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RESUMEN:

La monitorizacion no invasiva es uno de los elementos claves para analizar la activacion
del fotosensibilizador durante el proceso fotoquimico subyacente a la Terapia Fotodina-
mica (TFD) mediante su fluorescencia. Esta Ultima se puede emplear también para dis-
criminar el tejido patolégico del sano. En este trabajo se analizan los patrones de fluores-
cencia superficial en tres tipos diferentes de cancer de piel no melanoma, asi como su
respuesta al tratamiento fotodindmico, mediante un modelo dosimétrico para TFD con
Metvix®. Los resultados obtenidos muestran diferencias incluso mayores del 50% en los
patrones de fluorescencia a medida que progresa el tratamiento dependiendo del tipo de
tejido maligno. Lo que demuestra la gran relevancia del medio biolégico como factor do-
simétrico adicional en el contexto fotodindmico. Estos resultados contribuyen al futuro de
desarrollo de una terapia personalizada asistida mediante herramientas dosimétricas para
interpretar las imagenes de fluorescencia obtenidas durante la monitorizacion del trata-
miento y el fotodiagnostico diferencial.
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ABSTRACT:

Non-invasive treatment monitoring is one of the key elements to assess the photosensitiz-
er activation during the photochemical process underlying Photodynamic Therapy (TFD)
by its fluorescence. Furthermore the photosensitizer fluorescence can be employed to dis-
criminate the pathological tissue from the healthy one. In this work the superficial fluo-
rescence patterns in three different types of nonmelanoma skin cancer tumors and their
photodynamic treatment response are analysed by a fluorescence based dosimetric model
for PDT with topical Metvix®. Results show differences of even more than 50% in the
fluorescence patterns as the treatment progresses depending on the malignant tissue type.
They demonstrate the great relevance of the biological media as an additional dosimetric
factor within the photodynamic context. These results contribute to the development of a
future customized therapy with the assistance of dosimetric tools to interpret the fluores-
cence images obtained during the treatment monitoring as well as in differential photodi-
agnosis.

Key words: Photodynamic Therapy, fluorescence, photodiagnosis, nonmelanoma skin
cancer, dosimetry, photosensitizer.
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1.- Introduccién

La Terapia Fotodinamica (TFD) consiste en
la administracion sistémica o tdpica de un
fotosensibilizador y posterior aplicacion de la
radiacion dptica tras un periodo de incuba-
cion en el que el fotosensiblizador se acumu-
la de forma selectiva en el tejido tumoral.
Como resultado se producen agentes citoto-
xicos en presencia del oxigeno que dan lugar
a la destruccion del tejido maligno [1]. Su
naturaleza minimamente invasiva y el uso de
radiacién no ionizante, ha extendido su apli-
cacién en diversos ambitos clinicos para el
tratamiento del cancer y otros tipos de lesio-
nes. Especialmente como técnica de trata-
miento en dermatologia, donde se aplica para
el tratamiento del cancer de piel no melano-
ma y patologias precursoras. La incidencia
de estas Gltimas ha aumentado significativa-
mente en las Gltimas décadas debido en gran
medida al aumento de la exposicion a la ra-
diacion ultravioleta impuesta por las tenden-
cias estéticas actuales [2]. Sin embargo, a
pesar de los buenos resultados terapéuticos,
persiste la necesidad de desarrollar una do-
simetria de tratamiento personalizada para
evitar una eliminacion incompleta del tejido
tumoral y posibles recidivas. Uno de los fo-
tosensibilizadores mas empleados en este
dmbito es el Aminolevulinato de Metilo
(MAL, Metvix®). Un precursor del compo-
nente fotoactivo Protoporfirina IX (PplX)
que se acumula selectivamente en las células
tumorales [3]. Al igual que otros fotosensibi-
lizadores de la familia de las porfirinas, el
protocolo clinico para la aplicacion de TFD-
Metvix® es fijo e independiente del tipo de
paciente o lesion, aunque los resultados del
tratamiento varian en funcion de ambos. Por
lo que el desarrollo de dosimetria personali-
zada para TFD es necesario para optimizar la
respuesta del paciente al tratamiento y evitar
una posible persistencia tumoral o futura
recidiva como consecuencia de una eleccion
inadecuada de los parametros del tratamien-
to. Para ello se han estudiado diferentes es-
trategias dosimétricas y factores que afectan
al proceso fotodinamico mediante modelos
predictivos [4]. Estos Gltimos han de tener en
cuenta una gran cantidad de factores dinami-
C0S y procesos interrelacionados que pueden
limitar el adecuado transcurso del tratamien-

to. Lo que les confiere una capacidad muy
valiosa para estimar a priori la respuesta del
tejido bajo unas determinadas condiciones
dosimétricas. Por lo que el uso de modelos
predictivos presenta un gran interés para
realizar una planificacion personalizada del
tratamiento que maximice su efectividad
terapéutica. Sin embargo, a pesar del gran
esfuerzo realizado en los ultimos afios, el
desarrollo de un modelo completo para TFD
que considere los complejos fenémenos inhe-
rentes al proceso fotodinamico permanece
sin resolverse. La propagacion Optica en el
tejido bioldgico, la distribucién del fotosen-
sibilizador y la interaccion fotoquimica entre
otros, son cruciales para evaluar la progre-
sion del tratamiento y estimar el efecto del
tratamiento bajo un determinado contexto
clinico. Ademas, seria de gran interés poder
analizar la sefial de fluorescencia emitida por
el fotosensibilizador, no s6lo con fines diag-
nosticos aprovechando su acumulacion selec-
tiva en el tumor, sino también como indica-
dor de su degeneracion para monitorizar la
evolucion de la terapia. Los modelos pro-
puestos recientemente incluyen aproxima-
ciones para los fendmenos fotofisicos y foto-
quimicos principales, asi como para la fluo-
rescencia emitida por la PpIX en TFD-ALA
aplicada en dermatologia. Igualmente se ha
estudiado la relacion entre la fluorescencia
del fotosensibilizador y la distribucion de
oxigeno singlete [5]. En este caso el modelo
empleado es unidimensional y se aplicd en
piel sana, por lo que no se considera ni la
dependencia radial del proceso fotodindmico
ni la influencia de las propiedades Opticas del
tejido patolégico sobre la distribucion de la
radiacion optica. Este tipo de modelos se han
empleado también para estimar la concentra-
cion de oxigeno local a partir de la fluores-
cencia del fotosensibilizador [6], aunque en
este caso el andlisis de los componentes mo-
leculares involucrados en la interaccion foto-
quimica se obtuvo a partir de una simple
funcion escal6n para la tasa de fluencia. Por
lo que no se considera adecuadamente ni la
geometria ni las propiedades dpticas del me-
dio bioldégico. Ambas consideraciones se han
tratado mediante una aproximaciéon de MC
[7], aunque otros aspectos como la distribu-
cion inhomogénea del fotosensibilizador, la
degradacion del oxigeno inducida por el pro-
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ceso fotodindmico o la dependencia radial
del oxigeno singlete fueron despreciados. Las
limitaciones indicadas anteriormente limitan
la evaluacion cuantitativa del proceso fotodi-
namico en un escenario clinico real, asi como
un analisis minucioso de la fluorescencia
medida en la superficie del tumor. Reciente-
mente se propuso un modelo que permite
obtener la evolucién temporal de la fluores-
cencia superficial, y en funcion de la profun-
didad, junto con la concentracién de oxigeno
singlete generada durante el tratamiento [8].
Ambos juegan un papel fundamental como
indicadores del progreso del tratamiento y en
definitiva, del dafio oxidativo. Sin embargo,
el potencial de este modelo para la practica
clinica considerando diferentes tipos de can-
cer de piel no ha sido estudiado en profundi-
dad. Tal y como se indicé anteriormente los
modelos anteriores hacen referencia a piel
sana 0 a un tipo de tumores aislado. En este
trabajo se presenta un andlisis completo de la
respuesta fotodinamica y la potencialidad de
la monitorizacion de la fluorescencia del
fotosensibilizador en varios tumores comu-
nes de cancer de piel no melanoma (carci-
noma basocelular nodular (CBCN), carcino-
ma basocelular infiltrativo (CBCI) y carci-
noma de células escamosas (CCE)). El anali-
sis llevado a cabo permite evaluar la relevan-
cia del tipo de tumor empleando un modelo
tridimensional para TFD que proporciona la
evolucién de los principales fenébmenos invo-
lucrados en el proceso fotodindmico junto
con los patrones de fluorescencia superficia-
les y en profundidad a medida que progresa
el tiempo de tratamiento. Los resultados es-
pecificos para cada tipo de tumor podrian ser
atiles como herramienta de asistencia clinica
tanto para planificar la respuesta al trata-
miento como para monitorizar su progresion.
En la seccidon 2 se describe brevemente el
modelo dosimétrico para TFD-MAL emplea-
do. Su aplicacion en los tres tipos de cancer
de piel se presenta en la seccion 3 junto a los
resultados obtenidos. Finalmente en la sec-
cion 4 se presentan las conclusiones mas
relevantes de este trabajo.

2.- Descripcion del modelo dosimétrico
para TFD-MAL

A continuacion se describe brevemente la
fundamentacion del modelo empleado para
obtener la evolucion de los fendmenos invo-
lucrados en la TFD. Tal y como se indico
anteriormente, el fotosensibilizador de uso
topico MAL, es un precursor del elemento
fotoactivo PplX. Tras la administracion tépi-
ca del MAL en la superficie cutanea, se pro-
duce un proceso de difusion a través de las
diferentes capas de la piel y a continuacion
una transformacién metabdlica en la PplX.
Diferentes estudios han demostrado la gran
influencia que tiene la capa cérnea de la epi-
dermis en el proceso de difusion del precur-
sor hacia las capas mas profundas de la piel y
su distribucion inhomogénea en el tejido.
Para obtener dicha distribucién durante el
periodo de incubacién de 3 horas impuesto
por el protocolo para Metvix®, se empleé la
ley de difusion de Fick teniendo en cuenta la
permeabilidad de la capa cdrnea, el coefi-
ciente de difusion en el tejido, el tiempo de
relajacion del precursor como consecuencia
de la generacion del fotosensibilizador y
otros procesos como el flujo linfatico y la
perfusion sanguinea, asi como la concentra-
cion inicial de precursor aplicada en la super-
ficie del tumor [9]. Esta dltima se obtuvo a
partir de las indicaciones relacionadas con la
administracion de la crema Metvix® que se
recogen en el protocolo clinico, considerando
en todos los casos una lesion con una exten-
sion superficial circular, la densidad de pre-
cursor en la crema y su masa molecular.
Considerando que el tiempo de relajacion de
la PpIX es mucho mas pequefio que el tiem-
po de difusién del MAL, la concentracion de
PpIX producida endégenamente es propor-
cional a la concentracion instantanea de
MAL.

La interaccion fotoquimica que tiene lugar
entre la luz, el fotosensibilizador y el oxigeno
presente en el tejido se modelé mediante un
sistema de ecuaciones diferenciales que per-
mite obtener la evolucion temporal de los
componentes moleculares en los diferentes
puntos de la muestra de tejido [10, 11]. Las
soluciones del sistema de ecuaciones se ob-
tuvieron mediante una herramienta de reso-
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lucion de ecuaciones diferenciales disponible
en la plataforma Matlab®.

La distribucién de la radiacion optica de ex-
citacion en medios turbios, fuertes disperso-
res de la luz, y con grandes variaciones en
sus propiedades dpticas, como son los tejidos
biol6gicos, se puede obtener mediante la
Teoria de Transporte de la Radiacion (RTT).
Para resolver la ecuacion RT en el estado
estacionario se empled el método de Monte
Carlo de Wang y Jacques [12]. Esta imple-
mentacién es multicapa, con sus bordes per-
pendiculares al haz de la fuente éptica y por
lo tanto adecuada para el célculo de la distri-
bucién 6ptica en medios estratificados como
la piel. En este trabajo se consideraron las
propiedades épticas de cada capa de tejido a
la longitud de onda de la TFD (635 nm).

La emision de fluorescencia del fotosensibi-
lizador en cada punto de la muestra del tejido
(705 nm) se obtuvo a partir de la densidad de
fotones de excitacion absorbidos por las mo-
léculas de fotosensibilizador y el rendimiento
cuantico de fluorescencia [13]. La distribu-
cion espacial no uniforme de fluoréforo y su
variacion temporal provoca que las fuentes
emisoras de fluorescencia en cada posicion
del tejido varien a lo largo del tratamiento. A
partir de estas fuentes de fluorescencia se
obtuvo la fluorescencia debida a las molécu-
las de fotosensibilizador que escapa de la
superficie del tumor. Para ello, se empled
otra aproximacion del método de Monte Car-
lo [14], que fue modificada para considerar
fluentes de fluorescencia locales que sufren
una variacion espacial y temporal dindmica
[8]. Asi, en un instante determinado del tra-
tamiento, la fluorescencia total que escapa de
la superficie del tumor J, en una determina-

da posicion radial r se puede obtener acu-
mulando el flujo que escapa en superficie
producido por cada fluente de potencia de
fluorescencia tal y como se expresa en (1).
En esta ecuacion r, y z, son las coordenadas

de la fuente de fluorescencia, AV(r Z ) es

s!Ts
el volumen incremental asociado con la posi-
cion de la fuente y T(r z r) es la funcion

5145
de transferencia de fluorescencia desde la
fuente hasta la superficie del tejido [8].

J (r,t) = E EPf (r, 2, DAV (r,, 2)T(r,z.,1) (1)

fs

3.- Aplicacién del modelo: resultados y
discusion

El modelo dosimétrico para TFD-MAL des-
crito anteriormente se aplic a tres tipos dife-
rentes de cancer de piel no melanoma: CBCI,
CBCN y CCE. Se consider6 en todos los
casos una lesién de radio superficial 1 cmy 3
mm de profundidad. Las propiedades épticas
empleadas para los diferentes tipos de tejido
a la longitud de onda de tratamiento y de
emision de fluorescencia se recogen en la
Tabla 1 [15]. En todos los casos se considera
un haz éptico cilindrico de 0.3 cm de radio
perpendicular a la muestra de tejido, una
irradiancia de 100 mW/cm? y un tiempo de
radiacion de 10 minutos.

Longitud de onda de excitacién (635 nm)

Tipo de tejido u, (cm‘l) m (cm‘l)
CBCI 15 142.85
CBCN 15 104.76
CCE 2 95.238

Longitud de onda de emisién (705 nm)

CBCI 1.5 100
CBCN 0.8 90
CCE 1 85

Tabla 1. Propiedades Opticas de los tejidos a
las longitudes de onda de excitacion y de
emision (u, : coeficiente de absorcion; u, :

coeficiente de scattering) [15].

La concentracion inicial de MAL en la super-
ficie de la lesion se calcul6 en base a las es-
pecificaciones del protocolo clinico para
Metvix®, donde se recomienda la aplicacién
de 1 mm de grosor de crema cubriendo 5 mm
extra de piel sana alrededor de la patologia y
un periodo de incubacion de 3 horas antes de
aplicar la radiacién Optica. Una descripcion
mas detallada de los parametros empleados
tanto para el célculo de la distribucion del
fotosensiblizador en el tejido, como para la
interaccién fotoquimica se puede consultar
en trabajos previos [16].
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En la Fig. 1 se representa la dependencia
temporal de la fluorescencia media que esca-
pa de la superficie del CBCI en funcién de la
coordenada radial. Se llevaron a cabo un total
de 10 iteraciones para cada tipo de cancer de
piel y su distribucién particular de fuentes de
fluorescencia en diferentes instantes tempo-
rales. Las barras de error representan la des-
viacién estandar para el total de interaccio-
nes. Tal y como se puede observar el aumen-
to de la degradacion del fotosensibilizador
como consecuencia del fotogquemado y la
absorcion de la sefial de fluorescencia parti-
cular en cada patologia produce una dismi-
nucion de la fluorescencia que escapa en la
superficie del tumor a medida que progresa
el tiempo de tratamiento. Igualmente se pue-
de observar el efecto del radio del haz dptico
sobre el area superficial de maxima emision.
Lo que pone de manifiesto la necesidad de
disponer de modelos tridimensionales para
evaluar la influencia del perfil del haz éptico
empleado sobre la prediccion obtenida.
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Fig. 1: Fluorescencia que escapa en la su-
perficie del CBCI (W/cm?) vs. componente

radial en diferentes instantes temporales a lo
largo del tratamiento.

Los patrones de fluorescencia superficial
obtenidos a medida que transcurre el trata-
miento para los diferentes tipos de tejido
maligno muestran claras diferencias. Como
ejemplo, en la Fig. 2 se representa la fluo-
rescencia que escapa en la superficie vs. la
componente radial en el CBCI, el CBCN y el
CCE cuando ha transcurrido la mitad del
tiempo de tratamiento. Como se puede ob-
servar, a pesar de que su tendencia espacio-
temporal es similar en los tres tipos de tumor
bajo las mismas condiciones de tratamiento,
la fluorescencia detectada en la superficie

varia para cada lesion. Esto mismo ocurre en
todos los instantes temporales a lo largo del
tratamiento.
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Fig. 2: Fluorescencia que escapa en la su-
perficie (W/cm?) del CBCN, CBCIl y CCE vs.
componente radial cuando ha transcurrido la
mitad del tratamiento (300 s).

La cuantificacion estadistica de las diferen-
cias encontradas en el area de incidencia
directa del haz dptico revela un incremento
medio por encima del 50 % entre el CBCN y
el CBCI a lo largo de todo el tratamiento
(50.39 % en el primer minuto, 58.22 % a
mitad del tratamiento y 56.51 % al final).
Esta diferencia se reduce ligeramente si se
compara el CCE y el CBCI a 35.30 %, 40.62
% y 39.46 % respectivamente. La discrimi-
nacion entre patologias se reduce considera-
blemente entre el CBCN y el CCE. En cuyo
caso la diferencia se reduce a 11.18 %, 12.53
% y 12.25 %. Este tipo de resultados son de
gran ayuda para la monitorizacién personali-
zada de la evolucion del tratamiento fotodi-
namico y ademas reflejan la importancia del
tipo de tumor para planificar adecuadamente
el tratamiento ya que los patrones de fluores-
cencia tienen una relacién directa con la de-
gradacion del fotosensibilizador durante la
reaccion fotoquimica y en consecuencia con
la generacidn de agente citotdxico. Igualmen-
te las diferencias observadas en los instantes
iniciales del tratamiento, le confieren al mo-
delo presentado utilidad desde el punto de
vista del fotodiagnostico diferencial.

4.- Conclusiones

Se ha analizado la fluorescencia superficial
emitida por el fotosensibilizador MAL-PplX
durante el transcurso de la TFD en diferentes
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tipos de cancer de piel no melanoma median-
te un modelo predictivo. Los resultados ob-
tenidos revelan diferencias incluso superiores
al 50 % dependiendo del tipo de tumor. Por
lo que resultan de gran importancia para la
planificacion y monitorizacion del tratamien-
to fotodindmico, asi como para el fotodiag-
nostico diferencial.
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