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Resumen: A la fecha se ha mencionado que la protoporfira IX (PpIX) que induce el &cido d-aminolevulinico
(ALA), utilizado en la Terapia Fotodinamica (PDT), se acumula en la epidermis y no en la dermis como en
ciertas patologias, pero los métodos que han utilizado para demostrar lo anterior no son tan sensibles. En el
presente trabajo se desarrollé una metodologia de separacion en fase de los espectros fotoacusticos (EFA) de
la piel para determinar la localizacion precisa de la PplX. Se expusieron ratones CD1 por via I.P. a
concentraciones de 40, 80, 160 y 320 mg/kg de ALA, por 1, 0.75, 0.50 y 1 h respectivamente. Se obtuvieron
fragmentos de piel de la regién abdominal a los que se les determinaron los espectros de absorcion Opticos
(EAO) de 300 a 700 nm utilizando un espectrofotémetro fotoacustico y finalmente se obtuvo una sefial a una
determinada longitud de onda dependiente de la amplitud y fase, las cuales se separaron y nos dieron 2
espectros de absorcién de los principales croméforos.

La espectroscopia fotoacustica permitié conocer que la PplX en la piel normal se localiza en la dermis, cerca de
la membrana basal, no en la epidermis como se ha manejado hasta la fecha. Los valores del coeficiente de
absorcion optico (b) a 630 nm, muestran que la penetracion de la luz en la piel para esta longitud de onda es
mayor a dosis bajas de ALA.

INTRODUCCION

En los materiales biologicos las técnicas
espectroscoépicas convencionales presentan
muchas dificultades inherentes a la alta dispersion
de la luz y de estructuras que varian con la
profundidad (por ejemplo, sangre, piel y plantas).
Las ventajas de las técnicas fototérmicas son que
permiten obtener espectros de medios que
presentan una alta dispersion de luz y obtener un
perfil en profundidad significativa de la muestra
analizada, ademas de determinar propiedades
térmicas y estudios de cinética de fendmenos
fotoquimicos de materiales bioldgicos, que han sido
demostrados por varios investigadores [1]. Por otro
lado, a la fecha se ha mencionado que la
protoporfira IX (PpIX) que induce el acido d-
aminolevulinico (ALA), utlizado en la Terapia
Fotodindmica (PDT) [2], se acumula en la
epidermis y no en la dermis como en ciertas
patologias [3], pero los métodos que han sido
utiizados para demostrarlo, no son lo
suficientemente sensibles. En el presente trabajo
se desarrolld6 una metodologia de separacién en
fase de los espectros fotoacusticos (EFA) de la piel
para determinar la localizacion precisa de la PplX,
lo cual ayudard en la optimizacion del uso de
laseres en la PDT.

METODOLOGIA

Antes de analizar la PpIX en la piel se realizo el
estudio farmacocinético de ésta molécula para
determinar el tiempo Optimo de la mayor
acumulacion de la PplX a diferentes dosis de ALA.
Asi se utilizaron 5 grupos de 4 ratones CD 1, se
expusieron a las concentraciones de 40, 80, 160 y
320 mg/kg de ALA (Sigma Chemical Co. St. Louis,
Mo, USA) por via intraperitoneal (I.P.), en cada
grupo se determind la PplX en la sangre obtenida
por puncion directa del corazon a las 0, 0.25, 0.5,
0.75, 1, 2, 4, 8, 16 y 32 h de exposicion al ALA. Se
utilizé un grupo testigo al que se le administro
solucion salina. De esta manera se obtuvieron los
tiempos 6ptimos de exposicion para cada dosis de
ALA probada (1, 0.75, 0.50y 1 h para 40, 80, 160 y
320 mg/kg de ALA respectivamente).
Posteriormente se trataron, por via |P., los
siguientes grupos (cada uno de 7 ratones): uno con
solucion salina fisiolégica, 4 con 40, 80, 160 y 320
mg/kg de ALA, y uno mas con 160 mg/kg de ALA
con 100 mg/kg de a-tocoferol, se expusieron a sus
tiempos optimos y se sacrificaron para obtener
fragmentos de 1cm? de piel, de la region abdominal
de los ratones, que inmediatamente fueron
incluidos en tissue-teck y almacenados a -20°C
hasta su andlisis fotoacustico. Minutos antes de



realizar el ensayo, los fragmentos de la piel fueron
descongelados, rasurados y se dejaron secar. Las
muestras se colocaron en la celda fotoacustica con
el lado de la epidermis hacia arriba, se extendieron
perfectamente con unas pinzas y por ultimo se sello
la celda con una tapa de cuarzo y grasa para
vacio.

Los espectros de absorcion fueron obtenidos desde
300 hasta 700 nm con un espectrofotdmetro
fotoacustico con las siguientes caracteristicas:
lampara de Xenén (Oriel) de 1000W, frecuencia
mecanica variable de 17 Hz, monocromador para
monitorear a intervalos de 1 nm, celda de cuarzo
gue contenia un microfono el cual fue conectado a
un amplificador lock-in (SR-850) que transfirid la
sefial simultaneamente a una computadora
personal mediante una interfase dando finalmente
una sefial a una determinada longitud de onda
dependiente de la amplitud y fase. La sefial
fotoacUstica fue normalizada con respecto a la
obtenida del carb6n quimicamente puro, para tener
referencia del espectro de emisiéon de la lampara
(Xe).

Del espectro de absorcién oOptico se determind el
coeficiente de absorcién Optico como una funcién
de la longitud de onda, esto es posible gracias a
que las muestras son térmicamente gruesas, esto

quiere decir asls>>1, donde a, =,/pf /a es el
coeficiente de difusion térmico, f la frecuencia de
modulaciéon de la luz, a y |s son la difusividad
térmica y el grosor de la muestra respectivamente.
En este caso todas las muestras fueron
térmicamente gruesas considerando a @ 0.001
cm?/s [4], siendo asi posible utilizar la siguiente
relacion para calcular el coeficiente de absorcion
optico [5]:

b=(@,)[o’ +a(2- )/ (1- ¢7) @

Donde ( es la intensidad fotoacuUstica normalizada.

El método que se utilizé para la separacion del
espectro de absorcion de dos niveles de
cromodforos (melanina y pigmentos con grupo
hemo) de la piel de raton es llamado Método de
Separacion en la Fase, el cual ha sido utilizado
ampliamente con otras muestras en espectroscopia
fotoacustica [4,6].

RESULTADOS

En los EFA obtenidos, aplicando el método de
separacion en la fase, se observé que todas las
muestras presentaron el espectro caracteristico de
la melanina (linea segmentada), de la hemoglobina
y PpIX (linea sdlida) (figura 1). De acuerdo con los
resultados del valor de Xg-Xa (86 nm), se puede
decir que la PplIX esta localizada en la dermis cerca
de la membrana basal, considerando que el grosor
de la epidermis de ratén es de 37.5 nm.

Los EFA de las diferentes concentraciones de ALA
difieren en amplitud, siendo mas evidente alrededor
de la region de 400 nm (banda de soret y grupo
hemo). De acuerdo con las diferentes
concentraciones de PpIX que contienen las
muestras  provenientes de las diferentes
exposiciones al ALA, las diferencias de la amplitud
de los picos encontrados a 416 nm fueron
obtenidas contra la exposicion al ALA (figura 2).

Utilizando la ecuacion 1 se obtuvo el espectro de
absorcion Optico y el coeficiente de absorcion
optico (b) y se encontrd que la presencia de la PpIX
modifica a este Ultimo. La tabla 1 muestra los
valores de b obtenidos a 630 nm, a las diferentes
concentraciones de ALA administrados.

0.05[
.......... Melanina

0.04 [ —FpIX.

0.03 1

0.02 +

0.01 |

0.00 |

300 400 500 600 700

Longitud de onda nm)

Figura 1. Separacién en fase del EFA de la piel de
ratones expuestos a 160 mg/kg de ALA.
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Figura 2. Diferencia de los EFA de la absorcion de
la PpIX a 416 nm en la piel de ratones, como una
funcién de la administracion del ALA.

Tabla 1. Coeficientes de absorcion optico a 630 nm
en la piel de ratones tratados con ALA.

ALA administrado 1
(mglkg) b (em”)

0 4.57

40 7.53

80 7.58

160 3.02

160+a-tocoferol 3.20

320 4.68

DISCUSION

Los EFA de la piel de los ratones tratados con ALA,
fueron tomados por el lado de la epidermis, dado
gue por el lado de la dermis se presentan factores
dificiles de controlar, como son la cantidad de
vasos sanguineos lo cual esta relacionado con el
ndmero de centros de absorcion. Las fracciones de
piel se tomaron de la misma area y los espectros a
la misma longitud de difusién térmica

m = /% f Quees la profundidad de la piel

en donde la onda térmica originada es registrada.
Aplicando el método de separacion en la Fase [4,6]
(figura 1), a los pigmentos de la dermis
(principalmente hemoglobina y protoporfirina 1X), el
espectro de la superficie (linea segmentada)
corresponde al de la melanina en donde se ve que
disminuye su absorbancia con el incremento de la
longitud de onda. El espectro de la linea solida
corresponde al de la hemoglobina y PpIX en donde
el pico de 400 nm corresponde al de las moléculas
del grupo hemo. En este caso Unicamente la banda
de absorcibn maxima de ambos pigmentos
(croméforos con grupo hemo y melanina) puede ser
separada por este método. La diferencia de fase
entre los dos componentes (melanina y grupo
hemo) obtenida por este método en promedio fue
de 114°*+5% para todas las muestras. El
corrimiento de fase F, en la epidermis se puede
escribir como asXa donde X, es la profundidad
media de la epidermis. Suponiendo que ambas
capas (epidermis y dermis) tienen
aproximadamente la misma difusividad térmica y si
denotamos por Xg el espesor de la dermis, la
diferencia de fase puede escribirse entonces [7],

FA = aS(XB-XA) (2

De la ecuacion 2, se puede obtener el valor de
Xg-Xa, €n este caso fue aproximadamente de 86 nm
con base en esto, se puede proponer que la PpIX
esta localizada en la dermis cerca de la membrana
basal.

De acuerdo con las diferentes concentraciones de
PpIX que contienen las muestras provenientes de
las diferentes exposiciones al ALA, las
diferencias de la amplitud de los picos obtenidos a
416 nm fueron obtenidos contra la exposicion al
ALA (figura 2). Los espectros fueron tomados de la
epidermis, en donde se encuentra una
homogeneidad en el nUmero de vasos sanguineos
a la longitud de difusion térmica y diferencias de
amplitud que pueden ser atribuidas a la PpIX
acumulada cerca de la membrana basal.

Los espectros generados por espectroscopia
fotoacustica tienen una ventaja particular sobre las
técnicas convencionales en muestras
heterogéneas, debido a que se generan espectros
de diferentes compuestos a partir de un sélo
espectro en un modo de corrimiento de fase; este



efecto lo presentan las muestras multicapas como
lo es la piel. En este caso, también fue posible
encontrar a que nivel se localiza la PpIX a partir
del angulo de separacién en la fase de la sefial
fotoacustica.

Utilizando la ecuacién 1 se obtuvo del espectro de
absorcion optico, el coeficiente de absorcion dptico
(b) y se encontré que la presencia de la molécula
de PpIX modifica a este dltimo, lo que explica que
a mayor dosis de ALA, existan mas moléculas de
PpIX 'y por lo mismo mas centros de absorcion. Se
ha reportado que el coeficiente de absorcion 6ptico
en musculo de rata, varia con respecto al nimero
de moléculas fotosensibles al ser administradas en
el animal (tabla 1) [8]. Es necesario mencionar que
los valores de b,son efectivos para un sistema
complejo de laminas, en este caso la piel es una
muestra que estd compuesta por 3 laminas
(epidermis, dermis y musculo), no se poseen
referencias para la de piel de ratdon, pues no han
sido determinadas aun, pero se encontrd en la
literatura que el misculo de conejo tiene un bde
2.7 a 125 cm™ y la dermis de piel humana
caucasica de 7.08 cm™ [9]. De tal forma que los
valores obtenidos no estdn muy lejos de los
citados por la literatura.

CONCLUSIONES

1. Con la espectroscopia fotoacustica se localizo
a la PpIX en las diferentes capas de la piel,
concluyendo que en la piel normal, se localiza
en la dermis cerca de la membrana basal.

2. Los valores de b (coeficiente de absorcion
Optico) a 630 nm para las dosis de ALA
probadas, muestran claramente que a dosis
menores la penetraciéon de la luz en la piel es
mayor.
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