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RESUMEN

Esta tesis se la ha dividido en dos partes o etapas: diagndstico y tratamiento, que forman
parte de la técnica denominada Terapia Fotodinamica, siendo estas etapas
independientes entre si, es decir, se puede realizar la primera parte(diagnostico)
complementada con un tratamiento diferente como crioterapia o cirugia (técnicas
utilizadas comanmente en el manejo de cancer de piel no melanoma), o se puede utilizar
los conceptos teoricos desarrollado en la segunda parte(tratamiento) y para diagnostico
pueden utilizarse otras técnicas de biopsias; pero si se complementan las dos fases
desarrolladas en este estudio, se tiene resultados satisfactorios tanto para pacientes
como para médicos dermatélogos debido a las ventajas que presenta esta técnica en

relacién con las tradicionalmente utilizadas en el manejo de dichas neoplasias.

La etapa de diagnostico consiste en la delimitacién de tejido tumoral en un estudio in vivo
mediante Fluorescencia Inducida por Laser LIF realizado en el Hospital Carlos Andrade
Marin y Dermatoldgico Gonzalo Gonzélez, donde se selecciond pacientes con cancer de
piel no melanoma que cumplan con un criterio de inclusién aplicado por el medico
dermatologo para aplicar esta técnica de Fluorescencia que se basa en un diodo laser de
400nm de longitud de onda continua y mediante de los espectros de fluorescencia
obtenidos al realizar un barrido punto a punto en todo el tejido tumoral y sus alrededores,
realizar una delimitacion del tumor mediante curvas de isoprobabilidad y definir en este
trabajo un criterio sobre la extension de piel sana alrededor del tumor que es excerizado
por el cirujano y evitar recidivas futuras; los protocolos empleados en los pacientes son
de gran importancia a la hora de comprobar la sensibilidad y especificidad del mismo;
demas se describe el manejo de las lecturas de los espectros de fluorescencia inducida
para la elaboracion de las curvas de isoprobabilidad (en base a una definicion de la
probabilidad que exista células cancerosas) en donde se encontr6 que el intervalo de

curva del 15% y al 35% es el mas eficiente segun examinacion histopatologica.

En la etapa de tratamiento, se realiza una formulacion teérica sobre la distribucion de la
luz en el tejido (al ser irradiado con luz laser de 635 nm y continuo) a través de la
resolucion de la ecuacion de transporte que tomando en cuenta la parte Isotropica de la
radiancia de la luz y su desarrollo en esféricos armonicos, se obtiene, para el caso

estacionario, la ley de Fick que resolviéndola para un modelo infinito se obtiene la
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distribucion de la tasa de fluencia ®(r) cuya aplicacion directa es el fraccionamiento de la
dosis administrada al paciente para provocar una fotoexcitacion del tejido y generar un
cambio en el oxigeno molecular de singlete a triplete induciendo apoptosis celular de

forma selectiva.

Se toma en cuenta también varios arreglos de fuentes de excitacion para un modelo
semi- infinito (dos fases aire- piel) y encontrar la distribucion de la tasa de fluencia dentro
del tejido cuya aplicacion directa sera el efectuar una dosimetria que permita una
fotoexitacion del tejido irradiado provocando apoptosis celular de forma selectiva; se
tiene que al colocar varias fuentes de luz a diferente profundidad se observa una mayor
irradiacion del tejido(en profundidad) y por lo tanto mas area irradiada; se generaliza
estos resultados para fuentes de excitacion de diferente longitud de onda colocadas en la
superficie donde se obtiene diferentes profundidades de penetracion de la luz en el tejido
y cuyos resultados se los pone en discusion debido a las consideraciones tomadas para

su aplicacion.
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PRESENTACION

La presente tesis recoge el trabajo realizado por alrededor de dos afos de estudios tanto
tedricos como experimentales, revisiones bibliograficas, discusiones, etc., en la Escuela
Politécnica Nacional, Hospital “Carlos Andrade Marin” y Hospital Dermatolégico Gonzalo
Gonzales; trabajo arduo de un grupo multidisciplinario formado por Fisicos, Médicos en
general, Cirujanos, Patélogos, Enfermeras y Personal Administrativo, que al avance de la
Tecnologia, han considerado de suma importancia el estudio de nuevas técnicas para el

diagnéstico y tratamiento de cancer.

Con este propésito se desarrolla el presente trabajo donde la técnica llamada Terapia
Fotodinamica (fase diagnostico y tratamiento) es aplicada in vivo comprobandose su
eficiencia en la primera fase y formulandose un analisis tedrico acerca del tratamiento

para aplicarlo en cancer de piel no melanoma en pacientes dermatogicos.

Este trabajo consta de alrededor 8 capitulos disefiados de tal manera que capte el
interés de investigadores médicos y permita generar un criterio sobre el uso de esta
técnica en el manejo del cancer de piel no melanoma en su rutina de atencion al paciente
dérmato-oncolégico; donde ademas de las partes introductorias, conclusiones,
recomendaciones y trabajos futuros se tiene la parte del soporte tedrico y el desarrollo
propiamente dicho de la tesis compuesto de la siguiente manera: en el capitulo 2 se
resumen temas introductivos sobre: a) cancer de piel desde el punto de vista de la
Biologia Molecular (que se considera vision de Ultima tecnologia); b) Terapia Foto-
dindmica que es la analizada en esta tesis, se resume ademas las bases tedricas de la
interaccion de la luz con el tejido, introduciendo los coeficientes de absorciéon vy
dispersion, parte fundamental de dicha formulacién; se menciona también sobre la
conformacion del fluorosensor BDCF utilizado para adquirir los espectros de

fluorescencia en este trabajo.

El capitulo tres trata acerca de la Delimitacion del tejido mediante curvas de
isoprobabilidad(fase diagnostico) , su adquisicion mediante un barrido punto a punto del

tejido tumoral tomado por el fluorosensor BDFC basado en un diodo laser de 400nm y
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andlisis de datos y se elaboran los protocolos clinicos, fisicos y técnicos necesarios

para su aplicacion in vivo .

El Capitulo cuatro aplica la teoria de Transporte para explicar la distribucion de la luz en
el tejido y mediante la teoria de la difusién y tomando en cuanta las condiciones fisicas
del laser usado, se encuentra la ecuacion que describe la fluencia en un punto P(p,z) en
el tejido irradiado con una y varias fuentes dispuestas de diferentes formas que permitan

obtener mayor irradiacion en el tejido canceroso.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Segun el Registro Nacional de Tumores, que recoge datos sobre el cancer en el
Ecuador, en su publicacién “Epidemiologia del cancer en Quito y otras regiones del
Ecuador”, para el caso de cancer de piel en la estadistica “Tumores malignos segun
localizacion y fuentes de informacion del 2002 al 2004 “ tenemos que en el Hospital
CAM y el Dermatoldgico “Gonzalo Gonzéalez” que son los lugares que se beneficiaran de
nuestra investigacion, tienen alta incidencia de casos reportados( en primer lugar
encontramos a SOLCA y otros hospitales privados).Ademas, este numero de
casos(2142), es superior a los casos de cancer de mama(1141) , cerviz uterino (1183),
glandula prostética(1148); que son los de mayor incidencia no solo en Ecuador sino a
nivel mundial ; por supuesto que este tipo de tumores malignos también tienen mayor

indice de mortalidad .

Profundicemos cifras en el estudio de tumores malignos de piel; segun el mencionado
Registro, tenemos los siguientes valores en “Tumores malignos segun localizacién
topografica, diagnostico histologico y sexo todos los casos del 2002 al 2004” ,la actual
situacion del Ecuador en cuanto a tumores malignos de piel, esto es, las Neoplasia
Basocelulares ocupa el primer lugar con 1593 casos, es decir 74.4% seguido por
Neoplasia Epidermoide o espinocelular con 489 casos es decir un 22.8% de un total de
2142 casos; los demas diagndsticos tienen bajos nimeros de casos pero no dejan de ser
importantes, notamos que el melanoma de piel tiene 223 casos, un valor relativamente
alto; de aqui la importancia del estudio de nuevas técnicas y procedimientos que
permitan tanto al médico como al paciente un mejor diagnostico y tratamiento de las

lesiones cancerosas y precancerosas.

En la actualidad existen un sinnimero de técnica empleadas para el manejo de cancer
de piel no melanoma superficial donde la cirugia es la mas seleccionada por los
dermatélogos cirujanos usado aproximadamente en un 90% de los casos ya que el
riesgo de recidivar es relativamente bajo, pero se tiene que los tiempos de recuperaciéon
son relativamente largo y en algunos casos como presion alta, edad avanzada de
pacientes, es contraindicado; ademas no tiene tan buen resultado cosmético pudiendo

inducir a depresion post cirugia ya que los limites de escisién utilizados estan entre 0.3 a
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1 cm de piel sana dependiendo de varios pardmetros como tipo de tumor, estadio,
localizacion anatomica, etc. Un tipo de cirugia especifica es la cirugia de Mohs
controlada microscopicamente pero poco usada. Otra técnica empleada es la
crioterapia, donde en algunos casos se ha observado una mayor incidencia de
recurrencia tumoral pero aun asi es la mas utilizada en cancer de piel no melanoma
superficial por la facilidad de la técnica. El curetaje y electrodesecacion es una técnica
eficiente pero regresamos al problema de bajos resultados cosméticos y posibles
recurrencias tumorales, la limitacion de estas técnicas hacen que los avances
tecnolégicos en la medicina en especial en el campo de la oncologia sean muy
explorados con la idea de disminuir estos problemas que traen dichos protocolos

tradicionales que se utilizan para diagnoéstico y tratamiento de dichas neoplasias

Uno de estos avances es la llamada Terapia fotodinAmica TFD en trabajos conjuntos
entre fisicos y médicos y que en sintesis se basa en el uso de sustancias
fotosensibilizantes que al aplicarse sobre el tejido es absorbido en mayor cantidad por
las células cancerosas debido a su acelerado metabolismo y activado a través de una
fuente de luz especifica, producen fluorescencia(utilizada en diagnostico) y/o reacciones
fotoquimicas que inducen a la apoptosis a las células (tratamiento) ; se ha demostrado a
nivel mundial que en enfermedades como carcinomas basocelulares, espinocelulares,
gueratosis actinica , enfermedad de Bowen, no melanomas malignos de piel en la linea

del ojo y la piel periocular, pueden ser tratado con TFD.

En el presente estudio se utiliza un Fluorosensor BDCF para el diagnostico de cancer de
piel, el cual consiste en un diodo laser de 400nm a una potencia de salida de 1,2 mW
gue al aplicarse su luz sobre el tejido canceroso (previamente fotosensibilizado con
Acido delta aminolevulinico ALA) induce la fluorescencia de ciertos cromoforos
principalmente de la Protoporfirina IX PpIX, que debido al acelerado metabolismo del
tejido canceroso es absorbido en mayor cantidad por dicho tejido en comparacién al
sano. El espectro fluorescente de la PplX muestra un pico méximo en la region de los
635nm pudiendo (al realizarse un escaneo punto a punto de la region neoplasica y sus
alrededores) realizarse una delimitacion de la regién tumoral mediante la definicion de

una magnitud que indique una probabilidad relativa que existan células tumorales.

Para la fase de tratamiento, se realiza un estudio teodrico de la distribucién de la luz en el

tejido (considerando sus propiedades de absorcion y dispersion en una region roja del
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espectro electromagnético) para poder realizar una dosimetria correcta de la dosis de luz
recibida en cada punto de la superficie o interno del tumor, planificar un tratamiento
fraccionado la dosis administrada al paciente; y de este modo generar una  foto-
excitacion adecuada que provoca un cambio de oxigeno triplete a singlete (con la ayuda

de la PpIX) produciendo finalmente la apoptosis celular.
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CAPITULO 2

FUNDAMENTOS TEORICOS
2.1 CANCER DE PIEL

2.1.1 Piely sus diferentes capas

Se tiene un sinniUmero de conceptos de piel, el siguiente es un resumen del Libro
“Dermatologia” de Falabella y colaboradores [1] . La piel es una envoltura que separa el
medio interno del ambiental, su funcion es de vital importancia para la homeostasis del
organismo. Ademas evita la perdida de fluido hacia el exterior y participa en la sintesis de

la vitamina D a partir e sus precursores.

La piel esta constituida por tres capas: epidermis, dermis e hipodermis (tejido celular
subcutaneo). Dentro de estos 3 estratos encontramos los anexos cutdneos como
glandulas sudoriparas, foliculo piloso y glandulas sebaceas; ademas de vasos

sanguineos, nerviosos y linfaticos.

La epidermis es un epitelio estatificado constituida por varias capas de células
gueratinocitos que contiene filamentos de queratina de diferente tamafo, las capas
epidérmicas de la profundidad a la superficie son: basal o germinativa, espinosa,
granulosa y cornea; se encuentra en renovacion constante y se inicia en la capa basal
cuyas células columnares se multiplican y se origina la capa espinosa que se estratifica y
migra a la superficie, aqui se aplanan y desarrollan granulaciones convirtiéndose en
células de la capa cornea. Cada célula germinativa cumple el ciclo de multiplicacion
celular en aproximadamente 100 horas; el transporte total de la célula desde su origen
en la capa germinativa hasta su desprendimiento en la capa cornea es de alrededor 31.5

dias.

En la capa basal estan las células con mayor actividad mitética una vez que deja su
habitat su transporte hasta la capa cornea es de 14 dias, de este punto hasta ser

descamada requiere 14 dias adicionales.

La capa espinosa constituye el mayor volumen de la epidermis, se distribuye en hileras
entre la capa basal y la granulosa, inicialmente de forma poliédrica y se torna plana a

medida que migra a la superficie, posee grandes bandas de filamentos de queratina.
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La capa cornea se forma cuando las células procedentes de la capa granulosa pierden
su nucleo y todo el contenido celular exceptuando los filamentos de queratina, dicha
pérdida constituye un 46% al 86% de su peso seco; se constituye de este modo la
estructura que ofrece a la piel la proteccion mecanica y barrera contra perdidas de agua

y penetracion de sustancias solubles del medio ambiente.

La dermis constituye la parte mas voluminosa de la piel, aporta del 15% al 20% del peso
total del cuerpo humano. Constituye 2 regiones: dermis papilar a la cual se moldea su
entorno, no contiene colageno maduro; el tejido conectivo con la caracteristica de la
dermis papilar que rodea el foliculo piloso y vasos sanguineos se denomina dermis
adventicia; la dermis reticular compuesta de fibrillas de coldgeno de gran calibre
entrelazadas con tejido elastico; la dermis esta constituido de 2 elementos: el tejido
conectivo que esta compuesto por coladgeno, fibras reticulares y tejido eléstico, estas

sustancia esta embebida entre las fibras mencionadas.

Existe un buen numero de células en la dermis en mayor cantidad en la dermis papilar
cuya funcién es la fagocitosis y la presentacion de antigeno a las células linfoides,
inmunocompetencia, ademas de microbicidas y tumoricidas produce factores de
crecimiento, citocinas y otras moléculas inmunoreguladoras son hematopoyetico e

intervine en la coagulacion y cicatrizacién entre otros.

La Hipodermis consiste en un cojin amortiguador contra traumas y una barrera térmica,
contiene material disponible de alta energia o sea calorias almacenadas en las células
de grasa. Encontramos a los foliculos pilosos creciendo activamente, las glandulas
apocrinas y ecrinas. Contienen un 10% al 30% de agua y menos del 2% de colesterol.
Cuando el organismo demanda energia, los triglicéridos son oxidados y convertido en
acidos grasos no esterificados los cuales llega a los tejidos donde se oxidan y se

convierte en glicogeno y luego en glucosa que constituye fuente de energia tisular.
2.1.2 Biologia molecular y cancer
El cancer de piel es una enfermedad en la que se encuentran células cancerosas

(malignas) en las capas epidérmicas, esta transformacion maligna celular[2] es el

resultado de la interaccion de mdltiples factores de riesgo donde de un lado tenemos
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factores como la edad, el sexo, la raza y la herencia y al otro lado tenemos los habitos
alimenticios, los habitos téxicos, el estilo de vida, el medio ambiente y las infecciones que
al interaccionar provocan la induccion, promocion y la progresion de la transformacion

maligna.

Los factores de riesgo inherentes al individuo de padecer cancer se van a representar en
su conjunto en el genoma humano donde cada cancer conlleva un cambio genético
inducido al interaccionar con los factores externos, que culmina con la aparicion de
células, que contienen la informacion genética adquirida del descontrol del crecimiento,
de la capacidad de infiltrar, metastizar y de tener otro patron de muerte celular, que
caracterizan a todos los canceres; el cancer por lo tanto es el resultado del dafio directo
o indirecto al ADN de las células, que se acumula a lo largo del tiempo hasta producirse
la transformacién maligna que afecta inicialmente a una célula Unica que es capaz de

iniciar la secuencia de transformacion neoplasica.

En un organismo humano sano los procesos de multiplicacion celular predominan sobre
la muerte celular en las primeras etapas del crecimiento, concluida esta etapa los
eventos de division celular y muerte entran en equilibrio y el nimero de células
permanece relativamente constante (dependiendo del comportamiento cinético de las
subpoblaciones celulares); es decir, se tiene un riguroso control sobre este proceso.

Si estos controles que sobre la divisidn celular se ejerce se dafian, la célula puede
comenzar a dividirse sin responder a la demanda organica y cuando la descendencia de
estas células que se dividen con autonomia heredan la tendencia del crecimiento
anarquico se origina un clon celular que formara un tumor que si tiene lass

caracteristicas de invadir y metastizar sera maligno.

Todas las células tienen genes encargados de la regulacion del crecimiento y cada vez
que una célula al interaccionar con un agente externo sufra dafio en su armonia
geneética, estos genes y sus productos proteicos induciran una reparacion inmediata del
dafio y si no pueden influir en la reparacion enviaran a la célula a la destruccion para
evitar la expansion clonar del dafio genético, estos son los llamados genes supresores
de tumor o antioncogenes, entre los mas estudiados estan el p53 (descrito en detalle
mas adelante por la importancia que tiene en este estudio), el Rb que ante dafios
genéticos paraliza el ciclo celular en G1; KdC (kinase dependiente de ciclinas, agrega

fosfato a una proteina), junto con ciclinas son las mayores llaves de control para el ciclo
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celular, causando que la célula se mueva de G1 a S 0 G2 a M;FPM (Factor Promotor de
la Maduracién) incluye la KdC y ciclinas que desencadenan la progresion del ciclo
celular y el p27 que es una proteina que se une a ciclinas y KdC bloqueando la entrada

en fase S.

El gen p53 es denominado el gran guardidn del genoma humano, est4 implicado en el
control del ciclo celular y ante cualquier alteracion genética paraliza el ciclo celular hasta
su restauracion o eliminacion celular, el gen p53 es una proteina que funciona
bloqueando el ciclo celular si el ADN esta dafiado, esta localizado en el cromosoma
17(17p13), las mutaciones adquiridas del P53 constituyen el defecto genético mas
frecuentes en tumores[4] ; se ha observado mutaciones de p53 causadas por radiacion
UV B (290-320nm) han sido detectados en dafio del ADN como un evento precoz en el
carcinoma epidermoide, desarrollo de queratosis actinicas y epitelioma basocelular[5] ,
la radiacion ultravioleta muta el gen p53 tempranamente en el desarrollo del cancer de
piel, demostrandose su presencia en las queratosis actinicas, que son lesiones pre-
cancerosas y usualmente regresionan espontdneamente pero pueden ocasionalmente
progresar a cancer epidermoide o espinocelular. Mdultiples queratosis en el mismo

paciente tienen diferentes mutaciones de p53.

Las mutaciones de p53 se encuentran mas frecuentes en carcinoma epidermoide
infiltrante (90%) y epitelioma basocelular(56%) que en el carcinoma in situ[6], [7] La
presencia de mutaciones en p53 también puede ser utilizada en la valoracion de
margenes en la extirpacion de neoplasias ("margenes moleculares"), pues la valoracién
molecular de p53 permite afinar aln mas en la prediccidén de las recurrencias locales del
tumor[8] el estudio genético de p53 basado en biologia molecular del ADN permite
detectar casi todos los tipos de mutaciones, la informacion morfolégica se pierde
(excepto cuando se realiza la Técnica de diagnoéstico por extraccion y andlisis del ADN
llamado PCR in situ) y la técnica es susceptible de contaminacion por células epiteliales
benignas, estromales o inflamatorias que se encuentran presentes en la muestra, sobre
todo cuando éstas se seleccionan durante el examen macroscopico[9] Si el dafio es

severo esta proteina puede causar apoptosis (muerte celular).

El primer paso en el proceso de carcinogénesis inducida por la luz solar que es uno de

los factores mas predisponentes al cancer de piel, es la formacion de fotoproductos de
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ADN por los fotones con frecuencia de alrededor del UVB, los cuales afectan con mayor
incidencia las bases pirimidinicas adyacentes, formandose anillos de ciclobutano unidos
al ADN. Durante la duplicacién de ADN, la formacion de los "aductos" lleva a mutaciones
en el ensamblaje del nuevo ADN, con cambios en la secuencia de bases nitrogenadas
correspondientes, produciéndose dos patrones distintivos de exposicion a luz ultravioleta
con mutaciones C-T y CC-TT;sualmente estas mutaciones son rapidamente corregidas

por los sistemas de reparacion del ADN; una de estas mutaciones son las del gen p53

Ademas de la radiacion ultravioleta, hay otros factores involucrados en la etiologia del
carcinoma epidermoide de piel, como la exposicion a hidrocarburos y la infeccidon por
Virus de la Papiloma Humana HPV como lo demuestra la mayor incidencia de estos
tumores la infeccibn por HPV en enfermos trasplantados con inmuno-supresion, las
mutaciones distintivas causadas por radiacion ultravioleta han permitido la identificacion

de los genes criticos para el cancer de piel.

Otra familia de genes relacionados con el control del ciclo celular la constituye los
protooncogenes que controlan la proliferacion y diferenciacién celular, cuando ocurren
mutaciones u otras alteraciones a este nivel el protooncogen pasa a oncogen y estos
desencadenan sefiales mitogénicas que escapan a los controles de regulacién normales
de la célula y se induce la formacion de tumores malignos, estos productos tienen
diferentes funciones dentro de la célula, pueden ser miembros de la familia ras(H-ras, K-
ras y N-ras) que en el cancer de piel no melanoma se hallan mutados en un 40%;
factores de crecimiento como el Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) y el PDGF,
pueden funcionar como receptores de membrana (EGF-R), ademas existen receptores
intracelulares que responden a las hormonas esteroides, la célula interpreta la sefial
(transduccion) y envia segundos mensajeros que pueden alterar la trascripcién ya sea

permitiendo que se expresen nuevos genes o modificando la expresion de los activados.

Los protooncogenes pueden ser activados a oncogenes por mutaciones, por inserciones
de genomas virales, translocaciones y amplificaciones, la alteracion de los genes
supresores y protooncogenes que controlan la proliferacion y diferenciacion celular han
demostrado ser el primer eslabon del proceso de malignizacion, de igual forma dirigir la
terapia actual contra el cancer hacia el control y reparacion de estas alteraciones

genéticas constituyen las grandes nuevas metas de este siglo.
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2.2 TERAPIA FOTODINAMICA

La primera vez que se informé del efecto toxico de la luz y los colorantes fue en 1900
[10] ,un cientifico aleman llamado Oscar Raab observé que los paramecios que se
exponian a la eosina (un colorante) en una habitacion muy iluminada dejaban de
moverse (lo cual es un signo de muerte en estos animales), no se volvié a oir hablar de
este hecho hasta los afios 60, cuando dos médicos de la Clinica Mayo [11] se dieron
cuenta de que cuando administraban hematoporfirina a pacientes con cancer, aparecian
puntos de luz fluorescente en los tumores toracicos cuando se iluminaban con luz
ultravioleta, Doughtery fue el que desarroll6 la forma més fotosensible de los derivados

de la hematoporfirina, el llamado porfimero sédico (Photofrin es su nombre comercial).

Hoy, la terapia fotodinamica esta siendo utilizada en EEUU, Japon, Canada, Brasil y en
algunos paises europeos como Alemania, Francia y Holanda, Italia, Espaia, Suecia, etc.
para el tratamiento de algunos tipos de cancer, sobre todo el bronco-pulmonar y el de
eso6fago, dermatologia, ginecologia, neurocirugia, otorrinolaringologia, entre otros; segun
la British Association of Dermatologists[12] , la terapia fotodinamica topica (PDT) es
eficaz en el tratamiento de ciertos canceres de la piel del non-melanoma y esta bajo

evaluacioén en otras dermatosis.

2.2.1 Generalidades de la Terapia Fotodindmica

Terapia Fotodindmica comprende la activaciébn de reacciones fotoquimicas dadas a
través de la interaccion entre un agente fotosensibilizante, luz y oxigeno para el
tratamiento de enfermedades malignas o benignas [13] ,la TFD comprende 2 pasos
importantes: el primer paso es la administracion del sensibilizador pudiendo ser las vias
de administracién oral, topica e intravenosa, el segundo paso implica la activacion del
fotosensibilizante en presencia de oxigeno molecular por medio de luz una longitud de

onda especifica que incide directamente sobre el tejido.
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En el presente estudio se ha escogido como agente fotosensibilizante el Acido delta
aminolevulinico ALA que es un precursor de porfirinas en el ciclo del Hemo [14] , es la
sustancia mas utilizada en solucibn al 20% en agua, aceite o crema [15]

[16] [17] [18] [19] [20] [21] [23] [22] [11] cuando se aplica de manera exégeno
ya que estimula la sintesis del grupo hemo dentro de la célula, produciendo una
acumulacion de porfirinas endbdgenas, principalmente de PplX; este acumulo
intramitocondrial de ALA es debida a que la capacidad de la ferroquelatasa es limitada, y
a que se consigue sobrepasar el mecanismo de retroalimentacién negativa que produce

la concentracion del grupo hemo sobre la sintesis de ALA.

Los protocolos actuales de Terapia FotodinAmica aunque no consiguen resultados
superiores a las terapias convencionales, si ofrecen una serie de ventajas: la aplicacion
topica de ALA no produce efectos adversos sistémicos ya que no se detectan niveles
significativos en plasma de porfirinas; no es un tratamiento invasivo; se consiguen

excelentes resultados cosméticos [23] .

La accién selectiva de la TFD viene condicionada por que el ALA se acumula en mayor
cantidad en las células tumorales[10] debido al anormal metabolismo de las
protoporfirinas dando gran selectividad a los tejidos neoplasicos [14] que conjuntamente
con su bajo PH, produce una mayor actividad de enzimas como la portobilinogeno-
deaminasa, responsable de la produccion de porfobilindgeno mientras que la actividad
de ferroquelatasa es menor [23] [29] ,minimiza dafio a estructuras vitales adyacentes;
esta especificidad celular, asi como el hecho de ser un eficaz agente fotosensibilizante
por la su selectividad neoplasica, forman la base del uso de la PplIX sintetizada de forma

enddgena tras la administracion de ALA.

La fuente de luz utilizada en la presente tesis es un laser quel irradiar los tejidos
cargados con PpIX con luz en su espectro de absorcion del ALA de 635 nm, y en
presencia de oxigeno molecular, se produce la liberacion de especies reactivas de
oxigeno produce radicales libres, especies de oxigeno singlete resultante (en general se
las denomina liberacion de especies reactivas de oxigeno ROS [14] [28] ), que causan
peroxidacion de lipidos, provocando dafios directos sobre la membrana celular y la
mitocondria, reticulo endoplasmético y membrana plasmatica, algunos efectos indirectos
como la alteraciébn de la normal microvasculatura y la inflamacion e inmunizacion

[14] [10] , posibles vasoconstriccion vascular de los arteriales del tumor, reduccién de
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la velocidad de flujo de los eritrocitos en las venas de los alrededores del tejido, éxtasis
sanguineo y trombosis de las venas tumorales acompafiado de isquemia y la
subsecuente necrosis, la principal causa de muerte celular es la inactivacién de los
canales de la membrana mitocondrial asi como la desorganizacion de las membranas
lisosomiales y plasméticas [5] [29] del tumor. Pueden ocurrir efectos inmunolégicos
como la produccion de interleukin 1 beta, interleukin 2, necrosis tumoral factor alfa, entre
otros.y radicales libres causando la peroxidacién de lipidos y escisiones en el DNA. La
principal causa de muerte celular tras la TFD es la inactivacion de los canales de la
membrana mitocondrial, asi como la desorganizacion de las membranas lisosomiales y

plasméticas.
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Después de la administracion exdgeno el ALA, la PplX es la Principal Porfirina Foto-
activada (PAP), ALA puede ser afectado por cualquier fuente de luz por lo tanto los
espectros resultantes, por eso se elije como fuente de luz el laser de diodo de 635nm,
cuyas caracteristicas como alta potencia de salida, maxima absorcién para el ALA,
monocromaticidad [10] ,coherencia [29] [24] [25] da ventajas en el tratamiento como
una penetracion maxima de 6mm pudiendo disminuir dependiendo de la localizacién del
tejido, produce maxima irradiancia y minimo tiempo de exposicién [10] entre otros

ademas que su longitud de onda es la misma que la de absorcién de la PpIX .

Para un efecto 6ptimo, el fotosensibilizador debe mostrar que su maxima absorcion se
encuentra en la longitud de onda de la fuente de excitacion utilizada, penetrar en los
niveles méas profundos y ser distribuido uniformemente, el ALA tiene una absorcién

méxima a una longitud de onda de 635nm y es hidrofilica. Con esto, la absorciéon es
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buena [24] vya que en tejido canceroso la queratina [26] esta dafiado y en su alrededor

es muy poca por lo que penetra de mejor manera.

Existe una relacion directa entre la acumulacion de PpIX extracelular y el efecto
fototdxico, si aplicamos luz en el momento en que la concentracion de PplX sea maxima
en células tumorales y minima en las sanas, conseguiremos mayor selectividad en la
destrucciéon celular, en las células tumorales se detecta un pico de concentracion
maxima de PplX tras 4 a 6 horas [12] de incubacion (o procesamiento) del ALA,
mientras que en células sanas, el pico maximo se obtiene mas tardiamente, tras 24

horas [14] a 48 horas [27] , la PplX desaparece de todas células.

El fotosensibilizador pude ser atacado por los radicales libres y ROS restante
produciendo el fenémeno conocido como fotoblanquiador (photobleanching), este efecto
puede ser Util en la piel normal donde bajos niveles de la droga son fotoblanquiados en
lugar de fotoactivados, mientras dentro del tejido canceroso donde los niveles de la
droga son mas altos, las reacciones fotoquimicas son predominantes, como resultado
tenemos una proporcién mas alta de tratamiento; ALA no se acumula en el nucleo celular
por lo tanto la TFD tiene una bajo potencial para causar dafio en el DNA , mutaciones y

bajo riesgo carcinogénesis [24] .

Se ha observado una eficiente absorcion de ALA en la parte proximal del tubo renal
después de la filtracion glomerular, sin embargo el mecanismo de este transporte
transmembrana dentro de las células epiteliales en intestino e higado es desconocida
[18]

Existen estudios [29] [19] donde se ha demostrado que hay una dependencia de la
temperatura con los efectos fototoxicos del ALA en células cultivadas donde la curva
dosis-respuesta es mas alta para mas altas temperaturas de incubacion de dichas

células.

A pesar de la simplicidad relativa de la técnica, la dosimetria exacta en TFD es
complicada por variables multiples en la formulaciéon [10] como son la entrada y
duracion de la droga, pardmetros especificos de la luz [24] , entre otros, se habla de un

sinnimero de dosificacidbn para aplicacion de Terapia Fotodindmica, varios autores
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como, Svanberg y colaboradores [49] prefieren el fraccionamiento de dosis, pues se ha

observado gran respuesta con esta técnica.

Los efectos adversos [10] que se pueden presentar al aplicar ALA es que durante la
aplicacion los pacientes pueden presentar ardor, prurito, enrojecimiento, estas
sensaciones se deben a la estimulacion directa a los nervios tumorales y dafio debido a
las reacciones del oxigeno singlete, se ha observado edema local y eritema
aproximadamente un dia después de la exposicion de la luz que puede prevalecer por
varios dias si la piel es de tipo | o Il y la localizacién de la lesién; se ha observado
también ulceraciones y extensa necrosis tumoral por administrar altas dosis y esto
puede resultar en lesiones grandes y profundas por lo que es necesario aplicar técnicas
dosimétrica para evitar estos problemas, se recomienda ademas cubrir las lesiones en
un periodo de 2 semanas hasta que los efectos sistémicos de la droga hayan
desaparecido por completo del cuerpo del paciente administrado, algunos efectos
oculares se pueden manifestar como fotofobia y/o problemas oculares, para esto es
recomendable evitar una irradiacion directa sobre los ojos colocandoles gafas

dispersantes de luz o tapandolos con apositos.

2.2.2 Aplicaciones de la Terapia Fotodinamica

La Terapia Fotodindmica es ampliamente empleado en el tratamiento de varias
enfermedades incluyendo el cancer cuyos resultados siguen siendo observados, existen
estudios en fase 3 sobre la aplicacion de la Terapia Fotodinamica en cancer cuyos
resultados fueron publicados por Waynant en su publicacion “Laser in medicine” [38] ,
eso indica los excelentes resultados obtenidos en este tema y lo comprometedor se

muestras sus respuestas en un futuro cercano.

Como esta tesis se enfoca al cancer de piel, se daréd a continuaciéon una descripcion de
las principales aplicaciones dermatologicas de la TFD; pero existen otro tipo de
aplicaciones como en oftalmologia mediante la combinacion TDF- Verteporfirina que fue
sintetizado en los 80s con la intencién de tratamiento de cancer, sin embargo esta ha
sido usado para tratamiento de la degeneracion macular desde el afio 2000 donde se
observa respuesta completa[36] ; el uso de la Terapia Fotodinamica se ha extendido en

aplicaciones contra el cancer de cabeza y cuello, tumores cerebrales, céancer
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pulmonares, enfermedades vasculares, cancer gastroenterologico, cancer de cerebro,

cancer orofaringeo, enfermedades uroldgicas y ginecoldgicas[37] .
2.2.2.1Enfermedades Dermatoldgicas

El tratamiento de Terapia Fotodinamica en psoriasis fue reportado en 1937,
recientemente Boehncke y Elshortst- Schmidt[30] trataron 20 paciente con psoriasis
cronica administrando BPD-MA intravenosa 8mg/kg de peso y subsecuentemente
irradiado por 3 horas con luz de 600 a 700 nm por un total de 5 semanas(25J/cm?,
70mW/cm?), donde todos los pacientes exhibieron respuesta parcial las primeras 2

semanas siendo sujeto de actuales investigaciones el aumento de su eficiencia.

La selectiva distribucion de la PpXl en condiloma ano genital (virus de la Papiloma
Humana principal causa del cancer de utero) después de la aplicacion topica de ALA
sugiere usar terapia Fotodindmica para tratar estas condiciones, 7 pacientes fueron
tratadas[31] de las cuales 5 muestran de 75 a 100% de reduccion de lesiones las

siguientes 16 horas de aplicar laser de argén con 100J/cm? a 75- 150 mW/cm?.

Como se encontré la generacion de PplX después de la administraciéon de ALA no solo
en las células epidérmicas , sino también en las unidades pilosebaseas se ha introducido
en el tratamiento de acne[32] ,el hirsutismo[33] donde el resultado fue
estadisticamente significativo ; ademas se ha observado respuesta parcial en alopecia

areata.

Algunos estudios mediante PDT topico en el tratamiento de la Queratosis Actinica
(condicién pre maligna) demuestran completa tasa de respuesta del 45% al 100%, se
observa una pobre respuesta en lesiones hiperqueratésicas debido a su ineficiencia en la
penetracion de ALA en el tejido, comparada con la aplicaciéon de 5- fluoracilo (tratamiento

regular), de todos modos un solo tratamiento parece ser efectivo y bien tolerado.

En el carcinoma escamocelular donde la respuesta fue del 67% al 100% con una dosis
de 150J/cm? con 2mg/Kg de peso de porfirin sédico, sin embargo varios autores difieren

de estos datos, se requiere un estudio mas profundo para obtener resultados acertados
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En el carcinoma basocelular, Dougherty[34] fue el primero en usar sistematicamente
PDT con Derivados de porfirinas en 3 lesiones de un paciente de 72 afios, Feyh[35]

reporté control histolégico con muestras de biopsias obtenidas 2 meses después del
tratamiento de 57 lesiones, 51 mostraron completa respuesta. Subsecuentes estudios

con ALA reporta una tasa de curacion del 79% al 100% para tratamiento superficial.

2.3 INTERACCION DE LA LUZ CON EL TEJIDO

Durante recientes afios, las técnicas Opticas especialmente con laser ha encontrado gran
aplicacion en el campo de la medicina, donde se cubre un amplio rango de técnicas de
terapia y diagnosticos, dichas aplicaciones incluyen endoscopia de cancer para
diagnéstico utilizando fluorescencia, monitoreo del sistema circulatorio incluyendo
arterias coronarias y transiluminacion de tejido para mamografia 6ptica. Varios factores
contribuyen a incrementar el interés en el diagnéstico de tejido por laser[38] para el
monitoreo Optico no invasivo tenemos:

% Empleo de radiacién no ionizante

“ Representacion de datos en tiempo real

% Empleo de puntos de monitoreo o captacion de imagen

% Posibilidad de integrar el diagnostico por laser con la terapia

El diagnéstico 6ptico con propdsito medico se basa en la interaccion de la luz con el
tejido, dicha interaccion puede ser de naturaleza resonante y no resonante dividiéndose
de la siguiente forma:

Resonante

«» Absorcién molecular de laser

K/
0’0

Muerte celular inducida por laser
% Fotoquimica inducida por laser
% Fluorescencia inducida por laser
No resonante

% Dispersion elastica

% Dispersion Raman

Son parte del diagnostico 6ptico las llamada biopsias Opticas que comprenden varias
técnicas espectroscépicas como Fluorescencia Inducida por Laser LIF, Raman y

transmision o reflexion en la region de la longitud de onda visible, infrarrojo o cercano al
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infrarrojo; donde la espectroscopia de Raman que tiene alta especificidad que la
fluorescencia inducida pero baja sensitividad debida a que es unas ordenes de magnitud
mas débil por la naturaleza de su dispersion , la espectroscopia Infrarroja tiene una alta
absorcién de agua y puestos de transmision en la fibra, dicha técnica es usada en
comparaciones con bien establecidas modalidades de diagndstico tales como radiografia
de rayos X, Imagen de Resonancia Magnética Nuclear, ultrasonido y tomografia de

emision de positrones.

(a) (b) (c)

(d) (e) ()
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FIG.2 Aplicacion Optica en medicina: a) Terapiadéiamica, b) cirugia laser, c) termotera|
d) tomografia Optica, €) biopsia Optica, f) espetopia difusiva in vitrdFuente: Waynant R.,
Laser in Medicine

2.3.1 Absorcion Molecular por laser

Cuando el tejido es irradiado por laser, una pequefa fraccion de luz es reflejada pero la
mayoria es penetrada dentro del tejido donde es también absorbida y dispersada por las
moléculas; en ciertas longitudes de onda la absorcion es fuertemente dominante sobre

la dispersion, se caracteriza por una fuerte absorcion y poco profundidad de penetracion.
2.3.2 Calor inducido por laser

El calor inducido por laser ocurre a través de la conversion de la energia
electromagnética en energia térmica, este proceso fotoquimico toma lugar cuando
biomoléculas han absorbido cuantos de luz llegando a un estado de excitacion y
retornando al nivel mas bajo no radiactivo, transfiriendo esta energia al tejido; en estas
condiciones la seleccion de la longitud de onda y el tipo de tejido determinan la

penetraciéon de la luz, el calentamiento conduce a la coagulacién de proteinas (60°C), los
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fluidos del cuerpo empiezan a hervir (100°C) y el tejido se carboniza (200°C); este
proceso puede ser usado para hemostasis y cirugias; esta es la mayor aplicacion del
laser en medicina teniendo mucho mas impacto en oftalmologia, dermatologia y cirugia
general.

El laser de dioxido de carbono (10.6um) tiene baja penetracion en tejido debido a la
absorcion del agua como lo tiene el laser de argdon (488, 515 nm) debido a la
hemoglobina, la maxima penetracion ocurre con el laser Nd:YAG (1.06um) el cual induce
zonas de coagulacion alrededor de los cortes quirdrgicos. Para longitudes de onda
ultravioleta, la profundidad de penetracion de la luz de laser es de 1 a 100um, tal
radiacion puede ser usada para inducir fluorescencia en biomoléculas, sin embargo la
alta fluencia incidente de tal radiacion en pulsos cortos induce ablacion del tejido, la

ablacion por laser se aplica en la correccion de miopia.

2.3.3 Dafio fotoquimico inducido por laser

Las moléculas excitadas 6ptimamente pueden liberar el exceso de energia en forma de
calor, transfiriendo su energia a otras moléculas, asi inducen reacciones quimicas de
interés terapéutico, el tratamiento Optico de psoriasis, Terapia Fotodindmica TDF de
infantes nacidos con exceso de bilirrubina son ejemplos que se aplican en este caso, en
esta aplicacién destacamos al a PDT mediante el uso de agentes fotosensibilizantes
como un ejemplo de interés en este contexto, donde el agente utilizado es el derivado de
la hematoporfirina (HPD) con su nombre comercial Acido delta Aminolevulinico ALA para

causar dafio fotoquimico en el tejido.

2.3.4 Fluorescencia inducida por laser

Las moléculas excitadas mediante ldser pueden regresar a su estado basico emitiendo
luz de fluorescencia, este fendGmeno ocurre siempre para las mas largas longitudes de
onda (cambios de stokes) para biomoléculas grandes, la fluorescencia normalmente
exhibe una buena distribucion de intensidad como funcién de la longitud de onda,
reflejando la distribucion de subniveles en el nivel electrénico bésico sin embargo
escogiendo la longitud de onda apropiada y exacta se puede utilizarla para analizar la
distribucion de luz fluorescente para obtener informacion de las moléculas del tejido.
Usando excitaciones de pulso corto es posible la medicion de tiempos de decaimiento

para la luz fluorescente, algunos cromoforos pueden contribuir a las sefiales del tejido:
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moléculas endégenas como NADH, NAD", colageno y elastina dando subidas llamada

autofluorescentes.

Un foton puede ser absorbido por una molécula si esta energia corresponde a la
diferencia entre los niveles de energia de los estados electrénicos de la molécula, como
mencionamos, la absorcion depende fuertemente de la longitud de onda; los
componentes del tejido que absorben luz son llamados cromoéforos, el mas importante
cromoforo en la regién visible y cercana al infrarrojo es la hemoglobina y el agua, la
absorcion de luz por la sangre depende de la oxigenacion, la oxihemoglobina tiene picos
de absorcién en las regiones de 418, 542 y 577 nm, mientras que la desoxihemoglobina
tiene un pico alrededor del 750nm. El agua la cual representa a gran cantidad de tejidos
es fuertemente absorbente en 200 y 1300nm; otro importante croméforo es la melanina
pequefios pigmentos granulares en la piel, ojos y pelo y se observa un decrecimiento de

absorcién mientras se incrementa la longitud de onda.

Whsorption [@.u.]
FIG 3. Absorcién de varios fluoréforos .
Melanina, la hemoglobina el Photofrim
gue es el nombre comercial del ALA y el
agua, en funcién de la longitud de onda.
Se nota que entre los 600 y 1000 nm se
tiene la ventana Optica donde se observa
un pico de absorciéde la hemoglobina;
alrededor del 400nm hay una menor
penetracion de luz pero mayor absorcién.
.01 T . - . FUENTE: Palsson, S. Physics
03 0.6 ! B & Deparment of physics 2000

100 4,

10 4 Meclanin

Después de la absorcidn, la energia puede ser liberada por emision de luz (fluorescencia
y fosforescencia) o las moléculas pueden ser trasferidas hacia el nivel basico por medios
no radiactivos, la energia absorbida por la molécula puede generar calor el cual puede
ser usado como una modalidad de tratamiento en ella misma[39] , entre 41 y 47°C el
tejido maligno es levemente mas sensible al calor que a la muerte celular y este puede
ser usado para tratamiento selectivo, a los 60°C , las proteinas son coaguladas, para
todo estos métodos, un control feed-back de la temperatura del tejido para monitoreo de
tratamiento es crucial, desde el enfriamiento de la perfusibn sanguinea puede variar

sustancialmente.

El parametro fisico usado para describir la absorcién es el coeficiente de absorcién p, el
cual se define como la probabilidad de absorcién por unidad de longitud y esta dado en

centimetros (cm).
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Consideramos que una onda electromagnética se propaga en un medio continuo en la
direccion del vector de poynting, la irradiancia Iz se atenta exponencialmente en funcion
de la distancia recorrida de acuerdo a la ecuacion de Beer Lamber[40] :
I, =1,exptu,2) 1)
Donde: z es la direccion de propagacion de la onda electromagnética,

Ma el coeficiente de absorcion

lo es la irradiancia a la distancia z=0
El coeficiente de absorcion esta dado por:

_ 47K
Ao

Ha (2)

Donde: Aq longitud de onda

K parte imaginaria del indice de refraccion complejo del medio.

Esta definicibn es recopilada desde el punto de vista macroscépico; sin embargo,
considerando desde el punto de vista microscopico, la absorcion toma lugar la
aproximacion en un tejido grueso al cual incide un numero de particulas incidentes o, por
unidad de tiempo y se obtiene a la salida particulas resultantes |4 como observamos en

el grafico siguientes:

—IhID Iid) FIG.4 Aproximacion para un tejid
— ™ Iz " (blanco) grueso. Interaccion de la
—— radiacion incidente de ancho d

Se tiene para este caso que el coeficiente de atenuacion lineal esta dado por
M, =NO ®3)
Donde: n es el numero de 4&omos o moléculas con las que se produce el proceso por
unidad de volumen vy esta dado por:

o es la seccion eficaz de absorcidon(probabilidad de interaccién por fluencia de
particula incidente.
El numero de moléculas con las que se produce el proceso esta dado por

= NapC

PA )
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Donde Na es el numero atdmico de la molécula
p Densidad de particulas
C concentracién isotropica
PA peso atébmico de la molécula

El valor para pa en las condiciones épticas del tejido usado es 0.7cm™
2.3.5 Dispersion elastica

La dispersién de luz en el tejido es importante para el rojo y el infrarrojo cercano, el cual
no es fuertemente absorbido por el material, la dispersion es normalmente elastica es
decir no hay cambio de longitud de onda cuando la luz es dispersada por particulas con
una medida mucho menor que la longitud de onda de la luz incidente; si la absorcién es
baja algunos proceso dispersivos puede ocurrir en mayor o menor grado antes que el
fotbn sea absorbido en o0 escape del tejido;, hay dos tipos de dispersion elastica:
Rayleigh y Mie, si la medida de las dispersiones son considerablemente mas larga que la
longitud de onda , tendremos dispersion de Mie, esta teoria se refiere a particulas
esféricas , la probabilidad de dispersiébn Mie es una muy compleja funcién de la longitud
de onda, de los indices de refraccion del medio que le rodea y en general de la
intensidad de la dispersién se incrementa con mas cortas longitudes de onda y tienen
una dependencia aproximada de A La dispersién de Rayleigh ocurre cuando la luz no
resonante interactiia con mas pequefios dispersores que la longitud de onda, la variacion
del campo eléctrico crea polarizacion en moléculas las cuales actual como antenas y
reemiten la luz en una nueva direccion, la probabilidad para obtener dispersion Rayleigh

se incrementa con las mas cortas longitudes de onda y tiene una dependencia de A .

La dispersion es descrita por la probabilidad de dispersion por unidad de longitud ys,
dado en centimetro cm™; la suerte de un fotén individual es determinada por un compleja
intercambio entre absorcion y dispersion, para ciertas geometrias este proceso puede
describirse resolviendo la ecuacion de difusién, especificando valores para los
coeficientes de absorcion y dispersion, Y,y Us respectivamente, la suma de estos dos
coeficientes nos da el coeficiente de atenuacion total

He = Hy T U )

El cual describe la probabilidad de interaccion luz- tejido por unidad de camino recorrido

de un fotén migrante.
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De especial interés es el estudio de la transiluminacién a través de muestras gruesas de
tejidos (pocos cm), algunos de los fotones has sido dispersados varias veces resultando
en efecto longitudes de caminos de unos centimetros, esto puede ser simulado mediante
métodos montecarlo donde la trayectoria del fotbn es seguido por un gran numero de

eventos Build up en una distribucion de intensidad.

La presencia de dispersion hace que las mediciones de absorcibn sean mucho mas
elaboradas, el camino recorrido en el tejido que ha sido atravesado no puede ser
cuantizado en las mediciones estacionarias, haciendo un directo uso de la relacion de
absorcion de Beer Lambert, el monitoreo de Tiempo de Resolucion de pico segundos de
pulso obtiene buena definicion en las mediciones, los cuales son de gran interés para
mediciones de oxigenacion de tejido usando espectros de absorcion en el rojo e

infrarrojo cercano. Este tipo de dispersion es estudiado en esta tesis.

Anélogo a la absorcién, Se tiene para este caso que el coeficiente de dispersion esta
dado por
Hs =NO (6)
Donde: ns es el nimero de atomos o moléculas con las que se produce el proceso por
unidad de volumen Yy esta dado por:

Os es la seccion eficaz de dispersion (probabilidad de interaccion por fluencia de
particula incidente.
El numero de moléculas con las que se produce el proceso esta dado por

_NapC
° PA

Donde Na es el numero atdmico de la molécula

(7)

p Densidad de particulas
C concentracion isotropica

PA peso atémico de la molécula
2.3.5.1 Dispersion anisotropica
La dispersion en medios turbios es generalmente no isotrépico y fuertemente trasmitido,

el angulo de dispersion de un solo evento de dispersion tiene una distribucién de

probabilidad llamado funcion de fase, donde generalmente se denota
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P(Q, Q) 8
Descrita por la probabilidad que la luz viaje en la direccion Q. y en un solo evento

podria dispersarse en la direccion Q.

Q. FIG. 5 Definicién de parametros geométricos para
la teoria de transporte. Las direcciones estansdado

por los vectore€ .y Q_". El &ngulo de deflexion

; 6 o de zenit e® es gobernado por la funcién de fase,
o -’i l P mientras la dispersion es asumida a ser Isotropica
I alrededor del angulczimutal @

Para varios tipos de tejidos, la dispersion es simétrica alrededor de la direccion
incidente, asi la funcion de fase puede ser expresado como una funcién del angulo entre
el incidente y el dispersado denotado 6, esta presuncion puede ser no valida para
estructuras de tejido con largo alineamiento celular. Cuando se describe el transporte de
luz en tejido con varios modelos tedricos, la funcion de fase es empiricamente escogida.
Con tejido optico la funcion de fase de Henyey- Greenstein es originalmente usada para
describir dispersion. Este ha sido demostrado con las mediciones de distribucion angular
para piel y aorta[41] . La funcion de fase de Henyey- Greenstein esta expresado como:

, 3 1 1-g?
p(Q. Q,) = p(cosd) =— 3
47T (1+ g% - 2c0s) 2

9)

Donde: g factor anisotrépico o factor g

El factor g es definido como el coseno del angulo de dispersién

g = [cosd.p(cosf)dQ, = (cos@)) (10)

Donde g toma valores de -1 a +1 correspondiente a la dispersion total o dispersion
trasmitida respectivamente. La dispersion isotropica es representada por g= 0, el tejido
mamario toma valores de 0.7 a 0.95 siendo altamente dispersado, la sangre humana,
0.995y0.999 [42] .

Como la funcién de fase es una distribucién de probabilidad, puede ser normalizada.

9= [ p(cosd)dQ, =1 (11)

En algunos tipos de mediciones de dispersion se tiene varias combinaciones entre s y g

esto es encontrado en mediciones de reflactancia difusiva (varios eventos seguidos)
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FIG. 6 Efecto en mediciones de difusién
reflectante

Donde se tiene que
(1_ gl)/'[S,l =(@1-0,)Hs;, (12)

En este caso es conveniente caracterizar el medio por el coeficiente de dispersion
reducida ps” la cual combina g y s en un solo paradmetro:

M= 1= 9)u, (13)

El inverso de este coeficiente de dispersion reducida es una medida del camino libre
entre eventos isotrépicos artificiales en un ambiente multiplemente dispersivo es decir
es la distancia promedio de un fotdbn que viaja antes que la dispersion pueda ser
estimada como Isotropica.

El valor del coeficiente de atenuacion reducida para las propiedades Opticas del tejido
usado es ps'=14cm™,

Finalmente el coeficiente lineal de transporte p, es usado para describir la inversa de la

longitud de camino recorrido entre eventos en una fuerte dispersion, y esta dada por:

Mo = o + A=)y = fy + 1 (14)
2.3.6 Dispersion Raman

La dispersibn Raman es inelastica donde se obtiene un fotén con diferente energia
dirigido a fotones de alta longitud de onda, puede ser visto como una excitacion a un
estado virtual (no resonante) y una inmediata transformacion desde este estado a un
estado mas bajo de diferente energia que el estado inicial, el mas bajo estado dividido
es debido a la energia vibracional, los resultantes cambios son caracterizados por
vibraciones en especificos grupos moleculares. A través de la dispersion de Raman
obtenemos més alta especificidad que fluorescencia inducida, pero hay problemas en la
sensitividad porque es algunos ordenes de magnitud mas débil.

En la siguiente figura observamos la dispersion de raman:
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2.4 FLUORESCENCIA INDUCIDA POR LASER

2.4.1 Mecanismo de accion de la Fluorescencia bnzlda

La utilizacion del laser como fuente de excitacion esta reconocida como una de las
técnicas mas sensibles [43] de analisis cualitativo y cuantitativo de &tomos y moléculas
fluorescentes, en condiciones Optimas la técnica ha permitido detectar hasta un solo

atomo en fase gaseosa y moléculas individuales en solucion.

La sensibilidad de la fluorescencia inducida por laser deriva de la excelente relacion
sefial/ruido que esta técnica exhibe, y es debida principalmente a que la sefial es una
medida directa de la especie analizada, contrario a lo que se hace en las técnica de
absorcién, donde la determinacion de una especie dada se hace por la medida de
pequefias diferencia en la intensidad de la sefial fuente se puede detectar absorbencias
muy débiles, en estos casos la sensibilidad depende de la estabilidad de la fuente y de la

alta sofisticacién de los instrumentos 6pticos y electrénicos.

La selectividad [44] de este método es debida al hecho que se observa una sefial solo
si hay absorcion, es decir solo se la longitud de onda coincide con una linea o una
banda de absorcién del producto y una alta eficiencia fluorescente, es decir, que la

molécula se desexcite mediante emision de radiacion.

LIF es también una importante herramienta para el estudio de varios fenomenos
fotofisicos, fotoquimicos y bioldgicos: entre los ejemplos mas importantes podemos citar
determinacion de vidas medias de estados excitados, estructura y dinamica de las
proteinas y reacciones de transferencia de fotones en estados excitados (aqui se

encuentra incluida TFD)
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Para moléculas grandes, aun para excitaciones pequefas, los espectros de
fluorescencia pueden complicarse debido al gran niumero de estados vibracionales y
rotacionales accesibles, la interaccion de las moléculas aisladas con la radiacion EM
depende de los niveles o estados energéticos de la moléculas y la energia de la luz
incidente; a su vez, dichos niveles energéticos estan asociados a los estados
electrénicos, la energia de vibracién y de rotacion de la moléculas que forman un
conjunto discreto de energia; pero debido a esta diversidad de niveles y a la interaccion
entre moléculas vecinas, los niveles de energia se funden en un continuo, las
transiciones electronicas responsables de la banda espectral obtenida, es asignada a un
grupo de atomos llamados croméforos.Un esquema de niveles energéticos de una

molécula como la PpIX se muestra en la figura 8.

—
25 N T FIG. 8 diagrama de los niveles de energia de un
5 fotosensibilizante con los estados singletes (s@lyy
§ T, estado triplete t1 y oxigeno molecular con sudsstaase
triplete y estado excitado singlete. El fotosetizinte es
Al |[F S,
<

excitado por absorcion de un fotén (a) y va a auialy
P estado excitado singlete (aqui Gnicamente es gddisl).
| ,( La energia de excitacion es relajada radiactivaenent
z '-L (flechas no rectas), f: fluorescencia, p: fosfoeas@, ic:
m— T, conversion interna, isc: cruce intersistemas

5, =

Photosensitizer Oxygen

2.4.2 Importancia de la fluorescencia

» Por analisis de fluorescencia se obtiene informacion de moléculas que la emiten y
de las que les rodean (informacion del fluoréforo); es decir, también se obtiene
informacion del medio que rodea al fluoroforo en estudio

» La fluorescencia se da como una emision espontanea de radiacion (luminiscencia)
entre estados vibracionales de la misma multiplicidad debido a las reglas de seleccién
cuanticas para procesos condicionados por transiciones dipolares y ocurre desde
estados térmicamente relajados hacia estados base

« Al aumentar la Energia de Excitacién, aumenta el numero de canales de decaimiento
(de acuerdo al numero de niveles accesibles; como la deteccion se limita a una banda
angosta de longitudes de onda, se observara una fraccion de decaimiento si se
utiliza excitaciones pulsantes, el intervalo temporal de deteccién debe aumentar para

medir una fraccion razonable de fotones, esto produce también luz de fondo, pero la
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desventaja es la deteccion de fluorescencia de estados excitados superiores (de alto
n) es menos facil de lograr

» La relajacion radiactiva que produce la fluorescencia puede terminar en cualquier
subnivel de la banda de energia mas bajo, la emisién ocurre en una distribucién
ancha de longitudes de onda y no en pico agudo, mientras mas corto sea la longitud
de onda de excitacion (UV), una mayor parte del espectro visible se manifestara en la
sefal de fluorescencia resultante.

» En soluciones a temperatura ambiental, las moléculas excitadas puede interactuar
entre si y el cambio entre niveles rotacionales ocurre rapidamente (ps), cuando la
interaccién ocurre, la molécula se puede relajar sin emitir radiacion a niveles
energéticos mas bajos de la banda desde la cual ha sido excitado (Conversion
Interna Cl). Si la banda es mas alta que la primera excitada (S1) se da otra
interacciéon (LEY VAVILOV) de modo que la molécula termina en el nivel mas bajo de
la banda S1. El hecho que la fluorescencia se emita desde este nivel hace referencia
a la regla de KASHA.

» Otro proceso que se da al excitarse una molécula es la transformacion de energia, el
exceso de energia se transmite a otra molécula la cual se excita y produce su propia

fluorescencia.

2.5 FLUOROSENSOR BDCF

2.5.1 Diodo laser azul

En aplicaciones espectroscopicas se necesitan las siguientes caracteristicas para una
optima adquisicién de datos: alta pureza espectral, alta estabilidad de longitud de onda,
facil modulacion de longitud de onda y modulacion, alta pureza espectral, alta estabilidad
de longitud de onda, excelente capacidad de modulacién, alta potencia de salida; varias
fuentes de luz han sido usados con este fin, pero el diodo laser ha dado resultados

optimos en cuanto a resultados.

El diodo laser es en muchos aspectos una fuente de luz Unica, su forma compacta, bajo
consumo de potencia, largo tiempo de vida, alta definicion, facil operacién vy
relativamente bajo costo hace del diodo laser muy conveniente para varios equipos opto
electrénicos y utiliza la recombinacion de electrones y huecos en la zona vacante de un

diodo semiconductor para producir luz en una cavidad adecuada, el primer diodo laser se
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construy6é con un cristal de GaAs dopado para forma la unién p-n (Fue remplazado el

silicio debido a su banda prohibida directa) siendo mas eficientes para producir luz.

La luz del diodo laser se genera aplicando corriente directa de polarizacion en la juntura
p-n esto produce electrones y huecos en la region activa entre los materiales tipo p y
tipo n, logrando la inversion de poblacién entre la banda de conduccion y de valencia

debido a la recombinacion de electrones huecos resultando la emision estimulada.

La longitud de onda del diodo laser esta dado por el tamafio de la banda del material
semiconductor se utiliza material semiconductor compuesto de GaAl;-xAs, variando las
proporciones Ga:Al de la concentracién de impurezas se obtiene también diferentes
longitudes de onda; a fin de crear una inversion de poblacién y mejorar la posibilidad de
recombinacion, se requiere altos niveles de impurificacion asegurando que en la regién
de agotamiento los estados llenos de la banda de conduccion estén por encima de los

estados vacios de la banda de valencia (capa activa).

El inicio del efecto laser se caracteriza por una corriente de inyeccion especifica
(corriente umbral) por debajo del cual la emisién de luz es espontanea e incoherente,
este fendbmeno debe competir contra los procesos de absorcion en la regién activa, el
laser no emite luz coherente hasta que la corriente exceda la corriente umbral; (Para
potencia de 5mW se tiene una corriente umbral de 20 a 50mA; para 200mW, 20 a
200mA); los diodos laser viene en paquetes con un fotodiodo integrado , el fotodiodo
prueba la densidad de salida del diodo laser in situ por la recoleccion de la emisién
residual de la faceta trasera del diodo que es proporcional a la intensidad de salida del

rayo para un monitoreo efectivo.

La emision espontanea se da en los diodos laser de igual manera que en los LEDS ;
para el caso del LED da lugar a un aumento en el ancho de bandas pero a una seiial
Optica mas débil que esta debajo de las longitudes de onda de funcionamiento del laser,
por eso se utiliza el trabajos de fluorescencia el filtro cut-off para seleccionar con

precision la longitud de onda de excitacion.

2.5.2 Conformacién Fluorosensor BDCF
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Este disefio esta basado en el fluorosensor BCDF descrito por Svanber vy
colaboradores[45] y construido en el Departamento de Fisica[46] consta de un Diodo
laser de 400nm 5mW de salida y onda continua NICHIA NLHV500 que por medio de su
driver 1IP250-BV THOR LABS, se alimenta con una batearia de 9V, el diodo laser es
colocado en un tubo junto con una lente colimador GELTECH C230TM-A, la luz de
salida es limpiada para emisiones espontaneas de anchos de pico angosto con un filtro
de interferencia VI F25-400-4-0.5; la radiacion violeta es enfocada por un ensamble de
lentes porta fibora OPTICS FOR RESEARCH PAF-SMA-6-NUV-Z de 600um de diametro
,antes de entrar el campo de luz a la fibra, es reflectada en un beam-splitter dicroico CVI,
la fluorescencia es inducida en un objeto localizado en contacto con una punta de fibra
distal donde tenemos alrededor de 1.2mW de salida laser y un cambiador stokes de luz
de fluorescencia es conducida a través de la fibra

Desde el espectrometro la fibra es acoplada por un porta fibras a un pequefa fibra, el
espectrometro OCEAN OPTICS S2000 a usarse, es equipado con un 100um de abertura
donde la luz de laser es elasticamente dispersada y bloqueada por un SCHOTT GG440
de filtro CUT OFF localizado detras del dicroico. El enrejado (600lineas /mm) dispersa la
luz en una regién de espectros de alrededor de 330 a 1000nm que es captada por los
detectores CCD.

Se tiene una resolucion espectral es de alrededor de 5nm siendo adecuadas la
investigacion realizada en esta tesis.

El diagrama del fluorosensor BDCF se presenta a continuacion:
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FIG. 9 Montaje fluorosensor . En la figura de laetda observamos el montaje tanto electronico
como 6éptico del fluorosensor listo para su funcioigto. En la figura izquierda, se observa las
partes del equipdzUENTE: Svanber , S. Lund University
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CAPITULO 3

DELIMITACION DE TEJIDO CANCEROSO IN VIVO (FASE
DIAGNOSTICO)

En este capitulo obtendremos y analizaremos los resultados dados de la aplicacion de la
técnica espectroscépica LIF in vivo mediante un barrido punto a punto en el tejido
canceroso de piel no melanoma para obtener el espectro de fluorescencia caracteristico
de cada uno de dichos puntos y mediante una estandarizacion considerada a partir de la
maxima absorcion de ALA pro el tejido canceroso debido a su acelerado metabolismo, y
minimo en piel sana; encontrar las curvas de isoprobabilidad de cada tumor que permita
al dermatdlogo realizar una exéresis tumoral con un criterio mas técnico y sin riesgo de
recidivas futuras. Para este propésito, se disefia protocolos tanto clinicos como fisicos y

técnicos que permitan reproductividad y eficiencia de la técnica empleada.

3.1 TECNICA EMPLEADA

La delimitacion del tejido canceroso mediante la técnica espectroscopica Fluorescencia
Inducida por laser LIF se lo realiz6 in vivo en pacientes dermatoldgicos de los Hospitales
“Carlos Andrade Marin” y “Gonzalo Gonzalez” de la ciudad de Quito, que mediante un
criterio de inclusion, se selecciond pacientes que ingresen al presente estudio, estos
pacientes debian previa aplicacion de LIF, tener un resultado clinico (medico) o
histopatoldgico(biopsia) de carcinoma basocelular o carcinoma espinocelular (ambos

cancer de piel no melanoma).
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Con estos antecedentes, se procedid a la sensibilizacion del tejido canceroso y sus
alrededores y la induccion a PplX que como habiamos visto se acumula en mayor
cantidad en células cancerosos debido a su metabolismo acelerado que en células sana;
se aplico Acido & aminolevulinico al 20% en crema Lubriderm piel sensible, via topica;
el acido utilizado pertenece a 2 casas comerciales: Frontier Scientific Inc. (CAS A167,
MASS 167.59), y Porphyrin Systems (AL89001; al 99%) y luego de un periodo de 4 a 6
horas, se aplico laser de 400nm continuo y se procedié a recolecciéon del espectro de
fluorescencia mediante un barrido punto a punto sobre el tejido canceroso y sus
alrededores; para esto se utilizé un arreglo tipo matriz cuadrada y uno tipo matriz radial,
en un de papel adhesivo con agujeros cada 5mm o 3mm de acuerdo a la necesidad. El
uso de dichas matrices(cuadrada y radial) se las realiz6 con el criterio de que al usar una
matriz cuadrada obtenemos mas datos del tumor y con la matriz radial menos datos pero

es muy didactica para la presentacion de resultados a los médicos dermatdlogos

Se acoplé la parte distal de la fibra Optica para aplicar y obtener la informacién de los
espectros de los fluor6foros estudiados con un tiempo de aplicacion de laser de 5 a 10
segundo hasta que se estabilice dicho espectro; las area media de barrido es de 6.03
cm? estas matrices son aplicadas y acopladas a la forma del tumor y se mantiene
referencias anatomicas como centro del tumor, parte superior, inferior y laterales del
tumor y referencia con otros 6rganos como distancia a los ojos, nariz, boca o0 mas aun ,
referencia a lunares de nacimiento u otra marca que permita una orientacion clara de los

resultados a la hora de realizar exéresis utilizando curvas de isoprobabilidad

FIG.10 Matriz sobre tejido cancerosLa matriz
cuadrada ubicada sobre el tejido canceroso petmite
mejor manejo de datos, al ubicar la forma de tuenda
matriz, se lo reemplaza por una pieza plasticaoue
perfectamente la forma de dicha lesion y su contorn

3.2 SELECCION DE PACIENTES



44

Se incluyeron 30 pacientes (15 varones 15 mujeres) con 35 lesiones, de las cuales: 22
carcinomas baso-celulares, 2 carcinomas espino-celular, 8 queratésis actinicas, 1

melanoma, 2 barridos de region con antecedentes de cancer. Baso-celular.

De estas 35 lesiones, 2 estuvieron localizadas en la region cervical, 2 en el dorsal de
mano, 4 en abdomen y térax y 27 en rostro. La edad de los pacientes fue entre 42 y 95
afos (edad media: 74 afios), la mayoria residentes en Quito, donde el 50% son de raza
mestiza seguidos de un 37% de raza blanca y un 13 % raza indigena. Con un 40% de
pacientes de instruccion secundaria, un 27% instruccion superior, 23% instruccién
primaria y un 10% sin instruccién. Los pacientes con trabajo representan el 60% de la
muestra y los que tienen antecedentes familiares de cancer de cualquier tipo llegan al
47%.

De todos estos datos, el que tiene mayor incidencia para la apariciébn de cualquiera de
las lesiones mencionadas son personas entre 40 y 70 afios que trabaja aun, vive en
Quito, de raza mestiza y con antecedentes personales (en primer grado) de familiares

con cancer de cualquier tipo.

Quince (15) lesiones fueron foto-documentadas; esto se hizo para obtener mejor
referencia de las lesiones en las mediciones de forma y tamafio de las mismas, que es
un factor muy importante para un buen diagnostico. Todos los pacientes llenaron un
protocolo individual donde se tiene el diagndstico clinico de la lesion. En 20 pacientes se
tiene el diagndstico histopatolégico de la lesién obtenido mediante biopsia. De 8
pacientes se tiene el resultado del andlisis histopatoldgico del tejido escisionado y
realizado un examen especial para observar microscopicamente el alcance del tumor en

el tejido sano (margen de seguridad dejado por el médico dermat6logo o cirujano).

Esta investigacion fue realizada tanto en el Hospital Carlos Andrade Marin Servicio de

Dermatologia como en el Hospital Gonzalo Gonzélez de la ciudad de Quito

Los pacientes siguieron el criterio de inclusion y exclusion sefialado en el anexo 3.

3.3 PROTOCOLOS EMPLEADOS
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Para comprobar la eficiencia de una técnica se debe estudiar los protocolos a usarse ya
que son la base fundamental para tener resultados positivos de estudios clinicos de este

tipo. Los protocolos empleados se desarrollan a continuacion.

3.3.1 Protocolo individual

La hoja de Protocolo individual ( anexo 1) se la llené conforme cada paciente y constan
datos tales como: informacion genera, antecedentes personales, antecedentes familiares
, informacion relacionada con los datos obtenidos de fluorescencia y evaluacion fisica del

paciente antes, durante y después de aplicado este estudio

3.3.2 Protocolo general

Al aceptar los pacientes formar parte de la investigacion, se procedié a firmar una
aceptacion de términos de investigacion al paciente, para evitar futuras complicaciones

de tipo legal.

Los pacientes que ingresen a usar deteccidn con laser azul se realizaran previamente la
clasificacion de las lesiones procedimiento para examinacion histopatolégica para luego

ser afirmado con el método deteccién laser azul

Al ingresar el equipo al lugar dispuesto para los estudios, se realizara la calibracion
adecuada del software que se va a emplear para la utilizacion del laser azul, caso
contrario la luz del medioambiente influiria en nuestras mediciones y los picos obtenidos
serian falsos. Ya listo para ser utilizado se seguira el protocolo general donde incluye
informacion como forma de aplicar y proteger ALA para que induzca PpIX vy la

recoleccién de espectros (Anexo 2).

3.3.3 Protocolo médico dermatdlogo

Aqui observamos los criterios de inclusion y exclusion de pacientes que formaran parte

de este estudio (Anexo 3)

3.3.4 Protocolo del fisico- Médico
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La recoleccion de los espectros por medio del software y hardware empleados son
manejados por el fisico siguiendo el siguiente un protocolo donde incluyan las
indicaciones que se dieron al paciente, los valores empleados para obtener una buena
imagen , la forma de guardar dichos valores para no confundirlos ya que de cada

paciente se obtuvo alrededor de 100 muestras del “barrido tumoral” realizado (Anexo 4).

3.3.5 Protocolo cirujano dermatdlogo
Los protocolos para exéresis de tumor ya estan establecidos, el presente sigue su mismo
lineamiento pero con las variaciones que involucran el realizar el estudio que se esta

llevando a cabo, es decir, el manejo de la pieza quirtrgica ya extraida (Anexo 5).

3.3.6 Protocolo histopatolégico

Este procedimiento ya se encuentra establecido pero aqui se incluye el tratamiento de la

pieza anatomica para reporte de la elaboracion de la curva micro (Anexo 6)

3.3.7 Instrucciones al paciente

Estas son instrucciones puntuales para colocar ALA en el tejido neoplasico de 4 a 6
horas antes la toma de los espectros de fluorescencia (Anexo 7) incluye informacién
sobre cantidad de ALA a colocarse sobre el tejido tumoral y sobre el tejido sano, tiempo,
posicién del plastico transparente, oscuro y papel aluminio y proteccion post aplicaciéon
de laser.

3.3.8 Consentimiento del paciente

Este es un documento oficial y por lo tanto debe ser tratado como tal, ya que nos exime
de futuras complicaciones juridicas de parte del paciente, ademés lo pone al tanto del

procedimiento a seguirse(Anexo 8).

3.3.9 Protocolo Tratamiento

Las instrucciones para aplicar Terapia FotodinAmica para tratamiento son incluidas en el

anexo del protocolo general. (Anexo 1)
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3.4 ADQUISICION Y ANALISIS DE DATOS DE FLUORESCENCIA
INDUCIDA

3.4.1 Modelacion de Curvas de Isoprobabilidad alresldor del tejido

tumoral
Los espectros de fluorescencia adquiridos de los tejidos irradiados con luz de laser
fueron receptados en un espectrometro de tipo USB 2000[46] .Al irradiar los tejidos con
luz azul-violeta (tejido fluoréforo como: colageno elastina, colesterol) se emite radiacion
con longitud de onda mas larga que la longitud de onda excitante. Al estudiar el espectro
de esa autofluorescencia es posible extraer informacién de varios fluoroforos presentes
en los tejidos. Estos tejidos tienen un pico de absorcién de 500nm y que varia conforme
se aleja del centro del tumor; de igual manera obtenemos un pico maximo en el 635 nm

que es de la PpIX .

Se tom0 espectros tanto de piel normal como de tejido canceroso y se grabo en el
software correspondiente que viene con el mismo espectrémetro (OCEAN OPTICS, INC
2003), ademas se extrajo el ruido de fondo antes de empezar la aplicacion del laser, ya
que las habitaciones donde se desarrollaron estos estudios contaban con luz natural y
lamparas fluorescente, pudiendo estas alterar las mediciones obtenidas . Se localizaron
los picos de absorcion y se definio en qué rangos de intensidad se encuentran los
mismos (auto-fluorescencia, pico A, a 500nm y de PplX, pico B, a 632nm); con esto, al
realizar un barrido por toda la matriz, obtendremos espectros cuyos pico maximos (de
autofluorescencia y del PpIX) se mantienen en la misma longitud de onda, lo que varia es

la intensidad de fluorescencia dependiendo la cercania al tumor o su ubicacion dentro del

tumor.
Espectro de Fluorescencia
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Se relacionaron las alturas a y b de los correspondientes picos A y B de espectro
autofluorescente y de PplIX respectivamente que son parametros estables. Se tiene en
cuenta que alrededor de los puntos maximos, tanto de la PplX como de la
autofluorescencia de piel el conjunto de valores semejantes, es decir, es una curva
suave alrededor del méximo y si se varian los valores de longitud de onda en un intervalo
de £1nm. La relacion a/b no se altera demasiado, es decir, desviaciones pequefas en el
centro de los picos no son criticas. Ademas se utiliz6 el siguiente procedimiento de
normalizacion: se tomo el 100% de probabilidad de que existan células tumorales, en el

centro del tumor y alrededor del 0,1% de probabilidad en piel sana.

En las siguientes figuras se observa las curvas de isoprobabilidad del tejido canceroso,
se grafica el porcentaje de células cancerosas en relacién a la distancia del tumor
horizontal y vertical alrededor de la region visible se observa las curvas que se acoplan a
la forma del tumor. Para una eleccion correcta de la curva fluorescente a utilizarse, se
necesita los valores obtenidos del andlisis histopatoldégicos para definir la curva
especifica

En las siguientes figuras 12.a,b,c; se observa las curvas de isoprobabilidad de un
paciente en particular con carcinoma basocelular de 2,5 por 2,4 cm de didmetro, las
curvas son elaboradas por la probabilidad de que existan células cancerosas versus
distancia desde el centro del tumor(origen de coordenadas punto en el centro) se
observa en la figura 12.c que en el centro del tumor se tiene la maxima probabilidad, a
medida que nos alejamos del centro, las curvas se tornan oscuras por lo que se reduce

el porcentaje.
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CURYA DE ISOPROBABILIDAD
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Fig.12.b Curvas de isoprobcidad generade
en Matlab 6.5 vista transversal

Fig. 12.c Curvas de isoprobabilidad generada
en Matlab 6.5 vista frontal
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3.4.2 Sensibilidad y especificidad de la técnica

De los 35 pacientes analizados con fluorescencia inducida, 2 de ellos eran barridos de
pacientes con antecedentes de carcinoma basocelular sin lesion y los datos obtenidos
de fluorescencia fueron relativamente iguales(en relacién de la intensidad de los picos de
absorcion de autofluorescencia y PplX) en todos los puntos de la lesion indicando que no
hay indicios de recidiva de la lesionen por lo que estos 2 casos son considerados
verdaderos negativos, teniendo 33 verdaderos positivos, la sensibilidad de la técnica es:

verdaderos positivos_ 33
total de muestra 35

=0.9428

Para la especificidad, tenemos en cuenta si se detectan celulas cancerosas o no, para
esto tomamos como referencia la area encerrada en la curva micro (histopatolégica)
tomada de la revision histopatoldgica de la muestra anatémica de la pieza excerizada ;
por lo tanto hacemos una relacién entre las areas de la curva isoprobabilidad tomada de
la fluorescencia del tejido y el &rea de la curva histopatologica; la diferencia en el valor de
la relacion de areas se podria deber a la presencia de lunares o anomalias en la piel
diferente a cancer y a posibles errores en la toma de referencia para obtener las curvas
histopatoldgicas y de fluorescencia.

area fluorescegia _ 065
areahistopatobgica

2
Utilizamos el area de la siguiente forma los dos tipos de curvas: a-= ,{a”’) donde ayb
2

son el radio maximo y minimo del tejido necrotico.
Al encontrar el valor medio de las relaciones de areas de todos los tumores se encontr6

gue la especificidad de la técnica es del 0,65

——

FIG. 13 Medidas del tumor .Se observa
el are necrética en el centro de la pieza
anatémica excerizada, la linea
entrecortada expresa el diametro mayor
a, la linea continua.l diametrcmeno b



51

CAPITULO 4

TRATAMIENTO

Como se menciond en el capitulo 2, la aplicacion del acido delta-amino levulinico en el
tejido canceroso con lleva a tener una gran concentracion de proto-porfirina 1X en el
tejido maligno. Una vez delimitada la region infectada mediante fluorescencia, el paso
siguiente es el tratamiento. Para ello se irradia las células cancerosas con una luz roja de
longitud de onda alrededor de los 630 nm. Tal irradiacion produce una reaccién
fotoquimica que lleva a las moléculas de oxigeno desde su estado base triplete a su
estado singlete con la ayuda de la protoporfirina IX. En resumen podemos decir, que la
terapia foto-dindmica produce entonces la destruccion selectiva oxigeno-dependiente de
los tejidos expuestos a una fuente de luz previamente fotosensibilizados.
Los protocolos de PDT para tratamiento a nivel mundial se resumen a continuacion y es
recogido mediante una exhaustiva revision bibliogréfica[15] [16] [17] [18] [19] [20] [21]
[23] [22] [11]
- Longitud de onda del laser de diodo u otra fuente de luz (generalmente LEDS):
alrededor de los 635nm
- ALA al 20% en crema neutra
- Aplicacién de ALA de 4 a 6 horas antes de la irradiacion del tejido
- Utilizacién de material necesario sobre el ALA aplicado[49]*°[26]*°para evitar
fotoactivaciones precoses
- Irradiacion con la luz roja durante 20 minutos, con reposo de 2min cada 5 min de
exposicion.
- Intensidad total de la luz de salida: 100mW/cm? (fraccionamientos: 5, 20, 25,
25,25 mW/cm?). Si es necesaria una segunda sesién de ALA, en 24 horas[49].
- Dosis de luz de 120J/cm?

La irradiacion principal de la luz recaera sobre la superficie tumoral con los valores de
dosis especificados anteriormente, sin embargo el tejido interno recibira una cantidad de
luz diferente (de acuerdo con su ubicacion por debajo de la superficie). Es por tanto
necesario garantizar que todo punto dentro de la demarcacion del tumor, tanto superficial
como internamente, reciba una cierta cantidad de fotones de esta luz roja para que el

ataque a todo el tejido canceroso sea 6ptimo. La irradiacion del tumor con luz roja se
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realiza principalmente mediante una fuente continua de luz, proveniente de un LED, con

reflector posterior.

Si se procede a demarcar la zona superficial infectada de tal forma que la luz de la
lampara incida sobre dicho tejido, se puede modelizar tal geometria como la de haces
paralelos de luz incidiendo perpendicularmente a la superficie infectada y estudiar la

distribucion de fototes en la zona de interés descrita en la figura de abajo.

Fig. 14 Modelizacién de la Incidencia de
luz en el tejido. Conjunto de ases
incidiendo sobre el tejido a tratarse

El objetivo de este capitulo es desarrollar un modelo teérico sobre la distribucion en
profundidad de la luz un medio homogéneo (tejido tumoral irradiado) basado en la teoria

de transporte resuelta en la aproximacién de difusion en el caso estacionario

4.1 MODELO DE PROPAGACION DE LA LUZ

Se desarrollara un modelo general de transporte para describir la propagacion de la luz
en un medio, y se trata de realizar las méaximas simplificaciones posibles. Se resuelve en

la aproximacion de difusion y solucidén estacionaria para un pulso de luz ultra corta.

4.1.1 TEORIA DE TRANSPORTE

La teoria del transporte se aplica en varios campos de la fisica tales como: difusion de
neutrones, transferencia de calor radiativa, teoria de plasmas, teoria de propagacion de
sonidos y propagacion de la luz en medios turbios. La idea fundamental de la teoria de
transporte es describir un balance de energia ingresada, absorbida y emitida dentro de
un elemento de volumen infinitesimal del medio. Esto es matematicamente descrito por
la ecuacion diferencial de transporte la cual es equivalente a la ecuacion de Boltzmann

para la teoria cinética de gases.
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Si se define L(I",Q,,t) como la radiancia de luz en un volumen infinitesimal dV en la
posicion 1 propagandose en direccion Q. al tiempo t. [Wm™sr?]. La ecuaci6n de

transporte sera entonces:

Val_(r(,atQS,t) =—VQ.OL(r, S,t) — v, L(M, Q. 1) +v,us(F)J. P(Q, Q)L(F,Q,,1)dQ. +q(r,Q,,t)  (15)
4

Siendo v la velocidad de las particulas involucradas y donde el término de la parte
izquierda de la ecuacidbn muestra la variacion temporal del dicha radiancia como
consecuencia de los siguientes procesos descritos grafica y analiticamente a

continuacion:
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FIG 15. Esquema de los componentes térmicos en acion de trasporte a) perdida a través dt
bordes, b)perdida debido a absorcidn, c)perdidadebdispersion, d)ganancia desde la luz
dispersada en la direccion en cuestion, e) ganaetiaa a fuentes en el volumen V

Para el gréfico a) donde se tiene pérdidas a través del contorno

vaQ, dtf N(T, Q,,1)Q, fidQ, =vdQ dt[ Q ON(,Q,.t)dvV  (16)
S \%

Para el gréfico b), donde se tiene pérdidas debidas a absorcion

v dt[ 7, (FIN(T, Qv (17)

Grafico c), se tiene pérdidas debido a dispersion

deSdtj [ (FN(F, Q.. t)dV (18)

Gréfico d), se tiene ganancias por luz dispersada

vdQ dt j 1 (F) j p(Q. QN(F,Q,,t)dVd, (19)

4

Gréfico e), donde se tiene ganancia debida a fuentes en el volumen V
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vdQ dt j q(F,Q.,t)dv (20)
\%

Como antes, v es la velocidad con la que viajan los fotones

p(Q,” Q) La funcién de fase de Henyey- Greenstein

Ma Y Ms son los coeficientes de absorcion y dispersion respectivamente y dependen de la
posicion .

q(r,Q,,t) es lafuncion fuente en el elemento de volumen dV en la posicion 1 .

4.1.2 Resolucion Ecuacion de Transporte mediante desartdol en esféricos

armonicos de las funcionesi(r,Q,t) y p(Q. Q,)

Para encontrar la solucion de la ecuacién de transporte (15) consideramos las funciones

L(r,Q,t) y p(Q Q), involucradas en la ecuacion, como una superposicion de funciones

propias, en este caso de funciones esféricas arménicas.

Asi, L(F,Q,t) estara dada por:

L= 3 2 .0, ©) o

1=0 m=-

Al expandir la ecuacion (21) con | <1 se toman tan solo 4 factores

L(F,Q,t) = \/% Loo (T, 1) Yo (Q) +\/%L1m(r",t)\ﬁm(§2) (22)

Donde m en este caso toma los valores: -1, 0, +1
Esta aproximacién se les conoce con el nombre de aproximacién de difusién

aproximacion Pj.
L(F,Q,,t) = A(T,t) + B(7,1)Q, (23)
Donde: A(r,t) es la parte Isotropica de la solucion y es escalar
B(r,t) Es la parte anisotropica y de tipo vectorial
La aproximacion de Difusion plantea entonces a la irradiancia L(r,Q.,t)como una
superposicién de la parte Isotrépica A(F,t) y anisotrépica (en menor grado) B(F,t).Q.,

representado graficamente de la siguiente manera:
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L(F,t) A(F 1) B(F,1)Q,

FIG. 16 llustracién de la aproximacion de la teaté difusion para la radiancia L como una supéidos
de una mayor parte Isotropica A y un meBdRg

Encontremos entonces los valores para A(f,t)y B(F,t).Comencemos encontrando el

valor de E(F,t) , utilizando la ecuacion (23) vy las propiedades de vectores encontradas

en el Anexo 10 tenemos:
iﬁ(r,gs,t) = B(T,t) (24)
4
Siendo If(F,QS,t) el flujo neto expresado en términos de radiancia dado por:
F(F.Q,t) = [L(I,Q,,0)Q,d0, (25)
an

Donde: dQ _ expresa una infinitesimal de angulo sélido.
Se observa que hay transporte de flujo neto de energia en la direccién B(T,t).

Ahora encontremos A(T, 1) utilizando la ecuacién (23) tenemos:

1 .
ZT(D(I’,QS,'[) = A(r,t) (26)

Como la luz incide en un pequefio elemento de volumen a una posicion dada desde una

direccion arbitraria, es conveniente introducir la tasa de fluencia ®(f,3,t) definido como:

O(F,Q,.1) = [L(7,Q,)d, (27)
Aplicado las ecuaciones (32) y (27) en (23)
(70,0 = 2 o7 0+ 38(,00,) @8)

De la misma forma podemos definir a las posibles fuentes internas q(i",Q,,t) como:

. 1 . —
oF.Q..1) :E(qo(r,twsql(r,t)ﬂs) 9
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Apliguemos la ecuacion de la Irradiancia encontrada en la ecuacién de transporte (15)
utilizando la ecuacion del factor g o factor de anisotropia para un medio turbio (10),(11),
reagrupando tenemos:

100099 SARCHD) 4 o 0-(u, + 1 FQ, +(-Q. 044, +1)0
\) ot \Y ot (30)

0, (F,Q,,1) +34,(F, Q1) Q, )

1
_H(
Integrando en el angulo solido, multiplicando por la direccion Sy utilizando los productos
del Anexo 10, tenemos:

10(F(r,t)) _
v ot

Si tenemos una fuente isotropica q,(",Q,,t) =0 la ecuacion (31) se define como:

an= 1 1
(:ua +lus )F _§D¢_;%(r,931t) (31)

1(F(F.) _ ne 1
v o (4, + 1 )F 3D¢) (32)

Para el caso estacionario es reconocida como la ley de fick para la difusion desde la
teoria de difusion
F=-DOg (33)
Que es una relacion entre flujo y fluencia.
1
3(u, + Hs)

4.1.3 Aproximacién Estacionaria

Donde D =

Al insertar el flujo vectorial en la ecuacion (41) la ecuacion de difusién queda como:

19(g(F.1)
v ot

+D0?p- (9=, (34)

Esta es la expresion simple para la distribucion de la luz en el tejido, es valida si el
coeficiente de dispersion reducido es mucho mayor que el de absorcién, es decir

@-9)u, = 1, , permitiendo una fluencia de luz difusa, esta restriccion se mantiene en la

aproximacion P;.

Considerando una fuente puntual isotrépica de pulso ultra-corto en un medio homogéneo
e infinito, es decir,
0o(F,t) = 0 (00) (35)

Se obtiene una solucion que es la funcion de Green de la ecuacion de difusion:
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1 %
(ﬂ(r):Qsme g (36)

Donde: Qs es la potencia de la luz de excitacion

D constante de Difusion

r posicion dentro del medio infinito
El resultado (36) esta acorde a lo encontrado por Palsson y Colaboradores[47] . Ellos
encuentran que la dosis (usada en esa tesis 100mW/cm?) es la umbral requerida para
causar foto-excitacion y producir cambios en el estado del oxigeno, obteniéndose la tasa
de fluencia para un radio minimo de necrosis a partir de la ecuacion de difusion
independiente del tiempo, donde el coeficiente de atenuacion efectivo para medios

turbios se expresa de la siguiente forma:

Mo =3, (1, + 1) (37)

Relacionandolo con el coeficiente de difusién tenemos:

_ Ma _ 1
D="Fa (38)

foo® Wy + 1)
Aplicando la ecuacion (38) en (36) se obtiene:

2
#eff ~Heii!

e
4. r

a

Ar)=Q,

Considerando los siguientes datos: pa= 0.7cm™, ps'=14cm™ [46]
Por tanto: D=0.02267cm Y pef= 5.56cm™, ze = 0.1247cm[46] [48] , zo =0.0714cm[46] :

Se obtiene el siguiente grafico:

Tasa de fluencia
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o
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——tuenca]|  F19-17 Tasa de fluencia
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utilizando una fuente
41 puntual

tasa de fluencia
[}

radio (cm)

Se observa un decaimiento rapido y a una distancia de alrededor de 0,7cm la tasa de

fluencia tiende a cero por lo que la luz se absorbe aceleradamente en el tejido. Podemos
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decir entonces que para una fuente puntual de luz en el tejido el alcance de la misma es

de 3 a 4 veces el inverso de e
4.1.4 Ecuacion estacionaria en medio semi-infinito

El modelo fisico para el tratamiento foto-dindmico a considerarse en esta tesis, consiste
de un medio semi-infinito dispersivo sobre el cual incide un haz de luz. Esta geometria se
reproduce parcialmente para el caso de un medio semi-infinito irradiado por un pulso

delgado y ultracorto. Este modelo, a su vez, puede ser considerado equivalente a aquel
en el cual se tiene una fuente puntual Isotrépica a una profundidad z, = [(1— g),u,s]_l [49]

desde la superficie, y que debido a que el aire no reflejara la luz saliente del medio, la
condicién de frontera natural serd que no exista flujo de fotones de regreso al medio en
la interfase. Una buena aproximacion es considerar que en la superficie la fluencia de
fotones es cero

d(p0)=0 (39)

Esta condicion de contorno se puede satisfacer afiadiendo una fuente imagen negativa
fuera de la superficie a una distancia (zo+2z¢) donde z. es la distancia desde la interfase
piel aire a aquella extrapolada, donde se ha considerado la tasa de fluencia cero,

localizada en la fase aire como se observa en el siguiente gréfico.

— (Gmtg)  --
=)
o Fig.18 Representacion esquematica de una
aproximacion de las condiciones de borde. Una
- fuente de dipolo es colocada simétricamente y una
— =z ”

extrapolada sobre la cual la fluencia de la luz es
cero

&

L J
Se tiene en cuenta que el modelo desarrollado esta restringido en su uso, de hecho no
es aplicable en una geometria de muestra delgada (estructuras cercanas a la superficie,
pequefias distancias entre la fuente y el detector o configuraciones geométricas
descontintas de las propiedades de dispersion por la composicion misma del tejido piel).

Sin embargo, este modelo se lo puede utilizar para estimar la tasa de fluencia en
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cualquier punto interior de un medio semi-infinito con propiedades Opticas que satisfacen:
. ) 2a3
/'Is >>/'Ia ’ rs—d)?

S

Estas restricciones son una consecuencia de las consideraciones basicas hechas en las
aproximaciones Pi, donde la irradiancia en un medio dispersivo es comparablemente

mayor en su parte isotropica y menor en la anisotropica.

Para un haz lineal “pencil beam” incidente la aproximacion estacionaria en coordenadas
cilindricas de la tasa de fluencia en un punto P(p,z) es:

eX{—ﬂﬁ«Z-Lﬂz+pq%} ex{‘ﬂm«2+zo+24y+¢fy{

®(0,2) = - 40
T I PR ey

Donde: z, es la posicién de la fuente de luz

Ze €s la ubicacion de la frontera extrapolada
D coeficiente de difusion y es, coeficiente de atenuacion efectiva (los mismos que

fueron expresados en el sub-capitulo anterior.
p=X*+y’ (41)
Es la posicién en la superficie o en cualquier plano paralelo a la superficie desde el

centro del tumor.

Abajo se muestra el gréfico de la tasa de fluencia en relacion a la profundidad z para un
haz colimado “pencil beam” incidente a la superficie en p=0, 0 su equivalente de una

fuente puntual en p=0y z=2z,.

En el punto x=0, y=0 (p=0) y z=0.08cm se obtiene una tasa de fluencia mayor en
alrededor de 7 veces al valor de la tasa en una profundidad referencial z=0,14cm.Los
valores en la cercania de la fuente de luz son limitados por las aproximaciones del

modelo, por tal motivo no se incluye en varios gréaficos expresados a continuacion.

A medida que nos alejamos del eje de incidencia del haz, es decir al incrementar p, se
observa que tras mantenerse constante por un pequefio intervalo de distancias (hasta

0.2 -0.3cm), la tasa de fluencia comienza a decaer rapidamente hacia cero en
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aproximadamente una distancia de 1cm. Para posiciones en profundidad z anteriores a
Zo Se obtiene un built-up que tiene su maximo en zo= 0.07cm. Obviamente cuando z y z
se igualan la ecuacion de la taza de fluencia tiende al infinito por lo que en todos los
graficos siguientes no se incluiran dichos valores. Para una profundidad hasta de
alrededor 0.1cm se tiene una tasa de fluencia casi constante en los alrededores al centro
(0, zo) decayendo rapidamente hasta casi cero a una profundidad de alrededor z= 0,7cm.
Mientras mas lejos en superficie se encuentre del centro, se observa menos tasa de
fluencia y un decaimiento menos acelerado a cero. A casi 1cm en la superficie, ya no se

tiene fluencia.

a5 Tasa de fluencia en profundidad
K
254 Superficies p (cm) Fig. 19 Distribucion er
s o099 profun_didad de la Tasa de
521 =085 fluencia para una fuente
A 071 puntual.
<5 4
@ 0.57
[
T —%—0.42
—e—0.28
0.5 4 ° T —+—0.14
o \.\‘\ profundidad z (cm)
0.07 008 009 01 015 02 03 04 05 07 1 15

A continuacion se grafica la distribucién de la tasa de fluencia en planos perpendiculares
al eje de irradiacion (como funcién de p), aqui se incluyen los valores obtenidos en p=0
donde se ratifica su alto valor de tasa de fluencia con relaciéon a sus alrededores. A una
distancia en superficie de alrededor de p=0.14cm, la tasa de fluencia tiende a cero; es
decir, al usar una sola fuente la dispersiones laterales en tejido llegan hasta una
distancia maxima de 0.14cm, de igual manera que en profundidad(lo que esperabamos

tener pues estamos trabajando en el modelo de fuente Isotrépica).
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Tasa de fluencia
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En el siguiente grafico se muestran las curvas de iso-dosis obtenidas de la ecuacién de
tasa de flujo, los valores en p=0 como hemos argumentado no se han graficado. Se ha
tomado en cuanta valores de z desde 0.07 hasta alrededor de 0.6cm; y en superficie,

desde p=0.6cm hasta 1,4cm, luego de lo cual la tasa de dosis decae hacia cero.

Curvas de isodosis
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Los gréaficos hasta ahora mostrados, obedecen a la ecuacién de tasa de flujo para una
fuente puntual colocada en p=0cm y z= zo= 0.07cm. Si se quiere obtener la distribucion
de la luz en cualquier punto interior del tejido al irradiar con mas de una fuente de luz se
ha procedido de tres maneras diferentes:

1. En este caso se tiene n fuentes separadas una distancia a en la superficie p del

tejido a tratarse relacionandose entre si mediante la ecuacion p, = an, donde p; es
la longitud desde el centro del tumor al punto mas externo del tumor a irradiarse

expresados en el siguiente grafico:
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Fig.22 n fibras Opticas sobre la superficie
“Pencils Beam'que irradian luz de forma
homogenea sobre el tejido a una longitpd, 2
cada fuente separada una distancia a.

Se realiza una sumatoria de la contribucién a la tasa de fluencia de dada una de las n

fuentes (separadas una distancia a) en cada punto interior del medio. Es decir:
®,(0.2)= 0(0,2)+ Y [0+ nd, 2) + ¢l o~ e, 2)] (42)
n=0

Para representar este caso se han utilizado 6 fuentes ubicados a 0,167cm entre ellas
obteniendo la tasa de fluencia total en funcién de la profundidad z para las diferentes
distancia en la superficie con una pi=1. Se observa que hasta a una profundidad de
alrededor 0.09cm la tasa constante y luego decae rapidamente en forma irregular hasta

llegar a cero a una distancia de alrededor 0.7 donde desaparece completamente.

Tasa de fluencia total
140 4

1201 Superficie p(cm) Fig. 23 Tasa de fluencia total con

100 | o127 variacion dep enp+na en relacion
—=—1.13 a la profundidad z
80 - 0.99
0.85
60 —%—0.71
—e—0.57
—+—0.42
——0.28
0.14

Tasa de fluencia

40 -
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Se observa entonces que la distribucién en profundidad, en este caso, es semejante al
de una sola fuente puntual, habiendo tan solo una extensién en la distribucion lateral en

las dimensiones del area total abarcada por la fuente.

2. Un segundo modelo analiza la posibilidad de que la fibra éptica de irradiacion de luz
pueda ser ubicada a diferentes profundidades en un mismo eje para posible tratamiento

de un tumor puntual localizado al interior de la superficie del medio. Note que en este
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caso el tratamiento de terapia foto-dinamica deberia ser fraccionario. En este modelo se

colocan varias fuentes a diferentes profundidades z, como indica la siguiente figura

o

L

TTTTTTTTW e W |
L
() [ %)

-1

Fig.24 n fuentes colocadas a una profundidad
Zo+tna dentro del tejido

Las fuentes varian en profundidad, es decir (z, + na) donde n, se ha tomado igual a 3 y

a=0.3cm se debe afadir que la variacion de la referencia extrapolada z. también varia

en(z, +na) para que no altere los valores tomados como referencia de z, dado para una

fuente de laser rojo e infrarojo. Siendo a, la distancia entre ellas respectivamente. En

este caso la tasa de fluencia toma la forma:

oxq 1 (2= (2, +0@)" + 0?2 | exg -~y (22, +3nav2z,f +07)

(43)

®.(p.2)= -
4D ((z—(z0 +na))’ + pz)}é

Se obtiene el siguiente grafico:
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Fig. 25 Tasa de fluencia total con
variacién de gen z+na en
relacion a la superficie. Se

utiliza 3 fuentes a una distancia
0.3cm cada una

La distribucion lateral muestra un area un poco mayor irradiada alrededor del centro del

tumor que alcanza hasta una distancia en superficie de p de 0,90cm; es decir, que se

tiene mas distancia irradiada en relaciéon con la irradiacidon de una sola fuente.
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La distribucién en profundidad muestra picos precisamente en los puntos donde se

colocd la fuente es decir 0, 0.3, 0.6, 0.9 cm.

45 - Tasa de fluencia total
4 superficie (cm)
35 127 Fig. 26 Tasa de fluencia total cc
5 —=—113 variacion de gen z+na en
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h=] —e—0.57
%-5 —— 042
=1 _ — E— — 028
0.14
0.5 -
e e v +]\|profundidad

0 e
T T e e B o N i
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Como se menciond anteriormente, este modelo es valido para utilizarse en tumores a
profundidad mediante la técnica esterotaxica. Aplicable talvez en carcinomas profundos
como espino-celular. A diferencia del modelo anterior, aqui no podemos poner un limite
en la profundidad del tumor ya que al realizar un estudio in vivo este valor no se lo puede
obtener hasta realizarse la exéresis tumoral y el examen histopatolégico por lo que es
suficiente utilizar 3 fuentes que tienen un alcance segun el grafico obtenido de 1,5cm,

suficiente para estos tipos de carcinomas.

3. En este modelo se toma en cuenta fuentes de diferente y mayor longitud de onda
que el rojo, por lo tanto diferente interaccién con el tejido. Consideramos que la ecuacion
de tasa de fluencia en diferente longitud de onda sigue funcionando y que los valores del
coeficiente de atenuacion efectivo y de difusion no cambia. Esta Ultima parte no es cierto
ya que estos factores son dependientes de las caracteristicas opticas del tejido y su
interaccion con la luz.

Se utiliza la siguiente ecuacién para su modelacion:

L | oA pale o+ 07)* | exq ez rarez )+ o)

®(p.2)= -
ST ((z—(z(,+a))2+p2)}é ((z+z(,+a+229)2+p2)}é

Donde a es una constante que considera la distancia de penetracién de la luz como
funcién de lo longitud de onda empleada, se utilizé valores de a desde 0 hasta 1,5 en

pasos de 0,3 cm. Tenemos entonces:
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Tasa de fluencia
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Notamos que a medida que a aumenta el pico de tasa de fluencia se desplaza hacia la
derecha en posicion (profundidad) por lo tanto tenemos una mayor area irradiada en
profundidad util para carcinomas profundos.

Este modelo se consideraria aplicable experimentalmente si se encontraria los
coeficientes de absorcion ,difusion y factor de anisotropia para cada una de las
longitudes de onda a emplear ademas recordemos que al utilizar longitud de onda
diferente que penetre mas tenemos mayores problemas en la superficie de la piel como

guemaduras, técnica que es utilizada en otras aplicaciones dermatoldgicas (Nd-YAG)
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CAPITULO 5

RESULTADOS

7 Al realizar el andlisis de la regién tumoral y obtener los resultados histopatolégicos
de la pieza anatémica, se tienen 3 tipos de curvas de isoprobabilidad :

La curva de isoprobabilidad visual (MACRO) que es el limite que se puede observar sin
necesidad de aplicar ninguna técnica y es graficada directamente.

La curva de isoprobabilidad por fluorescencia que van desde 0,1 a 100% de probabilidad
de que existan células cancerosas.

La curva de isoprobabilidad referencial histopatologico (MICRO) que es el resultado del
analisis histopatolégico especial realizado sobre el tejido excerizado.

Curvas de isoprobabilidad

—&— macro
14 ~—&— macro

micro

micro

distancia (cm)

—¥—curva 5

—e—curva 5

distancia (cm)

FIG 22. Tenemos las 3 tipos de curvas para unepgien particular. La curva de
isoprobabilidad visual (MACRO azul y violeta). tarva de isoprobabilidad por fluorescencia
del 5% de probabilidad que exista células cancerdsa curva de isoprobabilidadferencial
histopatolégico (MICRO amarillo y celeste). Notantpge tenemos 2 referencias de cada curva
ya que tomamos la parte superior del tumor e imf@®mo independientes.

/¥ Al usar la matriz con distribuciéon radial, para la recoleccién de las medidas de
fluorescencia, se observo que esta disposicion de medida es de gran utilidad didactica,
es decir, sirve para presentar el informe a grosso modo a los médicos dermato6logos
sobre los resultados de fluorescencia obtenidos, ademas se tiene mayor concentracion
en la recoleccion de datos en el centro tumoral que en las regiones externas o
fronterizas, perdiéndose gran cantidad de informacion de los puntos que quedan entre
cada linea radial (pudiendo en ese lugar presentarse una deformacién tumoral y no
saberlo). Pese a esto, los resultados obtenidos en matrices radiales son alentadores

pudiendo en futuro mejorarse la forma de obtencion de espectros bajo este arreglo.
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/¥ Al usar matriz cuadrada, en la obtencion de los datos de fluorescencia, se consigue
una mejor distribucion de espectros en el espacio del tejido tanto canceroso como sano
ya que se tienen datos de manera continua (el barrido se efectia cada 0,3 o 0,5cm) mas
cantidad de datos, por lo tanto las curvas de isoprobabilidad son mas precisas para las
lesiones.

7} Se utilizaron ecuaciones exponenciales para caracterizar la conformacion tumoral a
lo largo de las lineas de matriz en base a sus respuestas fluorescentes relativas en el
grafico distancia vs. probabilidad para obtener un coeficiente de correlacion significativo
(R? del orden de 0.72) pero se prefirid utilizar su inversa biyectiva que es el logaritmo
natural ya que con esto obtenemos un R?> mas significativo (alrededor del 0.82), por lo
tanto se ajusta mas a las curvas graficadas. Si se usan ecuaciones polinémicas, se logra
ajustar bien todos los puntos pero a grandes distancias (del centro del tumor) el
comportamiento es erratico (aparecen otros u otro maximo dependiendo del grado de la
aproximacion polinébmica considerada). Lo que debe quedar claro es que los puntos que
se obtienen experimentalmente dependen no solo de la precision instrumental (que seria
buena en este caso) sino de otras fuentes de error relacionadas principalmente con la
region de tejido donde incide la luz de excitaciéon. Por lo que no necesariamente tenemos
unas lecturas uniformes de fluorescencia. Lo que interesa es méas la tendencia de
crecimiento o decrecimiento, que se lo puede observar mediante una curva que involucre

un ajuste de los puntos experimentales.

Aproximacién puntos
Experimentales

25 - FIG. 23 Aproximacién puntos experimentalSe
observa los valores medidos de la razon entre
picos para una linea de matriz determinada
(puntos negros) y su respectiva curva de ajuste
(distancia vs. probabilidad de existencia de
células tumorales).

27 @ - 07820Ln(x) + 3.3632
R?=0.9513

X &

20 40 60 80

probabilidad(%)

7y Por la definicibn de nuestro parametro experimental, en algunos casos se dan
valores negativos de porcentaje probabilidad, estos son desechados (puesto que no
tienen sentido fisico), y se deben especificamente a que una de las medidas de los picos

gue definen el parametro experimental se confunden con el ruido del espectro. En
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general, se observa que los valores siguen creciendo hasta el 100% en el centro del
tumor y se reducen hasta el 0,1% en piel sana.

7+ También se ha realizado un “barrido de tejido” sin presencia de lesién visible con
antecedentes de carcinoma basocelular extraido hace varios afios y cuyo examen
histopatolégica demostraba bordes de la pieza anatémica extraida comprometidos. Dicho
barrido se realiz6 en la parte interna del labio que presentaba malestar en la region
bucal, Se observa que el maximo del pico de PplX en mucosa oral se traslada al 637nm
aproximadamente debiéndose esto a que la mucosa no tiene la capa queratésica como
el tejido de piel al cual pertenecen los valores de espectro que hemos visto
anteriormente.

7+ Después de aplicar el procedimiento descrito tanto de manejo de tumores como
manejo de espectros de fluorescencia, se ha llegado a observar que el intervalo de curva
de isoprobabilidad de fluorescencia 15% al 35% es el que contiene o rodea los tumores
analizados,

7% Al realizar la relacion entre verdaderos positivos de andlisis de los tumores mediante
fluorescencia y el total de muestra de pacientes, se obtiene la sensibilidad de la técnica
gue es del 94% vy al realizar la relacion entre areas microscépica y de fluorescencia, se
obtiene la especificidad, que es del 65%.

7¥ En la fase tratamiento, se encontré la tasa de fluencia en cualquier punto en el tejido
para una fuente puntual, por medio de la ecuacion de transporte (16), resuelta en la

aproximacion de difusion (42) para el caso estacionario y en medio infinito, y ésta es:

ﬂeff ? —Uesi 1 |: ij|
e [
4mu v cnr

a
Donde se observa que depende de los coeficientes de absorcion y dispersion reducida.

@Ar) =Q,

/¥ En la aproximacion estacionaria para la geometria de un medio semi-infinito donde

un haz incidente delgado y ultracorto equivale a la geometria de medio semi-infinito con
una fuente puntual ubicada a una profundidad z, :[(1— g)ys]'1 [49] y la tasa de
fluencia en la superficie extrapolada del medio es cero ®(r,t) =0(como condicién de

borde) se tiene que la ecuacién de la tasa de fluencia en un punto P(p,z) es

L ex;{— Uei ((z— z,) + ,oz)yz} i exr{— Her ((Z+ Z,+22,) + pz))é:l

(0] ,Z2) =
T s (z+2 +22) + o)
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Donde: z, es la posiciéon de la fuente de luz, y z. es la ubicacién de la frontera
extrapolada

D coeficiente de difusion y per, coeficiente de atenuacion efectiva

pEAX+Y
#¥» Con las mismas condiciones de borde para un haz incidente delgado, se obtiene la
tasa de fluencia para el caso de n haces donde se tiene tres arreglos:

1. Para n fuentes separadas una distancia a en la superficie p del tejido a tratarse

relacionandose entre si mediante la ecuacion p, = an, donde p; es la longitud

desde el centro del tumor al punto mas externo del tumor a irradiarse ; se
obtiene que la distribucién en profundidad es semejante al de una sola fuente
puntual habiendo tan solo una extension en la distribucion lateral en las
dimensiones del area total abarcada por la fuente

2. En este modelo se colocan varias fuentes a diferentes profundidades 2z,
(zotan) y para mantener la simetria del método de imagenes empleado se
varia también el punto de referencia interpolado z., (ze+an). La distribucion
lateral muestra una mayor area irradiada alrededor del centro del tumor que
alcanza hasta una distancia en p de 0.90cm; es decir, que se tiene mas
distancia irradiada en relacion con la irradiacion de una sola fuente. La
distribucion en profundidad de la tasa de fluencia total muestra 4 picos
precisamente en los puntos donde se coloco la fuente es decir 0, 0.3, 0.6, 0.9
cm.

3. En este modelo se toma en cuenta fuentes de diferente y mayor longitud de
onda que el rojo, por lo tanto se tiene diferente interaccion con el tejido.
Consideramos que la ecuacion de tasa de fluencia en diferente longitud de
onda sigue funcionando y que los valores del coeficiente de atenuacion
efectivo y de difusion no cambia ya que estos factores son dependientes de las
caracteristicas oOpticas del tejido y su interaccion con la luz. Notamos que a
medida que a aumenta la longitud de onda, el pico de tasa de fluencia se
desplaza hacia la derecha en profundidad por lo tanto tenemos una mayor

area irradiada en profundidad, util para carcinomas profundos.
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CAPITULO 6

DISCUSIONES

v’ Entre los tipos de curvas de isoprobabilidad que hemos explicado, podemos prescindir
del visual ya que el paciente, objeto de estudio, puede tener cicatrices en este lugar
por tratamientos anteriores o manchas en la piel, que puedan alterar la forma del
tumor; los dos restantes son de gran importancia ya que gracias al resultado
histopatoldgico, que se lo puede considerar real, se puede tomar la curva de
isoprobabilidad que méas se acople al tejido tumoral y compararla con la de los demas
pacientes.

v' En lesiones en donde encontramos placa de cicatriz no se tiene buena absorciéon de
ALA que induce protoporfirina 1X (PpIX) por lo tanto al medir su espectro es posible
encontrar valores muy bajos de PplX incluso semejantes a los de piel normal. Cuando
se observa que los valores del parametro “b/a” son muy bajos probablemente se
deban a que tanto la lesibn es muy alta en superficie de piel o esta ulcerada
desprendiendo materia en descomposicion por lo que el proceso de fluorescencia es
apantallado o disminuido. El ALA en estos casos fue absorbido casi totalmente y/o
eliminado, dejando poca cantidad para inducir PplX y poder tener un espectro de
fluorescencia normal. Esto valores no los tomamos en cuenta porque es obvio que en
ese lugar existen células tumorales a un 100% (pueden ser reemplazadas por valores
de otros puntos semejantes de tumor, sin embargo no es muy aconsejable porque la
ecuacién de ajuste que se obtendria en una linea dada sobre la conformacién tumoral
se alteraria). Aun asi, se obtiene un buen acople entre la forma de tumor y curvas de
iso-probabilidad. Para evitar esta interferencia o por lo menos reducirla al maximo,
antes de aplicar el ALA, se debe limpiar cicatrices y partes duras pero evitando
sangrado del tumor ya que la sangre contiene gran cantidad de hemoglobina con un
pico de absorcion en el 635nm; alterando de esta manera la luz de salida fluorescente,
es decir el pico de PplX, pudiéndose tener datos erréneos, recordemos que el tejido
canceroso es muy vascularizado por lo que un fuerte rozamiento provoca sangrado
facil.

v Al encontrar la relacion (b/a) de los maximos de los espectros de fluorescencia y
observar que ese valor es muy bajo o muy alto respecto a su inmediato anterior en la

linea que se esta siguiendo, se procede a hacer correcciones de su valor tomando los
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valores de b o a (de acuerdo con el criterio) de puntos que se encuentren alrededor
del valor tomado inicialmente, es decir, £+ 1nm de diferencia en el espectro
fluorescente. Aunque se esta definiendo una mejor metodologia, se puede decir que
esto es aceptable ya que los espectros colectados producen valores fluctuantes
debido a varios factores tanto internos del paciente (que ya se ha mencionado, como
son: lesiones de piel de cualquier tipo) como externos (variaciones de luz de fondo
gue producen variaciones en los espectros)

v" En las fluctuaciones de cambio para reducir o subir el valor de la razén b/a depende
del valor de la intensidad del espectro y su estabilidad; en el caso de un espectro
estable que lo obteniamos con una potencia de salida del diédo laser azul de 1,5mW,
tenemos que para el caso de valores altos (0 sea b/a >>1) como bajos (b/a<<l); de
unas cuantas décimas de nanémetro. Lo que no ocurre con valores bajos de potencia
de salida ya que los espectros se desestabilizan causando fuertes fluctuaciones en el
mismo y los valores de alrededor de los maximos tienden a variar en nanémetros ya
gue ademas tenemos espectros de baja intensidad y hasta casi nulos. Se podria
utilizar como parametros de medida no el valor de maximo de pico, sino un area
determinada de pico.

v/ Para el caso actual, se recomienda trabajar con potencias de salida (incidencia a la
piel) mayores a 1,5mW.

v/ Se menciona el caso de un paciente en el que en su biopsia sefiala la presencia de un
carcinoma espino-celular, al cual se le aplico la técnica bajo estudio. Alrededor de 15
dias a 1 mes después se le practicO la excéresis tumoral y cuyo resultado fue que no
existia células cancerosas; sin embargo al realizarse las curvas de isoprobabilidad, se
pronosticé un tumor de tamafo milimétrico. Esta diferencia de resultados se pudo
deber a dos aspectos: 1. Una posible regresion espontdnea del tumor luego de un
traumatismo (en este caso por el examen de biopsia: debido a que se producen
procesos inflamatorios que pueden servir de estimulo para que el tumor se reabsorba),
que es muy poco probable; 2. Al realizarse la biopsia y considerando que el tamafio
del tumor era de 0.2x0.3 mm (todo el tumor fue extraido en la pieza anatémica). Al
momento de aplicar nuestra técnica se detectaba gran concentracion de PplX en el
centro en donde habia estado el tumor y esta respuesta se pudo deber al residuo de
sangre que como dijimos tiene una absorcion en el 635nm lo que alter6 el resultado y
llevé a una conclusion errénea.3. Al realizar la biopsia se pudo haber dejado pocas

células cancerosas, las cuales, al realizar el corte seriado de 3 mm de separacién en
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el examen histopatologico fueron pasadas por alto, es decir, aun el corte de 3mm
result6 muy grande para la cantidad de células que quedaron y por lo tanto no
pudieron ser evaluadas en el microcopio. Como sabemos de cada corte de 3mm se
obtiene una pieza con el micrétomo del orden de micras y esta pieza no contenia las
células cancerosas; este punto tiene mayor peso que el 1.

Cuando se trata de un barrido en una regién sin presencia de lesion, se toma todas las
lineas de la matriz cuadrada por entero, es decir sin dividirlas en superior e inferior
para encontrar su respectiva ecuacion caracteristica; pero se recomienda no obtener
un solo tipo de ecuacion a lo largo de todo el barrido ya que no tenemos un referente
sobre el cual asegurar los datos dados por fluorescencia; solo obtener los resultados
de a/b en cada linea y graficar el barrido de la lesion. Esto servira de referencia al
médico al momento de emitir criterio. Se esta tratando de analizar una metodologia
que permita un barrido de recoleccién de espectros fluorescentes que se podria
aplicar en cualquier parte del cuerpo en casos de antecedentes de melanoma de piel
tratada anteriormente. Con la finalidad de asegurar el bienestar de la piel que se esta
estudiando.

En todos los pacientes se sugiere que una hora antes de realizarse la aplicacion del
laser, deben ingerir alimentos ricos en vitamina C y hierro ya que esto produciria un
mejor espectro de auto-fluorescencia de piel. Esto se justifica debido a que el ALA es
el primer paso del ciclo hemo y que al final tenemos la PpXl que pasa al ciclo del
hierro por acciéon de la encima ferroquelatasa. Al adicionar vitamina C y hierro
provocamos mayor eficiencia en este ciclo y por lo tanto valores aceptables de
fluorescencia en estos fluoréforos. El uso de la vitamina C esta recomendado por
varios articulos en la lucha contra el cancer [52]. *°

El uso de la ecuacion de tasa de fluencia utilizada para describir la interaccion de la
luz roja- infrarroja en el tejido, puede servir para la misma descripcion pero con
diferentes longitudes de onda (mayores) a las utilizadas, con la condicion de encontrar
los valores del coeficiente de absorcion, dispersion y el factor de correlacion

explicitamente para cada longitud de onda.
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CAPITULO 7

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

 El mapeo del tumor mediante un modelo simple de andlisis, de los datos de
fluorescencia recolectados en forma de matriz, permite la obtencién de curvas de
isoprobabilidad que a su vez permiten enmarcar la regién tumoral, donde se
recomienda utilizar la curva del 12% para asegurar buenos resultados en las lesiones

» Al superponer la forma del tejido sobre la matriz y reemplazarlo con plastico
transparente tenemos mejor colocacion del tejido sobre la matriz disminuyendo el error
de toma de valores. Como sabemos, la piel es muy versétil; por lo que necesitamos un
material que se amolde y permita ingresar la punta de la fibra Optica para realizar las
respectivas mediciones en especial si tenemos lesiones sobre el nivel de la piel
normal por eso se sugiere mejor el reemplazo de papel por plastico transparente.

» EIl criterio de excersién de la region infectada definida por el cirujano podria ser
reemplazada por un criterio mas técnico en base a las curvas de iso-probabilidad
definidas. La ventaja es que el médico podria realizar la exéresis tumoral sin incluir en
la pieza anatémica piel sana y con una buena probabilidad de que no existan células
tumorales y recidivas futuras. Esto va en beneficio del paciente tanto a nivel estético
como psicologico. La desventaja es que el laser de 400nm, tiene una profundidad de
penetracion de alrededor de 3mm por lo que en lesiones cancerosas profundas no se
podria realizar un buen diagnéstico.

» Se deberia desarrollar un equipo LIF que permita la recoleccion de espectros de una
manera mas efectiva y que la potencia de salida minima requerida del diodo laser
debe ser mayor a 1.5 mW en una area de salida de aproximadamente 0.28 cm? onda
continua.

» Se tiene una sensibilidad del 94% eso indica que la curva de isoprobabilidad
encontrada del 15% al 35% nos da de manera precisa la probabilidad que exista
células tumorosas y es valida para ser usada en los protocolos para manejo de cancer
de piel no melanoma a nivel dermatolégico, en cuanto a la especificidad del 65%
hemos expresado que la técnica no distingue patologias ni diferencia entre una
neoplasia benigna (lunares) o maligna (carcinoma baso-celular o espino-celular) por lo

gue para este propdsito se recomienda incorporar una técnica diferente.
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Recomendaciones

La aplicacibn del ALA vy el diagnostico mediante fluorescencia debe ser
complementado por el tratamiento de los cénceres no melanoma, mediante la
irradiacion de la zona afectada por una dosis pre-determinada de luz roja, llamado
tratamiento foto-dinamico.

Se recomienda utilizar un cuarto a poca luz o por lo menos con luz constante (que la
camilla no este cerca de ventanas), ya que esto influiria en las mediciones tomadas (al
inicio de la sesién, tomamos el espectro de la luz de fondo y restamos del espectro de
interés si tenemos variacion de dicha luz de fondo, el espectro que obtenemos seria
alterado). En estos casos, volver a sustraer la luz de fondo y empezar de nuevo con
las mediciones

En el estudio de la distribucion de luz en el tejido con fuente puntual se observa que a
la profundidad z, se tiene el maximo de tasa de fluencia, y cumple con la ecuacion de
transporte estacionaria.

Para una fuente de luz homogénea incidentes en todo el tejido canceroso , se observa
gue su decaimiento es suave desde z=0.07 (zo) hasta alrededor de 0.7cm que casi se
vuelve constante con valores de fluencia semejantes a cero

La dosis a emplearse para la fase tratamiento con una fuente de 635nm se ha
fraccionado en 5 partes para un total de 100mW/cm? donde los tiempos de irradiacion
estan acordes con la distribucién de la luz roja en el tejido, suficiente para producir una
foto-activacion en el area a irradiarse.

De los tres modelos obtenidos al aplicar la ecuaciéon de la tasa de fluencia en medio
semi-infinito con varias fuentes, se recomienda utilizar el segundo modelo, ya que
para su uso se necesitan diferentes fuentes de la misma longitud de onda y de
acuerdo a la profundidad del tumor se las coloca a lo largo del eje z de tal manera que
en los graficos Tasa de fluencia vs. Profundidad se observe una buena delimitacion en
profundidad del tejido canceroso. Para esta aplicacion se recomienda cuantificar la
profundidad del tumor mediante una biopsia tipo “punch” pre tratamiento realizada por
el dermatdlogo donde al analiza que tipo de tumor se va a irradiar y si los bordes
laterales y profundos estdn comprometidos; con este resultado(profundidad) y el de
fluorescencia(superficie),obtener las distancias a colocarse las fuentes para obtener

una irradiacion optima(grafico Tasa de fluencia vs profundidad/superficie)
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CAPITULO 8

FUTUROS TRABAJOS

7 En cuanto al fluorosensor utilizado para la fase diagnéstico, se espera construir un
acoplamiento de escaneo que pueda recolectar los datos como un arreglo de matriz
cuadrada mucho mas rapido.

7+ Como se ha mencionado, la presencia de mutaciones en p53 también puede ser
utilizada en la valoracion de margenes en la extirpacién de neoplasias ("margenes
moleculares"), pues la valoraciéon molecular de p53 permite afinar ain mas en la
prediccién de las recurrencias locales del tumor el estudio genético de p53 basado en
biologia molecular del ADN mediante la técnica de diagndstico por extraccion y andlisis
de ADN llamado PCR in situ

7+ Se espera también construir un prototipo para la fase tratamiento integrada por una
fuente de luz de 635nm, onda continua y una potencia de 100mW/cm? probada primero
in vitro sobre tejidos excerizados y luego en pacientes del Servicio de Dermatologia del
HCAM

/A Para comprobar la eficiencia de la fase tratamiento, el uso de la técnica de
diagndstico por extraccion y andlisis del ADN llamado PCR de Biologia Molecular es el
paso proximo a realizarse conjuntamente con el Servicio de Genética del HCAM.

¥ A nivel mundial se estudia nuevas drogas derivados de la Hematoporfirina humana
HDP como agente fotosensibilizante el cual tenga menos complicaciones a la hora de
administrar al paciente como no crear fotosencibilidad en paciente, menos tiempo de
recuperacion luego de aplicado dicha droga debido a la fotosencibilidad en especial al
agente aplicado via intravenosa ya que recorre todo el sistema para concentrarse en una
sola regidén (regibn cancerosa), mayor selectividad en tejido neoplasico, una
farmacodinamica eficiente(rdpido desalojo del cuerpo), entre otros

/¥ El uso de la ecuacion de la tasa de fluencia en un medio semi-infinito para
longitudes de onda superiores a la roja y los valores de los coeficientes de absorcion y
difusion para cada longitud de onda utilizada deberian ser estudiados para crear una

generalizacién del modelo de la interaccion de la luz con el tejido



76

GLOSARIO

Fotoblanqueo (Photobleaching) : destruccion irreversible de los productos de la

fluorescencia desde una intensidad excesiva de la estimulaciéon de la luz
Necrosis : muerte de un determinado tejido. Gangrena.

Apoptosis celular : fenobmeno por el cual las células mueren una vez terminada su
funciéon. También se denomina muerte celular programada. Este tipo de muerte celular
es vital en la homeostasis tisular porque cuando se altera se producen enfermedades
degenerativas como la enfermedad de Alzheimer, dafio isquémico, desérdenes

autoinmunes y varios tipos de cancer.

Derivado de la Hematoporfirina Humana: sustancia quimica preparada mediante
tratamiento de hematoporfirinas(porfirina en la que dos anillos pirrélicos tienen una
cadena lateral de metilo y otra de propianato, mientras que los otros dos anillos pirrélicos
tienen una cadena lateral de metilo y una de 1- hidroxietilo) con é&cido acético- acido
sulfarico que se concentra selectivamente en el tejido tumoral metabdlicamente activo

entre los que tenemos el acido delta Aminolevulinico, la verteprofirina,

Carcinoma Basocelular: neoplasia que se inicia generalmente con una pequefa papula
ligeramente elevada que puede curar y luego reaparecer, formando finalmente un tumor
liso que se extiende por debajo del menton e infiltra tejidos mas profundos, incluso el
hueso. Pocas veces da metastasis pero algunas veces puede extenderse a los ganglios
linfaticos. El carcinoma basocelular no es frecuente en la mucosa bucal. Algunos autores
lo denomina epitelioma basocelular. Conjuntamente con el carcinoma espinocelular son

llamados céancer de piel no melanoma.

Carcinoma Espinocelular:  carcinoma cuyas células tienden a diferenciarse del mismo
modo que las células de la epidermis, es decir formando células espinosas y sufriendo
cornificacién. Puede aparecer en cualquier érgano con epitelio escamoso estratificado y
es el tumor maligno mas comun de la cavidad bucal, siendo sus sitios habituales la
lengua, el piso de la boca, la mucosa alveolar, el paladar y la mucosa bucal. También es
muy frecuente en el eso6fago. El tumor tipico presenta una lesion ulcerada costrosa de
varios milimetros a algunos centimetros de tamafo. Est4 generalmente bien. Las

lesiones predisponentes son quemaduras, radiodermatitis, leucoplasia y queratosis
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actinica; otros factores etioldgicos pueden ser tabaco, alcohol, sifilis, luz solar y

deficiencias nutricionales.

Recidiva: recaida, recurrencia o repeticion de una enfermedad o proceso o de un patron

de comportamiento en particular, la repeticion de un comportamiento delictivo.

Exéresis tumoral: extirpacion o escision quirtrgica de un tumor.

Acido delta Aminolevulinico:  Es un agente fotosensibilizante que induce PplX puede
ser aplicado por via tdpica e intravenosa. La formacion del ALA es el primer paso de la
via biosintética del grupo hemo. Al fina de dicha via se encuentra la Protoporfirina 1X
(PpIX) a la cual se le incorporara el hierro gracias a la accién de la encima

ferroquelatasa.

Protoporfirina IX: es un cromoéforo cuyo espectro de emision fluorescente presenta un
méximo en la region del rojo (alrededor de 635nm).La sintesis de protoporfirina 1X es
esencialmente en la médula 6sea e higado y comienza cuando se condensa Succinil co-
A del ciclo de Krebs y Glycina y se obtiene delta-Aminolevunilato. Es la primera reaccion
de una via especifica que da lugar a la sintesis de porfirinas. La delta-Aminolevunilato

sintasa es regulada negativamente parcialmente por el exceso del grupo hemo.

Exéresis tumoral: extirpacion o escisién quirdrgica de un tumor.
Espectro fluorescente . Es la relajacion radiactiva total que produce una molécula que
ha sido previamente excitada. La emision puede ocurrir como una distribucién ancha en

longitud de onda o en picos agudos, con longitudes de onda menor a la luz de excitacion.

Cromoéforo. Grupo de atomos en alguna molécula orgénica capaz de absorber energia
electromagnética en la region visible y en la ultravioleta. Estos atomos son capaces de
dar coloracion a la sustancia que contiene las moléculas. De un grupo croméforo se
puede generar fluorescencia o fosforescencia bajo determinada condicion. A estas

moléculas se les llama fluoréforos.

Reaccién foto-quimica. Las moléculas excitadas éptimamente pueden empezar una

transformacion con la consecuente liberacion de energia.



ANEXOS

ANEXO 1. Protocolo individual pacientes

Fecha: | Protocolo No:

DATOS DEL PACIENTE:

Nombre:
HCL: Edad: Sexo:
Direccion:
RazaBlanca: Mestizo rideg Indio:
Teléfonol: Teléfono 2:
Instruccion:
Estado Civil:
Ocupacion:
Observaciones:
ANTECEDENTES:
APP
Diagnostico patoldgico -
Tratado anteriormente de lo diagnosticado:
Toma medicacion actualmente. Cuél es:
Fecha y hora de haber tomado medicacion:
Q.T: R.T. OTROS:
APF:
APQ:
Observaciones:
DESCRIPCION DE LA LESION:
Tamanfo: Largo: Ancho: Profundidad:
Descripcion fisica:Color: Consistencia:
Dolor: Prurito: Sangrado:

Observaciones:

ANALISIS DE DATOS LIF

MATRIZ OBTENIDA

Potencia Laser
Observaciones:

Evaluacioén lesion :
Inmediata:
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Mediato(15 dias) :

Tardio:

Observaciones:

LOCALIZACION:

FIRMA RESPONSABLE
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ANEXO 2. PROTOCOLO GENERAL (DIAGNOSTICO Y TRATAMI ENTO)

PROTOCOLO PARA
APLICACION DE TERAPIA
FOTODINAMICA

!

DIAGNOSTICO CLINICO E
HISTOPATOLOGICO DE
LESIONES

v
[ Calibracion fluorosensor]

[Limpieza de la/s ]

lesiones con 709% etanol

!

(- Llenar protocolo individual N
- Tomar el contorno del tumor sefialando referencias CURVA MACRO
- Limpieza de la/s lesiones con 70% etanol
- Aplicar ALA al 20% en crema neutra Lubriderm piel sensible sobre y alrededor de la lesién
con un margen de 10mm
- Cubrir el lugar con un plastico transparente (proteger crema y mantener temperatura mas
alta de lo normal), plastico oscuro, papel aluminio , gasa (proteccion del sol )

" Dejar un rango de 4 a 6 horas )

!

(- Realizar una matriz cuadrada de papel adhesivo con agujeros cada 3 A 5mm
manteniendo centro del tumor

- Limpiar lesién con solucion salina al 0.9 y retirar ALA

-Aplicar dicha matriz y proceder a ubicar el laser en cada aguajero para obtener el espectro
respectivo (un tiempo de 5 a 10 seg hasta que se estabilice dicho espectro)

\_- Tomar datos de autofluorescencia de piel normal y grabar en el software (laser 1,2 W) J

~

KLocaIizar los picos de absorcion y definir en que rangos de intensidad se encuentran (auto\
fluorescencia 500nm y de Pplx 632nm)
- Relacién de estos 2 parametros
- Estandarizar tomando el 100% el valor dado en el centro del tumor y 0,1% en piel sana,
obtener valores de los demas lugares
- graficar valores obtenidos

- Encontrar la curva de isoprobabilidad del 10%

%

[ TRATAMIENTO ]

'




- aplicar la curva del 10% encontrada

- aplicar laser 635nm en el &rea encontrada durante
25 minutos fraccionando la dosis 5, 25, 50 75, 100
Jlcm? con pausa de 2min en cada dosis

Aplicar LIF en el &rea
irradiada para comprobar si

Sl

existe pico de PpIX

- hacer un seguimiento de 1
semanay 3 meses

A 4

- Realizar el andlisis estadistico
necesario

FIN

\ 4
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ANEXO 3. PROTOCOLO DERMATOLOGO

Criterio de inclusion

* Mayores de 18 afios

» Pacientes con tendencias a hacer queloides

* Queratosis extensas

» Pacientes que rehusan cirugia

* Pacientes con marcapasos

» Pacientes con edad avanzada

» Con alteraciones en la coagulacion

» Sin tratamiento especifico por Io menos en 30 dias antes sin uso de medina tépica o
sistematica( fotosensibilizantes, inmunosupresores)

» Pacientes en los que se han probado otras técnicas sin resultados

Criterio de Exclusion:

» Pacientes con historial de fotosensibilidad

* Gestantes

* Pacientes de radioterapia, quimioterapia hormonoterapia, etc.
» En estado hematolégico delicado

NOTA: pedimos de manera especial al personal medico dermatoldgico recomendar al
paciente realizarse este estudio antes de comenzar su respectivo tratamiento
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ANEXO 4. PROTOCOLO DEL FiSICO-MEDICO

PREPARACION:

» Recibir al paciente enviado por el médico con cordialidad

» Hablarle sobre el procedimiento a seguir

» Conseguir aprobacion del paciente ( firmar hoja de aceptacion)

* Llenar datos en la hoja de PROTOCOLO INDIVIDUAL DE PACIENTE

» Explicarle la HOJA DE INSTRUCCIONES DE PACIENTE

» Proporcionarle los materiales necesarios para su preparacion al diagnostico

» Concertar cita

DIAGNOSTICO LIF:

« PREGUNTAR AL PACIENTE SI EL ALA FUE COLOCADO SIGUI ENDO LAS
INSTRUCCIONES DADAS (es importante que cumpla las 4 horas colocado el ALA)
caso contrario dar una nueva cita

» Para las respectivas mediciones :

1.

Crear una carpeta con el nombre del paciente y subcarpetas con las
horas en las que se tom6 espectro( esto en caso que al paciente se
le pueda tomar mediciones cada hora)

Limpiar fibra 6ptica y revisar que el sistema fluorosensor — software
(O0Ibase32) este funcionando normalmente

Guardar background con un tiempo de integracién 100mseg ,
average 10 y reducir escala de (intensidad) a 2000

Quitar los apdésitos de la lesién y limpiar con suero fisiolégico si
necesita ayuda del medico dermatolégico solicitarla.

Tomar datos de fluorescencia completando el PROTOCOLO
INDIVIDUAL DE PACIENTE

Realizar la respectiva area de matriz utilizando la curva del 10% del
tumor
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ANEXO 5. PROTOCOLO CIRUJANO - DERMATOLOGO

Los protocolos para excéresis de tumor ya estan establecidos, el presente sigue su

mismo lineamiento pero con las variaciones que involucran el realizar el estudio que se

esta llevando a cabo.

PRE CIRUGIA

» Pedir al paciente se realice exdmenes de laboratorio (biometria hematica, quimica
sanguinea, pruebas de coagulacion)

» Realizar una valoracién pre-operatoria (Electro-cardiograma, rayos X de torax) .

CIRUGIA

Cuando el paciente esta listo para intervencion quirdrgica en quiréfano con el personal
necesario, se lleva a cabo el siguiente procedimiento que se generaliza para todo tipo de
cancer:

* Asepsia antisepsia

» Fijar campos alrededor de la zona a operar

» Demarcacion de la lesion y el margen de seguridad (violeta de genciana)

» Exceresis de la lesion, colocando un hilo de referencia.

» Usar pinzas quirurgicas diferentes pre y post exceresis del tumor

» Lavar el area quirurgica y cambiar de guantes a cirujano previo a la sutura

El margen de seguridad es decir la zona de piel sana perilesional se establece de
acuerdo al tipo histolégico, al tamafio de la lesion y a la zona anatomica donde esta
localizada y si es primario o recurrente [52] .Los promedios en general van de 4 hasta 1
cm

POST CIRUGIA

* Enviar la pieza anatbmica para el respectivo estudio Histo- patolégico

» Seguimiento de evolucion por consulta externa periddicamente: cada mes el primer
afio, cada 2 meses el segundo, cada 3 meses el tercero. Esto en caso de carcinoma.
Espinocelular. En el caso de carcinoma Basocelular, el paciente puede retornar cada
3 meses; hasta completar 5 afios post quirargico.
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ANEXO 6. PROTOCOLO HISTOPATOLOGICO

Recibir muestra (pieza quirdrgica)
Registrar datos como nimero de Historia Clinica, numero patoldgico

AREA DE MACROSCOPIA

Verificar datos de pedido para confundir con otros pacientes.

Observacion y realizacion de cortes de la pieza cada 3mm

Descripciéon de forma tamafio, caracteristicas de la superficie (ulcerado
formaciones elevadas, color, consistencia)

Rotulacion de los cortes seriados transversales del tejido para no perder
direccionamiento: vértice, superior inferior, hilo de referencia.

Colocacién en casetas debidamente rotuladas. Cuando el tejido no entra en
caseta, se realiza cortes en las 4 direcciones tomando tanto tejido canceroso
como tejido sano y se verifica hasta donde ha llegado el tumor. El tamafio de
caseta estandar es 3 x 2.5cm. Se puede también realizar los cortes habituales
pero no en todo el tejido, cortando en la mitad el tejido, se deja un poco de tejido
tumoral y los demas cortes siguiendo el protocolo establecido.

Colocacion de casetas en fijador (formol al 10%)

AREA HISTOTECNOLOGIA

Colocacion de casetas en alcohol, formol, cidol.
Colocacién de casetas en parafina para formar bloques
Corte de bloques en micrétomo para colocar en placas
Placa tefida

AREA HISTOPATOLOGICA

Estudio de placas al microscopio

Diagnostico

Andlisis de bordes comprometidos en cada muestra de placa (medicion de
distancia que existe del tumor al borde del tejido

Gréfico de la reconstruccion del tejido con valores dados de distancias.
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ANEXO 7. INSTRUCCIONES AL PACIENTE

PEDIMOS REALIZAR EL SIGUIENTE PROCEDIMIENTO 4 HORAS ANTES DE LA
CITA DADA PARA GARANTIZAR LA EFECTIVIDAD DE ESTE PR OCEDIMIENTO

agrwpdpE

Limpiar las lesiones designadas con alcohol antiséptico

Aplicar ALA generosamente sobre la lesién y sus alrededores de manera uniforme
Cubrir la zona con el plastico transparente

Colocar el aposito e inmovilizar los alrededores con esparadrapo

Colocar el plastico negro tapando lo anterior e inmovilizar los alrededores con
esparadrapo

6. Anotar la hora exacta a la que fue colocada e informar al médico en su cita

7.

En caso de no cumplir la aplicacion de ALA a la hora sefialada, favor llamar al
084419088 para concertar una nueva cita

NOTA: gracias por seguir el procedimiento, cualquier inquietud haganoslo saber
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ANEXO 8. CONSENTIMIENTO DEL PACIENTE

AUTORIZACION DEL PACIENTE

o TR Paciente del Hospital
........................................................... del Servicio de Dermatologia ; ya informado
del procedimiento a realizarseme acepto formar parte de esta investigacion sin
posibilidades de demandas legales en el futuro ; y autorizo utilizar los datos adquiridos
en dicha investigacion .

FIRMA DEL PACIENTE
NUMERO DE CEDULA



ANEXO 9. HOJA DE DATOS DEL ACIDO DELTA AMINOLEVU LINICO
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delta-Aminolevulinic acid hydrochloride

5-Amino-4-ozopentancic acid hydrochlorde

Catalog # 5167 [3451-09-2]
In Stock
Formula CsHijpCIN G
=33% Mazs: 167 5%
125mg 1z =y
F1z F65 F285

Meore information - Cett. of Analysis, MEDE, TVEL (most recent items may niot be avalable online)

D5

Product Categories Click to browse products within each category

Porphyring Precursers




ANEXO 10. IDENTIDADES PARA RESOLUCION DE INTEGRALES

Consideremos A y B vectores arbitrarios y C un escalar todo independiente de s
[Ask=0
4

L 5(3.A) :%’TA
[css=0
L (AS)(B3) & = %’T(AB)

j 5(AS)(B3)&E=0
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