T BNy
donde N4 el nimero de Avogadro. La distancia d esta relacionada con el tiempo
de vida media del 'O,, 7a, se la determina a partir de d = +/6D*7a, aqui D* es el

coeficiente de difusién para el 'O, en las células.

5 (2.11)

2.7. Dosimetria en Terapia Fotodinamica

El dano ocacionado a las células anémalas y sanas con TFD depende principalmente
de la cantidad de 'O, generado [19, 21, 22]. Para el anélisis de la Dosimetria en TFD
se reconocen tres mecanismos destinados a evaluar el dano celular provocado por una
concentraciéon efectiva de FS [16-20]. Al dano celular en TFD, también se lo conoce

como dosis de 1O, el cual serd discutido en el siguiente capitulo.

2.7.1. Dosimetria directa

La dosimetria directa se basa en la deteccién inmediata de la produccién de 1O, a
través de la fosforescencia del mismo, o de la fluorescencia de moléculas sensibles a este
estado. En dosimetria directa, la luminiscencia (fotones em™3s™1) a 1270 nm (Lja70)
es monitoreada durante el tratamiento. La coleccién de luminiscencia del 'O, con fines

para dosimetria ha sido llamada SOLD (singlet oxygen luminescence dosimetry) [17,
18, 20).

2.7.2. Dosimetria implicita

La dosimetria implicita mide el decaimiento fluorescente del F'S como indicador de la
produccién de O,. La dosimetria implicita es la cuantificacion del fotoblanqueamiento

del FS. El fotoblanqueamiento es causado por el 'Oy que se forma en las proximidades
del FS en estado base [18, 20].

2.7.3. Dosimetria explicita

La dosimetria explicita busca predecir la cantidad de 'Oy producido en funcién de

cantidades medibles, tales como [18; 19]:
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= La distribucion de la luz en el tejido.
= La concentracién de oxigeno en la region a tratar.

s Concentracion del FS.

Esta ultima dosimetria sera estudiada en el presente trabajo de titulacion en los

siguientes capitulos.
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Capitulo 3

Célculo de la dosis de 10, generado
en TFD con consideraciones

fisiolégicas sobre el 30

Como se menciond en la seccién 2.7, la dosis de 'O, generada en TFD hace refe-
rencia a la concentracién de 'Oy que se encuentra atacando a una concentracién de
biomoléculas. La dosimetria explicita trata de predecir la cantidad de 'O, generado en
TFEFD a partir de las concentraciones de oxigeno, de F'S en estado base y de la difusion

de la luz en el tejido.

Por tal motivo, en este capitulo se realiza un andlisis mas detallado a cerca del
mecanismo tipo II de la TFD, en el cual se describen dos expresiones matematicas re-
lacionadas con consideraciones fisiologicas que se encuentran actuando sobre el oxigeno

molecular triplete.
Por otro lado, para la interaccion de la luz con el tejido, se encuentra una solucion
para la ecuaciéon de difusion de la luz en el tejido.

Finalmente se determina la dosis de 'Oy producido en TFD como una funcién de

las concentraciones de 0,, de Sy y de la difusién de la luz en el tejido.

3.1. Formaciones instantdneas de [S], [T] y [1O]

Para los estados S;, T'y 'O, se considera un tiempo muy corto de vida media, de
alrededor de los 10711 a 107 segundos [6, 12], por tal razén para estudiar los cambios
temporales en [Sy], [?O2] v [A] se procederd a analizar el estado estacionario en las
ecuaciones (2.6), (2.7) y (2.9). Los resultados reflejaran las formaciones instantaneas
de [S1], [Ty ['Os].
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d[S1]

Para =7= = 0, se tiene
1 oF,
Sh] = =[S 3.1
[ 1] kf"—kzsc hV [ 0]7 ( )
Para % = (, se tiene
kisc[Sl]
T| = : 3.2
7] TN (3.2)
introduciendo (3.1) en (3.2)
¢t UFem
T| = S 3.3
[ ] kp+kot[302] hV [ 0]7 ( )
donde ¢, = == La fraccién de estados tripletes que son retornados al estado

kf"‘k'isc
So por el 30y es conocida como eficiencia de estados tripletes desactivados (triplet

quenching efficiency) [12], y matematicamente se expresa como (3.4).

30
Tooy = T2 (3.4)
T 0]
Para % = 0, se tiene
T 3
[10s] = Sahul 110 (3.5)

ki + koo A] + Kos([So] + )’

Como kys([So] + 0) << kou[A] debido a que la concentracién de biomoléculas es
exageradamente grande en relacion a [Sp] [12-15]. Razon por la cual un tratamiento

con TFED suele durar varias sesiones médicas. Se obtiene la expresion:

Sakot[T][FO,]

lO ~ :
[ O] kg + Kool Al

(3.6)

Reemplazando (3.3) en (3.6) y manipulando constantes, se obtiene

I~ 1 2O, oF,,
[1Oq) = Sagy </<7d T k’oa[A]> (:_i n [302]> T [So] (3.7)

Las ecuaciones (3.1), (3.3) y (3.7) representan las formaciones instantédneas de [S1],

[T] v ['O5] respectivamente. Estas ecuaciones han sido desarrolladas de tal manera que
dependan de [Sp], [POs], [A] y la tasa de fluencia de energia (F.,).

Para el anédlisis del cambio temporal en [Sy], [?O3] v [A] se procederd a reemplazar
las ecuaciones (3.1), (3.3) y (3.7) en (2.5), (2.8) y (2.10) haciendo manipulaciones
algebraicas. Para suprimir términos constantes, se utilizaran los siguientes coeficientes
constantes [19, 23, 24]:
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= il (3.8)
B o koulA]
§=Sapr T o + b [A] (3.9)
' k
o= (3.10)

3.1.1. Evolucion temporal de |S(]

Para la evolucién temporal de la concentracién del cromoéforo en estado base, y que
se encuentra interactuando con el *O,. Se utiliza (3.1) y (3.3) en (2.5), con lo cual se

obtiene (3.11)
d[So]

dt

— _kos([SO] + 5)[102]7 (311)

Ahora, reemplazando la ecuacién (3.7) en (3.11) y manipulando coeficientes, se

obtiene la ecuacion (3.12)

d[:So] _ oF,, K os 20s]
dt e hv (k?d + koa[A]) <:_i i [302]> ([So] + 0)1S0l, (3.12)

Utilizando (3.8), (3.9) y (3.10) en (3.12)

d[So]
dt

KeA
B+ [POs]

v ( ) (150) + 8)[S], (3.13)

La cual es una ecuacion que solo depende de la tasa de fluencia de energia y, de [Sy] vy

30|, dado que pu, 0 son considerados constantes.
My Sy

3.1.2. Evolucién temporal de [°0,]

Para el cambio temporal en la concentracién de oxigeno triplete se reemplaza (3.6)

en (2.8) y, realizando manipulaciones algebraicas se obtiene (3.14)

dPOs]
dt

— Sako|TIEO,)] ( i +k/?0a[ a 1) + P — T (3.14)

Adicionalmente, se han colocado dos nuevos términos, P y I',,.:, los cuales repre-
sentan respectivamente el incremento y disminucién de [*Os,] por unidad de tiempo,

debido a factores fisiolégicos, los cuales seran tratados en las secciones 3.2 y 3.3.
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Introduciendo (3.3) en (3.14) y desarrollando el término entre paréntesis

d [302] o8 o Fey 3 Koa [A]
— —Sxk P-T 1
reacomodando términos,
d[SOQ] O'Fex ]{an [A] [302]
— _ P-T 1
dt a0 hv \ kq + kool A ,f—i + [30,] 5ol e (3.16)

y utilizando las ecuaciones (3.9) y (3.10) en (3.16), se obtiene la expresion para la

evolucién temporal de 30s.

d’Oy] KeA
= — —¢F., <m> So] + P — Tt (3.17)

3.1.3. Evolucion temporal de |A]

Para la evolucién temporal de [A], se sustituye (3.7) en (2.10)

dA] 0Fe [ Kool Al B0,
R (kd + koa[A]> (}f_ + [302]> [0l; (3.18)

utilizando nuevamente las ecuaciones (3.9) y (3.10), se obtiene

+ [209
Finalmente, las ecuaciones (3.13), (3.17) y (3.19) constituyen el modelo dinami-
co en TFD para el mecanismo tipo II, con consideraciones fisiolégicas sobre el 3Os,

consideraciones que son desarrolladas a continuacion.

3.2. Incremento de °O, por el mecanismo de la res-
piracion

El mecanismo de la respiracion en los seres humanos permite que las personas
adquieran Oy del aire, y eliminen el C'O, producido por el cuerpo.

El aire limpio que ingresa a los pulmones transporta el O, hasta los alveolos pulmo-
nares, lugar donde se produce el intercambio gaseoso entre el aire inspirado y la sangre.
No todo el aire que ingresa a los pulmones contiene O, la cantidad de Oy presente en
el aire o disuelto en un fluido se puede expresar en términos de una presion parcial,

con unidades de milimetros de mercurio (mmHg) [26].
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La presion parcial del Oy descrita como Fp, dentro de los alveolos es de 104 mmHg,
mientras que el CO, que ingresa a los alveolos tiene una presion parcial de Pgp, = 40
mmHg. La sangre procedente del corazoén, en los extremos arteriales de los capilares
pulmonares tiene una Py, = 40 mmHg y Poo, = 45 mmHg [26], por consiguiente debido
a la diferencia en presiones parciales, el O, se difunde de los alveolos a la sangre, y el
C'O, de la sangre hacia los alveolos. Este proceso se dara hasta igualar las presiones
parciales entre los alveolos y la sangre.

La hemoglobina presente en la sangre es la encargada de transportar el Oy hasta
cada célula del cuerpo, incluyendo la regién de interés para el tratamiento con TFD,
con lo cual se tendria un incremento del O, en la region a tratar. En las referencias
[14], [20] y [23] se denomina a este incremento de Oy como la razén de suministro de

oxigeno por perfusién, descrito matematicamente por la ecuacion (3.20).

P = K.([’Os), — [’04]), (3.20)

donde K, es el pardametro dependiente de la dosis de ['Os] acumulada y se expresa
por la ecuacién (3.21), [20s], es la concentracién de oxigeno en los vasos sanguineos y
que tiende a ser constante, (80 uM) [14, 23]. K,(t) puede ser descrita de la siguiente

manera.

1
K.(t) = Ko <1 S 02950>> (3.21)

donde Ky = 0,037 s7! [23] y es el valor inicial de K,, a = 0,08 uM~! [23] es
la pendiente de la funcién sigmoidal (figura 3.1). Dsy es la dosis de 'O, requerida
para reducir K, a la mitad de su valor inicial, este término cambia segin el valor de

irradiancia incidente. En la tabla 3.1 se presenta los valores para distintas irradiancias.

1

Tasa de perfusion de oxigeno en
estado fundamental K [5°]

o 50 iao 150 200 250 S0 350 400
Concentracidn acumulada de exigeno singlete [uh)

Figura 3.1: Ejemplo de la curva de respuesta vascular dependiente del oxigeno singlete.

Adaptada de [23].
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Dx Irradiancia incidente

126 M 10 mW/cm?

191 uM 20-40 mW/cm?
155 pM 50-60 mW/cm?
108 uM 150 mW /cm?

Tabla 3.1: Relacién entre Dy v la irradiancia incidente. Adaptada de [23]

3.3. Disminucién del 0O, por consumo metabdlico
y por TFD

En la seccién 2.4 se introdujo el concepto de oxigeno, se menciond que la concen-
tracién de oxigeno en el tejido sufrirda disminuciones provocadas por el metabolismo
celular y por la propia TFD.

El consumo de oxigeno se refiere a la cantidad de oxigeno consumida por las células
por unidad de tiempo, para garantizar la produccién de energia y con ello el metabo-
lismo celular [26]. Las necesidades metabdlicas son las que determinan la cantidad del
consumo de oxigeno por las células, y es limitada por la disponibilidad del oxigeno en

los tejidos.

3.3.1. Consumo metabodlico

La relaciéon de Michaelis-Menten [31], expresada en la ecuacién (3.22) serd utilizada
para describir el consumo metabdlico, I',,.;. Esta relacion describe la velocidad de reac-
cién de muchas reacciones enzimaticas, entre ellas las reacciones quimicas que ocurren

en las células. Dando como resultado el metabolismo celular.

I _ Tmax [302]
met met ]4350 + [302]’

donde 1% es la razén del consumo metabdlico maximo inicial de la piel humana

(3.22)

en el estado estable, medida en unidades de puMs™!, y k5o es la concentracién de [20s] a

la cual I',,.; esté a la mitad de I'"*%". Tanto I'7*%* como ks5y son considerados constantes,

met * met

1,5+ 0,3[uMs™ 1 y 0,5[uM] respectivamente [32, 33].

3.3.2. Consumo por TFD

En tanto que para el consumo por TFD, el primer término a la derecha de la

ecuacion (3.17) es la representacién matemdtica de la disminucién de *O, causado por
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las reacciones presentes en TFD. Dicho término estd implicito en el desarollo de la
dindmica en TFD por el mecanismo tipo II.
Se tiene entonces la siguiente expresion para la evolucién temporal del [20;], donde

se ha denotando como I'rrp al consumo por TED.

d[>Os]
dt

La razén de cambio en la concentracién de 3O, a una profundidad z es la suma

= —I'rpp + P — I'}et, (3.23)

del suministro por perfusion, consumo metabdlico y el consumo fotofisico y fotoqimico

causado por la TFD, tal como se expresa en (3.23).

3.4. Difusion de la de luz en el tejido

La Teoria de Transporte de Radiacion es aplicada a varios campos de la fisica,
como por ejemplo, en la fisica atmosférica, la teoria de transporte de neutrones y la
propagacion de la luz en medios turbios [9].

La Ecuacién de Transporte de Radiacion, ecuacién fundamental de la teoria de
transporte de radiacién describe el comportamiento de la luz en el tejido [8, 9, 28].
Esta ecuacién es un balance de energia que ingresa a un elemento de volumen de un
medio, en el cual se consideran fotones absorbidos, dispersados y reflejados.

Una aproximacién a la resoluciéon de la ecuacién de transporte de radiacién es
la ecuacién de difusion. En esta seccién se encontrara una solucién a la ecuacion de
difusion de la luz en el tejido.

Considerando luz colimada de una fuente, cuyos rayos inciden en un volumen que

contiene particulas distribuidas aleatoriamente, como se indica en la figura 3.2.

Haz
Incidente

z=0
CO O
Oc:.OOOO

X = < O z=d

0

Figura 3.2: Haz incidente en un plano semi-infinito.

La ecuacién unidimensional de difusién de la luz en el tejido es [9, 28]:
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VEp(2) = poppd(2) = —Qoe** (3.24)

donde ¢(z) es la radiancia promedio difusa y

fers = /Btatiz (3.25)

es el coeficiente de atenuacién efectivo. )y esta definido como

Qo = 3ps(pr + gﬂt)%a (3.26)

siendo pr = pg + p, el coeficiente de transporte, py = g + ps €l coeficiente de ate-
nuacién total y Fy es la densidad de flujo de fotones (irradiancia inicial), con unidades
de [Wm™2]. La ecuacion (3.24) es vélida si el coeficiente de dispersién reducido (p)) es

mucho mayor que el de absorcién (u,) (9, 28|.

Como se puede apreciar en (3.24) se ha escojido el estado estacionario, esto es debido
a que en TFD existe una mayor contribucion de la parte espacial de la distribucion de

la luz, que de la parte temporal [4-7].

Para ¢(z) se desea encontrar una solucion homogénea y una particular, tal que la

solucion total sea la suma de estas. Asi

d(2) = on(z) + Pp(2) (3.27)

Para el caso homogéneo, igualamos a cero la ecuacion (3.24).

d2¢h(2)
dz?

— Wepsdn(z) =0, (3.28)

Cuya solucién es del tipo exponencial

Pn(z) = Cretett® 4+ CoeHets?, (3.29)

Para la soluciéon particular, tomando en cuenta que se tiene una fuente de luz
colimada, lo que da lugar a la emisién de ondas planas, entonces la densidad de flujo
no presenta dependencia radial, por lo cual se propone una solucién particular de la

forma

¢p(2) = Cae™%, (3.30)

Queda por determinar las constantes C, Csy y Cs.

Para Cj se reemplaza (3.30) y su segunda derivada en (3.24), con lo cual se obtiene
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Hi Cae ™% — 2y Cye™* = —Qoe™, (3.31)

Cs(pi — pizyp) = —Qo, (3.32)
C3 = % (3.33)
Merr — Mt

Para calcular C; y (s, se utilizaran las condiciones de frontera, que de acuerdo a la

referencia (28], se debe satisfacer:

= Para z = d,

h — =0 3.34
o) +n22E D) (3.3
= Paraz =0,
09(z) | Qi(2)
—h =0 3.35
o() - n2EL L Dy (3.39
donde h = 3/%’ y Q1(z) = %Fge_“ﬂ
Introduciendo las ecuaciones (3.29) y (3.30) en (3.27), se tiene:
$(2) = Cretes s 4 Che™ e 4 Oyt (3.36)
= Para z = d, y para un medio semi-infinito d —o, se tiene que Cy = 0.
» Para z = 0, y con la ecuacién (3.36)
0
(0) + Cot G = h((0) — pogsCo — ) + S 0 (337
Co(1 + hptegs) + Cs(1 + hp) + 220 Fy = 0, (3.38)
2T o

Despejando Cy, reemplazando el valor de C3 encontrado en (3.33) y realizando

algunas operaciones algebraicas, se tiene (3.39).

(3.39)

 20(1+ hpiesy) \ 2

L —usky 3(ur+gu)(L+hp) g
Cy 5 5 +
2 Fegr — Mt HT

Con lo cual finalmente, la solucion para la ecuacion de difusién de la luz en el tejido

es de la siguiente forma:

— s F 3 1+h 3 s (pr + .
o(z) = fisFo _(MT+th)( -QF He) 9 gz B (g@ gl;t) Feiie
21 (1 + hyptesy) \ 2 Herr — Mt KT A pger — 1

(3.40)
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Para obtener la tasa de fluencia de energia se multiplicard a (3.40) por 4. Esto
se debe ya que, la tasa de fluencia de energia estd definida como la potencia radiante
incidente en una pequena esfera dividida por el area de la seccién transversal de dicha

esfera [9)].

Fuul(2) = 476(2) (3.41)

De esta forma, una vez obtenida la radiancia promedio difusa ecuacién (3.40), y

usando la ecuacién (3.41), se halla la tasa de fluencia de energia.

F..(2)

_ 2psFy (3 (pr 4 gp) (1 + hps) 9 e Spis(pr + gpn) Fo ..
L+ hpepy \ 2 Ngff — Hr :ugff — 1

(3.42)
Esta ultima ecuacion serd introducida en las ecuaciones (3.13), (3.17) y (3.19) para

distintas irradiancia iniciales.

3.5. Dosis de 'Oy con dosimetria explicita

Una definicién légica para la dosis de 1O, es la siguiente, la dosis de 1O, se define
como la cantidad de 'Oy que reacciona por unidad de volumen [12]. Entonces, la con-
centracién de 'Oy que se genera en el tejido por TFD, v que se encuentra aniquilando
a una concentracion de biomoléculas es determinado por la equivalencia (3.43).

d(Dosisde*O;)  d[A]
dt dt ’

La dosis de 'Oy suele ser descrita también, como el nimero total de sustratos

(3.43)

bioldgicos consumidos por unidad de volumen durante el tratamiento con TFD, o a la

integral de la ecuacion diferencial anterior desde el inicio del tratamiento (¢t = 0) hasta
el final (t =1T).

Dosisde’ Oy = — /0 T% dt (3.44)
Reemplazando (3.19) en (3.44), tenemos
Dosisde!Oy — / e, (M> (Sy] dt (3.45)
0 B+ [30,]
0 en forma diferencial
Dot O) _ ¢ () (—5 [f[)(])]) S0 (3.46)
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Capitulo 4

Simulacion del modelo dosimétrico,

resultados y discusiones

La PpIX-ALA, el oxigeno triplete y una fuente de luz contribuiran a la generacion
de 10,. El 'O, generado interactuard con la propia PpIX en estado base y con una
concentracion de biomoléculas, tal y como se mencioné en el capitulo 3.

La PpIX-ALA como se mencioné en el capitulo 2, tiene una banda de absorcién
en 633 nm; por lo tanto, se utilizé una fuente de luz de 633 [nm] para su excitaciéon
y generar los procesos fotofisicos y fotoquimicos de la TFD. Se consideré una concen-
tracién inicial de PpIX-ALA igual a 4.4 [uM] [23], una concentracién de Oy igual a
80 [uM] en los vasos sanguineos y 83 [uM| distribuido en toda la dermis, esta ultima
concentracion, por efectos fisiolégicos pasard a una concentracién igual a 39.9604 [uM].

En la tabla 4.1 se encuentra el valor de 9, el cual representa la concentracién de
Sy donde la distancia intermolecular es igual a d. En esta tabla también se encuentran
incluidos y referenciados los valores de los coeficientes u, & y 8 para la PpIX-ALA; los
cuales como se describe respectivamente en las ecuaciones (3.8), (3.9) y (3.10) estan

determinados por las constantes ks, koa|A], Sa, &1, 0, hv, kg, ky v Eor.

Simbolo Valor Referencia
1) 128[pM| (12, 15]
13 3,7210 3 [em*mW1s71] [6, 11, 19, 21]
o 9210 °[uM 1] 6, 11, 19, 21]
3 11,9[uM] [6, 11, 19, 21]

Tabla 4.1: Valores de constantes para la PpIX con luz de 633 [nm] de longitud de onda.

En este capitulo se presentan los resultados de la simulacién realizada para estudiar
el comportamiento de la luz en el tejido, la distribucién espacial y temporal para
las concentraciones de PpIX-ALA, oxigeno triplete y dosis de oxigeno singlete. La

simulacion fué realizada en el software Wolfram Mathematica 10.4 Student Edition
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135].

4.1. Difusion de la luz en la dermis

En un tratamiento clasico con TFD se retira la capa superficial del tejido a tratar.
Por tal motivo, se ha considerado tinicamente a la segunta capa de la piel, la dermis,
bajo el supuesto de que la capa epidérmica ha sido removida y que, la dispersion de la
luz es alta, a tal modo que la luz no llega a interactuar con el tejido subcutaneco.

La dermis tiene una profundidad en algunas regiones del cuerpo de 0 a 0.25 o 0.3
[cm] [26, 29, 30], sin embargo, la simulacién se desarrolla hasta una profundidad maxima
de 0.5 [cm], dado que se conoce que la luz a 633 [nm| penetra hasta esta profundidad
9] v, se espera que a esta profundidad no existan procesos de TFD. Los coeficientes de
absorcion, dispersion reducido y de anisotropia para la dermis se encuentran descritos
en la tabla 4.2.

Coeficiente Valor Referencia

La L7 [em™!] 29, 30]
1 25 [em ™! (29, 30]
g 0.8 8-10]

Tabla 4.2: Propiedades épticas de la dermis de piel humana normal obtenidos al excitar
la piel con una fuente de luz de 633 [nm].

Es de interés en este trabajo de titulacién conocer el comportamiento de la tasa
de fluencia de energia en la dermis, utilizando las irradiancias iniciales de 20, 60 y
150 [mW/cm?], para lo cual, se utilizé la ecuacién (3.42) del capitulo anterior con los
coeficientes de la tabla 4.2. El comportamiento de la tasa de fluencia de energia en la

dermis se encuentra representado en la figura 4.1.

Fex(z) [mMW/cm*2]
400 -

60[mW/cm*2]
200

— 150[mMW/cmA2]
100 |

0.1 0.2 0.3 0.4

E5 z [cm]

Figura 4.1: Tasa de fluencia de energia como una funcién de la profundidad con distintas
irradiancias iniciales.
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Durante todo el presente trabajo se tomara en cuenta el comportamiento de la luz
en el tejido, es decir, ya que se tomo en cuenta efectos de absorcion y dispersion, a
F..(z) se considerard como una distribuciéon real de la luz, que excitara al FS que se
encuentra en la dermis.

En la figura 4.1 se aprecia un incremento en F,.(z) en la region 0< z <0.02 [cm],
dicho incremento supera el valor de la irradiancia inicial, que aproximadamente se
triplica. Este aumento de F,(z) en los primeros centimetros de la piel se debe a la alta
tasa de reflexion de la luz al pasar de un medio a otro, que depende principalmente del
parametro de anisotropia (¢), dado que existe una relacion directa entre F,.(z) y g, es
decir, a mayor valor de g mayor serd F..(z), y lo cual estaria en correspondencia a la
teoria descrita en [8, 9.

En la figura 4.1 se observa también que a la profundidad de z = 0.02 [cm], todas las
curvas alcanzan un valor maximo, y cuya amplitud depende de la irradiancia inicial.

Para valores z >0.02 [cm] existe un decaimiento exponencial. Con la irradiancia
inicial de 150 [mWW/cm?] se tiene una mayor penetracién en la piel, sin embargo, a la
profundidad de 0.5 [cm] la tasa de fluencia de energia es independiente de la irradiancia

inicial y tiende a ser cero.

4.2. Evolucion espacial y temporal de la PpIX

El comportamiento de la PpIX en estado base como una funciéon del tiempo y la
profundidad es descrito en la figura 4.2. Para lo cual se utilizé la ecuacién (3.13), cuya
solucién representa el cambio en [Sy| como una funcién del tiempo y la profundidad. Se
consider6 que [Sy| esta distribuida uniformemente en una profundidad de 0 a 0.5 [cm]
con una concentracién inicial de 4.4 [uM] [23], y es fotoexitada con las irradiancias
iniciales de 20, 60 y 150 [mW/cm?]. Se consider6 también un tiempo de irradiacién en
la que se realizan los procesos fotofisicos de la TFD de 20 [min] (1200 [s]).

En la figura 4.2 se observa que los 4.4 (M| de concentracién inicial de PpIX estan
involucrados en la dinamica de las reacciones de TFD, lo cual implica que hay una
mayor probabilidad de generar 'O, y con lo cual se estarfa obteniendo una dosis de
105 més eficiente.

Se observa también que al incrementar el tiempo de 0 a 20 [min], la concentracion
de PpIX disminuye, siendo con la irradiancia de 150 [mW/cm?] la que requiere de un
menor tiempo de exposicién para reducir la concentracion de PpIX hasta casi 0 [uM].
Dicho comportamiento es encontrado también para el FS Photofrin [13], en la que el
fotoblanqueamiento fué méas rapido a mayor radiacion incidente.

Al aumentar la profundidad se observa que para la irradiancia de 20 [mW/cm?|

hay una disminucién en la concentracién de PpIX, esta disminucién se da en una
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profundidad cercana a 0 [cm]. En regiones méas profundas de la dermis, la concentracién
de PpIX crece hasta la concentracién inicial. Para la irradiancia de 60 [mW/cm?] se

observa un comportamiento combinado entre lo observado de las subfiguras (a) y (c),

presentando ligeramente una disminucion en una regién cercana a la superficie.
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3
2 PpIX [uM]

1

0.4
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\ A SN ’

N 7 2 PpIX [uM]
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(b) 60 mW/cm?.
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4

3

0.4
t[s]

0.0

(c) 150 mW/cm?.

Figura 4.2: Distribucién espacial y temporal de la concentracién de PpIX a distintas
irradiancias iniciales.

En las siguientes subsecciones se analiza el comportamiento de la PpIX como una

funcién de la profundidad, y el tiempo de exposicién de manera separada.
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4.2.1. Concentracion de PplIX vs profundidad

Es este caso se estudia el comportamiento de la PpIX como una funcién de la
profundidad en el intervalo de 0 a 0.5 [cm], tomando en cuenta los tiempos de exposicién
de 0, 1,5, 10 y 20 [min].

PpIX [uM] PpIX [uM]

4 0 min 0 min

3 1 min 1 min
— 5min
2
— 10 min
— 20 min

z [cm]

! ! ' z
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

(a) 20 mW /cm? (b) 60 mW/cm?

PpIX [uM]

4 0 min
sl 1 min
— 5 min
— 10 min

— 20 min

(c) 150 mW/cm?

Figura 4.3: Concentracion de PpIX como una funcién de la profundidad, con distintas
irradiancias iniciales.

Al tiempo 0 [min], el tratamiento con TFD ain no ha empezado, y por lo tanto,
la concentracién de PpIX estd en su valor inicial, 4.4 [pM]. Para los tiempos de expo-
sicion 1, 5, 10 y 20 min, se observa que en todas las irradiancias, la concentracion de
PpIX disminuye hasta alcanzar la profundidad a la cual, la tasa de fluencia de energia
alcanza su valor méximo, que es en 0.02 [cm], este comportamiento de la PpIX esta
indicando que conforme F,,(z) aumenta, [Sy] disminuye. Se observa también, que con
la irradiancia de 60 [mW/cm?] y con el tiempo de 20 [min], la concentracién de PpIX
llega hasta los 0 [uM] en z=0.02 [cm)].

Para profundidades z >0.02 [cm] se observa que la concentracion de PpIX comienza,
a crecer, hasta alcanzar nuevamente los 4.4 [uM], este comportamiento se debe a
que la tasa de fluencia de energia, al interactuar con las moléculas de PpIX, lo hara
minimamente con moléculas que se encuentran en regiones mas profundas de la dermis,
dando como resultado que la PpIX en estado Sy no absorba energia.

Nétese que para la irradiancia de 150 [mW/cm?] en los tiempos de 10 y 20 [min],
antes de que la concentracién de PplIX comience a aumentar, existe un intervalo de
profundida donde la concentraciéon de PpIX se mantiene aparentemente constante, o
aumenta en cantidades despreciables, este comportamiento se deberia ya que la tasa

de fluencia de energia al interactuar con la dermis, triplica el valor de la irradiancia
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de 150 [mW/em?], provocando que para que esta dismunuya requerird de un mayor

tiempo comparado con las otras dos irradiancias.

4.2.2. Concentracion de PplIX vs tiempo

En la figura 4.4 se muestran los resultados para el caso en el que la profundidad del
tejido es constante, y la concentracion de PpIX es una funcién del tiempo de exposicion.

Las profundidades analizadas son: 0.1, 0.2 y 0.3 [cm].

PpIX [uM] PpIX [uM]
4 4

3 — 0.1cm 3 — 0.1cm
— 0.2cm — 0.2cm
2 2
— 0.3cm [ — 0.3cm
1 1

tls T - t
200 400 600 800 1000 1200 sl 200 400 600 800 1000 1200

(a) 20 mW/cem? (b) 60 mW/cm?

PpIX [uM]

[s]

4

3 — 0.1cm
— 0.2cm
2
— 0.3cm
o

‘ ‘ | ts]
200 400 600 800 1000 1200

(c) 150 mW/cm?

Figura 4.4: Concentracion de PpIX como una funcién del tiempo, con distintas irra-
diancias iniciales.

Nuevamente, al tiempo 0 [min]| sin TFD, la concentracién de PpIX tiene el valor

inicial de la simulacion, lo cual estaria en relacion a lo indicado en la figura 4.3.

Al aumentar el tiempo de exposicion, la concentracion de PpIX disminuye, esto
es lo que se espera que suceda en un tratamiento normal con TFD. La manera en la
que la concentracion de PpIX disminuye esta relacionada con la irradiancia inicial, por
ejemplo, con la irradiancia de 20 [mW/cm?| para disminuir [Sy] se requiere de los 20
lmin|, y a la profundidad de 0.3 [cm] casi no existe disminuciéon, para la irradiancia
de 60 [mW/cm?] a los 20 [min] casi toda la concentracién de PpIX ha desaparecido, y
con la irradiancia de 150 [mW/cm?] a los 5 [min] de haber iniciado el tratamiento la
concentracion de PpIX disminuye hasta 0.5 [uM], y para el resto de tiempo se mantiene

en este valor.
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4.3. Evolucion espacial y temporal del oxigeno tri-

plete

Para obtener el comportamiento de la concentracién de 0Oy como una funcién de
la profundidad y el tiempo de exposicién se utilizé la ecuacion (3.17), en esta ecuacién
como se mencioné en el capitulo anterior, se tomo6 en consideracion el suministro de
oxigeno a las células dado por el mecanismo de la respiracion y, la disminucién del
304 provocado por el consumo metabdlico, se consideré también un consumo del 30,
causado por la propia dinamica de las reacciones producidas en TFD.

La concentracion de 2O, en los vasos sanguineos fue de 80 [uM] [14, 23], y de
83 [uM] en la dermis [19], sin embargo, los 83 [uM] no es la concentracién real de
oxigeno que estaria disponible para el tratamiento con TFD, dado que sin TFD habra
efectos sobre el 30, causados por el consumo metabdlico y el suministro de oxigeno,
provocando que la concentracién de 0O, considerada en la dermis disminuya.

Sin TFD, la ecuacién (3.17) quedaria modificada de la siguiente forma:

d[>Os]

=P —T,u, 4.1
dt ! (4.1)

remplazando las ecuaciones (3.20), (3.21) y (3.22) en (4.1) y tomando en cuenta
que sin TFD no se estarfa generando 'O, v por lo tanto no existe dosis de 1Os, se tiene

la ecuacién (4.2)

d[*Os]
dt

= o (1= 1 ) (PO~ PO - Tt L (42

14 eoDso

Cuya solucion se ve expuesta en la siguiente figura.

0
Oxigeno Triplete [uM]

Figura 4.5: Comportamiento del [*Oy] sin TFD.

En esta figura se observa que en los primeros segundos hay una rapida disminucion

en la concentracién de O,, que llega a hasta los 39.9604 [M] y permanece constante
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en la profundidad. Este valor determina la disponibilidad de 30, para dar tratamiento
con TFD y, refleja un balance entre el consumo metabdlico y el suministro de oxigeno.

Por lo tanto, los 39.9604 [;M] es la concentracién de >0, considerada en el trata-
miento con TFD, esta concentracion serd distribuida homogéneamente hasta 0.5 cm
de profundidad en la piel. Al igual que en los casos anteriores, las irradiancias iniciales
fueron de 20, 60 y 150 [mW/cm?]. Se consider6 una profundidad méxima de 0.5 [cm]

y un tiempo de tratamiento de 20 [min].

40

35

0 Oxigeno Triplete [uM]

(a) 20 mW/cem?

40

30

Oxigeno Triplete [uM]
20

0.0

(b) 60 mW /em?

40

30

20

Oxigeno Triplete [uM]
10

0

0.0

(c) 150 mW/em?

Figura 4.6: Distribucién espacial y temporal de [?0,] a distintas irradiancias iniciales.

En la figura 4.6 se observa que para todas la irradiancias al aumentar el tiempo de
exposicion la concentracién de 30, disminuye, siendo 0 [uM] con la irradiancia de 150

[mW /em?] para un tiempo de irradiaciéon mayor a 10 minutos (600 [s]).
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Al observar la variacién de la concentracién de 30O, con respecto a la profundidad
se aprecia que para 0< z <0.2 [em], con las irradiancias de 20 y 60 [mW/cm?] hay
ligeramente un incremento en la concentracion, que luego disminuye, y con z >0.2 [cm)]
la concentracion de 20, se mantiene aproximadamente constante en 39.9604 [ M]. Este
comportamiento es reportado experimentalmente en [13], donde el medio de estudio fué
la piel sana y considerando las tres capas de la piel. Para la irradiancia de 150 [mW/cm?|
se observa que hasta 0.2 [cm| de profundidad, la concentracién de 3O, es 0 [uM], y
para z >0.2 [cm] hay un incremento de [*O,] hasta alcanzar nuevamente los 39.9604
(M, lo cual esta indicando que para irradiancias grandes, toda la concentracién de

304 es consumida en regiones préximas a la superficie.

4.3.1. Concentracién de 0, vs profundidad

A continuacidn se presenta el comportamiento de la concentracién de 2O, como una
funcion exclusiva de la profundidad, evaluada para los tiempos 0, 1, 5, 10 y 20 [min].

Las irradiancias utilizadas fueron 20, 60 y 150 [mW/cm?].

Oxigeno triplete [uM] Oxigeno triplete [uM]

40 40
0 min 0 min
30 — 1min 30 — 1 min
20- — 5 min 20 — 5 min
— 10 min — 10 min

10 10

— 20 min — 20 min

! ! s z [cm] = ! ! z [cm]
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

(a) 20 mW/em? (b) 60 mW/cm?

Oxigeno triplete [uM]
40 - f
0 min

30 — 1min

20 — 5min

— 10 min
10

— 20 min

' ' ' z[cm]
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

(c) 150 mW/cm?

Figura 4.7: Concentracién de 30, como una funcién de la profundidad, a distintas
irradiancias iniciales.

En la figura 4.7 se observa que a t=0 [min], como era de esperarse la concentracién
de 204 es 39.9604 [uM].

En el intervalo de tiempo de exposicion de 1 a 5 min con las tres irradiancias se
tiene una disminucién en la concentracién de >Os, que corresponde a la profundidad en
la que la tasa de fluencia de energia crece, este comportamiento cambia para el tiempo
de 20 [min] con la irradiancia de 20 [mW/cm?] y, en los tiempos 10 y 20 [min] con la
irradiancia de 60 [mW/cm?], donde se observa que la concentracién de *Oy aumenta,

en tanto que para la irradiancia de 150 [mW/cm?] en los tiempos 10 y 20 [min] la

37



concentracién de Oy vale 0 [uM] hasta las profundidades aproximadamente de 0.1 y
0.2 [cm] respectivamente. Se observa también que para z > 0.3 [cm] la concentracién
de O, tiende a ser constante en las proximidades de 40 [M], lo cual estarfa indicando

que a esta profundidad ya no hay mucho efecto de la TFD.

4.3.2. Concentracién de 20, vs tiempo

En la figura 4.8 se indican los resultados de la simulaciéon para el comportamiento
de la concentracién de O, como una funcién del tiempo de exposicién, el cual fue
evaluado a las profundidades de 0.1, 0.2 y 0.3 [cm], y con las irradiancias iniciales de

20, 60 y 150 [mW/cm?].

Oxigeno triplete [uM] Oxigeno triplete [uM]

20

10

40 40
30 — 04cm 30V

— 0.2cm
— 0.3cm

1 I " ts]
200 400 600 800 1000 1200

(a) 20 mW/em?

Oxigeno triplete [uM]
40

— 0.1cm
20 — 0.2cm

— 0.3cm
10

‘ ‘ o tls]
200 400 600 800 1000 1200

(b) 60 mW/cm?

30

20

10

— 0.1cm

— 0.2cm

— 0.3cm

t[s]
200 400 600 800 1000 1200

(c) 150 mW/cm?

Figura 4.8: Concentracién de 30y como una funcién del tiempo de exposicién, a distintas
irradiancias iniciales.

En esta figura se observa que al primer minuto de exposicién, la concentracién de
30, disminuye, en todas las profundidades analizadas y para todas las irradiancias,
siendo con 20 [mW/cm?] en la que la disminucién se da minimamente.

Se observa también que con 20 [mW/cm?] en las profundidades de andlisis y a un
tiempo de exposicién de 20 [min], la concentracién de >O, tiende a ser 39.9604 [uM].

Con 60 [mWW/cm?] en la profundidad de 0.1 [cm] y al primer minuto de exposicion, se
observa una disminucién en la concentracién de 30y que llega hasta aproximadamente
22 [uM].

Finalmente, para la irradiancia de 150 [mW/cm?| se aprecia que en la profundidad
de 0.3 [cm] hay un comportamiento similar que con las irradiancias de 20 y 60, pero
que a las profundidades de 0.1 y 0.2 [cm] cambia, se observa que la concentracion de
30, disminuye en el primer minuto, siendo para 0.1 [cm] la profundidad en la que se

da la menor concentracién de 2O, pasado el primer minuto de tratamiento con TFD,
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la concentracién de 30, vuelve a crecer hasta tiempos diferentes, para z=0.1 [cm] el
aumento se da hasta los 5 [min] de exposicion, y depués de este tiempo la concentracion

de 30, disminuye hasta ser 0 [puM].

4.4. Evolucion espacial y temporal para la dosis de

oxigeno singlete

La figura 4.9 representa la distribucion espacial y temporal de la dosis de 'O, para

distintas irradiancias iniciales.

Dosis Oxigeno Singlete [uM]
00

Dosis Oxigeno Singlete [uM]

Dosis Oxigeno Singlete [uM]

(c) 150 mW/cm?

Figura 4.9: Distribucién espacial y temporal de la dosis de 1O, a distintas irradiancias
iniciales.

Para obtener el comportamiento de la dosis de 'Os en funcién de la profundidad
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y tiempo de exposicién se utilizé la ecuacién (3.46). En la simulacién se consideré
una profundidad méxima de 0.5 [cm]| y un tiempo de tratamiento de 20 [min]. Las
irradiancias utilizadas fueron de 20, 60 y 150 [mW/cm?].

Con cada una de las irradiancias de manera general se observa en la figura 4.9 que al
iniciar el tratamiento con TFD, la dosis de !O5 se incrementa al aumentar el tiempo de
exposicién, y la rapidez con la que incrementa es proporcional a la irradiancia utilizada.

El comportamiento de la dosis de 'O5 con relaciéon a la profundidad, se tiene que a
una regién cercana a la superficie y con las irradiancias de 20 y 60 [mWW/cm?], aumenta
hasta alcanzar un valor maximo, y después decrece hasta 0 pM. En [24] se describe este
comportamiento para la dosis de 'Oy, en la que se utilizaron las propiedades épticas
de un tumor BCC y con una fuente de luz de 635 [nm]. Para 150 [mW/cm?| existe
un intervalo de profundidad en la que la dosis de 'O, permanece constante antes de

empezar a disminuir.

4.4.1. Dosis de 'Oy vs profundidad

A continuacion se indican los resultados obtenidos para la simulaciéon de la dosis
de 10, como una funcién exclusiva de la profundidad, evaluada en los tiempos de
exposicion de 0, 1, 5, 10 y 20 |min|. Las irradiancias utilizadas fueron 20, 60 y 150
[mW /em?).

Dosis Oxigeno Singlete [uM] Dosis Oxigeno Singlete [uM]
350

300
250
200
150
100

50

' N — — z [cl ' z
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

(a) 20 mW/cm? (b) 60 mW/em?

Dosis Oxigeno Singlete [uM]
350
300
250 1 min
200
150
100 — 10 min

50

(c) 150 mW/em?

Figura 4.10: Dosis de 'Oy como una funcién de la profundidad para distintas irradian-
cias.

Sin TFD no se genera 'O, v por lo tanto no existe dosis de 1O, esto se aprecia en
la figura 4.10 a t=0 [min].
Hasta la profundidad de 0.02 [cm] se observa que la dosis de 'O; crece, de manera

similar que lo hacia la tasa de fluencia de energia, y en z=0.02 [cm], la dosis de 'O,
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alcanza su valor maximo a 20 [min] de haber iniciado el tratamiento con TFD. Para
z >0.02 [cm] la dosis de 'O, empieza a disminuir, sin importar la irradiancia utilizada.
Nétese que para la irradiancia de 20 [mW/cm?] la forma en la que decrece es mds
acelerada en comparacién con la irradiancia de 150 [mW/em?]. A la profundidad de
0.5 [cm] la dosis de 'O, tiende a ser 0 [uM] para todos los tiempos.

Se observa también que a los 20 [min| de exposiciéon y con la irradiancia de 60

[mW/ecm?] la dosis de 'Oy alcanza el valor méximo accesible, cercano a 380 [uM].

4.4.2. Dosis de 'Oy vs tiempo

En la figura 4.11 se indican los resultados de la simulacién para la dosis *Oy como

una funcién del tiempo de exposicion, a distintas profundidades, y con las irradiancias
de 20, 60 y 150 [mW/cm?].

Dosis Oxigeno Singlete [uM] Dosis Oxigeno Singlete [uM]
350
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— 0.1cm 250 — 0.1cm
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t o S ts]
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(a) 20 mW/cm? (b) 60 mW/cm?
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‘ t[s]
200 400 600 800 1000 1200

(c) 150 mW/cm?

Figura 4.11: Dosis de 'Oy como una funcién del tiempo de exposicién para distintas
irradiancias.

En esta figura se observa que al aumentar el tiempo de exposiciéon y para las pro-
fundidades analizadas, la dosis de 'O, aumenta, alcanzéndose siempre la mayor dosis
a 0.1 [cm] de profundidad, y la menor a 0.3 [cm)].

Con la irradiancia de 150 [mW/cm?] se observa que aproximadamente a los 7 [min],
se alcanza la méxima dosis de 1O, correspondiente a esta irradiancia, y hasta completar

los 20 [min] la dosis de 'O, permanece en este valor.
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Capitulo 5
Conclusiones

Se desarroll6 un modelo unidimensional para estudiar el comportamiento de la
PpIX, del oxigeno triplete y de la dosis de oxigeno singlete como una funcién de la
profundidad y el tiempo de exposiciéon. Este modelo se basa en la dindmica produ-
cida por el mecanismo tipo II de la TFD. Se acoplé a este modelo el mecanismo de
la respiracion y el consumo metabélico, los cuales fueron considerados como factores
fisiologicos actuando sobre el oxigeno triplete.

La distribucién de la luz en el tejido expresada por la tasa de fluencia de energia
es importante en TEFD, dado que la absorcién de la luz por parte del cromoforo del FS
es el primer paso en el proceso de las reacciones fotofisicas, fotoquimicas y bioldgicas.
La tasa de fluencia de energia encontrada y simulada en este trabajo se encuentra en
funcién de los coeficientes g, 1, v g, lo cual la convierte en una expresion ttil para
analizar el comportamiento de la luz en otros medios, tales como; un tumor, masa
cerebral, vejiga, etc. siempre y cuando se conozcan estos coeficientes.

Para obtener un mejor ajuste del modelo desarrollado, en la ecuacién (3.21) se
utilizé tres veces el valor de Ds. Siendo Dy, la dosis de 'Oy requerida para reducir K,
a la mitad de su valor inicial, y K, es la cantidad acumulada de ['O;] que se encuentra
interacuando con la concentracién de biomoléculas [A].

Se determina que existe una relacién inversa entre el fotoblanqueamiento y la irra-
diacién inicial, esto es, a mayor irradiacién habra menos moléculas de PpIX disponibles
para las reacciones de la TFD. Se concluye que las moléculas de PpIX son fotoblan-
queadas en una region cercana a la superficie.

Con respecto al oxigeno triplete, se determina que la disponibilidad de este para rea-
lizar TF'D, depende de la fisiologia humana, es decir, en un paciente con tejido hipéxico
los resultados con TEFD no seran los mejores, puesto que las reacciones presentes en
TED deben competir con las reacciones propias del cuerpo del paciente, como lo son
la respiracion y el consumo metabdlico. Por otra parte, el consumo en la concentracion

de 04 causado por la TFD se da siempre hasta los 0.2 [cm] de profundidad, y 10 [min]
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de tiempo de tratamiento, existiendo una relacion directa con la irradiacién inicial.
Para la dosis de 'O, se tiene que, con 4.4 [uM] de PpIX en estado base, distribuida
homogéneamente en la dermis, con una irradiancia de 60 [mW/cm?] y a 20 [min]

de exposicién, se puede generar cerca de 380 [pM], lo cual no se consigue con las
irradiancias de 20 y 150 [mW/cm?].
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Apéndice A
Anexos

A continuacion se indican los cédigos desarrollados en Wolfram Mathematica 10.4

Student Edition para la simulacién de la dosimetria explicita en PDT.

Para la difuciéon de la luz en la dermis

ua=1.7;
us = 25;
g=0.8;
F00=0;
FO = 20;
Fl = 60;
F2 = 150;

us=usS/ (1-gqg);
ut = ua +us;
uT = ua + usS;

ueff = Sgqrt[3ua*uT];

h=2/(3uT);
£00[z_] = ((-2%us*F00) / (1 +hueff)) ((3/2) ((uT+gut) (L+hut)) / (ueff*2-ut”*2) + (g/uT)) Exp[-ueffz] + ((3us (uT+gut)) / (ueff*2 -ut”2)) FOOExp[-ut z];

£f0[z ] = ((-2*us*F0) / (1L +hueff)) ((3/2) ((uT+gut) (1+hut)) / (uveff*2-ut”2) + (g/uT)) Exp[-ueffz] + ((3us (uT+gut)) / (ueff*2-ut”2)) FOExp[-ut z];

£f1[z_ ] ((-2%xus*Fl) / (1 +hueff)) ((3/2) ((uT+gut) (1+hut)) / (ueff*2-ut”2) + (g/uT)) Exp[-ueffz] + ((3us (uT+gut)) / (ueff*2 -ut”2)) Fl1Exp[-utz];

£f2[z ] = ((-2*us*F2) / (1 +hueff)) ((3/2) ((uT+gut) (1+hut)) / (uveff*2-ut”2) + (g/uT)) Exp[-ueffz] + ((3us (uT+gut)) / (ueff*2 -ut”2)) F2Exp[-ut z];

Tasa de fluencia de energia

TFEOO = Plot[£00[z], {z, O, 0.5}, PlotRange -» All, AxesOrigin -» Automatic, PlotStyle » RGBColor[0.5, 0.5, 0.5], PlotLegends » {"0 [mW/cm"2]"},
LabelStyle » {GrayLevel[0], Bold}, AxesLabel » {"z [cm]", "Fex(z) [mW/cm”~2]"}]

TFEO = Plot[£0[z], {z, 0, 0.5}, PlotRange » All, AxesOrigin - Automatic, PlotStyle -» RGBColor[1l, 0, 0], PlotLegends -» {"20 [mW/cm"2]"},
LabelStyle » {GrayLevel[0], Bold}, AxesLabel » {"z [cm]", "Fex(z) [mW/cm”~2]"}]

TFE1l = Plot[f1[z], {z, O, 0.5}, PlotRange -» All, AspectRatio » 1, PlotStyle -» RGBColor[0, 1, 0], PlotLegends » {"60 [mW/cm”*2]"},
LabelStyle » {GrayLevel[0], Bold}, AxesLabel » {"z [cm]", "Fex(z) [mW/cm”~2]"}]

TFE2 = Plot[f2[z], {z, 0, 0.5}, PlotRange » All, AspectRatio - 1, PlotStyle -» RGBColor[0, 0, 1], PlotLegends » {"150 [mW/cm”*2]"},
LabelStyle » {GrayLevel[0], Bold}, AxesLabel » {"z [cm]", "Fex(z) [mW/cm”~2]"}]

Show[TFEO0, TFEO, TFEl, TFE2]

Dosimetria explicita en TFD
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=0.00009;
=0.0037;
=11.9;
d=128;
Gmax =1.5;
k50=0.5;
KO0 =0.037;
a=0.08;
D50 = 3%191;
Oov = 80;

oo e

sol = NDSolve[{D[x[t, z], t] == —uxe x£0[z] (y[t, z] / (b+y[t, 2])) (x[t, z] +d) x[t, z],
D[y[t, z], t] == -ex£0[z] (y[t, z] / (b+yl[t, z])) x[t, z] -Gmax (y[t, z] / (k50 +y[t, z])) +KO (1 - (1/ (1+Exp[-a (w[t, z] -D50)]))) (Ov-y[t, z]),

DIwlt, z], t] =ex£0[z] (y[t, z]/ (b+y[t, z])) x[t, z], x[0, z] = 4.4, y[0, z] == 39.9604, w[0, z] =0}, {x, y, w}, {t, 0, 1200}, {z, 0, 0.5}]

Para la PpIX en estado base

Fotosensibilizante = Plot3D[Evaluate[x[t, z] /. sol], {t, 0, 1200}, {z, 0, 0.5}, AxesStyle -» Black, PlotRange - All, Axes - True,

AxesLabel » {"t [s]", "z [cm]", "PpIX [uM]"}, ColorFunction - Hue]

Para la PpIX vs la profundidad

FototOmin = Plot[Evaluate[x[0, z] /. sol], {z, 0, 0.5}, PlotRange - All, AxesOrigin - {0, 0}, PlotStyle -» RGBColor[1l, 0.9, 0], PlotLegends » {"0 min"},
LabelStyle » {GrayLevel[0], Bold}, AxesLabel » {"z [cm]", "PpIX [uM]"}]

Fototlmin = Plot[Evaluate[x[60, z] /. sol], {z, 0, 0.5}, PlotRange -» All, AxesOrigin - {0, 0}, PlotStyle » RGBColor[l, 0.5, 0], PlotLegends -» {"1 min"},
LabelStyle » {GrayLevel[0], Bold}, AxesLabel » {"z [cm]", "PpIX [uM]"}]

Fotot5min = Plot[Evaluate[x[300, z] /. sol], {z, 0, 0.5}, PlotRange - All, AxesOrigin - {0, 0}, PlotStyle » RGBColor[1l, 0.1, 0], PlotLegends -» {"5 min"},
LabelStyle » {GrayLevel[0], Bold}, AxesLabel » {"z [cm]", "PpIX [uM]"}]

FototlOmin = Plot[Evaluate[x[600, z] /. sol], {z, 0, 0.5}, PlotRange - All, AxesOrigin - {0, 0}, PlotStyle -» RGBColor[0, 0.5, 0], PlotLegends » {"10 min"},
LabelStyle » {GrayLevel[0], Bold}, AxesLabel » {"z [cm]", "PpIX [uM]"}]

Fotot20min = Plot[Evaluate[x[1200, z] /. sol], {z, 0, 0.5}, PlotRange - All, AxesOrigin - {0, 0}, PlotStyle -» RGBColor[0, O, 1], PlotLegends » {"20 min"},
LabelStyle » {GrayLevel[0], Bold}, AxesLabel » {"z [cm]", "PpIX [uM]"}]

Show[FototOmin, Fototlmin, Fotot5min, FototlOmin, Fotot20min]

Para la PpIX vs el tiempo

Fotolmm = Plot[Evaluate[x[t, 0.1] /. sol], {t, O, 1200}, PlotRange - All, AxesOrigin - {0, 0}, PlotStyle -» RGBColor[0.5, 0, 0], PlotLegends » {"0.1 cm"},
LabelStyle » {GrayLevel[0], Bold}, AxesLabel » {"t [s]", "PpIX [uM]"}]

Foto2mm = Plot[Evaluate[x[t, 0.2] /. sol], {t, 0, 1200}, PlotRange - All, AxesOrigin - {0, 0}, PlotStyle -» RGBColor[0, 0.5, 0], PlotLegends -» {"0.2 cm"},
LabelStyle » {GrayLevel[0], Bold}, AxesLabel » {"t [s]", "PpIX [uM]"}]

Foto3mm = Plot[Evaluate[x[t, 0.3] /. sol], {t, 0, 1200}, PlotRange -» All, AxesOrigin - {0, 0}, PlotStyle » RGBColor[0, O, 0.5], PlotLegends -» {"0.3 cm"},
LabelStyle » {GrayLevel[0], Bold}, AxesLabel » {"t [s]", "PpIX [uM]"}]

Show[Fotolmm, Foto2mm, Foto3mm]

Para el oxigeno triplete

Oxigenol = Plot3D[Evaluate[y[t, z] /. sol], {t, O, 1200}, {z, O, 0.5}, AxesStyle -» Black, PlotRange » All, Mesh » None, ColorFunction - Hue,

Axes - True, AxesLabel » {"t [s]", "z [cm]", "Oxigeno Triplete [uM]"}]

Para el oxigeno triplete vs la profundidad
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OxiltOmin = Plot[Evaluate[y[0O, z] /. sol], {z, 0, 0.5}, PlotRange - All, AxesOrigin - {0, 0}, PlotStyle -» RGBColor[1l, 0.9, 0], PlotLegends » {"0 min"},
LabelStyle » {GrayLevel[0], Bold}, AxesLabel » {"z [cm]", "Oxigeno triplete [uM]"}]

Oxiltlmin = Plot[Evaluate[y[60, z] /. sol], {z, 0, 0.5}, PlotRange - All, AxesOrigin - {0, 0}, PlotStyle -» RGBColor[0.5, 0.5, 0.5], PlotLegends -» {"1 min"},
LabelStyle » {GrayLevel[0], Bold}, AxesLabel » {"z [cm]", "Oxigeno triplete [uM]"}]

Oxilt5min = Plot[Evaluate[y[300, z] /. sol], {z, 0, 0.5}, PlotRange - All, AxesOrigin - {0, 0}, PlotStyle -» RGBColor[l, 0.1, 0], PlotLegends -» {"5 min"},
LabelStyle » {GrayLevel[0], Bold}, AxesLabel » {"z [cm]", "Oxigeno triplete [uM]"}]

OxiltlOmin = Plot[Evaluate[y[600, z] /. sol], {z, O, 0.5}, PlotRange » All, AxesOrigin - {0, 0}, PlotStyle » RGBColor[0, 0.5, 0], PlotLegends » {"10 min"},
LabelStyle » {GrayLevel[0], Bold}, AxesLabel » {"z [cm]", "Oxigeno triplete [uM]"}]

0xilt20min = Plot[Evaluate[y[1200, z] /. sol], {z, 0, 0.5}, PlotRange - All, AxesOrigin - {0, 0}, PlotStyle -» RGBColor[0, 0, 1], PlotLegends -» {"20 min"},
LabelStyle » {GrayLevel[0], Bold}, AxesLabel » {"z [cm]", "Oxigeno triplete [uM]"}]

Show[0OxiltOmin, Oxiltlmin, Oxilt5min, OxiltlOmin, Oxilt20min]

Para el oxigeno triplete vs el tiempo

Oxilzlmm = Plot[Evaluate[y[t, 0.1] /. sol], {t, 0, 1200}, PlotRange -» All, AxesOrigin - {0, 0}, PlotStyle » RGBColor[0.5, 0, 0], PlotLegends -» {"0.1 cm"},
LabelStyle » {GrayLevel[0], Bold}, AxesLabel » {"t [s]", "Oxigeno triplete [uM]"}]

Oxilz2mm = Plot[Evaluate[y[t, 0.2] /. sol], {t, 0, 1200}, PlotRange - All, AxesOrigin - {0, 0}, PlotStyle -» RGBColor[0, 0.5, 0], AxesOrigin - {0, 0},
PlotLegends -» {"0.2 cm"}, LabelStyle » {GrayLevel[0], Bold}, AxesLabel » {"t [s]", "Oxigeno triplete [uM]"}]

Oxilz3mm = Plot[Evaluate[y[t, 0.3] /. sol], {t, 0, 1200}, PlotRange -» All, AxesOrigin - {0, 0}, PlotStyle -» RGBColor[0, O, 0.5], AxesOrigin - {0, 0},
PlotLegends » {"0.3 cm"}, LabelStyle -» {GrayLevel[0], Bold}, AxesLabel » {"t [s]", "Oxigeno triplete [uM]"}]

Show[Oxilzlmm, Oxilz2mm, Oxilz3mm]

Para la dosis de 1O,

dosisOxigeno = Plot3D[Evaluate[w[t, z] /. sol], {t, 0, 1200}, {z, O, 0.5}, AxesStyle -» Black, PlotRange - All, Axes - True,

AxesLabel » {"t [s]", "z [cm]", "Dosis Oxigeno Singlete [uM]"}, ColorFunction - Hue]

Para la dosis de 'O, vs la profundidad

DositOmin = Plot[Evaluate[w[0, z] /. sol], {z, 0, 0.5}, PlotRange - All, PlotStyle -» RGBColor[l, 0.9, 0], AxesOrigin - {0, 0}, PlotLegends -» {"0 min"},
LabelStyle » {GrayLevel[0], Bold}, AxesLabel » {"z [cm]", "Dosis Oxigeno Singlete [uM]"}]

Dositlmin = Plot[Evaluate[w[60, z] /. sol], {z, 0, 0.5}, PlotRange -» All, PlotStyle -» RGBColor[l, 0.5, 0], AxesOrigin - {0, 0}, PlotLegends -» {"1 min"},
LabelStyle » {GrayLevel[0], Bold}, AxesLabel » {"z [cm]", "Dosis Oxigeno Singlete [uM]"}]

Dositbmin = Plot[Evaluate[w[300, z] /. sol], {z, 0, 0.5}, PlotRange -» All, PlotStyle -» RGBColor[1l, 0.1, 0], AxesOrigin-» {0, 0}, PlotLegends -» {"5 min"},
LabelStyle » {GrayLevel[0], Bold}, AxesLabel » {"z [cm]", "Dosis Oxigeno Singlete [uM]"}]

DositlOmin = Plot[Evaluate[w[600, z] /. sol], {z, O, 0.5}, PlotRange » All, PlotStyle -» RGBColor[0, 0.5, 0] , AxesOrigin » {0, 0}, PlotLegends » {"10 min"},
LabelStyle » {GrayLevel[0], Bold}, AxesLabel » {"z [cm]", "Dosis Oxigeno Singlete [uM]"}]

Dosit20min = Plot[Evaluate[w[1200, z] /. sol], {z, 0, 0.5}, PlotRange - All, PlotStyle -» RGBColor[0, 0, 1], AxesOrigin - {0, 0}, PlotLegends -» {"20 min"},
LabelStyle » {GrayLevel[0], Bold}, AxesLabel » {"z [cm]", "Dosis Oxigeno Singlete [uM]"}]

Show[DositOmin, Dositlmin, Dosit5min, DositlOmin, Dosit20min]

Para la dosis de 'O vs el tiempo

o1



Dosilmm = Plot[Evaluate[w[t, 0.1] /. sol], {t, 0, 1200}, PlotRange - All, PlotStyle -» RGBColor[0.5, 0, 0], AxesOrigin -» {0, 0}, PlotLegends » {"0.1 cm"},
LabelStyle » {GrayLevel[0], Bold}, AxesLabel » {"t [s]", "Dosis Oxigeno Singlete [uM]"}]

Dosi2mm = Plot[Evaluate[w[t, 0.2] /. sol], {t, 0, 1200}, PlotRange -» All, PlotStyle -» RGBColor[0, 0.5, 0], AxesOrigin - {0, 0}, PlotLegends » {"0.2 cm"},
LabelStyle » {GrayLevel[0], Bold}, AxesLabel » {"t [s]", "Dosis Oxigeno Singlete [uM]"}]

Dosi3mm = Plot[Evaluate[w[t, 0.3] /. sol], {t, 0, 1200}, PlotRange - All, PlotStyle -» RGBColor[0, 0, 0.5], AxesOrigin-» {0, 0}, PlotLegends » {"0.3 cm"},
LabelStyle » {GrayLevel[0], Bold}, AxesLabel » {"t [s]", "Dosis Oxigeno Singlete [uM]"}]

Show[Dosilmm, Dosi2mm, Dosi3mm]
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