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RESUMEN

La Terapia Fotodinamica (PDT) es un tratamiento emergente que combina la longitud de
onda especifica de un laser con un farmaco (fotosensibilizador), disefiado para destruir las
células cancerigenas después de la activaciéon por el laser. Si se deseara implementar
tratamientos de la PDT en la practica clinica, es necesario contar con un método confiable de
verificacion dosimétrica previo al tratamiento del paciente, puesto que el resultado exitoso
de la PDT depende de la administracion precisa de la dosis fotodindmica prescrita. Por otra
parte, dosimetros basados en gel son ampliamente usados para medir las distribuciones de
dosis con mayor precision en 3D en el campo de la radioterapia (uso de la radiacién ionizante
para erradicar células cancerigenas), ya que estos dosimetros son biomateriales
radiologicamente equivalentes que emulan la densidad y viscosidad del tejido corporal.

Por lo anterior, en el presente trabajo de tesis se propone un dosimetro a base de gel
porcino con propiedad dispersante (emulsion de intralipidos para emular la piel humana), en
el cual es incrustado un volumen tumoral hipotético que esta compuesto por el gel dispersante
dopado con el fotosensibilizador PplX (propiedad absorbente), cuya longitud de onda de
excitacion es de 635 nm. Posteriormente, la respuesta del “tratamiento” (gel dosimétrico con
PplX) es cuantificada con respecto al gel dosimétrico sin PplX por la modalidad de imagen
de Termografia Infrarrojo (TIR), en donde el analisis de la relacion dosis-respuesta para
determinar los factores de incremento de dosis (k) fueron de 1.83, 1.40 y 1.00 para las dosis
de irradiacion de 15, 30 y 45 J/cm?, las cuales comprenden la dosis estandar (37 J/cm?)
empleada para tratamientos PDT. Los resultados demuestran evidencia del posible uso
potencial del gel dosimétrico en la Terapia Fotodinamica para medir el incremento de la dosis

causada por el agente fotosensibilizador PplX.

Palabras claves: Terapia Fotodindmica, Fotosensibilizador PplX, Dosimetria, Gel

dosimétrico, Termografia Infrarrojo.



ABSTRACT

Photodynamic Therapy (PDT) is an emerging treatment that combines the specific
wavelength of a laser with a drug (photosensitizer) designed to kill cancer cells after
activation by the laser. If it is desired to implement PDT treatments in clinical practice, it is
necessary to have a reliable method of dosimetric verification prior to patient treatment, since
the successful outcome of PDT depends on the precise administration of the prescribed
photodynamic dose. On the other hand, gel-based dosimeters are widely used to measure
dose distributions with greater precision in 3D in the field of radiotherapy (use of ionizing
radiation to eradicate cancer cells), since these dosimeters are radiologically equivalent

biomaterials that emulate the density and viscosity of body tissue.

Therefore, in this thesis work a porcine gel-based dosimeter with scattering properties
(intralipid emulsion to emulate human skin) is proposed, in which a hypothetical tumor
volume is embedded that is composed by gel doping with PpIX photosensitizer (absorbing
property), whose excitation wavelength is at 635 nm. Subsequently, the response of the
"treatment” (dosimetric gel with PplX) is quantified with respect to the dosimetric gel
without PplX by the imaging modality of Infrared Thermography (TIR), where the analysis
of the dose-response relationship to determine the dose enhancement factors (k) were 1.83,
1.40 and 1.00 for the irradiation doses of 15, 30 and 45 J/cm?, which comprise the standard
dose (37 J/cm?2) used for PDT treatments. The results demonstrate evidence of the possible
potential use of the dosimetric gel in Photodynamic Therapy to measure the dose

enhancement caused by the photosensitizing agent PplX.

Keywords: Photodynamic Therapy, Dosimetry, PplX Photosensitizer, Dosimetric Gel,
Infrared Thermography.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

La Terapia Fotodinamica (abreviada como PDT por sus siglas en inglés de Photodynamic
Therapy) es un tratamiento de fototerapia en el cual intervienen dos componentes no toxicos:
el agente fotosensitizador (PS), el cual es el encargado de marcar células o tejidos, y el
segundo representa la administracion de luz a una longitud de onda especifica para activar al
agente fotosensitizador (Hyun Yun & J. J. Kwok, 2017).

La PDT se ha estudiado desde hace varias décadas, de hecho, el primer registro sobre
esta terapia data alrededor del afio 1900 en donde Oskar Raab y Hermann Von Tappeiner
notaron que los paramecios (microorganismos acuéaticos) tefiidos con acridina naranja (un
marcador fluorescente) murieron ante la exposicion de una zona muy iluminada. Con ello en
mente, Von Tappeiner propuso la PDT como método de tratamiento para el carcinoma de
piel. Eventualmente, la PDT fue olvidada tras un premio nobel en 1903 y posteriormente fue
redescubierta en los afios setenta (Ramdn-Gallegos, Reyes-Arellano, Olvera-Ramirez, &
Cruz-Orea, 1999).

Actualmente, se sabe que la PDT ha mostrado efectividad en el tratamiento de
condiciones benignas y malignas como cancer pulmonar, mesotelioma, tumores cerebrales y
de préstata. Con los avances en las Ultimas dos décadas se ha mejorado la tecnologia
relacionada a la PDT y se ha comprendido de mejor manera los biomecanismos fisicos al
realizar el tratamiento. Debido a estos avances surgieron nuevas incognitas acerca de las
condiciones que participan en la efectividad del tratamiento. De acuerdo con Zhu y Finlay

(2008), proponen las siguientes categorias:

e Fuentes de luz, transporte de la luz y entrega de la luz al tejido

11



e Dosimetriaenla PDT

« Imagenologia Optica y anatémica

« Nuevos agentes fotosensibilizadores
e Labiologiade laPDT

Cada una de estas categorias son importantes para determinar el desempefio de la terapia,
sin embargo, nuestra vision se enfocaré en la dosimetria de la PDT. Esto es relevante ya que
permitird el conocimiento de la cantidad de dosis necesaria previa al tratamiento del paciente,
lo cual prevendra el uso excesivo de dosis o la falta de esta misma (Zhu & Finlay, 2008). Si
se deseara implementar tratamientos de la PDT en la practica clinica, es necesario contar con
un método confiable de verificacion dosimétrica previo al tratamiento del paciente (Hasan et
al., 2003; Kim et al., 2020), pues el resultado exitoso de la PDT depende de la administracion
precisa de la dosis fotodinamica prescrita por el médico oncologo, por lo que es necesario un
protocolo de control de calidad para garantizar que la dosis de luz depositada sea la correcta
(Zhu & Finlay, 2008; Dimofte et al., 2018). Actualmente no existen estandares de control de
calidad bien establecidos para garantizar la energia radiante recibida por una unidad de éarea
superficial (J/cm?) (Dimofte et al., 2018).

Por lo que, en el presente trabajo de tesis se muestran resultados experimentales de la
incorporacion del fotosensibilizador PplX en dosimetros de gel basados en piel porcina, con
la finalidad de hacer hincapié en el uso potencial de los dosimetros en gel en la PDT. Para
ello, el aumento de la dosis fue evaluado con la irradiacion de los dosimetros con y sin PpIX
mediante un diodo laser de 635 nm de longitud de onda. Lo anterior, para observar su

respuesta dosimétrica ante el estimulo del agente fotosensibilizador PplX.
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1.2. Justificacion del Problema

La mayoria de los procedimientos clinicos de la Terapia Fotodindmica se han realizado
mediante una concentracion predefinida de un agente fotosensibilizador, una fuente de luz
especialmente seleccionada (excitacion del agente), intervalos de tiempo fijos (entre la
administracion del agente fotosensibilizante y la irradiacion con luz), y el tiempo de
exposicion requerido con una irradiacion de luz incidente fija (Buzalewicz et al., 2017).

Sin embargo, es necesario establecer un protocolo de dosimetria PDT sistematico en
relacion con la dosis de luz (densidad de potencia y tiempo de exposicién), de acuerdo con
la Asociacion Americana de Fisicos en Medicina (AAPM), se ha establecido el requerimiento
de una precision dosimetrica para la PDT de un 5% con una frecuencia de dos afios para su
respectiva calibracion de dosimetria en dichos tratamientos (Santos & Souza, 2019). Lo
anterior, implica que la dosis de luz que sera depositada en el paciente sea la correcta para
garantizar el tratamiento. Por ello, es que se requiere de un protocolo basado en dosimetros
con propiedades cercanas al tejido cutdneo que respondan a una fotoestimulacion vy,
posteriormente, requieran un método de lectura accesible para la correlacion de dosis-
respuesta de los mismos, los cuales ayudarian a aproximarse a los estandares establecidos
por la AAPM.

1.3. Hipotesis

Es posible obtener una respuesta dosimétrica a través de un fantoma basado en gel porcino,
cuando este es sometido a un rango de dosis estandar de la Terapia Fotodindmica (PDT), lo
que contribuye a que este tipo de dosimetros puedan ser atractivos para el control de calidad

de tratamientos de la PDT.
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1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo General

e Evaluar el gel porcino como un potencial dosimetro para efectuar mediciones aplicables
a la Terapia Fotodindmica mediante un fotosensibilizador activado por un laser
terapéutico de 635 nm.

1.4.2 Objetivos Especificos

e Preparar gel dosimétrico de piel porcina con caracter dispersante que replique las
propiedades tisulares.

e Calibrar un laser de 635 nm para la determinacion de la irradiancia de exposicion emitida
por la fuente.

e Incorporar el agente fotosensibilizador PplX al gel dosimétrico basado en piel porcina
con carécter dispersante.

e Irradiar el gel dosimétrico dopado con PplX a diferentes dosis fotodinamicas.

e Evaluar la respuesta dosimétrica del gel dopado por medio de una modalidad de imagen

médica.
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CAPITULO 2
MARCO TEORICO

2.1 Interaccion de la luz visible con la materia

La luz se define como la radiacion electromagnética a la que el ojo puede percibir. Esta
radiacion tiene el comportamiento de dos ondas mecéanicas debido a la presencia del campo
eléctrico y el campo magnético (Resnick, Halliday & S. Krane, 2009). Por lo tanto, cuenta
con picos, valles, frecuencia y longitud de onda. En la figura 1 podemos apreciar de mejor
manera los componentes de una onda electromagnética, los cuales son el vector B como

campo magnético, el vector E como el campo eléctrico, mientras que la velocidad mecanica

de esta onda es ¢ o también conocida como la velocidad de la luz.

Fig. 1. llustracion de una onda electromagnética (Correa, 2014).

Recordando que estas ondas cuentan con una frecuencia (f) y longitud de onda (1),
hay que considerar que tienen distintas dimensiones de energia variando conforme la
magnitud de estas dos caracteristicas. Por ello, se utiliza el diagrama de espectro
electromagnético, en el cual se detalla la frecuencia de las diferentes ondas electromagnéticas

que son clasificadas en 8 categorias diferentes, dependiendo de su longitud de onda: ondas
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de radio, microondas, infrarrojo, luz visible, ultravioleta, rayos X, rayos gamma y rayos
césmicos (Tippens, 2011). Siendo las ondas de radio y rayos cdsmicos, las radiaciones de
menor y mayor energia del espectro electromagnético, respectivamente. Esto se puede ver

de manera gréfica en la figura 2.

¢ Penetra la atmosfera No No
- \-/\/\/\A/\/\/\/\/VW\A/\NV\NWU\N
Tipo de radiacion Radio Microondas Infrarrojo Visible Ultravioleta Rayos X Rayos gamma

Longitud de onda (m) 1077 107° 0,5%10° 107 1071 10712

o eongite o ‘l:“ @ % ? ‘%’ % &

Edificios Humanos Mariposas Punta de Protozoos Moléculas ~ Atomos Niicleo atémico
aguja

¢ 10° 102 10' 10' 10'® 107°
Temperatura de los
objetos en los cuales
la radiacion con esta ))
longitud de onda es
la mas intensa 1K 100 K 10.000 K 10.000.000 K
—272°C -173 °C 9.727 °C ~10.000.000 °C

Fig. 2. Distribucion del espectro electromagnético, de acuerdo a su rango de frecuencia y

longitud de onda caracteristica.

En el caso particular de la luz visible, el espectro que somos capaces de percibir se

encuentra en un rango de 400 nm (luz violeta) a 700 nm (luz roja).

2.2 La Terapia Fotodindmica como una modalidad emergente contra el

cancer

La PDT es un método minimamente invasivo y efectivo para tratar canceres, enfermedades
de la piel e infecciones utilizando agentes fotosensibilizantes, luz y oxigeno (J Dougherty et
al ,1998). La PDT ha sido aprobada por la Administracion de Alimentos y Medicamentos
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(FDA, por sus siglas en inglés), ya que cuenta con varias ventajas, como ser minimamente
invasiva, altamente especifica para tejidos objetivo y tener menos efectos secundarios
sistémicos en comparacion con tratamientos tradicionales como cirugia, quimioterapia o
radioterapia. La PDT implica la aplicacion de un agente fotosensibilizante en el &rea afectada
seguida por iluminacién con luz visible de una longitud de onda especifica que activa al
agente y da como resultado la produccion selectiva de especies reactivas del oxigeno que

destruyen las células objetivo (Shi, Yang Zhang, Gao, & Wang, 2019).

Cuando se trata de las dosis de agente fotosensibilizante en PDT, generalmente se
habla del peso corporal del paciente, tipo y fase del cancer a ser tratado. El fotosensibilizador
suele ser suministrado en forma de ALA-5 a una concentracion que varia dependiendo del
tumor (el cual normalmente es 20 mg/kg), aunque se ha reportado que se proporciona una
concentracion que oscila en el orden de uM a mM. También se ha reportado que el inicio de
muerte celular suele ocurrir desde los 1.5 nM (Schary, Novak, Kémper, Yousf, & Libbert,
2022), aunque por medio de ensayos clinicos se ha registrado el uso de 5 M como una
concentracion nominal para este tipo de pruebas (Nowis et al., 2008). De igual manera, la luz
varia de intensidad, aunque en los ensayos clinicos es usual el encontrarse con una dosis de
37 Jlem? (Kawcyk-Krupka et al., 2015).

2.3 Mecanismo del PplX con luz visible

El mecanismo de la terapia fotodinamica requiere de la administracion del agente
fotosensibilizante hacia el paciente, el cual empieza a acumularse dentro de las células
objetivo. Una vez que el PS se ha acumulado, se le aplica luz visible al area de interés. Esta
dosis de luz activa al agente fotosensibilizante, lo que provoca la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) que dafian o eliminan las células
cancerosas, como se puede ver en la figura 3. La luz visible es crucial para la PDT ya que,
dependiendo de la longitud de onda de la luz, aumenta o disminuye la profundidad a la que
incide la luz al tejido. De igual manera, si se utiliza una longitud de onda inapropiada para el

PS, este mismo no se activara.
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Aplicacion de la terapia fotodinamica

C a‘;v lxz Lesiones intraepiteliales
| % / (\ de bajo grado (LIEBG)
QQ/),o »%Af — (@ —( ) e B
A7
J i SJ B N L( Displasias
Aplicacién tépica  Absorcién Irradiacién Evaluacién
Otras infecciones
\ ' » Bacterias Hongos
» s
— @ = o " J o (Especies\ o O .“./{:-':".‘
vV /) m—m reactivas S &
- = e + === del oxigeno ° * Chlamydia

Fuente de luz Oxigeno ~ \\ ’ Candida

Farmaco fotosensible reacciona con el oxigeno a2
Elimina

Fig. 3. Mecanismo de fotoactivacion de un farmaco fotosensibilizante (Gallegos,2019).

Un agente fotosensibilizante que es utilizado frecuentemente en la PDT
dermatoldgica (Morton et al., 2013) es la protoporfirina IX o también conocido como PplX.
Una crema tdpica es usada porque contiene un precursor pequefio y soluble de PplX (acido
5-aminolevulinico (ALA)), esto debido a que el PpIX es relativamente grande (~562.658
g/mol) e insoluble en agua (~1 pg/mL) (Taylor & Brown, 2002). El precursor de PplX se
absorbe y se convierte enzimaticamente en PplX durante aproximadamente tres horas,
mediante la via de biosintesis del grupo hemo presente de forma natural en todas las células
(Tyrrell etal., 2019). Las células neoplésicas (tumor benigno o maligno) acumulan més PplX
rapidamente que las células normales, porque su biosintesis de hemo es elevada o esta menos
controlada, y esto crea una ventana de tratamiento relativamente selectiva en la que se puede
aplicar irradiacion de 635 nm para activar la PpIX (Taylor & Brown, 2002; Tyrrell et al.,
2019). En la Figura 4 se muestra que la emision fluorescente de la PplX (fotoactivacion) es

mas eficiente alrededor de 635 nm.
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Fig. 4. Espectro de emision fluorescente como funcion de la longitud de onda de la molécula PplX.
Imagen extraida y modificada de PhotochemCAD™ (Lindsey et al, (1998-2023)).

De hecho, cuando la PplX se expone a esta longitud de onda (635 nm)
correspondiente a luz roja, esta se activa produciendo las ROS mencionadas anteriormente
(Alsaab et al., 2020). Ademas del mecanismo tradicional de agente fotosensibilizante, la
PpIX tiene un mecanismo adicional, en donde se aprovecha la fluorescencia usando PplX,
ya que con este se pueden realizar imagenes que permiten la visualizacion no invasiva del
tejido canceroso durante cirugias o procedimientos de biopsia. Esta técnica ha demostrado
mejorar la precision en la deteccion de cancer al mismo tiempo que reduce la morbilidad
asociada con una eliminacion innecesaria del tejido (Imran, Ramzan, Qureshi, Khan, & Tariq,
2018).

2.4 Dosimetria dptica mediante polimero en gel

Los dosimetros de gel polimérico han surgido como una opcion potencial para la garantia de
calidad en la radioterapia debido a sus propiedades Unicas. Estos dosimetros consisten en una

matriz de gel, tipicamente hecha de &cido poliacrilico o agarosa, que contiene monémeros
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mono- o polifuncionales y moléculas sensibles a la radiaciéon como agentes de contraste,
Fricke o radiograficos. Los dosimetros de gel polimérico funcionan como detectores
tridimensionales de radiacion que pueden registrar la intensidad y distribucion del volumen
irradiado absorbido por las células (Zhu & Finlay, 2008). La cantidad absorbida causa una
reaccién quimica dentro del gel, lo que resulta en cambios en sus propiedades fisicas y
guimicas que se pueden cuantificar mediante métodos de imagen.

La ventaja de la dosimetria Optica con gel polimero es la capacidad de obtener imagenes
de alta resolucion en 3D de la distribucion de dosis radiacion, lo cual no es posible con
técnicas convencionales, como lo seria un dosimetro termoluminiscente (TLD). Esto hace
que la dosimetria dptica con gel polimero sea una herramienta importante para evaluar los
planes de tratamiento y garantizar que la radioterapia se entregue con precision al objetivo
previsto mientras se minimiza la dosis a los tejidos sanos de los alrededores. Ademas, los
dosimetros con gel polimero tienen propiedades equivalentes al tejido, lo que significa que
imitan las respuestas a radiaciones en los tejidos humanos (Barreto Requena, et al, 2019).
Esto permite mediciones y evaluaciones precisas del nivel real efectivo sobre células

humanas, tejidos u 6rganos.

La composicién de los geles dosimétricos comparte una serie de componentes para
habilitar su funcién, los cuales pueden variar entre si dependiendo de las necesidades de la
dosimetria (Pogue & Patterson, 2006). La lista de componentes es la siguiente:

e Una matriz de gel basada en polimeros como lo puede ser acido poliacrilico, agarosa

o0 gelatina. Esto es debido a las propiedades de los polimeros, como lo son su
flexibilidad, fuerza y rigidez; ademas de que son solubles en agua, biocompatibles y
se pueden entrecruzar para formar una red tridimensional estable.

e Un entrecruzador (crosslinker) con la finalidad de proporcionar capacidades de
estabilidad al gel, como puede ser el aumentar ain mas la rigidez del gel, el tiempo
que tarda en deteriorarse o inclusive la temperatura de fusion. Puesto que la gelatina
se degrada rapidamente bajo condiciones fisioldgicas, la estabilidad de la gelatina
puede ser mejorada a través de entrecruzadores quimicos. Una variedad de

entrecruzadores de gelatina han sido reportados. Glutaraldehido es uno de los mas
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ampliamente usados debido que este reacciona rapidamente con los grupos amina
(Ver Figura 5) en la gelatina, adicional que es relativamente econémico. (Imani et al,
2013).

NH; Crosslinking reaction H

Glutaraldehyde QHC—(CH3);—CHO ﬁ (Cilz);

NH;

H
Gelatin chain
S /—\//J\

Crosslinked Gelatin

Figura 5. Reaccion de entrecruzamiento de la gelatina con glutaraldehido. (Imani et
al, 2013).

Un agente dispersante, que se encarga de distribuir (homogenizar) la radiacién de
manera mas uniforme a lo largo del gel dosimétrico. Esto es mas frecuente en
dosimetros Opticos ya que otros tipos de radiacion tienden a tener un mayor alcance
en la profundidad. Existen tres opciones cominmente usadas como emulsiones
dispersantes; lipidos, polvos de Oxido de aluminio o titanio y microesferas
poliméricas. (Pogue & Patterson, 2006).

Un agente absorbente, el cual varia de su aplicacion, desde hemoglobina y glébulos
rojos para simulacion bioldgica, hasta fluor6foros moleculares (por ejemplo, la
PplIX). La inclusion de estos agentes ha demostrado ser valioso para la formacion de
un fantoma, pues son de utilidad al momento de: validar un sistema de imagen médico
(verificar contraste), y calibrar un equipo de espectroscopia, fluorescencia de una
tincion (Pogue & Patterson, 2006).
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2.5 Técnicas de imagen para la lectura de geles dosimétricos

Las técnicas de imagen de dosimetria son importantes dentro de tratamientos de esta clase,
ya que cuentan con capacidades de medicidn en tiempo real y son no invasivas. Estas técnicas
juegan un papel esencial en la radioterapia para el tratamiento del cancer, ya que permiten a
los profesionales de la salud monitorear la dosis de radiacién administrada al paciente y
realizar ajustes necesarios para garantizar que el tumor reciba la cantidad adecuada de

radiacion.

Las técnicas de imagen para dosimetria Optica utilizan fibras, sondas o camaras
Opticas para medir la distribucion de la intensidad luminica en el tejido. Esta informacion se
puede utilizar luego para calcular la cantidad de radiacion absorbida por el tejido y
proporcionar retroalimentacion para los técnicos o especialistas para recalibracion del equipo
u otras mejoras. Estas técnicas de imagen son particularmente Gtiles en areas donde otras
modalidades como tomografia computarizada (CT) o imagen por resonancia magnética
(MRI) pueden no ser adecuadas debido a su precio, tiempo de obtencion de imagen o
inclusive la disponibilidad del equipo dentro de la clinica/hospital (Greene, 2004).

Una técnica comun se llama tomografia por coherencia optica (OCT, por sus siglas
en inglés), que genera imégenes detalladas de los tejidos biolégicos con una resolucién
micrométrica la cual utiliza luz infrarroja. OCT ha sido empleada en diversas aplicaciones
médicas incluyendo oftalmologia, cardiologia, oncologia y ha mostrado resultados muy
positivos (Wang, Kirkpatrick, & Hinds, 2007).

Otra herramienta prometedora es la tomografia mediada por fluorescencia (FMT),
que implica suministrar sondas fluorescentes al cuerpo que se unen selectivamente a las
celulas diana asociadas con el crecimiento del cancer. Una vez iluminados por una fuente
laser, estos fluoroforos emiten fotones que pueden detectarse mediante detectores sensibles
colocados en superficies externas alrededor del cuerpo de los pacientes lo que proporciona
informacion valiosa sobre la estructura anatémica y la actividad metabélica (Stuker, Ripoll,
& Rudin, 2011).
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2.6 La Termografia Infrarrojo como modalidad de imagen médica

La Termografia es una técnica de diagnostico por imagenes médicas no invasiva que utiliza
una camara infrarroja para capturar la distribucion de temperatura de las partes del cuerpo
humano. A diferencia de otras técnicas de imagenologia médica, como los rayos X y la
resonancia magnética, la termografia no expone a los pacientes a radiacion ionizante ni

involucra el contacto con sustancias potencialmente dafiinas (Ver Figura 6).

Radiation / Modality Medical information
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> ‘ﬂ i Anatomy
2 Radio Wave Edema, flow
8 MRI image Chemical composition
w 107
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Visible Light structure, inflammation
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-
X-Ray Bone injuries
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102 of the bone

Figura 6. Modalidades de imagenes médicas empleadas dentro del espectro electromagnético.
(Hildebrandt et al, 2010).

Este método ha demostrado ser efectivo para detectar una amplia gama de
condiciones, incluyendo cancer de mama, artritis y dafio a los nervios (Rohrbach et al, 2014).
Por ejemplo, (Tan et al, 2020) reportaron que, es posible diferenciar la Artritis Reumatoide
de pacientes saludables con la Termografia Infrarroja, cuando hay una diferencia de
temperatura de ambos pacientes de 1.5°C. En la Figura compuesta 7 se aprecia como la
inflamacion produce calor, y la termografia puede ser potencialmente Util para detectar estos

gradientes de temperatura articulares para la deteccién de la artritis reumatoide.
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Palm region Fingers
Healthy 29.37°C 27.16°C
Rheumatoid arthritis 31.4°C 30.22°C

Figura 7. Tabla resumen de registro de temperatura para ambos tipos de pacientes (lado izquierdo).
Imagen representativa de estos gradientes de temperatura tomada por una cdmara FLIR (lado
derecho). Datos obtenidos y modificados de (Tan et al, 2020).

Las medidas radiométricas (emisividad térmica y radiancia espectral de las regiones
de estudio) adquiridas por una cadmara Termografica IR se convierten a valores de
temperatura en las unidades (grados Celsius). Por Gltimo, se puede definir un mapa de colores
en el que a cada valor de temperatura se le asigna un valor de color, lo que permite visualizar

graficamente los datos como una imagen térmica en color falso. Ver Figura 8.

A 20476 | 20525 | 20576 | 20626 | 20676 | 20727 B 3579 | 36.03 | 36.28 | 36.52 | 36.76 37 c =G
20178 | 20227 | 20277 | 20326 | 20376 | 20426 3434 | 3459 | 34.83 | 35.07 | 35.31 | 35.55
19885 | 19933 | 19982 | 20031 | 20080 | 20129 329 | 3314 | 3338 | 3362 | 33.86 | 34.1
19595 | 19643 | 19691 | 19740 | 19788 | 19836 3145 | 31.69 | 31.93 | 32.17 | 32.41 | 32.66
19310 | 19358 | 19405 | 19452 | 19500 | 19548 30 30.24 | 30.48 | 30.72 | 30.97 | 31.21
30°C

Figura 8. (A) Valores arbitrarios radiometricos emitidos en cada pixel. (B) Correspondencia en
escala de temperatura de los datos radiométricos. (C) Representacion de temperatura en un canal de
infrarrojo (color falso) (Law et al, 2018).
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS

3.1 Preparacion del gel porcino
3.1.1 Materiales
Reactivos utilizados:

e Gelatina de piel porcina 300 G Tipo A (Sigma Aldrich)

Figura 9. Gelatina de piel porcina 300 G Sigma Aldrich.

e |Intralipido en emulsion al 20% (Sigma Aldrich)

Figura 10. Intralipido en emulsion 20% Sigma Aldrich
e Zinc (1) Protoporfirina IX (Multipore Corp)
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Figura 11. ZnPplX Multipore Corp.

Agua destilada (Hercotec)
Glutaraldehido en solucion al 25% (Sigma Aldrich)

k. A

Figura 12. Dilucion del Glutaraldehido al 1% en solucion acuosa.

Etanol 96% (Meyer)

Figura 13. Etanol Meyer de grado 96.

26



Instrumental de laboratorio:

1 vaso de precipitados de 1 L

1 parrilla con termoagitador

1 termoémetro de 100°C

1 probeta de 50 ml

1 recipiente de bafio maria

1 agitador magnético

2 cajas peltric Pyrex 60 mm x 90 mm
2 frascos Falco de 15 ml

1 frasco Falco de 50 ml

Mezclador Vortex (Labnet)

Equipo de irradiacion:

Controlador de pantalla tactil Ocean LED de un solo canal para la linea de productos
LSM LED.

Modulo de fuente de luz individual a 635 nm de longitud de onda.

3.1.2 Consideraciones para la preparacion del gel dosimétrico

Para el gel se tomo en consideracion varios puntos importantes:

e La solubilidad del reactivo para la matriz tridimensional, en este caso se
consider0 el uso de gelatina porcina debido a que ya se ha reportado que es
utilizada normalmente para imagenologia por ultrasonido, resonancia
magnética y espectroscopia éptica (McGarry y col., 2020). Ademas de estas
ventajas, se eligio el uso de este tipo de fantomas ya que su produccion es
barata y se puede modular de mejor manera la cantidad de aditivos al fantoma
completo.

e EIl uso de glutaraldehido (GTA) como agente entrecruzador ya que los
fantomas que son hechos a base de gelatina requieren de un refuerzo de

resistencia mecéanica y térmica. En donde uno de los agentes mas usados es el
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GTA debido a su alta efectividad de estabilizacion de materiales basados en
colageno (Bigi, Cojazzi, Panzavolta, Rubini, & Roveri, 2001).

e EI PplIX presenta una baja solubilidad con el agua (~1 pg/mL) que puede
afectar a la efectividad del tratamiento cuando se afiade a un entorno acuoso
(Jiang et al., 2015). Por lo que se prepard una concentracién con un solvente
hidrofdbico (etanol con una solubilidad de 10 mg/mL) para poder solubilizar

el agente fotosensibilizante (Zhang, Zhang, & Zhou, 2023).

3.1.3 Protocolo para la elaboracion del gel

Una vez considerados estos puntos, se adapté el protocolo con base a dos articulos, el primero
se basa en el uso de genipina y gelatina (Chun-Hsu, Bai-Shuan, Chen-Jung, Shan-Hui, &
Yueh-Sheng, 2004), y el otro se enfoca en la produccion de un gel para su analisis en
imagenologia (Saiko & Douplik, 2020).
El protocolo definido para este trabajo se resume en los siguientes pasos:
1. Para calcular las cantidades de reactivos para el gel se consideraron los

siguientes porcentajes:

Reactivo Porcentaje
Agua destilada 88%
Intralipido al 1% 1%
Glutaraldehido al 1% 1%
Gelatina porcina 10%

Tabla 1. Proporciones de reactivos para el gel dosimétrico.

2. Para los reactivos de intralipido y glutaraldehido se prepararon en una solucion a

una concentracion de 1%.
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Figura 14. Preparacion de soluciones de intralipido (izquierda) y glutaraldehido (derecha).

3. Por consiguiente, se alistd un bafio maria a 80°C con el fin de fomentar un

calentado uniforme al vaso de precipitados en donde se prepararé el gel.

4. En el vaso de precipitados se mezcld la gelatina porcina (80 g) en agua destilada

(688 ml) al momento en el que el agua llegd a los 70°C.

Figura 15. Preparacion de gel porcina con agua destilada a 70°C

5. Se mantuvo una temperatura de entre 65°C a 70°C con agitacion constante por

hora y media.
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Figura 16. Agitacion constante del gel porcino mediante una parrilla con temperatura de
65°C -70°C

6. Tras pasar este tiempo se agrega una solucion de intralipido a 1% y se mezcla en

agitacion constante.

Figura 17. Incorporacion del intralipido al 1% mediante una parrilla con temperatura entre

65°Cy 70°C, y en agitacion constante.

7. Una vez que la solucion agua-gelatina-intralipido presente una apariencia
homogénea, se enfria hasta alcanzar una temperatura cercana a 40°C para poder
agregar el glutaraldehido y se mezcla a una agitaciéon a mayor velocidad y de

forma constante.
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Figura 18. Incorporacion del glutaraldehido al 1% mediante una parrilla con temperatura

de 40°C, y en agitacion vigorosa.

8. Se vierte el gel en el recipiente y se dejan gelatinizar por 12 h a temperatura

ambiente.

3.2 Incorporacion del agente fotosensibilizador PplX al gel porcino

Para el caso de la preparacion del ZnPplX, se prepar6é una solucion stock con 25 mg del
agente fotosensibilizante y se afladieron 2.5 ml de etanol 96% para posteriormente ser agitado
con un Vortex. Posteriormente, de esta solucion se extrajeron 0.5 ml en los cuales se aforaron
con 8 ml para alcanzar una concentracion de 1 mM, para volver a ser mezclada dentro del

Vortex.

Figura 19. Preparacion de la solucion de PplX.
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La incorporacion de esta solucién fue con una proporcién de mezcla entre la solucién
y el gel obtenido tras la inclusién del GTA. La proporcion se basé en una relacion 2/3 de gel
y 1/3 de la solucion de PplX con fines de que existiera una mayor proporcion de PplX con
respecto al intralipido que se encuentra dentro del gel. Para las muestras que consideramos,
era necesario un volumen total de gel dopado de 49 ml, después de obtener este volumen se

fue vertiendo en celdillas para su posterior irradiacion.

3.3 Calibracion del laser de 635 nm

Para la calibracion del laser se utilizé una calculadora de irradiancia para poder determinar
la cantidad de energia suministrada por cada cm? cubierto por el laser.

La calculadora fue proporcionada por el sitio web de www.laserpointersafety.com, en
ella se considerd una distancia de 1cm con respecto al origen del laser al punto de irradiacion
(Ver Figura 20). La irradiacion obtenida fue de 334.5039 mwW/cm?, con ello se pudo
determinar una tasa de dosis a partir de la siguiente formula:

Dosis [L

2
t= cm (Ec.1)
oW
Irrandiancia [—]
cm

Los tiempos de radiacion obtenidos son los mostrados por la Tabla 2:

Dosis (J/cm?) Tiempo de irradiacion (s)
0 0
15 44.84
30 89.68
45 134.52

Tabla 2. Dosis y tiempo de irradiacion
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Figura 20. Arreglo experimental para la calibracion del laser de 635 nm.

3.4 Fantoma dosimétrico: Gel porcino, caja petric y celdillas de

poliestireno

Una caja Peltric de Pyrex fue usada como fantoma para colocar el gel porcino, e igualmente
se distribuyeron cubetas (celdillas) alrededor del Pyrex para impartir las dosis de irradiacion
(J/cm?) una vez vertido el gel porcino. EI modelo propuesto para la irradiacion de las

muestras de calibracién es el mostrado en la siguiente figura.

Volumen tumoral
Hipotético

Figura 21. Modelo del fantoma propuesto previo a la incorporacion del gel porcino.
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El depdsito del gel fue hecho a modo de que el centro del fantoma simulara la
presencia de un volumen tumoral hipotético que seria rodeado por tejido equivalente a los
alrededores. Las cubetas que se encuentran en la periferia del fantoma corresponderan a las

muestras de calibracion del gel porcino que seran irradiadas a diferentes dosis.

3.5 Calibracion e irradiacion del gel dosimétrico porcino

Una vez calibrado el laser monocromaético de 635 nm, se procedié a irradiar el fantoma

Pyrex con las celdillas de poliestireno en donde se encontraba el respectivo gel dosimétrico
previamente endurecido. El proceso de irradiacion del fantoma dosimétrico se observa en la
Figura 21 que consistio en colocar el laser a una distancia de 1 cm de manera perpendicular
a las cubetas de interés (central embebida en el Pyrex y aquellas colocadas en la periferia del

mismo). Ver Figura 22.

Figura 22. Modelo de irradiacion del fantoma dosimétrico. Irradiacion del volumen hipotético

(Izquierda), irradiacién individualizada de las muestras de calibracién (circundantes al Pyrex).
Las muestras de calibracion de gel porcino fueron irradiadas para obtener una dosis

de exposicion superficial de; 0 J/cm?, 15 J/cm?, 30 J/cm?y 45 J/cm?. De igual manera, para

las cuatro muestras de calibracion de gel porcino con el agente fotosensibilizador PplX.
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Notar que estas muestras de calibracién son de gran importancia para poder relacionar
la lectura del gel dosimétrico por imagen de Termografia Infrarroja (TIR) y la dosis de
exposicion por el fantoma dosimétrico (gel porcino contenido en paredes de vidrio Pyrex y

celdillas de poliestireno).

3.6 Lectura del gel dosimétrico por imagen de termografia infrarrojo

La Termografia se puede utilizar para seguir los cambios de temperatura durante
procedimientos PDT, porque indica qué tan bien el agente fotosensibilizante esta distribuido
dentro del area de tratamiento. También puede ayudar a identificar areas que pueden tener
concentracion insuficiente del farmaco o flujo sanguineo insuficiente, lo que potencialmente
permitiria ajustes para mejorar los resultados del tratamiento (Ring & Ammer, 2012).

Para el registro de dosis se utiliz6 una cdmara termografica FLIR E8-XT. La
resolucion de la camara es de 320 x 240 pixeles y una sensibilidad térmica de 0.05 °C.
Posteriormente, para el analisis de las imagenes se utilizé el Software FLIR Thermal Studio

Version 1.8.2. Tal como se observa en la Figura 23.

Figura 23. (a) Camara termografica FLIR E8-XT. (b) Software FLIR Thermal Studio para el

analisis de gradientes de temperatura en las muestras dosimétricas de interés.

Cabe mencionar que, se realizaron dos experimentos (n=2), es decir, dos geles

dosimetricos. Donde cada gel dosimétrico corresponde a dos Pyrex de vidrio con sus
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respectivas celdillas los cuales contienen gel porcino y otro gel porcino con PplX. (Ver
Figura 24).

Gel Porcino Gel Porcino + PpIX

371'[cm2
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37 J/ecm?

Figura 24. Arreglo demostrativo para un experimento (n=1)

Para los dos experimentos realizados (n=2), los gradientes de temperatura fueron
monitoreados en 0, 1, 2, 3, 4, 5 y hasta 6 horas después de su irradiacion con la fuente laser.
En donde se observd que, en cuatro horas después de su irradiacion, la respuesta del gel
dosimetrico era estable para ambos experimentos. Por lo que se fijo la lectura de imagen
térmica en cuatro horas después de la irradiacion la toma de imagenes por Termografia

Infrarroja (lectura), seria llevada a cabo.

Finalmente, curva de calibracion de dosis-respuesta del gel dosimétrico fueron
asociadas a los gradientes de temperaturas y la dosis de radiacion a la que fueron sometidas
las celdillas (cubetas) con el gel dosimétrico, tanto con cémo sin PplX. Para ello, se utiliz6
el software Origin 2019 (64 bits) con la versidn 9.6.0.172 para obtener las Figuras 27, 28, 29
y 30. El software Origin es propiedad de la Fundacion Universidad de Las Américas Puebla

y se obtuvo en www.originlab.com.
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Sintesis del gel dosimétrico con/sin el agente fotosensibilizador PplX

Para la sintesis del gel, se sigui6 el protocolo mencionado anteriormente, las porciones

consideradas son las siguientes:

Reactivo Masa/Volumen
Agua destilada 688 ml
Intralipido al 1% 8 ml
Glutaraldehido al 1% 8ml
Gelatina porcina 80¢g

Tabla 3. Cantidades de reactivos para un experimento de geles dosimétricos (con y sin PpIX).

Estas cantidades consideran el uso de 2 cajas Peltric Pyrex de 60 mm x 90 mm, las
cuales contaban con un volumen de 270 ml cada una, ademas de que también se considero
el volumen de las 14 cubetas que iban a proporcionar el espacio para las muestras a irradiar,

cada una de la cubetas contaban con un volumen cercano a 3.5 ml.

El resultado de ambos fantomas se puede apreciar mejor en la siguiente imagen:

Figura 25. Fantoma a base de solo gel (a) y fantoma a base de gel con PplX (b).

38



Como se puede apreciar, se colocaron las cubetas por la periferia del fantoma
principal con fines de tener contrastes dentro de los registros de termografia, ademas de que
las entradas de las cubetas fueron marcadas con fines de distinguirlas de mejor manera dentro
de la camara termografica. Las dosis se fueron repartiendo desde la cubeta superior, iniciando
con 0 J/cm? hasta los 100 J/cm? en donde se considera un posicionamiento en sentido de las

manecillas del reloj.

4.2 Calibracion del dosimetro de gel porcina como funcion de la dosis de

radiacion mediante Termografia Infrarroja

Cuatro muestras de calibracion de gel porcino fueron irradiadas para obtener una dosis

de exposicion superficial de: 0 J/em?, 15 J/cm?, 30 J/cm?y 45 J/cm?. De igual manera, para
las cuatro muestras de calibracion de gel porcino con el agente fotosensibilizador. Notar que
estas muestras de calibracion son de gran importancia para poder relacionar la lectura con la
termografia infrarroja (TIR) y la dosis de exposicion por el fantoma dosimétrico (gel porcino

contenido en paredes de vidrio Pyrex y celdillas de poliestireno).

La TIR fue llevada a cabo mediante la toma de imagenes infrarrojas del fantoma
dosimetrico de piel porcina. La Figura 26 muestra una imagen TIR del fantoma con el gel

dosimétrico que se asocia con las dosis de irradiacion.

Figura 26. Imagen de la TIR de las muestras de gel porcino del fantoma compuesto por el Pyrex de

vidrio y las celdillas de poliestireno.
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La correlacion de temperaturas registradas en cada celdilla de gel porcino como
funcion de la dosis de exposicion de 0 J/cm?, 15 Jicm?, 30 Jicm? y 45 Jicm?, se pueden

apreciar en la Figura 27.
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Figura 27. Curva de calibracion para el gel porcino dosimétrico (sin PplX)

Adicionalmente, la Tabla 4 muestra el gradiente en las unidades de temperatura (AT)
como funcion de la dosis de radiacion. El siguiente proceso fue realizado para obtener los
gradientes de temperatura: los valores promedio obtenidos por el medidor de puntos
(spotmeter) para las muestras irradiadas a 15 J/cm?, 30 Jicm?y 45 J/cm?, fueron restados
respectivamente por el valor promedio de la temperatura registrada por el spotmeter de la
muestra no irradiada (0 J/cm?).

Dosis de radiacion (J/cm?) AT i ppix (°C)
0 0
15 0.6
30 1.0
45 1.2

Tabla 4. Incremento en el gradiente de temperatura AT como funcion de la dosis absorbida para el gel

dosimétrico sin PplX
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De manera similar, se muestra en la Figura 28 y Tabla 5 la correspondencia de
temperaturas registradas en cada celdilla de poliestireno que contiene gel porcino con una
concentracion de 1 mM de PplX.
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Figura 28. Curva de calibracion para el gel porcino dosimétrico con PplX a una concentracion de

ImM
Dosis de radiacion (J/cm?) AT ¢on pp1x (°C)
0 0
15 11
30 1.4
45 1.2

Tabla 5. Incremento en el gradiente de temperatura (AT) como funcién de la dosis absorbida para el gel

dosimétrico con PplIX.

Con la finalidad de distinguir la respuesta dosimétrica de ambos geles porcinos (con
y sin PplX), se muestra la Figura 29, en donde se puede apreciar que en general, a medida
que aumenta la dosis de exposicién superficial de las muestras dosimétricas, se percibe un

aumento en el valor de temperatura superficial en ellas (gel con y sin PplX).
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Figura 29. Curva de calibracién para el gel porcino dosimétrico con y sin el agente PpIX

Cabe mencionar que ambas curvas de respuesta del gel dosimétrico porcino se
encuentran dentro del rango de dosis estandar (37 J/cm?) reportada para tratamientos clinicos
y experimentales de la Terapia Fotodindmica como lo es en tratamientos combinados
(Lucenay col., 2015) y en el tratamiento para cancer de piel que no es tipo melanoma (Cohen
& Lee, 2016).

4.3 Estimacién experimental del factor de incremento de dosis en funcion

de gradientes de temperatura.

Como se menciond anteriormente, el factor de incremento de dosis k, se tomo en el presente
trabajo como la relacion de gradientes de temperaturas del gel porcino + PpIX (AT ¢op ppix)
normalizado con respecto al gradiente de temperaturas registradas por el gel porcino

(AT sin ppix)- Dichos factores de dosis pueden observarse en la Tabla 6, la cual muestra los
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tres factores de incremento de dosis correspondientes a la dosis de radiacion de 15, 30 y 45
Jlem?, que pueden ser facilmente obtenidos al dividir los valores de AT de la Tabla 5 con
respecto los valores de la Tabla 4.

Dosis de radiacion (J/cm?) AT con Ppix
" Do ppix
0 _
15 1.83
30 1.40
45 1.00

Tabla 6. Factores de incremento de dosis (k) estimados mediante el gradiente de temperatura (AT)

del gel dosimétrico con PplX respecto sin PplX.

La Tabla 6 muestra valores de incrementos de dosis favorables y comparables a los
reportados en la literatura por otras técnicas de radiacion (radioterapia), tal como Rahman et
al. en donde se reporta un factor de incremento de dosis de 1.76 y 1.14 para dosimetros a
base gel de poliacrilamida dopados con nanoparticulas de oro, cuando estos son irradiados
con una fuente de 80 keV y 6 MeV, respectivamente (Rahman, Wong, Ackerly, Yagi, &
Geso, 2012). Por otra parte, Farahani et al., reportan factores de incremento de dosis de 5.32
cuando polimeros en gel a base de &cido metacrilico (MAGAT) son irradiados con una fuente
de cobalto 60 de 1.25 MeV (Farahani y col., 2019).

Finalmente, es importante mencionar que se realizaron mediciones de gradientes de
temperatura a las dosis de radiacion de 60 y 100 J/cm? a las muestras de gel dosimétrico. Las
cuales mostraron un factor de incremento de dosis de 1.13 y 1.4, respectivamente. Sin
embargo, no se muestran como parte de resultados debido que se observa una discontinuidad
en la linealidad de la curva dosis-respuesta del gel dosimétrico (Ver Figura 30 y Tabla 7 en
ANEXO). A pesar de ello, es importante observar que hay un incremento de dosis superior
a la unidad, lo cual indica que después de las dosis de 45 J/cm? existe un efecto positivo en
las dosis de 60 y 100 J/cm?.
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CAPITULOS5
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

En este trabajo de tesis se propuso un protocolo que puede ser reproducible para la
sintesis de geles dosimétricos basado en piel porcina aplicables a la Terapia

Fotodindmica.

Adicionalmente, en el presente trabajo se plantea el uso de la modalidad de imagen
de Termografia Infrarroja como un método alternativo para evaluar la dosis-respuesta
de los geles dosimétricos ante tratamientos de la Terapia Fotodinamica, esto debido

a la relacion que presenta la temperatura con la dosis de exposicion del gel.

Finalmente, se propone una manera de estimar el factor de incremento de dosis k, a
través de la relacion de gradientes de temperatura ( AT ) cuando un agente

fotosensibilizador como la PplX es incrustado en el gel dosimétrico.

5.2 Recomendaciones

Uno de los inconvenientes principales de los registros térmicos es que existe un sesgo
debido a los cambios de temperatura ambiental, el contacto con la temperatura
corporal al manipular las muestras y la disipacién de calor por cuerpos que rodean a
las muestras. El uso de un equipo enfocado a la temperatura es favorecedor ya que no
es tan costoso como otros equipos de imagen médica y es facil de manipular, sin

embargo, es facil cometer errores al momento de tomar las mediciones por lo que se
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recomendaria el uso de otros métodos de imagen como apoyo a las mediciones o

como sustituto, aunque hay que sopesar las ventajas y desventajas de estos cambios.

Hay que ir a mayor profundidad con las propiedades del gel dosimétrico, tiene la
capacidad de dar resultados esperados para una dosimetria, sin embargo, es necesario
el caracterizar ain mas el gel y sus aditivos para tener un mayor control dentro de la

dosimetria.

Hay que explorar la respuesta de las variaciones del PplX, a pesar de que su
componente principal sea la protoporfirina, pero los derivados de ésta misma podrian
cambiar ligeramente su respuesta, por lo que seria recomendable el revisar sus

respuestas con el mismo gel dosimétrico.

Explorar el uso de un posible fotoiniciador que sea capaz de entrecruzar el gel porcino

al interaccionar con la longitud de onda de 635 nm. (Sun y col., 2021).
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ANEXO
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Figura 30. Curva de calibracion para el gel porcino dosimétrico con y sin el agente PplX,

incluyendo las dosis de radiacién de 60 y 100 J/cm?.

Dosis de radiacion (J/cm?) _ AT con ppix
AT in ppix
0 -

15 1.83

30 1.40

45 1.00

60 1.13

100 1.40

Tabla 7. Factores de incremento de dosis (k), incluyendo las dosis de radiacién de 60 y 100 J/cm?
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