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En este trabajo se caracteriza radiométrica y fotométricamente una fuente de luz que emite con una longitud de onda
nominal de 405 nm y se analiza el efecto fotodindmico sobre células HeLa (de cancer de cérvix humano) empleando
como fotosensibilizador la temoporfirina Foscan®. La intensidad de luz emitida por la fuente empleada cumple con
la ley del cuadrado de la distancia y la absorcion depende de la concentracion. Las curvas de mortalidad celular
frente al tratamiento fotodinamico (porcentaje de células muertas) se correlaciona con la cantidad de luz absorbida,
siendo significativamente mas efectivo el tratamiento con luz de de 405 nm en comparacion con luz roja a igual
fluencia (J cm). Los resultados obtenidos son alentadores para el desarrollo de nuevas fuentes de iluminacion (tiles
para ciertas neoplasias.
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This paper is characterized photometrically radiometric and a light source that emits a nominal wavelength of 405
nm and the photodynamic effect on HeLa cells (human cervical cancer) using as the photosensitizer temoporfirina

Foscan® analyzed. The intensity of light emitted by the source used to comply with the law of the square of the
distance and absorption depends on the concentration. Cell mortality curves versus photodynamic therapy
(percentage of dead cells) correlates with the amount of light absorbed, and is significantly more effective treatment
with 405 nm light of red light compared to the same fluence (J cm™) . The results are encouraging for the
development of new light sources useful for certain malignancies.
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I. INTRODUCCION

La terapia fotodinamica (TFD) se basa en la
activacion de una droga fotosensible con luz de longitud
de onda apropiada que en presencia de oxigeno, causa la
muerte de las células tumorales del tejido afectado.
Cualquier fuente que emita en la zona de absorcion de la
droga fotosensible y capaz de penetrar suficientemente
en el tejido puede usarse en la TFD. Surgen dos
dificultades importantes en la aplicacion a la TFD: (i) la
determinacion de la cantidad de fotosensibilizador en el
tumor y su distribucién, y (ii) la cuantificacion de la
cantidad de luz proveniente de la fuente que alcanza la
region afectada. Para algunas neoplasias de alta
incidencia, como resulta ser el cancer de cuello uterino,
la ventana optica en la cual la luz llega a la zona afectada
es suficientemente amplia para iluminar con luz de
longitud de onda menor a los 650 nm, esta ultima es la
comunmente empleada. El espectro de absorcion de los
fotosensibilizadores actualmente utilizados presenta una
banda de absorcion intensa a 420 nm (Banda de Soret) y
bandas Q de menor intensidad, siendo la mas prominente
de ellas la que se encuentra a 650 nm.
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Il. METODOS

Fuente de luz

El tejido humano es un medio altamente dispersivo
que presenta cromoforos bioldgicos responsables de
determinar una venta optica de iluminacion. El rango de
la misma varia desde los 600 nm hasta 800 nm.

Las fuentes utilizadas para iluminar los cultivos en las
respectivas experiencias fueron una fuente Laser y una
fuente no laser. La primera corresponde a un Laser
(Biolitec Cerelas with Medligth FDI1 optical fiber) de
654 nm £ 2.4 nm con 0,62 Wy 1,1 W como potencia de
emision. La luz emitida fue acoplada a una fibra optica la
cual presentaba una microlente en su extremo con el
objeto de hacer diverger el haz de iluminacion en un area
circular con una potencia radiante de 8,65x10*W/cm?.

La segunda, corresponde a una lampara LED de 637
nm £ 17,67 nm y una potencia de emision de 1,06 W sin
difusor (Figura 1). Su potencia radiante calculada fue
6,44x107*W/cm?.
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Figura 1. Lampara LED sin adaptador optico(4) y con
adaptador (B) a la salida del haz de iluminacion.

Tratamiento Fotodinamico

Se prepararon cultivos de células HeLa (Células de
Carcinoma de Cérvix) y TMC (Células tumorales de
fibrosarcoma) en condiciones estériles usando el flujo
laminar. Luego se incubaron con droga fotosensible (m-
tetrahidroxifenilclorina, mTHPC, Foscan®) contenida en
medio RPMI y suero fetal bovino al 2% en (FBS).

Las células, se incubaron durante un intervalo de
oscuridad para la absorcion de la droga y finalmente se
expusieron a un cierto tiempo de iluminacion. Esta era
emitida ya sea por una fuente laser o LED.
Anteriormente, la observacion bioldgica mostré6 un
aumento de la muerte celular a una concentracion mas
alta de drogas cuando el tiempo de iluminacion
permanecia constante asi como también, cuando se
aumentaba el tiempo de exposicion para una dada
concentracion.  Particularmente, una  experiencia
consistié en incubar durante 24 horas cultivos de células
HeLa y células TMC con 0,25pg / ml de mTHPC para
luego, comparar el efecto de la iluminacion para distintas
fuentes de iluminacion. Para ello, se eligieron 5 tiempos
de iluminacion (Figura 2). La evaluacion de dicho efecto
se realiz6 con la técnica de MTT (metil tetrazolio).
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Figura 2. Medida de absorbancia en funcion del tiempo de
iluminacion para LEDs de 650 nm y 400 nm y fuente laser de
diodo (LD) de 652 nm para dos potencias de excitacion (0,6
W y 1,1 W) en cultivos de células HeLay TMC.
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Radiometria y Fotometria

Para caracterizar a la fuente LED se sigui6 el hecho
de que el flujo luminoso emitido por una lampara puede
ser obtenida mediante el uso de una esfera integradora,
teoria desarrollado por Ulbricht (1920). A través de la
curva de sensibilidad espectral de un observador
universal, se puede expresar el flujo radiante V (L) en
términos de flujo luminoso.

F=KJ V(A)p(A)dA (1)
visible

Donde, K es la constante de eficiencia para vision
fotopica, cuyo valor es 683,002 (Im / W), V (1) es la
eficiencia luminosa fotdpica relativa y ¢ (A) es la
densidad de potencia espectral.

Se compard (Figura 3) el solapamiento entre las
curvas de emision para las fuentes laser y no laser con la
curva de absorcion de mTHPC para una concentracion
de 4 mg/ml disuelta en metanol.
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Figura 3.Solapamiento entre Laser de Diodo de 1,1 W y
LED de 1,06 W contra la curva de absorcion de la mTHPC

Como complemento a los resultados de la figura 2
una serie de experiencias usando un arreglo fotométrico
para dos concentraciones de mTHPC vy diferentes
distancias fuente detector fue realizado (Figura 4),
permitiendo describir un area de solapamiento entre los
picos de absorcion de la droga y emision de la fuente, lo
cual esta relacionado con la absorcion de fotones por la
droga fotoactivable.
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Figura 4. Solapamiento entre flujo luminoso para cada
cuatro distancias y dos concentraciones de droga contra la
curva de absorcion de la droga.

Finalmente, comparativamente con el laser, el
dispositivo LED puede fotoactivar el fAirmaco y producir
eficacia en los ensayos de cultivos de células HeLa y
TMC de forma segura y en una manera simple y sencilla
de utilizar.
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