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Introducción

Desde principios de siglo existe la inquietud mani-
fiesta de detectar por medios físicos o químicos las
células malignas incipientes en nuestro organismo.
Buena muestra de ello son los innumerables trabajos
de investigación efectuados con marcadores celulares
utilizando derivados de las tetraciclinas, varios com-
ponentes de las porfirinas, acridina naranja, azul de
toluidina, isótopos radioactivos etc, con la finalidad
de identificar aquellas células malignas no detectables
por métodos convencionales'"5.

En los Estados Unidos se diagnosticaron 75.000
nuevos casos de cáncer de pulmón en 1975. En la
década de los 80 esta cantidad se ha duplicado, confir-
mando al cáncer de pulmón como la primera causa de
muerte por cáncer en el hombre. El constante aumen-
to de mujeres fumadoras, incrementa progresivamen-
te la incidencia de esta enfermedad en el sexo femenino.

Por otra parte, todos los especialistas saben que en la
mayoría de los casos, cuando los síntomas aparecen,
es signo de que la enfermedad se encuentra en estado
avanzado de su evolución. Sin embargo, los cánceres
detectados por citología de esputo cuando la radiolo-
gía de tórax no muestra lesiones sospechosas, son los
de mejor pronóstico.

La detección del carcinoma pulmonar, cuando aún
está localizado o confinado en el bronquio y con
radiología de tórax negativa supone, tras tratamiento
quirúrgico, tasas de curaciones entre el 90 y el 100 %6-8.

Con estos datos, parece razonable pensar que la
supervivencia del cáncer de pulmón depende más de
la extensión de la enfermedad en el momento del
diagnóstico que del tipo histológico del mismo9.

Todos los nuevos casos diagnosticados por apari-
ción de síntomas clínicos o radiológicos, forzosamen-
te han pasado por una fase precoz o preinvasiva de
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alrededor de unos 5 años, durante los cuales las célu-
las malignas son exfoliadas al esputo. En esta fase de
carcinoma oculto, los pacientes, por lo general, están
asintomáticos y con radiología de tórax negativa.

Es lógico suponer pues, que durante este período se
podría detectar la enfermedad por citología de esputo
en individuos de alto riesgo. Para ello, en los EE.UU.
en los años setenta, se iniciaron protocolos de diag-
nóstico y tratamiento precoz en fumadores de más de
un paquete de tabaco al día durante un año o más y
por encima de los 45 años de edad. Tres grandes
centros estaban implicados en el programa: la Clínica
Mayo, el John Hopkins University y el Memorial
Sloan Kettering Cáncer Center10-12. Después de 10
años de estudio se pudieron sacar algunas conclusio-
nes: con la citología de esputo y la radiología de tórax
se detectó cáncer entre el 0,5 y el 1 % de los 30.000
encuestados; la mayoría de los enfermos diagnostica-
dos por radiología, tenían carcinoma de células gran-
des o bien adenocarcinoma, mientras que los diagnos-
ticados por citología fueron casi todos escamosos. La
mitad de los carcinomas detectados fueron localiza-
dos en el estadio I de la enfermedad. Otros hallazgos
llamativos fueron la multicentridad en el carcinoma
oculto: 7 % en la Clínica Mayo y 15 % en el Memorial
Sloan Kettering, y la frecuencia con que se desarrolló
en estos enfermos un segundo cáncer de pulmón pri-
mitivo, definido éste como un nuevo cáncer de distin-
to tipo celular o del mismo tipo celular desarrollado o
bien fuera del área señalada como de recidiva local, o
bien en el parénquima pulmonar como lesión única y
sin evidencia de cáncer extratorácico. Esta frecuencia
ha sido de un 24 o de un 32 % según los autores 7-13"15.

La localización de estos cánceres requiere forzosa-
mente inspección broncoscópica. Aproximadamente
sólo el 50 % de ellos serán diagnosticados en la prime-
ra broncoscopia. Alguno de estos pacientes tendrá
simultáneamente más de un cáncer primario, de los
cuales alguno o todos podrían ser endoscópicamente
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Fig 1. Hematoporfirina.

invisibles. El diagnóstico endoscópico podría final-
mente necesitar unas cinco exploraciones durante un
período de aproximadamente 16 meses para la locali-
zación definitiva de estos tumores16. Es decir, existe
un proceso evolutivo tumoral desde un estadio defini-
do como in situ, en donde el cáncer no ha penetrado la
membrana basal y todavía no es metastásico, a fases
progresivas más agresivas. Esta progresión no puede
ser determinada en términos de tiempos concretos
para cada fase, pero es generalmente aceptado que la
etapa de carcinoma in situ tiende a ser indolente y de
muy lento crecimiento14-15'17.

En esta fase, ni los síntomas clínicos como la tos,
hemoptisis, dolor torácico, ni los signos radiológicos
como densidades mal delimitadas, atelectasias, hiper-
claridades, neumonitis obstructivas, etc, pueden ser
considerados como específicos del carcinoma pulmo-
nar. Sin embargo, la presencia de células malignas en
el esputo serán consideradas como diagnóstico de se-
guridad de la enfermedad.

Como hemos señalado más arriba, el carcinoma
oculto podrá ser diagnosticado en una primera bron-
coscopia sólo en un bajo porcentaje de casos. Este
problema ha frustrado a los neumólogos hasta el pun-
to de dudar de la eficacia de los estudios protocolarios
de detección por citología de esputo. Dicho de otra
manera, el diagnóstico por métodos endoscópicos o
radiológicos no es difícil, o sólo es fácil, cuando el
carcinoma es visible endoscópicamente.

El problema se plantea cuando encontramos citolo-
gía de esputo positiva con radiología y broncoscopia
negativas. En este caso, el método endoscópico sufre
unas variantes con relación a la broncoscopia simple.
La finalidad será la búsqueda del lugar desde donde
proceden las células malignas encontradas en el espu-
to. El método más utilizado hasta ahora consiste en la

práctica de exploraciones endoscópicas exhaustivas
bajo anestesia general con lavados, cepillados repeti-
dos, broncoaspirados y biopsias de espolones en todos
y cada uno de los segmentos de ambos árboles bron-
quiales18. Incluso en manos experimentadas, no más
de un 50 % de los carcinomas ocultos serán diagnosti-
cados por este método.

En los últimos años un nuevo procedimiento diag-
nóstico, utilizando la luz y un marcador fotosensible,
la hematopofirina o sus derivados, viene a darnos
nuevas esperanzas en la detección precoz de esta en-
fermedad.

Hematoporfirina y láser

La hematoporfirina, derivado de las porfirinas, pig-
mento tetrapirrólico cuya base es la porfina, presenta
un peso molecular de 598,7 y su fórmula, €34 H3g 0^ N4
aparece en la figura 1. Su obtención se realiza a partir
de la sangre completa en dos pasos consecutivos. En
un primer paso se obtiene la hemina por tratamiento
de la sangre con ácido sulfúrico y alcohol. En un
segundo paso se extrae el hierro consiguiéndose la
hematoporfirina cristalizada bastante impura por la
gran variabilidad en la composición de sus batches.
En 1960, Lipson et al obtienen el derivado de la hema-
toporfirina o Mayo Clínic HpD, por tratamiento de la
hematoporfirina con ácido sulfúrico concentrado y
glacial acético, seguido de varios pasos de recristaliza-
ción19- 20 observando que cuando la HpD era activada
por la luz violeta entre 400 y 407 nanómetros dentro
del aspectro electromagnético, producía fluorescencia
en los tumores2'"22.

Posteriormente se observó que cuando la hemato-
porfirina era acetilada se producía monoacetato en
un 20-30 %, diacetato en un 50-60 % y hematoporfiri-
na sin cambios de un 5 a un 20 % con la formación de
hidroxietil-vinil-deuteroporfina23. Ninguno de los
componentes de esta mezcla de acetatos son capaces
de producir sensibilización, sin embargo en los pasos
siguientes, cuando se disuelven en hidróxido sódico,
los grupos acetatos son rápidamente hidrolizados, for-
mando una mezcla de porfirinas muy activas en la
localización y sensibilización de los tumores.

Dougherty en 198324 identifica un nuevo compo-
nente en el HpD, el bi-l-3-hidroxiletil-deuteroporfirin
8 y el 1-etil-eter o dihematoporfirina-eter (DHE) Fo-
tofrinR, responsable de la capacidad de fotosensibili-
zar los tumores.

La distribución de la hematoporfirina en el organis-
mo tras su inyección endovenosa es desigual, obser-
vándose que al cabo de 48 horas existen altos niveles
detectados por radioisótopos en tejido tumoral, híga-
do, ríñones y bazo25. Por otra parte, utilizando méto-
dos autorradiográficos se puede detectar la distribu-
ción de la hematoporfirina en el organismo en función
del tiempo26. Inicialmente existe una vasta distribu-
ción por todos los tejidos seguida de un rápido aclara-
miento, sin embargo al cabo de siete días la hemato-
porfirina todavía puede observarse fuertemente rete-
nida en el tejido tumoral. El por qué la hematoporfiri-
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na queda retenida en el tejido tumoral no se conoce
con exactitud y según Dougherty el mecanismo podría
estar relacionado con una fagocitosis de la hematopor-
firina por las células tumorales27.

Los primeros trabajos de detección de fluorescencia
por el tejido tumoral impregnado de sustancias activa-
das por la luz, como es el caso de las hematoporfirinas,
datan de principios de siglo3'28'29. Sin embargo, fue a
partir de los años cuarenta cuando los investigadores
empezaron a pensar seriamente en su utilización para
el diagnóstico precoz del cáncer. Auler y Banzer en
194230 demuestran fluorescencia tumoral selectiva en
ratas tras inyección de hematoporfirinas. Figge et al,
en 194831 observaron que las hematoporfirinas y las
metaloporfirinas eran captadas selectivamente por los
ganglios y por los tejidos embrionario, traumático y
neoplásico y que la luz ultravioleta podía producir
fluorescencia allá donde se encontraran dichas sustan-
cias.

Fig 2. Absorción de HpD.

Reacción fotodinámica

Para llegar a una mejor comprensión de los meca-
nismos de activación de la hematoporfirina por la luz
de la detección de la fluorescencia necesaria para tes-
tificar la presencia tumoral, trataremos de explicar
muy brevemente algunos conceptos físicos y fotobio-
lógicos fundamentales.

La luz es una forma de energía propagada a muy
alta velocidad, como las ondas electromagnéticas.
Cuando interacciona con lentes o prismas puede com-
portarse como verdaderas ondas, sin embargo cuando
es absorbida por las moléculas es capaz de liberar
energía en forma de fotones. El color de la luz en el
rango de visibilidad del espectro electromagnético es
constantemente cambiante y va desde los 400 a los
705 nanómetros, desde el violeta al rojo pasando por
el índigo, azul, verde, amarillo y naranja. Sin embargo,
el utravioleta y el infrarrojo, aunque parte de la luz
del espectro electromagnético, no son perceptibles
para el ojo humano.

Los fotones emitidos en la región ultravioleta y
cerca del infrarrojo tienen suficiente energía para ex-
citar las moléculas. Dichas moléculas excitadas pue-
den sufrir cambios químicos o causarlos en otras en
forma de reacciones de fotosensibilización, produci-
das sólo cuando una de ellas absorbe un fotón.

Las hematoporfirinas presentan muchos dobles en-
laces conjugados en sus moléculas con cuatro anillos
pirrólicos que le dan una configuración cíclica. Debi-
do a esta configuración, su rango de absorción se
encuentra entre las regiones ultravioleta y el infrarrojo
del espectro electromagnético. La figura 2 muestra el
espectro de absorción de la dihidrohematoporfirina
(DHE) en NaOH. Su mayor excitación la obtiene
cuando es irradiada por una luz violeta a 405 nanó-
metros, produciendo fluorescencia en el rojo a 630-
690 nanómetros20-22'32. El mecanismo por el cual se
produce dicha fluorescencia es el siguiente: Cuando la
luz incide sobre el estado basal de la hematoporfirina
o sus derivados se produce absorción fotónica por

Oxígeno único

Efecto
citotóxico

Oxígeno triple

Tratamiento

Fig 3. Mecanismo de activación de HpD.

parte de sus moléculas, lo cual provoca el paso desde
el estado basal de energía al llamado estado excitado o
singlet status. Desde este estado, la tendencia será
retornar al estado inicial, que se puede producir por
varios pasos (fig. 3). En primer lugar puede haber una
caída espontánea al estado basal, en esta caída habrá
una emisión de energía por desprendimiento de foto-
nes que son los que producen la fluorescencia. Esta
será la fase de detección utilizada para el diagnóstico
tumoral por captación de dicha fluorescencia utilizan-
do métodos que trataremos de describir más adelante.

En otro momento, desde el estado excitado, las mo-
léculas de hematoporfirina pueden pasar a otro esta-
do, el llamado triplet status desde donde, en presencia
de oxígeno, existe una liberación de energía que es
aprovechada para el tratamiento del cáncer33"39, gra-
cias a las propiedades citotóxicas que presenta dicha
sustancia o sus derivados a este nivel, ya expuestas en
una revisión anterior40. Por otra parte, muchos traba-
jos de investigación intentan perfeccionar la eficacia
de la combinación de la luz con la hematoporfirina en
el tratamiento del cáncer41"45.
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Métodos de detección fotodinámicos

Haciendo uso de las propiedades de la hematoporfi-
rina de acumularse y retenerse en las células malignas
desprendiendo fluorescencia desde éstas cuando es
estimulada con una luz emitida en longitud de onda
adecuada, se idearon los primeros aparatos de detec-
ción tumoral por fluorescencia aplicables en clínica.
Desgraciadmaente, la fluorescencia que emite la hema-
toporfirina es de muy baja intensidad y no puede ser
detectada con la luz blanca de los fibroscopios con-
vencionales.

Hemos de decir sin embargo, que la fluorescencia
de la hematoporfirina no es específica del carcinoma,
ya que se han visto áreas de marcada fluorescencia en
zonas de atipias o de metaplasia escamosa en la muco-
sa bronquial o en procesos fuertemente inflamatorios,
aunque en más baja intensidad que en el carcinoma46,
por lo que el diagnóstico definitivo se hará sólo cuan-
do exista confirmación histológica por biopsia.

Lipson et al en la Clínica Mayo, inventaron el pri-
mer detector de tumores endobronquiales, utilizando
una lámpara de mercurio como fuente emisora de luz
violeta transmitible a través de un broncoscopio rígi-
do hasta el tejido neoplásico para captar la fluorescen-
cia desde allí desprendida por la hematoporfirina pre-
viamente inyectada. Con dicho artilugio se publicaron
los primeros 15 casos de tumores endobronquiales21.
Más tarde, los mismos autores publicaron su expe-
riencia añadiendo patología maligna esofágica47. Des-
de entonces, otros autores investigaron la fluorescencia
tumoral desprendida en otros órganos: Gray en 196746

demostró fluorescencia tumoral en 18 de 23 casos de
pacientes con cáncer de cuello uterino. Leonard y
Beck en 197148 demostraron fluorescencia en el 100 %
de 40 carcinomas epidermoides de boca, hipofaringe,
laringe y tráquea.

A pesar del éxito de esta técnica, el objetivo funda-
mental seguía siendo la detección precoz de cánceres

no visibles por endoscopia convencional. Después de
varios años de investigación, los estudios fueron per-
feccionándose hasta la actualidad y ahora ya podemos
disponer de algunos aparatos que demuestran fluores-
cencia en carcinomas en fases iniciales y que tratare-
mos de describir a continuación.

Hemos de decir primeramente que todos ellos se
basan en la detección de la hematoporfirina o de sus
derivados inyectados 48 o 72 horas antes por vía
endovenosa a dosis que oscilan entre los 2,0 y los 3,5
mg por kilogramo de peso corporal. Todos ellos asi-
mismo, utilizan métodos endoscópicos para hacer lle-
gar la luz adecuada hasta la mucosa bronquial. Todos
ellos finalmente, y también por métodos endoscópicos
recogen la fluorescencia en las células malignas y la
transmiten hasta el aparato que, de una manera o de
otra nos testificará los cambios que ocurren en la mu-
cosa.

El instrumento ideado por Profío y Doiron en
197949.50, recoge la fluorescencia y la hace llegar a un
intensificador de imágenes en donde el cambio de
coloración de la pantalla nos avisa de la presencia de
hematoporfirina en la mucosa bronquial. Consiste
esencialmente en un fibroscopio, un intensificador de
imágenes y un láser para generar luz monocromática
violeta en una longitud de onda adecuada para excitar
la hematoporfirina. Dicho método utilizado en la
Universidad de California ha ido sufriendo variacio-
nes con la finalidad de mejorar la calidad de imagen.

El método original utilizaba una lámpara de mercu-
rio de 200 W que generaba luz violeta transportada
por un endoscopio especial, ya que con el convencio-
nal sólo se podía transportar luz blanca. Este método
fue usado para detectar fluorescencia de tumores en-
dobronquiales, aunque casi todos ellos ya eran visibles
por endoscopia convencional.

Más tarde se utilizó un láser de kripton (fig. 4a), en
lugar de la lámpara de mercurio, con la finalidad de
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Fig 4a. Sistema de detección Je fluorescencia (Profio 1979).

128 70



J.P. DÍAZ JIMÉNEZ.- EL LÁSER Y LA HEMATOPORFIRINA EN EL DIAGNÓSTICO
DEL CARCINOMA BRONCOGÉNICO

Fig 4b. Sistema de detección fluorescente/reflectante (Proflo 1983).

disminuir el rojo del entorno de la mucosa y una fibra
de cuarzo no fluorescente como conductora. En este
método de detección, el sistema consta además de un
filtro violeta o prisma y lentes convergentes. La poten-
cia máxima del láser es de 240 mW en tres líneas,
406,7 nm (36 %), 413,1 nm (60 %) y 415,4 nm (4 %).
El diámetro de la fibra del láser es de 1,1 mm y su
divergencia de 0,69 miliradiales. Los lentes focalizan
el láser dentro de la fibra de cuarzo, de 400 micrones
de diámetro y de varios metros de largo, sin que se
pierda mucha energía al liberarse los 10 mW requeri-
dos al llegar al tumor para excitar la hematoporfirina.
Esta fibra puede ser introducida por el canal de espi-
ración de un fibroscopio. La imagen detectada es
magnificada y focalizada en un intensifícador de imá-
genes después de pasarla a través de un filtro rojo que
disminuye en 10~6 el rojo del entorno normal de la
mucosa bronquial.

Con este método es posible visualizar tumores de
sólo 1 mm de espesor por pocos mm de largo que
serían raramente visibles a la luz blanca del fibrosco-
pio convencional. Este método permite también foto-
grafiar la fluorescencia captada. De los primeros 38
casos publicados por los autores de este sistema diag-
nóstico51, 22 fueron verdaderos positivos, 7 verdade-
ros negativos, 9 falsos positivos y ningún falso negati-
vo. En estos 38 enfermos, 92 sitios de la mucosa
bronquial fueron examinados para fluorescencia y

para histología por biopsia y cepillados, de ellos 28
fueron verdaderos positivos, 16 falso positivos, 47
verdaderos negativos y 1 falso negativo. La eficacia
estimada de este método obtuvo una sensibilidad de
100 % para los pacientes y del 97 % para los sitios de
la mucosa bronquial examinados. La especificidad fue
del 45 y del 75 % y la eficacia del 76 y del 82 %, respec-
tivamente.

Posteriormente52, un segundo tipo de intensificador
de imágenes fue desarrollado por los mismos autores
mediante un sistema alternativo fluorescente-reflec-
tante, básicamente igual que el anterior, pero con la
salvedad de la presencia en este último de una micro-
lente divergente en la punta de la fibra (fig. 4b).

En la Clínica Mayo se desarrolló a finales de los
años setenta, un método que utiliza un detector fotoe-
léctrico de energía fluorescente y que genera una señal
sonora cuando el fibroscopio pasa por la mucosa neo-
plásica, aunque la fluorescencia no puede ser visuali-
zada. Este sistema de detección fotoeléctrico de la
fluorescencia del HpD, ideado y desarrollado por Kin-
sey y Córtese, permite el examen directo de las vías
aéreas bajo luz blanca. El detector fotoeléctrico, si-
multáneamente, indica la presencia de dicha fluores-
cencia en el campo visual del broncoscopio.

Tal y como muestra la figura 5, el aparato consta
fundamentalmente de dos sistemas: un sistema de
excitación y un sistema de detección. El sistema de
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Sistema de detección de fluorescencia (Mayo Clinic).
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Fig 7. Sistema de detección de fluorescencia TMC II.

excitación consiste en una lámpara de mercurio como
fuente que envía luz azul, una rueda que gira de 30 a
50 herzios, lentes colimadoras/condensadoras, filtros
estrechos de excitación y una guía de excitación lumi-
nosa. Al girar la rueda y mediante unas hendiduras en
la misma, se va cortando la luz que llega a la mucosa
bronquial en forma de impulsos. Al llegar la luz azul
al tejido con hematoporfirina, se emitirá fluorescencia
roja. El poder de excitación librerado en la zona vi-
sualizada es de aproximadamente 1 mW. El sistema
de detección de esa fluorescencia roja trata básica-
mente, mediante una serie de elementos, de hacerla
llegar a un aparato fotomultiplicador receptor (PMT)
el cual la transforma y la transmite a un amplificador
en forma de sonido53. El broncoscopista no puede ver
la fluorescencia pero sí oírla.

Con este sistema se publicaron los primeros trece
tumores en diez enfermos con carcinoma oculto54. De
los trece, cuatro eran visibles endoscópicamente, tres
tenían dos cánceres en lugares distintos al mismo
tiempo y seis eran carcinoma in situ con o sin mi-
croinvasión. Estos últimos probablemente no hubie-
ran sido diagnosticados por broncoscopia convencio-
nal.

Siempre con la intención de mejorar la reproduc-
ción de la fluorescencia en el intensificador de imagen
y teniendo como prototipo el sistema ideado por Pro-

fio, en Japón se fabrica un nuevo sistema que tiene la
particularidad de poseer un filtro de interferencia de
405 nanómetros entre el láser de kripton y la fibra de
cuarzo que transmitirá el haz luminoso hasta el tu-
mor55 (fig. 6). Posteriormente este mismo sistema es
mejorado al utilizar una cámara de video ultrasensible
en vez del intensificador de imágenes, es el TMC I
(Tokio Medical College System I)56. El TMC II fue
designado para separar la fluorescencia propia emiti-
da desde el tumor y la autofluorescencia que en oca-
siones se desprende de la mucosa normal (fig. 7). Este
sofisticado sistema, posee un espectrofotómetro y una
serie de filtros que seleccionan y transmiten la imagen
hasta unos microordenadores que almacenan y sepa-
ran posteriormente ambas fluorescencias56. Con estos
últimos sistemas de fluorescencia se publicaron un
total de 78 casos de carcinoma y todos, menos dos
adenocarcinomas y tres carcinomas escamosos, mos-
traron fluorescencia.

Los métodos descritos parecen auspiciar un rayo de
esperanza en el diagnóstico precoz del carcinoma
broncogénico, si bien hemos de tener en cuenta que en
todos ellos la indicación la establece la presencia de
células malignas en el esputo, la mayoría de las veces
de carcinoma escamoso, tanto en enfermos con radio-
logía y broncoscopia negativas, como en enfermos con
anormalidad radiográfica periférica, ya que en este
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último caso podría existir un segundo carcinoma si-
multáneo y oculto57.

El futuro de la detección precoz del cáncer ha de
pasar por el desarrollo de nuevos sensibilizadores,
además del HpD y del DHE (Fotofrín®), con mejores
propiedades fotofísicas que deriven en una mayor
selectividad por los tumores y en menores efectos
secundarios. En este sentido ya existen trabajos de
investigación con nuevos sensibilizadores, los llama-
dos de segunda generación como los meso-tetrafenil
porfínas, diéteres de la hematoporfirina, derivados
de la clorina o el benzoderivado de la protoporfirina
IX58 que, aunque su principal aplicación vaya dirigida
al tratamiento por fotoquimioterapia o terapia fotodi-
námica (PDT), no cabe duda de que podrían ser apli-
cadas también en el diagnóstico de la neoplasia. Por
otra parte, la utilización de nuevos láseres como los de
vapor de oro, el excimer, etc, unidos al desarrollo de
nuevos aparatos de detección de fluorescencia, mejo-
rarán también las esperanzas en la lucha contra esta
enfermedad.
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