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Estudiar la síntesis de porfirinas in vitro a partir del ácido aminolevúlico (ALA)
o su derivado ALA hexil éster (He-ALA) y otros ésteres derivados en forma
libre y encapsulados en liposomas, y evaluar su eficacia como
profotosensibilizantes.

Estudiar mediante miscroscopía la posible existencia de blancos subceluares
diferenciales debido al uso de liposomas.
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relevantes que pudieran verse afectados luego del tratamiento con terapia
fotodinámica (TED).
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la penetración en las células tumorales, evaluar su eficacia como pro
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tumorales. Evaluar la capacidad de protección de algunos scavengers de
radicales libres, antioxidantes, y compuestos sulfurados, así como también
establecer el rol de las modificaciones en el contenido de tioles intracelulares en
cultivos de células tratadas con ALA-TFD.
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INTRODUCCIÓN



l. LAS PO_RFIRINASY EL CAMINO METABÓLICO DEL HEMO.

l.l.Las porfirinas. Generalidades.

Las porfirinas están ampliamente distribuidas en la naturaleza y juegan un rol

fundamental en el control de oxidaciones biológicas, transporte de oxígeno y reacciones

enzimáticas.

Su estructura biológica básica es un macrociclo formado por cuatro anillos pirrólicos

(A, B, C, y D), unidos por cuatro puentes meteno. La existencia de dobles enlaces

altemados da lugar a una molécula plana, resonante y resistente a modificaciones químicas.

Poseen, además, cadenas laterales que determinan sus caracten’sticas físicas (figura I. la).

Los metabolitos fisiológicamente activos son los derivados reducidos de las

porfirinas, llamados porfirinógenos, que a diferencia de las anten'ores, no son coloreados ni

emiten fluorescencia, y se oxidan espontáneamente a las correspondientes porfirinas

(figura I.lb).

Las porfirinas pueden combinarse fácilmente con metales, dando lugar a quelatos

con gran importancia biológica, como la hemoglobina y mioglobina (con hierro ferroso),

las clorofilas (con magnesio), los citocromos (contienen hierro capaz de oxidarse y

reducirse) y las con-¡nas (con cobalto).

Las hemoproteínas son aquellas proteínas que contienen como grupo prostético un

quelato tetrapirrólico de hierro (grupo hemo). Entre las hemoproteínas encontramos

también enzimas como las peroxidasas, la catalasa y la triptofano pírrolasa.

Cuando cambia la valencia de los metales de transición a los que se encuentran

unidas, las porfin'nas pueden controlar el desplazamiento de electrones y así aumentar la

eficiencia de las reacciones de oxido-reducción. Es por eso que las porfirinas han tenido un

rol fundamental en la ontogénesis de la vida terrestre (Mercer Smith & Mauzerall, 1981),

facilitando la aparición de formas de vida (Batlle, 1989), y han sido detectadas tanto en

fósiles (Blumer, 1974) como en rocas precámbricas (Kolesnikov & Egorov, 1977).

Aunque las porfirinas y el hemo se sintetizan en todas las células de mamíferos,

dicha actividad está incrementada en médula ósea e hi'gado.



Figura IJ b: Núcleodeporfirinógeno.

I.2. Biosíntesis del hemo.

La secuencia de reacciones involucradas en el camino de las porfin'nas fue dilucidada

en una serie de estudios con marcadores isotópicos (Cookson & Rimington, 1953; Granick

& Bogorad, 1953; Neuberger & Scott, 1953, Shemin & Russel, 1953; Rimington & Krol,

1955); de tal forma se determinó la existencia de ocho enzimas, de las cuales la pn'mera y

las tres últimas son mitocondriales y el resto, citosólicas (figura 1.2).

El primer paso es la condensación de la glicina con el succinil CoA, ambas

moléculas den'vadas del ciclo de Krebs, para formar ácido S-aminolevúlico (ALA),

catalizado por la enzima ALA sintetasa (ALA-S), usando fosfato de piridoxal como

cofactor.

Esta es la reacción limitante en la biosíntesis del hemo, y es regulada por el pool de

hemo libre intracelular. La formación del ALA ocurre en la mitocondria y luego, por



transporte activo, es trasladado al citoplasma (Batlle, 1997), donde la enzima ALA

dehidrasa (ALA-D) condensa y cicla dos moléculas del sustrato para dar lugar a la

formación del primer intermediario aromático, el monopirrol porfobilinógeno (PBG).

En el paso siguiente se condensan cuatro moléculas de PBG, reacción catalizada por

la PBG deaminasa (URO-I-S), formando el tetrapirrol lineal hidroximetilbilano, que luego

es isomerizado y ciclado por la isomerasa (UROgen lll-S) para formar uroporfin'nógeno III

(Urogen III).

En ausencia de isomerasa, el hidroximetilbilano puede ciclarse espontáneamente para

dar origen al UROgen l, que es biológicamente inactivo y sólo se acumula en el organismo

en condiciones patológicas.

La última enzima citosólica es la UROgen decarboxilasa (URO-D), que cataliza la

decarboxilación de las cadenas laterales de acetato del UROgen para dar grupos metilos,

con la producción de intermediarios de siete, seis, cinco y cuatro carboxilos.

El producto final, de cuatro carboxilos, recibe el nombre de coproporfin'nógeno III

(COPROgen), que reingresa a la mitocondria, y allí la coproporfin‘nógeno oxidasa

(CPGasa) cataliza la decarboxilación oxidativa de dos grupos propionatos ubicados en las

posiciones 2 y 4 de los anillos pirrólicos A y B para dar dos grupos vinilos, formándose el

protoporfirinógeno IX (PROTOgen IX).

La PROTOgen oxidasa (PPGasa), que también es mitocondrial, oxida el PROTOgen

IX a protoporfirina IX (PPIX). El paso final en es la inserción del hierro en estado ferroso

en la PPIX, catalizada por la enzima ferroquelatasa (Fe-Quel), para formar hemo.
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Il. TERAPIA FOTODINÁMICA DEL CÁNCER

ll.l. Introducción.

La Terapia Fotodinámica (TFD), es un tratamiento para el cáncer, on'ginado en el

descubrimiento de que ciertos tipos de compuestos, llamados agentes fotosensibilizantes,

podían matar a un organismo unicelular cuando éstos eran expuestos a la luz.

A través de la combinación de la luz con el fotosensibilizante esta terapia destruye

las células tumorales, lo que da lugar a una reacción fotoquímica, mediada por especies

reactivas de oxígeno (ROS), que resultan citotóxicas para el tejido tumoral (figura II. l).

Como tratamiento antineoplásico es sumamente prometedor para tumores

superficiales localizados o sólidos, y se basa en la acumulación preferencial del

fotosensibilizante en el tejido maligno luego de su administración, generalmente sistémica.

Las ventajas terapéuticas que presenta la TFD respecto a las demás modalidades

antitumorales, es que puede ser repetida o usada luego de otros tratamientos, por no exhibir

resistencia cruzada con otras drogas. Además, el riesgo de generación de nuevas neoplasias

es bajo, ya que el daño al ADN es limitado, así como lo es también el n'esgo de perforar o

reducir la fuerza mecánica de órganos internos.
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".2. Su historia.

La primera observación de fotosensibilización química de un tejido fue descn'pta por

Raab (1900). Poco tiempo después Tappeiner y Jesionek (1903) usaron eosina aplicada

tópicamente y luz solar para tratar pacientes con cáncer de piel, creando así el concepto

básico de la TFD. Diez años más tarde, Meyer-Betz (1913) se autoadministró

Hematoporfirina con el objeto de determinar sus efectos biológicos.

En 1942, Auler y Banzer ya habían observado la particular afinidad del

fotosensibilizante Hematoporfirina por el tejido neoplásico, confirmada más tarde por

Figge y col. (1948), quienes describieron la fluorescencia de las porfirinas acumuladas en

el tumor cuando se las iluminaba con la lámpara de Wood.

Lipson y col. en 1961 mejoraron la localización tumoral del fotosensibilizante

mediante acetilación y posterior reducción de la preparación cruda, obteniendo el Derivado

de Hematoporfin'na (HpD). El hallazgo del HpD como un efectivo fotosensibilizante

tumoral y el posterior desarrollo de equipos láser adecuados y sistemas ópticos de

transmisión de la luz, llevaron al desarrollo de la TFD durante la década del ’70.

Inicialmente, el principal interés en el uso del HpD se concentró en la detección y

localización de tumores durante la exposición de los tejidos a una luz de longitud de onda

corta en el visible, o ultravioleta. Diamond y col. (1972) evaluaron los efectos terapéuticos

en gliomas mun'nos irradiando a longitudes de onda más largas, en tanto que Dougherty y

col. (1975) realizaron los primeros estudios de TFD en tumores animales. El pn'mer caso

clínico de TFD fue en un paciente con cáncer de vejiga, a quien se le administró HpD y se

lo sometió a una irradiación transuretral (Kelly & Snell, 1976). Desde entonces, ha habido

un creciente interés en esta nueva terapia, con una gran cantidad de estudios

experimentales y clínicos en distintos tipos de tumores con localizaciones diversas.

[1.3. Fotoquímica.

Las porfirinas muestran una intensa absorción alrededor de los 400 nm en la región

azul, llamada banda de Soret, y cuatro bandas de menor absorción entre los 500 y los 650

nm.

La llamada “ventana fototerapéutica” de los fotosensibilizantes, va desde los 600 a

los 1000 nm, en ese rango la luz tiene muy baja dispersión en los tejidos, y además la

absorción por parte de otras biomoléculas es escasa. Como la penetración de la luz en los



tejidos aumenta con longitudes de onda mayores (Van Gemen y col., 1985; Wilson, 1989)

generalmente se usa la banda de absorción más débil que es la de 630 nm para irradiar, lo

que permite una mayor penetración de la luz.

El efecto inicial de la TFD es la formación de especies reactivas de oxígeno (ROS)

catalizadas por la luz, principalmente el radical oxígeno singulete ('02) a panir del oxígeno

disponible en los tejidos (Weishaupt y col., 1976), esto sería lo que lleva al daño tisular

inducido por la TFD. También se observó que la presencia de secuestrantes de oxígeno

singulete suprimían los efectos fototóxicos (Valenzeno, 1987).

La activación del oxígeno puede ocurrir por dos mecanismos diferentes: la absorción

de energía suficiente como para revertir el spin de un electrón desapareado, o por

reducción monovalente. Si una molécula de porfirina absorbe un fotón, ésta pasa a un

estado de excitación singulete de vida media extremadamente corta. Luego el

fotosensibilizante puede volver al estado basal y emitir luz en forma de fluorescencia roja a

longitudes de onda de alrededor de los 620 nm. Sin embargo para ejercer su acción

fotodinámica, el fotosensibilizante debe pasar a un estado de excitación triplete, el cual es

más estable que el estado singulete y por lo tanto tiene mayor posibilidad de interactuar

con el oxígeno en estado basal (Gomer, 1989). Esta interacción permite la transferencia de

energía del fotosensibilizante en estado triplete al oxígeno molecular generando el oxígeno

singulete, el cual es altamente reactivo (figura II.2).

Un camino alternativo es que la interacción se de entre el fotosensibilizante y una

biomolécula, con transferencia de electrones o de hidrógenos, produciendo formas

radicales de ambos compuestos. Estos radicales pueden reaccionar directamente con el

oxígeno molecular para formar especies activas como el radical hidroxilo, peróxido de

hidrógeno y anión superóxido (Buettner 8LNeed, 1985; Van Steveninck y col., 1986; Atar

y col., 1989).
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Figura Il. 2: Interacción entre elfotosensibilizante y el oxígeno.

Al absorber la luz el fotosensibilizante (FS) pasa a un estado activado singulete. De alli

puede pasar nuevamente a estado basal emitiendofluorescencía, 0 bien puede pasar a un

estado tripiete Io cual permite que reaccione con el oxigeno también en estado tripiete,

activándolo a estado singulete, el cual puede oxidar otras moleculas.

[1.4. Las porfirinas en la fotodetección de tumores y su uso como

fotosensibilizantes.

La excitación con luz de 405 nm de un tejido fotosensibilizado con porfirinas, induce

la emisión de fluorescencía roja que puede ser detectada mediante el uso de sistemas

ópticos electrónicos. La concentración selectiva de las porfirinas en los tumores ha sido

utilizada como método de diagnóstico a través de la detección de fluorescencia.

Si la luz utilizada en TFD proviene de un láser, se puede transmitir a través de una

fibra óptica, la cual se coloca cerca del área cancerígena para entregar la cantidad de luz

adecuada. Además la fibra óptica puede ser dirigida a través de un broncoscopio a los

pulmones para el tratamiento de cáncer de pulmón o a través de un endoscopio al esófago

para el tratamiento de cáncer de esófago.



Esta propiedad ha sido usada para la fotodetección de cánceres tempranos en el árbol

traqueo-bronquial (Doiron y col., 1979) y en la vejiga un'naria (Benson y col., 1982).

La fuente de luz —un láser de kriptón o una lámpara de mercurio con filtro- es

acoplada a una fibra óptica ubicada en el canal de un endoscopio. La luz emitida por la

fibra induce la fluorescencia del fotosensibilizante. La imagen es filtrada de manera de

eliminar la luz excitante, y luego es amplificada por un intensificador de imagen para ser

visualizada en un monitor. También se puede analizar el espectro de fluorescencia, que

puede ser representado en una pantalla o en un graficador. El espectro obtenido para el

tumor es distinto en amplitud y forma al de la mucosa normal permitiendo la detección

endoscópica de lesiones superficiales.

El HpD desarrollado por Lipson, es una mezcla compleja de varias especies de

porfirinas, algunas de las cuales son poco eficientes in vivo como fotosensibilizantes

tumorales (Dougherty, 1984).

Mediante el uso de tamices moleculares se logró aislar una fracción enriquecida en

las especies responsables de las propiedades fotosensibilizantes del HpD (Dougheity y

col., 1984). Esta fracción activa se denominó porfímero de sodio (Photofrin II, QLT Inc.,

Vancouver, Canadá y Laboratorios Lederle, Pearl River, NY, USA) y está constituida por

una mezcla agregada de trímeros/oligómeros de porfin'nas unidas por puentes éter y/o éster

(Dougheny, 1987; Kessel y col., 1987; Dougherty & Marcus, 1992) (figura II.4). Este

producto fue el primero en ser aprobado por la FDA de Estados Unidos, y es

corrientemente utilizado en la TFD clínica, ya que en diciembre de 1995 se autorizó su uso

para el cáncer de esófago y en enero de 1998 para estadios tempranos de cáncer de

pulmón de células no pequeñas y para los casos avanzados en que el tratamiento

convencional no se pudiera aplicar.

Una ventaja de la TFD es que causa un daño mínimo al tejido sano. Sin embargo,

debido a que la luz láser utilizada no puede atravesar más de 3 cm de espesor de tejido, la

TFD se utiliza principalmente para tratar tumores situados sobre la piel o justo debajo de

ella o bien en la superficie de órganos internos.

En 1998 Momma y col., reportaron por pn'mera vez el uso combinado de la TFD con

la cirugía (esterilización del lecho quirúrgico) obteniendo como resultado un mejor control

local del tumor primario y una reducción significativa en el número de metástasis,

trabajando con un modelo de tumor de próstata.
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Figura II.4: Estructura del Photofrin.

Composición quimica de un lrimero de porflrina, una de las principales componentes del

Photofi'in.

lI.5. Mecanismos de acumulación de las porfirinas en los tumores.

No está dilucidado aún la razón por la cual las porfin'nas se concentran

preferencialmente en el tejido maligno, pero se proponen varias hipótesis:

a) la afinidad porfirina/lipoproteína, b) la debilidad de la vasculatura tumoral, c) el

drenaje linfático disminuido, d) los receptores de LDL con mucha actividad o e) a una

escasa conversión a hemo debida a una baja actividad de la ferroquelatasa (Wilson y col.,

1991)

Existe una hipótesis que propone que los tejidos de rápido crecimiento tienen una

alta densidad de receptores para lipoproteínas y adquieren los lípidos necesarios para la

síntesis de membranas vía endocitosis inespecífica o mediada por receptor (Spikes & Jori,

1987; Kessel & Woodbum, 1993). Así las porfin'nas entrarían junto con las lipoproteínas a

la ce’lula.

También se propuso que el bajo pH intratumoral, producto de la pobre oxigenación

sumada a una alta actividad glicolítica, estaría afectando la ionización de algunas porfin'nas

que aumentan su lipofilicidad a bajos pHs, quedando así retenidas en el tumor (Pottier &

Kennedy, 1990).

Los tumores habitualmente tienen incrementado el número de cuerpos lipidicos, en

particular de micelas neutras, además de contar con membranas celulares más hidrofóbicas

que las de las células normales. Ambos fenómenos podn’an también explicar la

acumulación de los fotosensibilizantes hidrofóbicos en este tipo de células (Freitas, 1990).



La debilidad de la vasculatura tumoral, unida a un drenaje linfático disminuido

favorecería la formación de agregados de porfirinas o complejos con proteínas en el

espacio intersticial (Bugleski y co|., 1981).

Las células tumorales también podrían tener aumentada la capacidad de fagocitar o

pinocitar los agregados de porfirinas (Jon', 1989). Los macrófagos asociados al tumor

podrían ser los responsables de la alta concentración de las porfirinas en este tejido. La

fagocitosis de los agregados de porfirinas por los macrófagos residentes sería también el

mecanismo responsable de la acumulación de estos compuestos en las placas

ateroscleróticas (Hamblin & Newman, 1994).

Dailey y Smith (1984) estudiaron la interacción de algunas porfin'nas presentes en el

HpD con la ferroquelatasa, siendo que éstas eran o bien sustrato o bien inhibidores

competitivos de la enzima. La baja actividad de Fe-Quel en el tejido tumoral podría

contribuir a la acumulación de porfirinas en el tumor.

La interacción entre las porfirinas y las glutation S-transferasas, que están en relativa

alta concentración en el tumor (Di Ilio y col., 1985) podn’a contn'buir también a la

acumulación de las porfirinas en los tumores (Smith y col., 1985).

[1.6. Sitios celulares y subcelulares blancos de la TFD.

Existen diversos blancos celulares de daño fotodinámico y estos dependen

principalmente de la naturaleza química del fotosensibilizante empleado. Estos sitios de

acción pueden ser biomoléculas o bien organelas como las mitocondn'as, los microsomas,

los lisosomas, el núcleo y el retículo endoplasmático (Moan y col., 1989; Jon', l990b).

Hay amplio consenso en señalar las membranas celulares como uno de los sitios

principales de daño (Girotti, 1990; Chapman y col., 1991) La reacción de los radicales

libres del oxígeno con los lípidos poliinsaturados es unas de las reacciones más

frecuentemente citadas, así como la formación de agregados entrecruzados de proteínas, la

modificación específica de aminoácidos, la fragmentación de la cadena pepti'dica y la

alteración de la carga luego de la TFD, han sido algunas de las evidencias encontradas a

favor de estas hipótesis. Las proteínas así modificadas serían más susceptibles a la

proteólisis. (Prinsze y col., 1990, Farr & Kogama, 1991)

En algunas líneas celulares mun'nas se observó una disminución en la actividad de

algunas enzimas de membrana luego de la fotosensibilización, mientras que las enzimas



citosólicas lactato y malato deshidrogenasa no sufrieron cambios (Gaffney & Sieber,

1990).

Por otro lado, dado que las porfirinas se acumulan principalmente en las

mitocondrias, se piensa en estas organelas como otro posible blanco (Salet & Moreno,

1990).

Woodbum y col. (1991), observaron que las porfirinas con cadenas catiónicas se

localizan en las mitocondrias, mientras que las aniónicas se localizan en los lisosomas,

siendo estas últimas de menor citotoxicidad.

El oxígeno activado y los agentes que producen radicales libres, así como las

radiaciones ionizantes, inducen numerosas lesiones en el ADN, causando deleciones,

mutaciones y otros efectos genéticos (Imlay & Linn, 1986). La principal causa de ruptura

del ADN simple cadena es la oxidación del azúcar por el radical hidroxilo, así como

también el entrecruzamiento del ADN con las proteínas (Oleinick y col., 1986).

La fotosensibilización mediada por porfirinas en algunos casos también es capaz de

inducir daño en el DNA ya sea en forma directa (actuando sobre DNA de cadena simple) o

indirecta, activando endonucleasas, lo cual lleva al típico patrón apoptótico de

fragmentación en escalera (Agarwall y col., 1991).

En cuanto al blanco subcelular del daño producido por el tratamiento fotodinámico,

es sabido que el oxígeno singulete y otras ROS conducen a la peroxidación lipídica y

daños en la membrana, ADN, citoesqueleto, etc. (Moan y col., 1992). Pero el mecanismo

final de la muerte celular puede deberse tanto a la necrosis como a la apoptosis,

dependiendo del fotosensibilizante utilizado, la concentración, el tiempo de exposición, la

dosis de luz, la fuente de luz y el tipo celular (He y col., 1994; Dellinger y col., 1996;

Noodt y col., 1996; Miyamoto y col., 1999). Se observó que la activación de fosfolipasas

(Agarwall y col., 1993) y caspasas (He y col., 1998) están involucradas en el proceso

apoptótico inducido por la TFD.

Webber y col. (1996) reportaron una respuesta apoptótica a la TFD in vivo en ratones

con adenocarcinoma de colon, tratados con ALA para inducir la formación endógena de

PPIX. Noodt y col. (1996) observaron que algunas líneas celulares expuestas a ALA-TFD

morían principalmente por necrosis, mientras que otras morían por apoptosis. Se ha

descripto que la TFD inducia la expresión de citoquinas en células tumorales, Usuda y col.

(2001) encontraron que en las ce'lulas de carcinoma de pulmón de Lewis tratadas con L

aspartil clon'na TFD, empleando un láser de diodos, se inducía la expresión de

interleuquina 6 (IL-6), IL-2 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa), pero sólo en las

13



células que tenían aumentada la IL-6 se encontró una mayor sensibilidad a los efectos

citotóxicos así como un aumento en la apoptosis.

Sin embargo, no parece que el daño y reparación nuclear fueran importantes en la

fotodestrucción celular ya que la TFD indujo niveles de citotoxicidad similares en

fibroblastos normales y deficientes en las enzimas reparadoras de ADN (Gomer y col.,

1988).

La fotosensibilización mediada por porfirinas puede aumentar la transcripción y

traducción de varios genes de estrés oxidativo como el de la hemooxigenasa (Gomer y col.,

1991). Si bien aún no está claro el significado de esta inducción, una posible función sería

la de actuar como mecanismo de defensa antioxidante.

II.7. Otras Aplicaciones de la TFD empleando diversos fotosensibilizantes.

La terapia fotodinámica de componentes celulares de la sangre está siendo

ampliamente estudiada para su uso como técnica de esterilización para reducir el n'esgo de

transmisión de enfermedades por transfusión (Ben-Hur y col., 1996; Lin y col., 1997).

Aparte de su uso como tratamiento de tumores sólidos, la TFD también se emplea

como purga ex vivo de células tumorales remanentes en médula ósea previo al auto

transplante (Sieber & Krueger, 1989) y en el tratamiento hematológico de linfomas de

células T (Edelson y col., 1987).

A pesar de la efectividad demostrada por el Photofrin como fotosensibilizante y como

localizador de tumores, sus efectos adversos han llevado al desarrollo de productos

alternativos, llamados fotosensibilizantes de segunda generación, tales como las

ftalocianinas, clorinas, purpurinas y bacteiioclorinas entre otros.

Las ftalocianinas (FC) son compuestos estructuralmente similares a las porfin'nas y

entre ellas existen derivados metálicos y no metálicos. Así, por ejemplo, la cloro-aluminio

FC demostró ser un buen fotosensibilizante tanto in vitro (Ben-Hur & Rosenthal, 1985)

como in vivo. Mediante el uso de anticuerpos monoclonales Vrouenraets y col. (2001)

lograron producir una acumulación tumoral selectiva del fotosensibilizante aluminio

ftalocianina tretasulfonato en ratones “nude” portadores de carcinoma de células escamosas.

Los ésteres aspárticos de Clon'na e6 (NPeó) poseen una importante acción fototóxica

(Nelson y col., l987b). Más recientemente se encontró que derivados etéreos de cadena larga

son mejores fotosensibilizantes que sus ésteres análogos (Pandey y col., 1991). Estudios in



vitro (Beems y col., 1987), utilizando células leucémicas murinas demostraron que la

bacterioclorina A produce una efectiva destrucción celular.

Las purpurinas poseen un grupo pírrólico reducido, y por lo tanto tienen propiedades

similares a las clorinas. La ventaja sobre estos compuestos es que muestran una absorción

más intensa con un pico cercano a los 700 nm. En estudios con tumores experimentales

demostraron una considerable acción fotodinámica (Morgan y col., 1987).

Agentes fotosensibilizadores tales como benzoporfin'na derivado (Lemoli y col.,

1993; Jamieson y col., 1990; Obochi y col., 1995), ftalocianinas (Singer y col., 1987;

Singer y col., 1988) y merocianina 540 (Sieber y col., 1984; Smith y col., 1992; Lydaki y

col., 1997) se han estudiado en la depuración de células madres hematopoyéticas.

Además de la terapia antitumoral, la TFD también tiene un futuro promisorio en el

tratamiento de la psoriasis (Bems y col., 1984), infecciones bacterianas (Malik y col.,

1990; Merchant y col., 1996; Minnok y col., 1996) y virales (Sieber y col., 1989), micosis

(Wolf y col., 1994), endometriosis (Yang y col., 1996) y de la ateroesclerosis (Hayashi y

col., 1995), ya que el HpD se une selectivamente a las placas ateromatosas (Kessel &

Spikes, 1984).

También se ha comprobado la efectividad de la TFD para destruir bacterias Gram

positivas y disminuir el riesgo de resistencia a antibióticos, utilizando como

fotosensibilizantes hematoporfima, hematoporfirina derivado, deutero porfirina o

ftalocianinas con aluminio (Bertolini y col., 1984; Nitzan y col., 1987; Wilson y col.,

1994).

Hamblin y col. (2003) reportaron el uso de técnicas ópticas para monitorear y tratar

infecciones con Pseudomonas aeruginosa en ratones. Para lograr esto utilizaron un

fotosensibilizante policatiónico conjugado, el cual está diseñado para penetrar en las

bacterias gram negativas. De este modo al aplicar el compuesto en forma tópica en la

lesión, se observó la desaparición de fluorescencia, y se obtuvo un 90 % de supervivencia

en los ratones tratados.

Estudios preclínicos demostraron que la TFD de tumores aumenta la respuesta

inmune del huésped. Sin embargo el rol del efecto de la TFD en células tumorales no se ha

determinado. Gollinck y col. (2002) estudiaron la efectividad de la inmunogenicidad de un

lisado de células tumorales generado por TFD. Encontraron que el lisado funcionaba como

una vacuna potente y aún más efectivos fueron los lisados generados mediante TFD. Las

vacunas generadas mediante TFD eran tumor específicas e inducían una mejor respuesta de

las células T citotóxicas.



III. TERAPIA FOTODINÁMICA A PARTIR DE ALA.

Ill.l. Introducción.

Hacia fines de los años 80 y principios de la década del 90, se comenzó a usar el

ácido aminolevúlico (ALA),para inducir la acumulación selectiva de los tetrapiiroles

endógenos sintetizados en el tejido tumoral (Navone y col., 1988; Kennedy y col., 1990;

Fukuda y col., 1992) y se ha convenido en uno de los campos más promisorios en la

investigación de la TFD.

Siguiendo los descubrimientos científicos de pioneros como Finsen, Raab y Von

Tappeiner, con el aislamiento de las porfirinas y el descubrimiento subsecuente de las

propiedades de localización tumoral y los efectos fototóxicos en este tejido, se desarrolló la

TFD basada en ALA (Ackroyd y col., 2001).

En 1987, Malik fue el pn'mero en reportar la fotosensibilizacion de células en cultivo

expuestas a ALA, si bien ya en 1975 Batlle y col. habían observado también que el

agregado de ALA en cultivos de callos de soja, estimulaba la síntesis y acumulación de

porfirinas y su destrucción por exposición a la luz.

El ALA es la pro-droga que induce la síntesis del fotosensibilizador Protoporfirina

IX (PPIX). Luego de la administración de ALA, las células tumorales generan PPIX a

través del camino biosintético del hemo. Este método se basa en dos importantes hechos.

El pn'mero es que todas las células poseen la capacidad de formar porfirinas a partir de

precursores del hemo. El otro es que en varios tejidos malignos y en tejidos en

regeneración, se ha encontrado disminuida la actividad de la ferroquelatasa mientras que

en estas mismas células se ha hallado que la actividad de la PBG-asa estaba aumentada

(Leivovici y col., 1988; Schoenfeld y col., 1988; Navone y col., 1990; El-Sharabasy y col.,

1992; Rubino & Rassetti, 1996).

La idea consiste en “by-pasear” la enzima limitante del camino del hemo, el ALA-S,

mediante la administración de un exceso de su producto, el ALA, lo cual conduce a la

acumulación de porfirinas, en particular PPIX (Navone y col., 1988; Malik &Lugaci, 1989;

Fukuda y col., 1989; Kennedy y col., 1990) en las células malignas.

Además de la selectividad, la ventaja que presenta la fotosensibilización endógena

con ALA es que el producto principal, la PPIX, tiene una estructura molecular definida,

con un máximo de absorción en la zona roja del espectro en los 630 nm (Pottier y col.,

1986). Otra ventaja del uso terapéutico del ALA es la corta vida media de los efectos



fotosensibilizantes de la PPIX comparado con otros compuestos, los cuales no duran más

de 48 horas (Kennedy et al, 1990; Fukuda et al 1993).

lll.2. Selectividad de tejidos por la PPIX inducida a partir de ALA.

La administración de una dosis adecuada de ALA en animales de experimentación

induce la típica fluorescencia de la PPIX en algunos tejidos, pero no en todos.

En ratones se observó una fuerte fluorescencia en piel, mucosa de la cavidad oral,

vaginal y anal, en glándulas salivales, ductos biliares, vejiga y vesícula seminal. Ciertos

órganos, por otra parte, exhibieron una débil fluorescencia, en tanto que no fue detectable

en músculo esquelético y cardíaco (Sima y col., 1981; Pottier y col., 1986).

En tumores humanos se observó que aquellos que tenían on'gen epidérmico

(carcinoma de células basales, escamoso, adenocarcinoma de glándulas sebáceas) y de

tejido mamario (adenocarcinoma de mama) exhibían una fuerte fluorescencia luego de la

aplicación tópica de ALA (Kennedy y col., 1990).

Se induce una mayor cantidad de porfirinas a partir de ALA en las células con alta

proliferación. La mayoría de los tejidos epiteliales tales como la epidermis y la mucosa

epitelial de algunos órganos internos huecos (tracto gastrointestinal, vejiga urinaria, etc) así

como en glándulas con ductos que se vacían en dichas superficies como las glándulas

sebáceas, mamarias o salivales, generan mayores niveles de PPIX y muy baja cantidad de

porfirinas en las capas lindante de la dermis (piel), submucosa y músculo. Por lo tanto las

celulas malignas derivadas de estos tejidos deberían ser blanco de las pro-drogas para la

sintesis de PPIX sin producir daños en los tejidos normales circundantes.

Steinbach y col. (1995) estudiaron la capacidad de acumular PPIX a partir de ALA

en diversas líneas celulares, y encontraron que las células que derivan de tumores de vejiga

mostraban una intensidad de fluorescencia mucho mayor que la exhibida por las células

normales.

III.3. Vías de administración.

Una de las ventajas del uso de ALA en la TFD es que, a diferencia de otros agentes

fotosensibilizantes, puede ser administrado por diversas vías en forma inocua, tales como:

vía sistémica, intravesical, topicación, inhalación y por vía oral. En animales de

experimentación también se ha utilizado la vía intra-tumoral para administrar el ALA en



tumores accesibles, y si bien los niveles de porfirinas acumuladas fueron adecuados

(Fukuda et al, l992a; l992b), no se observó un aumento en la eficiencia del tratamiento

con respecto a las vías clásicas (Caimduff y col., 1995), debido a la heterogeneidad de la

distribución del fotosensibilizante.

"1.3.1. Penetración del ALA a través de la piel.

La piel normal varía en cuanto al grado de penetración del ALA, ya que las pieles

orientales o nativas americanas bloquean más el pasaje del ALA que las occidentales y más

aún que las europeas. Por otra parte en pieles célticas, el ALA parece penetrar de una

manera puntuada, como lo muestra la fluorescencia irregular que éstas presentan luego de

la administración de ALA (Kennedy & Pottier, 1992)

Existen dos rutas para que una molécula pueda difundir a través de la piel normal

sana: la vía transepidérmica, que incluye la vía transcelular y la intercelular, o la vía

transapéndica (folículo piloso y glándulas sudon'paras). Estos apéndices pueden bypasear

la baja difusibilidad del estrato córneo. Sin embargo los apéndices representan solo una

pequeña fracción de la piel (Scheuplein, 1967) y no tendn’an demasiada importancia en la

penetración de las drogas. La mayon'a de los agentes penetrar-fan a través de la epidermis,

en cuyo caso la molécula debería pn'mero pasar a través del estrato córneo antes de

difundir por la epidermis. (figura III. l)
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Figura III.1:Estructura de la piel normal y vías de difusión.

Esquema de las distintas capas de la piel normal y sus componenetes.

Varios tipos de anormalidades benignas de la piel tales como heridas, quemaduras,

psoriasis, queratosis actínica, etc., favorecen la permeabilidad del ALA. En cambio la

hiperqueratosis asociada a verruca vulgaris, inhibe en gran medida la penetración de ALA.

Lesiones malignas como los carcinomas escamosos y de células basales, por

presentar alteraciones en sus capas de queratina, muestran una gran permeabilidad al ALA.

Esta diferencia respecto a las células normales adyacentes hace que en este caso no sea

necesaria la restricción de la aplicación del ALA al área afectada.

El ALA que penetra a través del estrato córneo difunde por la epidermis y llega hasta

la dermis, donde la fluorescencia se observa principalmente en las glándulas pilosebáceas y

no en las células en sí, por lo cual se pueden tratar cánceres de origen epidérmico sin

causar daños serios a la dermis (Kennedy & Pottier, 1992).

La naturaleza hidrofílica de la molécula de ALA y el hecho de que el ALA es un

zwitterion a pH fisiológico y que por lo tanto tiene baja solubilidad lipídica, limita de

alguna forma el pasaje a través de barreras biológicas como el estrato córneo de la piel y



las membranas celulares. De aquí que Ia formación de PPIX a partir del ALA está

frecuentemente restringida a las capas superficiales del tejido, siguiendo una distribución

inhomogénea y parcial en las capas más profundas o lesiones nodulares. Para alcanzar

niveles de PPIX en las capas más profundas de los tumores que sean clínicamente

relevantes es necesario administrar dosis mayores de ALA (Kloek y col., 1996).

Actualmente hay varias líneas de investigación dedicadas a mejorar la penetración

del ALA, ya sea utilizando distintos vehículos en la aplicación de ALA o bien

desarrollando nuevas moléculas sintéticas derivadas del ALA.

Con el uso de den'vados de ALA más lipofílicos se espera tener una mejor difusión a

través de las membranas celulares de manera tal que, tras alcanzar el sitio de acción,

ocurriría la conversión en ALA por hidrólisis enzimática, obteniendo de esta forma una

mayor tasa de formación de PPIX.

III.4. Usos del ALA en la TFD y en la fotodetección.

La TFD mediada por ALA (ALA-TFD) brinda una esperanza al tratamiento de

estadios precancerosos de lesiones de piel como la queratosis solar, la enfermedad de

Bowen, y tumores incluyendo el carcinoma de células basales, la enfermedad de Paget y el

carcinoma de células escamosas (Kurwa & Barlow, 1999). Patologías no malignas de piel

como la psoriasis (Boehncke y col., 1994) y la queratosis actínica, entre otras, han sido

también tratadas con esta técnica (Fritsch y col., 1998).

En Inglaterra, existen actualmente 35 centros que están llevando a cabo ALA-TFD

tópica. En noviembre de 1999, la FDA aprobó el ALA bajo el nombre comercial Levulan

para el tratamiento de la queratosis actínica utilizando una fuente de luz policromática

llamada Blu-U ( Ormrod y col., 2000; Szeimies & Landthaler, 2002).

Varios estudios abiertos reportaron la eficacia de la TFD tópica en el tratamiento de

cáncer de piel no melanótico y lesiones precancerosas. El uso de ALA-TFD tópico y luz

azul para el tratamiento de queratosis actínica no hiperqueratótica es actualmente una de

las pocas aplicaciones dermatológicas aprobadas en Estados Unidos (Bissonnette y col.,

2002). Szeimies y col. (1996) llevaron a cabo un studio de fase II para estudiar la eficacia y

la tolerabilidad del ALA-TFD en esta enfermedad. Encontraron que luego de aplicar la

emulsion e irradiar con luz no coherente, en el 71% de las queratosis actínicas ubicada en

cabeza se producía la remisión completa, mientras que en las lesiones de brazos y manos

sólo había una remisión parcial.
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Salim y col. (2000) compararon la efectividad del ALA-TFD con el 5-fluorouracilo,

y observaron que inicialmente el 88% de los pacientes tratados con ALA-TFD mostraban

una remisión completa comparado con el 67% para el 5-fluorouracilo. Mientras que los

pacientes que recibieron este último compuesto mostraban escaras y ulceraciones, los que

recibieron ALA mostraron muy escasos efectos adversos. En forma similar la TFD es tan

efectiva como la cn'oterapia para el tratamiento de carcinoma de células basales, pero con

mayor poder curativo y cosmético. La TFD puede ser particularmente ventajosa para el

tratamiento de lesiones grandes y/o múltiples y para aquellas lesiones que debido a su

ubicación, las terapias convencionales puedan provocar riesgo de desfiguramiento o de una

pobre curación. Aunque todavía no hay datos suficientes para comparar en lo que

concierne a la cirugía de rutina, la técnica de curettage y radioterapia, la TFD parece ser

igualmente efectiva y en algunos casos superior a las terapias estándar en el tratamiento de

cáncer de piel no melanótico (Morton, 2002).

Se ha sugerido también que el ALA-TFD actuan'a como un inmunomodulador o un

agente fotocitotóxico teniendo como blanco sólo a los linfocitos activados o leucémicos

(Hryhorenko y col., 1998). También se ha descn'pto al ALA-TFD como una alternativa

promisoria para el tratamiento de estadíos tempranos de linfomas cutáneos de células T,

caracterizados por la acumulación de células T malignas en la piel y sangre periférica

(Malik y col., 1987; Grebenova y col., 1998).

También se ha sugerido el uso ex vivo para la depuración de células en transplante

autólogo de médula ósea (Sieber y col., 1984).

Además de su utilidad en la terapia oncológica, el ALA tiene también una

caracten’stica única que puede ser explotada con el propósito de diagnóstico: luego de la

administración tópica o sistémica se induce la acumulación de PPIX en forma casi

selectiva en el epitelio tumoral, con una alta relación tejido tumoral / tejido circundante, la

cual puede ser visualizada luego de la excitación con luz. Mediante el uso acoplado de

sistemas de cámaras CCD junto con un digitalizador de imágenes, el contraste de la

imagen de fluorescencia adquirida puede ser mejorada considerablemente y permite la

determinación de un umbral, el cual puede ser utilizado ya sea para hacer una biopsia

directa o para el planeamiento pre-operativo en los casos en que la cirugía ya está

estipulada. Actualmente se está evaluando el empleo de rutina de estos sistemas (Szeimies

& Landthaler, 2002).

Se investigó la efectividad de la administración oral de ALA para el diagnóstico

fotodinámico de tumores de mama primarios en humanos. El estudio incluyó varios
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pacientes con tumor de mama palpable que durante la operación se irradiaron en el sitio

afectado y además se extrajeron diversas muestras. Mediante el diagnostico fotodinámico

con ALA lograron distinguir confiablemente entre el tumor primario de mama y el tejido

maman'o normal debido a que el tumor tenía una fluorescencia significativamente mayor,

tanto macroscópica, como microscópica en todos los casos. Esto podría ser una simple

herramienta para reconocer los márgenes del tumor durante la cirugía (Lander y co|.,

2001).

Estudios preliminares sugieren que el fotodiagnóstico a través de la detección de

fluorescencia de la PPIX, es superior a la citoscopía de tumor de vejiga tradicional. Luego

de la administración intravesical de ALA a 52 pacientes se detectó por fluorescencia un

25% de casos con tumores de vejiga que habían sido omitidos por la citoscopía

convencional. La fotodetección con ALA tuvo una 94% de sensibilidad comparada contra

un 70% de la citoscopía y un 43% de especificidad. Por lo tanto el diagnóstico con ALA

podría llegar a ser un procedimiento estándar para la detección y resección de tumores de

vejiga, tales como carcinoma in situ, tumores multifocales y en especial para los casos en

que sólo se llega endoscópicamente (Riedl y col., 1999).

En un estudio abierto se investigaron los efectos colaterales y la farmacocinética del

ALA así como también la fluorescencia de la PPIX luego de la administración intravesical

de ALA para la fotodetección endoscópica de carcinoma superficial de vejiga. El ALA

aumentaba rápidamente en plasma y a las 9 horas ya estaba por debajo de los niveles

normales. Si bien la absorción en vejiga era baja, no se observaron efectos secundarios por

ALA en ningún caso (Popken y co|., 2000).

Con los métodos actuales de tratamiento el pronóstico de los pacientes con tumores

de cerebro agresivos es muy desalentador y la falla de los tratamientos se debe

generalmente a la recurrencia local del tumor. La detección fotodinámica intra-operativa

del tejido tumoral y la TFD post-quirúrgica de la cavidad resecada podría ser de gran

beneficio en la resección de tumores de cerebro (Freisen y col., 2002).



IV. Derivados del ALA

lV.l. Introducción.

Se han sintetizado un gran número de derivados de ALA con el fin de desarrollar un

compuesto que penetre mejor la membrana plasmática de las células blanco y difunda a

través de las capas de la epidermis más eficientemente que el ALA. Se han preparado

den'vados tanto a partir del extremo carboxilo como del amino y en muchos casos los

ésteres resultaron ser más efectivos que el ALA, induciendo una acumulación selectiva en

el tejido tumoral.

Es sabido que el aumento del número de carbonos en una cadena carbonada unida a

una droga existente, da como resultado un aumento en la lipofilicidad (Svensson, 1987), y

por lo tanto en la permeabilidad a través de la membrana. Sin embargo, cuando la droga es

demasiado lipofilica, puede quedar retenida en la membrana o en el estrato córneo sin ser

liberada para poder ejercer su acción biológica. Se ha señalado por lo tanto que una pro

droga ideal debería tener tanto propiedades lipofilicas como hidrofílicas (Sloan, 1992; Guy

& Hadgraf, 1992).

Midiendo el coeficiente de partición aparente de los ésteres de ALA en octanol y en

PBS (P), se demostró que es posible van'ar la lipofilicidad del ALA en más de tres órdenes

de magnitud cuando se esterifica el ALA (Uehlinger y col., 2000). De acuerdo a este

cn'terio, tanto el ALA como el metil-ALA son hidrofílicos mientras que el etil, butil, hexil,

octil y ciclohexil éster son más lipofílicos.

Sin embargo la efectividad potencial de los den'vados de ALA no es tn'vial ya que

existen van'os factores involucrados en la captación de las pro-drogas y la liberación de

ALA

a) la tasa de difusión a través de los tejidos

b) la captación celular de la pro-droga

c) la liberación de ALA a partir de la pro-droga.



IV.2. La membrana celular como factor limitante en la penetración de los

derivados de ALA.

Kloek y col. (1996) sintetizaron por primera vez una serie de ésteres derivados de

ALA utilizando alcoholes de cadena de carbonos de longitud creciente, así como también

amidas y derivados dobles de ALA (figura IV.l) Empleando células de linfoma de Jurkat,

distinguieron entre un período de incubación I (0 a 30 min.), en el cual se permite la

entrada a los derivados de ALA, y un período II (3 a 9 hs.), durante el cual las células

metabolizan la cantidad de pro-droga que penetró a través de la membrana durante el

pen'odo de incubación I. Los autores encontraron que cuando se mantenía el período I en

un mínimo, la diferencia entre los derivados y el ALA como pro-fotosensibilizantes era

más pronunciada, reforzando la hipótesis de que la penetración de ALA a través de la

membrana es un paso limitante en la síntesis de PPIX.
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Figura IV.l: Estructura del ALAy los derivados sintetizados por Kloek y col. (1998)
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Utilizando células de linfoma, Kloek y col. (1998) analizaron diversos ésteres de

ALA (etil, propil, butil, pentil, hexil y octil éster), y encontraron que las pro-drogas con

cadenas alquilo más largas inducían un aumento en el contenido intracelular de PPIX,

llegando al máximo contenido de PPIX con ALA pentil éster, mientras que aquéllos

formados a partir de alcoholes de cadenas más largas que el pentanol inducían menores

concentraciones de porfirinas. En este trabajo se demostró que cuando la lipofilicidad de la

droga aumenta más allá de un determinado valor, la droga tiende a quedar retenida en la

membrana celular. Cuanto más aumenta la lipofilicidad de la droga, menor es la fracción

que difunde de la membrana al citoplasma, como se demuestra por el menor contenido de

PPIX obtenido a panir de octil éster comparado con el hexil éster.

También se estudió la formación de PPIX en líneas celulares humanas de pulmón y

vejiga, inducida a partir de ALA o sus ésteres derivados (Kloek y col., 1998), y bajo

condiciones óptimas, se observó que la tasa de formación de porfirinas era más elevada a

partir de los ésteres de cadenas largas con respecto a los ésteres de cadenas más cortas.

Utilizando líneas celulares provenientes de diferentes tejidos, Gaullier y col. (1997)

encontraron que la proporción de aumento en la síntesis de PPIX inducida por la

esterificación del ALA era dependiente de la línea celular utilizada. Esto no es raro ya que

hay factores que están involucrados en la síntesis de PPIX como la captación, la

conversión a ALA, y la conversión a porfirinas.

IV.3. La piel como barrera para la absorción de ALA y sus derivados.

La capa más externa de la piel, el estrato córneo, ha sido identificada como la

principal barrera para la penetración de la mayoría de las drogas. La matn'z lipi'dicajuega

el rol de mayor importancia en el funcionamiento de la barrera. Existen tres potenciales

vías de penneabilización de compuestos a través del estrato córneo: la vía transapéndica, la

vía transepidérmica, a través del espacio intercelular y la vía transcelular a través de las

células mismas (Barry, 1987). Las moléculas hidrofílicas preferirían la vía intracelular,

mientras que las lipofi'licas podn’an atravesar el estrato cómeo por la ruta intercelular.

(figura IV.2)
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Figura IV.2: Microcaminos depenetración de sustancias a través de la piel normal.

Esquema de las vías de penetración de compuestos a través de la piel normal y

composición de las distintas capas de la piel.

El obstáculo principal para la perrneabilización de los compuestos polares es su baja

partición dentro del estrato cómeo y su dificultad para penetrar en la capa lipídica durante

la permeación. Como ya se expuso, aumentando el número de átomos de carbono de una

cadena carbonada unida a una droga, da como resultado un aumento de la lipofilicidad

(Svensson, 1987), y consecuentemente 1a permeabilidad. Esto podría llevar a una

acumulación membrana o en el estrato córneo sin la posibilidad de ser liberada para ejercer

su acción biológica. Se ha señalado que una droga idealmente debe tener tanto propiedades

lipofílicas como hidrofílicas (Sloan, 1992; Guy, 1992).

Por otra parte, una mayor solubilidad de los compuestos con alta lipofilicidad en

cremas y ungüentos puede aumentar la penetración del ALA a través de la piel. Usando un

cálculo aproximado para estimar el coeficiente de permeabilidad en estado estacionario de

los derivados de ALA, se puede predecir que el ALA butil éster va a ser transportado a

través de la piel 50 veces más eficientemente que el ALA. Mientras que con ALA metil
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éster, el transporte sería el doble. Sin embargo, estos datos sólo son importantes en cuanto

a la biodisponibilidad, ya que las sustancias que son muy lipofilicas, como ya se dijo

pueden acumularse en el estrato córneo. Entonces para obtener un flujo máximo a través de

la piel, se debe obtener un coeficiente de partición balanceado, buena solubilidad en agua y

lípidos (Uehlinger y col., 2000).

Algunos ésteres de ALA han sido usados en piel normal de ratón (Peng y col., 1996)

y en carcinomas de células basales (Peng y col., 1995), observándose una distribución

tisular más alta y homogénea comparada con las porfirinas inducidas a partir de ALA.

Pero a pesar del éxito que demostraron tener los derivados de ALA para pennear la

membrana plasmática, el uso de estos compuestos para el tratamiento de cáncer de piel está

aún en discusión debido al hecho de que parecen difundir más lentamente a través del

estrato córneo que el ALA.

En junio de 2001, el ALA metil éster fue aprobado en Suecia bajo el nombre de

Metvix, para el uso en queratosis actínica no hiperqueratótica de cara y cuero cabelludo, y

para el carcinoma de células basales que no puede ser tratado con terapias convencionales .

En nuestro laboratorio (Casas y col., 1999) se examinaron una serie de derivados de

ALA hidrofóbicos (figuras IV.3) empleando cultivos de explantes de piel normal humana y

de rata flotando en el medio de incubación. Utilizando estos cultivos, se observó que las

drogas son absorbidas a través de la derrnis como ocurrin'a cuando se aplica la droga por

la vía sistémica. Los resultados mostraron que en estos tejidos normales los den'vados de

ALA eran captados, deesterificados y convertidos en PPIX con menor eficiencia que el

ALA. La excepción fue el derivado doble carbobenzoiloxi-D-fenil-alanil-S-ALA-etil éster,

que era tan activo como el ALA para inducir la formación de PPIX. El agregado de un

quelante de hierro, CP94, aumentó mucho la acumulación de PPIX en la piel humana

expuesta a ALA, ALA-meti] éster y ALA-hexil éster.

Van den Akker y col. (2000a) usando ratones sin pelo demostraron que el ALA

pentil éster producía un ligero aumento en la producción de PPIX comparado con el ALA

libre en lesiones de piel precancerosas inducidas por UVB, mientras que la piel normal

mostraba iguales cantidades de porfirinas ya sea a partir de ALA o del éster.

Los mismos autores (Van den Akker y col., 2000b) encontraron niveles de PPIX más

altos en el estrato córneo de lesiones de piel, pero no en las capas de la epidermis

displásica tratadas con pentil-ALA, mostrando que éste éster también difunde pobremente

en comparación con el ALA. Estas lesiones consistían en queratosis acti'nica y seborreica y

en carcinomas de células escamosas.



Moan y col. 2001, encontraron que la aplicación de ALA metil éster y ALA hexil

éster (He-ALA) a la piel normal o a la piel que rodeaba un adenocarcinoma de colon,

mediante la medición de la señal de fluorescencia de la piel, el He-ALA inducia los

mismos niveles de PPIX que el ALA en la piel que rodeaba al tumor, mientras que en otros

sitios distantes de la piel no se observaba fluorescencia.
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RI R2 Nombre

H- 'H ALA

CH3(CH2)2CO- -l-I butil ALA

CH3(CH2)3CO- -H pentil ALA

CH3(CH2)4CO- -H hexil ALA

CH3(CH2)5C0— -H heptil ALA

oANAco— ‘(CH2)5CH3 Carbobenzoiloxi-glicinil-S-ALA-hexil
éster

o CH:

i .CHZCH3 Carbobenzoiloxi-D-fenilalanil-S -ALADN /\

do N (30- etiléster

dOANACW _CH2CH3 iïïfbenzoiloxi-glicinil-S-ALA-etil

Figura I V.3: Estructura de ALAy derivados sintetizados por Casas y col. (1999)
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Figura I V.3:Estructura de ALAy derivados sintetizados por Casas y col. (1999).

IV.4. Usos de derivados de ALA en la fotodetección y la TFD en cáncer de vejiga.

Marti y col. (1999) lograron mejorar la detección fotodinámica y la TFD de

carcinoma de vejiga mediante el uso de ésteres den'vados de ALA. Para ello estudiaron la

acumulación y distribución de las porfirinas formadas en la mucosa de vejiga humana y de

porcino perfundidos a partir de estos compuestos. Estos autores observaron que los ésteres,

en especial el He-ALA aceleraba y regularizaba la acumulación de PPIX. Más aún, en un

estudio clínico piloto, el He-ALA fue aplicado a los pacientes en forma intravesical (Lange

y col., 1999) y se observó que, en comparación con el ALA se necesitaba una

concentración 20 veces menor, originando una fluorescencia del doble en el tejido

neoplásico. La fluorescencia de la PPIX en ambos estudios se distribuia homogéneamente

en todo el urotelio maligno, y no se restringi'a sólo a las capas superficiales. La selectividad

por el tejido maligno para el ALA y para el éster fue similar.

Los estudios sistemáticos de Bridges y col. (1979) con series de homólogos del

carbamato mostraron una tasa de absorción relativamente constante para compuestos con

valores de log P entre 0,8 y 2,8. Sin embargo, los carbamatos con valores de log P

menores que 0,8 mostraron una baja absorción a través de la pared de la vejiga. Esto

sugiere que en el caso de los ésteres de ALA que contengan 2 o más átomos de carbono en

su función éster habría una mayor incorporación.
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IV.5. Actividad específica de esterasas.

Hay evidencias de que en algunos tejidos la actividad de esterasas es mayor en

células tumorales que en su contraparte normal (Davey y col., 1988; Sawaki y col., 1990),

mientras que lo opuesto se ven'fica en otros casos (Dube y col., 1984; Markey y col.,

1993). En general la hidrólisis del éster varía considerablemente en función del tipo de

célula y de la estructura de la pro-droga (Dolan y col., 1998). Por lo tanto, para un tipo de

tumor en particular estas caracten’sticas pueden ser explotadas para mejorar la selectividad

del ALA-TFD.

En la piel se ha identificado la presencia de esterasas así como la actividad de otras

enzimas cutáneas. Por lo tanto es importante entender cómo este sistema de enzimas puede

modular la actividad de las drogas aplicadas en forma tópica y entonces en base a esto

optimizar el diseño de las pro-drogas (Chan & Po, 1989).

Cuando Kloek y col. (1996) aplicaron en forma tópica N-acetil-ALA, un compuesto

que había resultado ser muy eficiente in vitro en una línea celular de linfoma,

sorprendentemente, no indujo síntesis de porfirinas. Se hipotetizó entonces que la causa de

estas diferencias se debía a la falta de la enzima responsable de convenir este derivado en

ALA libre. En base a esto, cobró gran importancia la actividad y accesibilidad al sustrato

de la enzima responsable de liberar el ALA.

En un intento por distinguir entre la tasa de difusión de la droga a través de barreras

biológicas y su tasa de conversión enzimática a la molécula parental ALA, Kloek y col.

(1998) compararon los datos de experimentos con células intactas, con los de experimentos

en que las células habían sido lisadas previo a la incubación con ALA o sus derivados.

Encontraron que en las células lisadas, empleando ésteres de ALA con cadenas alquilo de

l a 8 carbonos, la tasa de formación de porfirinas disminuía a medida que aumentaba el

largo de la cadena hasta el butil éster. Cuando la cadena tenía más de 4 carbonos, el

contenido celular de PPIX se incrementaba, hasta llegar al He-ALA. Pero aumentando el

largo de la cadena de 6 a 8 carbonos, no se lograba un mayor aumento en la síntesis de

porfirinas.

Aparentemente, con excepción del He-ALA, las pro-drogas de cadenas alquilo más

largas parecen ser hidrolizadas más lentamente que las pro-drogas de cadenas más cortas.

Con anterion'dad a estos estudios, se había propuesto (Bungaard y col., 1988) que las

cadenas alifáticas más largas impedían la hidrólisis enzimática, posiblemente debido a un

aumento en la unión a proteínas de los compuestos más lipofílicos (Jarvinen y col., 1995).
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En contraste, algunos compuestos (ALA propil éster y ALA octil éster) inducían mayor

concentración en células intactas que en células lisadas, pero la razón por la cual sucedía

esto aún no está clara. Una hipótesis es que algunas pro-drogas podn’an gatillar

mecanismos de transporte activo, resultando en un mayor contenido intracelular de la pro

droga.

Teniendo en cuenta la especificidad de las esterasas, Whitaker y col. (2000)

ensayaron una serie de compuestos (figura IV.4) y encontraron que hay un punto de

ramificación próximo al sitio de clivaje del éster que impedin’a el contacto entre el éster y

el sitio activo de la esterasa. Dado que se necesita una estrecha interacción molecular para

clivar esta unión éster (Satoh & Hosokawa, 1998), esto llevan’a a una disminución en la

tasa de clivaje (Dixon & Webb, 1979) resultando en una menor producción de PPIX en el

caso del iso-propil y del ciclopentil ALA éster.

O

H N O3\/U\/\n/ \R
O

R Nombre R Nombre

_ ALA VW n-hexil
V\ n-propil

iso-propil
W n-butil
W\ n-pentil A iso-butil

VO ciclo-pentil
-metil

ciclo-pentil

Figura I V.4: Estructuras empleadas por Whitaker et al (2000) para examinar la relación

estructura / actividad, en la sintesis de PPIX.
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Berger y col. (2000) sintetizaron ésteres de la familia del polietilenglicol. Para

evaluar la selectividad de las esterasas celulares, compararon la producción de PPIX

obtenida en células endoteliales y de carcinoma humanas expuestas a ésteres de ALA de la

familia del etilen glicol (figura IV.5). En las células endoteliales no se observaron

diferencias entre mono, di y tn'etilenglicol etil ésteres, mientras que en células tumorales al

aumentar el largo de la cadena de etilenglicol aumentaba ligeramente la producción de

PPIX, sugiriendo cierta selectividad de las células tumorales sobre las endoteliales.

“MMO \6/\O,)/nR

n=l, R=CH 3 ALA-O-etilenglicol monometil éter (sal HCl)

n=l, R=CH 2CH3 ALA-O-etilenglicol monoetil éter (sal HCl)

n=2, R=CH 2CH3 ALA-O-dietilenglicol monoetil éter (sal HCl)

n=3, R=CH 2CH3 ALA-O-tn'etilenglicol monoetil éter (sal HCl)

Figura I V.5: Estructuras de los derivados de etilen glicol de ALA sintetizados por Berger y col.

(2000)

IV.6. Actividad de amino peptidasas en el clivaje de derivados.

Se han detectado niveles elevados de actividad de aminopeptidasas asociados a la

membrana plasmática de van'as líneas celulares tumorales humanas y varias líneas

celulares tumorales metastásicas de mamíferos (Ashum & Look, 1990; Saiki y col., 1993;

Smal y col., 1995).

Se observó además que en la vasculatura del tumor, la actividad amino peptidasa se

expresa en forma diferencial en comparación con la vasculatura normal de un mismo

órgano, según se trate de moléculas ácidas, básicas o neutras (Juillerat-Jeanneret y coI.,

2000).

Berger y col. (2000) sintetizaron algunos derivados aminoacídicos de ALA básicos,

ácidos o neutros (figura IV.6) los cuales representan sustratos potenciales de la amino

peptidasa A (APA), APB o APN/M respectivamente. Los autores evaluaron la selectividad

de las enzimas para atacar el ALA disponible en las células endoteliales asociadas al tumor
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o bien en las células tumorales de pulmón. La actividad de dichas enzimas había sido

estudiada previamente en estos dos tipos celulares empleados. En todas las líneas utilizadas

se observó que los mejores precursores eran los aminoácidos neutros, cualquiera fuera la

actividad de la APN/M. Por otro lado los den'vados básicos no estimularon la biosíntesis de

PPIX, aún en las células que expresaban una alta actividad de APB. Y los den'vados

ácidos fueron pobres precursores del ALA. En el mismo trabajo se demostró que para

liberar el ALA de los den'vados, es necesan'a una aminopeptidasa activa. Mediante el uso

de derivados bloqueados, que no podían ser sustrato de las aminopeptidasas similares a la

APN/M (figura IV.7)

RI

TFAH3NJNKN O\R2
O

R1 R 2 Nombre

- CH3 € H3 Ala-ALA-O-metil (Trifluoracetato)

_CH3 e 6H¡3 Ala-ALA-O-hexil (Trifluoracetato)

- C H3 € 61-15 Phe-ALA-O-metil (Trifluoracetato)

-(C H2)4-N H3 TFA -C H3 Lis-ALA-O-metil (Tñfluoracetam)

- CH2-COOH - CH 3 Asp-ALA-O-metil (Tn'fluoracetato)

-'C H3 - H Ala-ALA (Tn'fluoracetato)

Figura I V.6: Estructura de derivados pseudoaminoa'cidos de ALA sintetizados por Berger y col.

(2000).
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’C H3 -C H3 Boc-Ala-ALA-O-metil

—CH 3 ‘ H Boc-Ala-ALA

Figura IV.7: Estructura de derivados pseudoaminoácidos N-protegidos de ALA sintefizados por

Berger y col.
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V. Líposomas.

V.1.Introducción.

Los liposomas se utilizaron como transportadores de drogas para aumentar la eficacia

de una gran variedad de agentes terapéuticos, incluyendo antineoplásicos, antibióticos e

inmunomoduladores (Lasic, 1993).

La palabra liposoma designa una estructura vesicular hueca, rodeada por una o más

bicapas lipídicas similares a las biológicas. Estas membranas artificiales, biodegradables y

atóxicas, tienen un potencial enorme de aplicación en medicina y dermatología entre otras

áreas. Debido a las propiedades físicas de los lípidos, éstos se ordenan en forma de

micelas, esféricas, con sus grupos hidrofóbicos hacia el interior y los hidrofílicos hacia el

exterior (Scarpa & de Gier, 1971), cuando los fosfolípidos son resuspendidos en una

solución acuosa, formando espontáneamente vesículas concéntricas, con la capa lipídica

separada por una capa de medio acuoso (figura V.1).

Biupa Lipídica

(a) (b) (c)

Fig V.1:Representación esquemática de liposomas.

(a) liposoma multilamelar, (b) vista ampliada de (a), (c) liposoma unílamelarpequeño.

Según su tamaño y el número de bicapas, los liposomas se clasifican en

multilamelares (LMB), unilamelares de pequeño tamaño (SUV) y unilamelares de gran

tamaño (LUV).



Los liposomas han sido estudiados extensamente como modelos de membranas

biológicas. Un aspecto de esos estudios involucra el encapsulamiento dentro del liposoma

de pequeñas moléculas de soluto con el fin de medir la permeabilidad de las membranas

biológicas a estas moléculas (Scarpa & de Gier, 1971). Esto llevó a pensar en los

liposomas como transponadores de diversas sustancias, con la ventaja de poder ser

metabolizados en el cuerpo.

Se pueden formar liposomas a partir de muchos fosfolípidos diferentes, pero la

composición más usada ha sido fosfatidilcolina, con o sin colesterol. Los fosfolípidos sólo

forman liposomas a la temperatura en la que la cadena lipídica es fluida.

Los métodos para la preparación de liposomas actualmente son muchos y muy

variables, según la molécula que se quiera encapsular. El método original y más

comúnmente usado para hacer liposomas es aquél en el cual luego de mezclar los lípidos

con un solvente adecuado, se secan al vacío de modo de obtener una delgada capa de

lípidos. Luego éstos son resuspendidos mediante el agregado de una solución acuosa y

agitados enérgicamente para que los lípidos se organicen espontáneamente en vesículas de

diferentes tamaños. Los lípidos forman de manera espontánea y gradual liposomas

multilamelares grandes, de alrededor de l um de diámetro (Bangham y col. 1974).

Batzri y Korn (1975), describieron un método en el cual una solución de lípidos en

etanol era inyectada en una solución acuosa a través de una fina aguja hipodérmica. Esto

producía una suspensión de liposomas pequeños con un diámetro aproximado de 25 nm.

La heterogeneidad de los liposomas con respecto al tamaño es de gran importancia ya que

puede ser una limitación para su uso en ciertas investigaciones. Juliano y Stamp (1975),

demostraron que la tasa y el lugar de incorporación in vivo de liposomas grandes y

pequeños podía ser muy diferente.

El volumen de solución incorporado al Iiposoma puede ser estimado midiendo el

grado de incorporación de un soluto no iónico y no permeable como la glucosa. El

volumen incorporado es entonces la fracción de soluto incorporado por el volumen total de

la preparación.

Algunos de los obstáculos principales en el desarrollo de liposomas para uso

terapéutico son: (a) la baja capacidad de encapsulamiento, especialmente en las vesículas

de pequeño tamaño, y (b) la estabilidad de la droga encapsulada (Lasic 1993; Barenholz &

Crommelin 1994).

Los liposomas pueden transportar tanto medicamentos hidrofóbicos como

hidrofílicos, los primeros disueltos en la membrana lipídica que los rodea, y los segundos
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en solución en el inten'or de las vesículas. En general las drogas hidrofílicas se transportan

en vesículas unilamelares de mayor tamaño, mientras que las hidrofóbicas en liposomas

multilamelares. Los liposomas pueden transportar una amplia gama de drogas, sin importar

su tamaño, solubilidad u otras características, y en mayor cantidad en comparación con la

droga libre. Además liberan su contenido tanto fuera como dentro de las células.

Independientemente de la forma en que reconocen su objetivo, los liposomas siempre

ingresan a la célula por endocitosis. Una vez en el citoplasma se fusionan con los

lisosomas para formar fagosomas, donde se destruye la bicapa lipídica y se libera su

contenido. Las drogas pueden actuar en la misma organela o difundir hacia otros

compartimentos celulares. En menor medida, el liposoma también puede fusionarse con la

membrana plasmática y liberar su contenido directamente en el citoplasma (Gregoriadis

1995).

Los liposomas de tamaño igual o menor a los 100 nm tienen una vida media más

larga a 37°C y por ende tienen mayores probabilidades de llegar al sitio blanco, con

cantidades suficientes de droga, como para ejercer su acción farmacológica.

La tasa a la cual el soluto escapa del liposoma depende tanto de la naturaleza del

soluto como de la composición del liposoma. Mediante la modificación de la composición

de la capa lipídica es posible reducir la pérdida de una molécula en particular (Sessa &

Weissmann 1970). En el caso de trabajar con compuestos iónicos, es posible disminuir la

pérdida usando lípidos que tengan la misma carga que el ion que se quiere encapsular, ya

que la repulsión electrostática disminuye la tasa de difusión del compuesto a través de la

bicapa lipídica.

En cuanto al mecanismo de acción de los liposomas, hasta ahora no existe un

acuerdo general y se ha analizado con mucha reserva, cuando se refiere a la vehiculización

de drogas por liposomas hasta las capas profundas de la piel. Esto no descarta su uso para

obtener efectos sobre el estrato cómeo, ya que en contacto con el comeocito, el liposoma

puede liberar su carga por difusión o por fusión de la bicapa con los lípidos y proteínas del

estrato córneo, incorporándose a los componentes celulares y logrando de esta manera la

reposición de lípidos, humedad, mejor tolerancia, etc. (Castro & Alió 2001).

Los liposomas inyectados in vivo se eliminan a través de las células fagocíticas en el

sistema de retículo endotelial del hígado, mayoritariamente por las células de Kupffer, y en

el bazo (Senior y col., 1988; Juliano, 1988). El tamaño, las características de la superficie y

la fluidez de membrana juegan un rol fundamental en la tasa de depuración de los

liposomas. Se sabe que el tamaño y la composición lipídica específica son importantes para
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la eliminación de los liposomas del cuerpo. Los liposomas grandes se eliminan más

rápidamente que los pequeños. Los liposomas cargados negativamente se eliminan más

facilmente que los que tiene carga neutra o positiva. El hecho de agregar fosfolípidos como

la fosfatidilserina o el dicetilfosfato a un liposoma compuesto por fosfatidilcolina y

colesterol, hace que éste sea captado por el sistema reticulo endotelial más fácilmente y se

elimine más rápidamente (Liu y col., 1995).

V.2.Liposomas y cáncer.

En general los compuestos quimioterapéuticos poseen numerosos efectos adversos

que podrían minimizarse si se transportaran encapsulados en liposomas, a la vez de

mejorar su acción terapéutica. Un ejemplo importante lo constituye la doxorrubicina,

eficaz para el tratamiento de ciertos cánceres. Al ser administrada encapsulada en

liposomas se logra evitar la cardiotoxicidad irreversible que produce (Lasic y col., 1992).

Hay muchas evidencias que señalan la utilidad y efectividad de los liposomas para el

diagnóstico y seguimiento de tumores como el sarcoma de Kaposi y algunos linfomas

malignos. Además el uso de isótopos como el l“In, da buen resultado en la detección de

tejidos sarcomatosos cuando se lo aplica en formulaciones liposomales por vía i.v, ya que

estos tejidos retienen por más tiempo al radioisótopo y permite su visualización mediante

la centellografr'a (Chelvi y col. 1995).

Las drogas encapsuladas en liposomas pueden administrarse también por vía i.p..

Estudios in vivo utilizando actinomicina D liposoma] mostraron una reducida toxicidad y

además incrementó el tiempo de sobrevida de ratones portadores de tumor ascr'tíco

(Rahman y col., 1974).

Por otro lado existen liposomas que pueden permanecer en circulación por un tiempo

más largo y dadas sus características de extravasarse y acumularse preferencialmente en el

tejido tumoral, son un punto de estudio importante para la terapia contra el cáncer como

transportadores de drogas (Gabison & Papahadjipoulos 1988; Papahadjipoulos y col. 1991;

Liu y col., 1992; Huang, 1992). Se vió en algunos casos que estos liposomas eran más

eficientes para entregar la droga y para reducir el crecimiento del tumor (Allen, 1994).

Mediante el uso de polietilen glicol (PEG) en la superficie de los liposomas, se puede

prolongar al doble el tiempo de estos en circulación. Como es sabido, el suero ejerce una

acción opsonizante mediante la activación del complemento, lo que favorece la depuración

de los liposomas. En este caso el PEG inhibiría la unión de los anticuerpos presentes por la
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activación del complemento del suero, o bien inhibin’a la unión del complemento activado

alos liposomas (Liu y col., 1995).

V.3.Liposomas en la TFD.

En lo que respecta al mejoramiento del comportamiento tumorotrópico de los

fotosensibilizantes, una alternativa reciente consiste en el uso de los liposomas como

transportadores de moléculas de uso en la TFD.

Hasta el momento, en general, con los liposomas tradicionales no se logró elevar la

relación tumor/ tejido normal del fotosensibilizante, impidiendo su uso generalizado como

transportador tumorotrópico. Sin embargo, los liposomas específicamente modificados

tales como los liposomas de larga circulación, ofrecen una mejor opción para establecer

este tipo de transporte (Derycke y col., 2004)

Con el objetivo de estudiar si el encapsulamiento de los fotosensibilizantes

aumentaba o no la eficacia de la TFD, Igarashi y col. (2003) encapsularon el Photofn'n en

liposomas multilamelares y se comparó su uso con la acumulación del compuesto libre

luego de 8 horas de administrada la droga. Se encontró que los valores de Photofrin eran

mucho más altos en el tejido tumoral cuando se usaba la droga liposomal. También se

observó que el índice apoptótico en el tumor era mayor cuando se utilizaban los liposomas

como vehículo, lo que evidencia una mayor acumulación de la droga en el tejido tumoral y

por lo tanto una mayor efectividad para la TFD.

Se ha demostrado que el fotosensibilizante verteporfin, un derivado de

benzoporfirina encapsulado en liposomas, tiene una acción efectiva tanto in vivo como in

vitro (Allison y col., 1994; Young y col., 1996). Reinke y col. (1999) evaluaron el efecto

de aplicaciones repetidas de la TFD en retina de primates, utilizando verteporfin

administrada vía intravenosa y observaron una mejor respuesta al tratamiento, evitando los

daños permanentes en la retina. Ensayos clínicos en fase 3, utilizando verteporfin

mostraron que el tratamiento con este fotosensibilizante reducía significativamente el

riesgo de pérdida de la visión comparado con los pacientes tratados con placebo, por lo

menos durante un año, en pacientes con degeneración macular que también tenían

neovascularización coroidal. El mismo trabajo sugiere que la verteporfin reduce el

crecimiento de la lesión y disminuye la progresión clásica de la neovascularización

coroidal (Neil, 1999).
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Takeuchi y col. (2003) encontraron que utilizando la TFD antiangiogénica con bajas

dosis de veneporfin, encapsulado en liposomas policatiónicos y administrado vía í.v.,

inducía una eficiente destrucción de las vesículas angiogénicas y subsecuentemente la

destrucción de las células del tumor por apoptosis.

V.4. ALA y liposomas.

La TFD a partir de ALA como terapia para el tratamiento de cáncer de piel aún tiene

limitaciones para lograr que la droga penetre eficientemente a través de la misma.

Con el objetivo de incrementar la afinidad del ALA por las células tumorales, en

nuestro laboratorio se logró encapsular ALA en liposomas de fosfatidilcolina. El uso de

ALA encapsulado en liposomas presenta la ventaja adicional de alcanzar una distribución

más uniforme en el tumor, además de disminuir los posibles efectos neurológicos

colaterales, impidiendo el paso de este precursor por la barrera hematoencefálica. Estudios

in vitro en cultivos de explantes tisulares en medio conteniendo ALA libre o encapsulado

en liposomas, mostraron que la formación de porfin'nas fue mayor cuando se utilizó el

precursor encapsulado (Fukuda y col., 1989).

Se ha demostrado también que la inyección intratumoral e i.p. de ALA liposomal en

ratones portadores de tumor, resultó en el incremento de la síntesis de porfirinas y en una

mayor relación tejido tumoral / tejido normal (Fukuda l992a). Se encontró además que la

administración previa de liposomas vacíos in vivo, con el objetivo de bloquear la captación

hepática del ALA encapsulado inyectado vía i.t., incrementaba un 30 % el nivel de

porfirinas acumuladas en el tumor, como consecuencia de una menor captación por el

tejido hepático (Fukuda y col., 1992 b).

Pierre y col. (2001) con el objetivo de optimizar la administración de la droga en la

TFD de cáncer de piel, utilizando liposomas con una composición lipi'dica semejante a la

del estrato córneo de mamíferos, encontraron que había una mayor retención del ALA

liposomal en la piel, llegando a la dermis y epidermis más eficientemente que la

formulación acuosa.
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VI. Secuestrantes de radicales libres.

VI.l. Introducción.

El estrés oxidativo es un término generalmente usado para describir el nivel de daño

oxidativo de la célula, el tejido, u órgano, causado por las especies reactivas de oxígeno

tales como el agua oxigenada y el anión superóxido (Storey, 1996). Este daño puede

afectar tanto a una sola molécula como al organismo entero. Las ROS, que incluyen los

radicales libres y los peróxidos, representan moléculas derivadas del metabolismo del

oxígeno y se encuentran en concentraciones basales en todos los organismos aeróbicos.

Existen muchas fuentes de las cuales pueden provenir las ROS, la mayon’a son endógenas

y producto del metabolismo normal y esencial de la ce'lula. Por ejemplo pueden provenir

del metabolismo energético de la mitocondria, o de las reacciones de detoxificación que

ocurren en el hígado por el sistema de enzimas del citocromo P-450 (Turrens y col., 1982;

Konstantinov y col., 1987; Halliwell B & Gutteridge 1989; Kleinveld y col., 1989). Las

fuentes exógenas incluyen el humo del cigarrillo, la polución ambiental, el consumo de

alcohol, los asbestos y las infecciones bacterianas o virales. La tasa de generación de ROS

está relacionada con el consumo de oxígeno del tejido y es proporcional a la cantidad de

mitocondrias presentes en éste.

A continuación se detallan la estructura de la molécula de oxígeno en estado basal y

la de algunas de las especies reactivas del mismo.

OxígenoTriplete ' O-O '

OxigenoSingulete 0-o ;

Anión Superóxido 'O—O :

RadicalPerhldroxllo ' 0-0 2 H

Peróxldo de Hidrógeno 1-] : 0-0 : H

Radical Hidroxilo H 2 O '

El oxígeno en estado basal se encuentra en el estado tn'plete y al absorber una

cantidad de energía suficiente puede pasar a formar el oxígeno singulete. De esta forma
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puede participar en reacciones de transferencia de electrones preferentemente con

moléculas de origen orgánico. El oxígeno también puede activarse mediante reducción

monovalente para formar el anión superóxido ('02), agua oxigenada (H202), el radical

hidroxilo ('0H) y finalmente agua (figura V1.1).

O-O.
°O-O :<—> °O-O : H

+22 ¿-217.O_O.
H: O-O : H

l -33
H:O° +H:O:H

Energía

Libre J -53.7Kcal/mol

H : O : H

Figura V1.1: Estados de activación del oxígeno. El oxígeno no

activado es un biradical. A partir del estado triplete se

puede activar mediante la reversión del spin para formar el

estado singulete o por reducción. La primera reducción

forma el anión superóxido. Las siguientes forman el agua

oxigenada, el radical hidroxiloy agua.

En el siglo pasado Fenton había descripto el potencial de oxidación del agua

oxigenada en presencia de sales ferrosas (Fenton, 1899). En los sistemas biológicos en

presencia de trazas de hierro, la reacción de agua oxigenada y anión superóxido prosigue a

la formación del radical hidroxilo, el cual es altamente destructivo y es capaz de iniciar la

oxidación de sustratos orgánicos:

(l) 00;+ H202 —>O2+oOH+ OH'

(2) Fe“ + [-1202—>Fe3+ + o0H+ OH'
- 3+ 2+

(3)OO2 +Fe —)O—¿+Fe

La retención selectiva de la droga en el tejido enfermo es sin duda uno de los puntos

más importantes para el éxito de cualquier agente de TFD. Dado que esta terapia actúa a
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través de la formación de ROS, principalmente el '02 y teniendo en cuenta que la distancia

de difusión del oxígeno singulete es relativamente corta (0,1 micron aproximadamente), el

fotosensibilizante debería estar íntimamente asociado al sustrato para obtener una mayor

eficiencia de fotosensibilización. En base a esto y a algunas de las características únicas

que presenta el tejido tumoral, actualmente hay varias líneas de investigación trabajando en

el uso de agentes de protección natural de las células, conocido como medio de rescate de

las células normales.

V1.2. Defensas antioxidantes.

Todos los componentes celulares son susceptibles de ser atacados por ROS,

particularmente por el 00H. La acción sobre las proteínas, puede conducir a la

modificación de aminoácidos, la oxidación de grupos sulfhidrilos, produciendo cambios

conformacionales, también puede producir el clivaje de uniones peptídicas así como la

modificación en glicoproteínas (Stadtman, 1992; Sies, 1993). Las ROS también pueden

actuar sobre el ADN causando rupturas y modificación de las bases, conduciendo a

mutaciones puntuales (Sies, 1993) Pueden asimismo actuar sobre los ácidos grasos

poliinsaturados, lo cual lleva a la formación de hidroperóxidos lipídicos. La presencia de

éstos en membrana produce una disfunción celular ya que modifican la fluidez permitiendo

el pasaje de iones como el Ca+2a través de la membrana y la activación de fosfolipasas,

conduciendo eventualmente a la ruptura de la membrana celular (Halliwell, 1992).

Debido a esto las células mantienen sus defensas antioxidantes. Se habla de tres

niveles de protección:

(l) prevención de la formación de ROS

(2) eliminación de ROS mediante la acción de secuestrantes o enzimas antioxidantes

(3) reparación de los componentes celulares dañados.

Un aspecto importante es la prevención de la formación del radical hidroxilo (Balla y

col., 1992). El glutatión (GSH) es un tripéptido extremadamente importante en la defensa

antioxidante para la célula y posee varias acciones: (a) Como sustrato de enzimas

antioxidantes, (b) como secuestrante del radical hidroxilo y del oxígeno singulete, (c) como

reactivador de algunas enzimas inhibidas bajo condiciones oxidantes, y en la generación de

la vitamina E (Redy y col., 1982; Halliwell B & Gutteridge 1989). En general, la relación

GSH/GSSG es un buen indicador del nivel de estrés oxidativo en la célula.
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Las defensas antioxidantes enzimáticas incluyen a la superóxído dismutasa

dependiente de cobre y zinc (CuZnSOD), la SOD con manganeso (MnSOD) y la catalasa

(figura V1.2). La SOD conviene el anión superóxído en peróxido de hidrógeno, mientras

que la catalasa degrada el peróxido de hidrógeno a agua. (Sanders y col., 2003). Se

demostró que estas enzimas, las cuales mantienen el balance redox dentro de la célula,

pueden ser moduladas por radiación UVB y UVA in virro (Sasaki y col., 1997; Leccia y

col., 1998; Poswig y col., 1999; Leccia y col., 2001) e in vivo (Shindo y col., 1993; Okada

y col., 1994). Por otro lado la glutatión peroxidasa (GPx) que tiene dos isofonnas, la

Selenio dependiente y la Selenio independiente, la primera encargada de la detoxificación

de los peróxidos (Raes y col., 1987; Simmons & Jamall, 1988) y la segunda que degrada

los hidroperóxidos (Ahmad y col., 1989).

Generación de radicales libres
GS-nucleófilo

nucleófilo ghtalión
Stperóxido s-uamlemsa
dismutasa

02 +H. HZO2 GSH NADP
dutatión reductasa

catalasa <
GSSG NADPH

Hzo + 02 peroidasa
Selenio

_ deperflierlereaeen

Hzoz

Fe3‘+OH‘+OH\

catalizador sal de Fe

0‘2 +H¿,O2 O2 + OH‘+ OH

Figura VI.2: Formación de especies reactivas de oxígeno.

peroxidación

Víasdeformación de ROSy acción de alguna de las enzimas involucradas en el sistema de

defensa celular.



La enzimas involucradas en la defensa secundaria son las relacionadas con el

metabolismo del GSH: la glutatión S transferasa que conjuga la unión del GSH a los

componentes celulares dañados por ROS para su detoxificación, la glutatión reductasa que

repone el pool de GSH a partir del GSSG.

Cuando la formación de ROS excede la capacidad secuestrante del sistema de

defensa antioxidante de los tejidos, da como resultado el daño a la membrana celular. Este

proceso es mediado por la peroxidación lipídica (Darr & Fridovich, 1994; Thiele y col.,

2000; Sander y col., 2002). La peroxidación lipidica conduce a la formación de

malondialdehído básicamente, el cual se ha demostrado que es mutagénico y carcinogénico

(Mamet, 1999). La formación excesiva de malondialdehído puede llevar a la formación de

aductos como resultado de la combinación con grupos amino libres de las proteínas, lo cual

a su vez puede ser usado como índice de estrés oxidativo (Moore y col., 1998; Hartley y

col., 1999).

Varios estudios han investigado el sistema de enzimas antioxidantes en diversas

líneas celulares de cáncer de piel, demostrando que existe un desbalance en el estado redox

de la célula (Rabilloud y col., 1990; Lehtola y col., 1995; Picaro y col., 1996; Meyskens y

col., 1997)

V1.3. ROS y las defensas antioxidantes en la TFD.

La aparición de células apoptóticas y efectos citotóxicos es prevenida en células de

leucemia murina tratadas con fotosensibilizadores con blanco lisosomal, cuando el

secuestrante trolox o alfa-tocoferol succinato están presentes durante la irradiación (Kessel

y col., 1996). El manitol y la melatonina son conocidos secuestrantes del radical hidroxilo,

mientras que la histidina, el triptofano y el glutation reducido entre otros son antioxidantes

protectores contra el oxígeno singulete.

Como ya se ha dicho anteriormente, el GSH es considerado uno de los componentes

más importantes del mecanismo de defensa celular. Dada la alta concentración en que se

encuentra presente en las células, es probable que las ROS generadas sean secuestradas

mediante reacciones que involucren al GSH antes de que comience el daño celular (Jones y

col., 1981). El glutatión reducido actúa como un donor de hidrógeno y como tal es un

sustrato clave de las enzimas antioxidantes como Ia GPx dependiente de Selenio (Tan y

col., 1986).
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Es por eso que los tioles intracelulares pueden jugar un papel importante en el

mecanismo de diferentes modalidades del tratamiento del cáncer tales como radiaciones

ionizantes, quimioterapia e hipertermia (Arriek & Nathan, 1984) así como también en la

TFD. En varios estudios se ha visto que la resistencia a los quimioterápicos podria deberse

a un alto contenido de GSH, el cual actuan’a protegiendo a la célula de las especies

citotóxicas vía detoxificación, o bien actuando como secuestrante de radicales libres y

reparando el daño oxidativo celular por donación de hidrógenos (Siemann y col., 1993;

Richarson y col., 1995). También puede proteger a la célula del daño producido por el '02

generado durante las terapias, ayudando a la reparación del ADN y manteniendo la

integridad de membrana a través de la formación de disulfuros mixtos (Isaacs 8LBinkley

1979; Revesz & Larsson 1981). Se ha visto que la depleción de GSH intracelular,

sensibiliza más a las células al daño fotodinámico (Millar y col., 1986).

La S-adenosil-L-metionina (SAM) es un precursor del GSH que a diferencia de éste

puede atravesar la membrana fácilmente. Se ha demostrado que suplementando la solución

de preservación de órganos con SAM en lugar de GSH mejoraba la captura del radical

hidroxilo, así como la quelación de iones hierro (Evans y col., 1997). Otro compuesto

sulfuroso como la N-acetil-L-cisteina (NAC), incrementa los niveles de glutatión y

previene la patología producida por radicales libres y ROS (Patterson y col., 1986). Tao y

col. (1996) encontraron que el NAC era capaz de contrarrestar el efecto de la TFD

mediante la activación de proteinquinasas, y también se encontró que el NAC protegía de

la apoptosis generada por fotosensibilización con pirofeoforbido-metilester en células de

cáncer de colon (Matroule y col., 2001). Sin embargo el NAC no pudo prevenir la

fotosensibilización inducida por la PPIX en la protoporfin'a eritropoyetica (Bijlmer-lest y

col., 1992) y en pacientes tratados con Photofrin (Baas at al., 1995).
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l. Drogas.

Ácido aminolevúlico (ALA), 7,l2-dimetilbenzlalantraceno (DMBA), 12-o

tetradecanoilforbol- l 3-acetato (TPA),

L-cisteína, L-triptofano, L-metionina, glicina, manito], melatonina, S-adenosilmetionina

(SAM), N-acetil-L-cisteina (NAC), glutatión reducido (GSI-I), glutatión oxidado (GSSG),

Concanavalina A (Con A), NADH, NADPH, MTI' y citocromo c oxidado fueron obtenidos

de Sigma Chem. Co., St. Louis, MO, USA. El Standard de PPIX fue de Frontier Scientific

inc. Logan, UT, USA.

Todos los otros reactivos usados fueron de grado analítico.



II. Síntesis de derivados.

Los derivados de ALA. He-ALA y Undecanoil (UND-ALA) (Figura l.l) fueron

sintetizados según el método de Takeya (1992) haciendo reaccionar el ALA con el hexanol

o el undecanol en presencia de cloruro de tionilo. La mezcla se agitó a 70°C hasta que la sal

de ALA se disolvió completamente y la reacción se confirmó por TLC (ClzCH32MeOI-l

9:1). El exceso de alcohol se evaporó mediante vacío. Luego del agregado del dietiléter, se

dejó que la sal de hidrocloruro de los derivados cristalizara a 4°C, obteniendo un

rendimiento entre 40 y 60%. R, S-ALA-2-(hidroximetíl) tetrahidropiranil (THP-ALA)

(Figura l.l) éster se obtuvo de forma similar. El producto crudo fue purificado mediante

cromatografía en columna de sílica gel, y se eluyó con una mezcla de C12CH3/MeOH.EL

rendimiento fue de 20%.La pureza de los compuestos sintetizados fue siempre mayor al

95%, según se estableció por técnicas de TLC y RMN.
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Figura I. I: Estructura del ALAy los ésteres derivados.



III. Cultivo de líneas celulares.

La línea celular LM2 (Galli y col., 2000) derivada del adenocarcinoma mamario mun'no M2 y

la línea LM3 (Werbajh et al, 1998) derivada del adenocarcinoma murino M3 (Instituto Roffo,

Buenos Aires) fueron cultivadas en medio Eagle mínimo esencial (MEM), suplementado con

L-glutamina 2 mM, 40 pg gentamicina/ml y 5% de FBS, e incubadas a 37°C en una atmósfera

húmeda conteniendo 5% C02.

Ill.l. Extracción de porfirinas en células.

Las células de las líneas LM2 y LM3 se sembraron en placas de 24 pocillos y se incubaron

con ALA o sus derivados durante tres horas en medio MEM sin suero. Las porfirinas

acumuladas dentro de las ce'lulas se extrajeron dos veces con HC] 5%, dejándolas en

presencia del ácido por media hora a 37 °C. Para las determinaciones de porfirinas en el

medio de incubación el HCl se agregó directamente al medio. Se utilizaron las longitudes

de onda que producían la máxima excitación y emisión (406 nm y 604 nm

respectivamente). Las concentraciones se determinaron utilizando un patrón de PPIX como

Standard de referencia.

lll.2. Ensayo de viabilidad por MTT.

La fototoxicidad o toxicidad se registró mediante el uso de MTI' (bromuro de 3-[4,5

dimetiltiazol-Z-il]-2,5-difeniltetrazolium) (Denizot y col., 1986). Diecinueve horas luego de

los tratamientos, se agregó a cada pocillo una solución de M'IT en una concentración de 0,5

mg/ml, y las placas se incubaron a 37 °C por l h. Los cristales de formazán resultantes

fueron disueltos con el agregado de DMSO y luego se midió la absorbancia a 560 nm. Los

resultados obtenidos se expresaron como porcentaje en función del control correspondiente.
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[11.3. Determinación del número de células.

El número de células sembradas por pocillo y el número de células empleado para el cálculo

de porfirinas por células se determinó contando el número de células viables mediante el

método de exclusión de Azul Tripán.

III.4. Tratamiento fotodinámico de líneas celulares.

Las células de las distintas líneas, LM2 y LM3, sembradas en placas de 24 wells, se incubaron

con medio mínimo libre de suero conteniendo ALA o los derivadosALA en las

concentraciones indicadas. Luego de 3 horas se realizó la irradiación. Finalizada la irradiación

el medio fue reemplazado por medio con 10% de suero fetal bovino, y se continuó la

incubación por 19 horas más para estudiar la viabilidad. La dosis lumínica utilizada fue de 4,6

J/cmz.

lll.5. Análisis de fragmentación de ADN en células tratadas con ALA y He-ALA

TFD.

Las células tratadas con TFD, adheridas y no adhen'das al frasco, se cosecharon a las 19 horas

post tratamiento mediante centrifugación y los pellets se lavaron con PBS, se resuspendieron

en TNE (Tn's -HCl 10 mM, pH 7,6; l mM EDTA; y 140 mM NaCl) y luego se lisaron a 37°C

en l ml de buffer de extracción de ADN (Tris-HCl lO mM, pH 8,0; 100 mM EDTA. pH 8,0;

20 ug/ml RNAsa pancreática y 0.5 % SDS). Luego de 2 horas, se agregó proteinasa K en una

concentración final de 100 ugjml y la mezcla se incubó otras 3 horas a 50°C. El ADN se

eXUajodos veces con igual volumen de fenol y una vez con cloroformo. Luego se precipitó

con 0,1 vol de acetato de sodio (pH 4,8) y 2,5 vol de etanol a -20°C durante toda la noche, y se

lo centrifugó a 14.000 g por 30 minutos. Las muestras se com'eron en un gel de agarosa al 2%

durante 2 horas y media a 100 V y el ADN se visualizó por tinción con bromuro de etidio.
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[11.6. Determinación de ALA o derivados de ALA y PBG en células.

Previamente encontramos que el THP-ALA, UND-ALA y He-ALA se podían cuantificar

indistinguiblemente del ALA según el método de Di Venosa y col. (2003). Las células se

sembraron en placas de lOOmm y luego de 48 horas se cambió el medio a medio sin suero

y se expusieron a ALA 0,6 mM 0 derivados durante 3 horas. Pasado ese tiempo, las células

se lavaron 4 veces con PBS y luego se agregó TCA 5 %. Luego de raspar la placa para

levantar las células, se centrifugaron y el sobrenadante se empleó para la determinación de

ALA y PBG siguiendo una modificación del método de Mauzerall & Granick (1956). La

condensación se desarrolló en presencia de acetil acetona a 100 °C durante 10 minutos y

los pirroles resultantes se determinaron a 555 nm luego del agregado del reactivo de Ehrlich

y los nanomoles totales se calcularon en base a una curva de calibración de ALA o sus

derivados, a los cuales se le sustrajo los valores de PBG correspondiente. Para la

determinación de PBG, se agregó directamente el reactivo de Ehrlich al sobrenadante

desproteinizado de TCA.

"1.7. Separación de ALA, THP-ALA y He-ALA acumulado en células mediante

cromatografía en columna de intercambio iónico.

Las células se sembraron en placas de 100 mm. Luego de 72 horas, se cambió el medio y

las células se incubaron con 0,6 mM de ALA o derivados en medio sin suero. Luego se

lavaron con PBS 4 veces y se les agregó TCA 5 %. Luego de raspar la placa las células se

centn'fugaron y se recolectó el contenido de dos placas. Una alícuota de cada sobrenadante

se utilizó para determinar ALA y PBG como se describió previamente. El resto del

sobrenadante se pasó por una columna de resina Dowex 50 X 8 empaquetadas en columnas

plásticas (Bio Rad) según se detalla a continuación:

Se colocó en la columna una alícuota de 3 ml de una solución de ALA o de los derivados

preparados en TCA 5 % y se dejó escurrir. Se eluyó con acetato de sodio l M y se

recolectaron fracciones de l ml. Una alícuota de cada fracción se mezcló con igual

volumen de buffer acético acetato l M pH 4,8 y acetil acetona. La condensación se realizó

como se explicó previamente.
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Bajo estas condiciones los derivados de ALA quedan retenidos en la columna, y luego

pueden ser eluidos con HCl 10 M. Luego 100 ul del eluido se mezclaron con 100 ul de

NaOH 10 M y se procedió a medir el contenido de ALA como se explica anteriormente en

IV.5.

Mediante este método se logró separar el ALA de los derivados de ALA y el porcentaje del

total se calculó a partir del ALA total, luego de haber sustraído el PBG.



IV. Animales

En todos los casos los animales se trataron siguiendo las normas establecidas por el Comité

de la Asociación Argentina de Especialistas en el cuidado y uso de Animales de

Laboratorio (AADEALC)

Se utilizaron ratones machos BALB/c de 12 semanas, con un peso aproximado entre 20 y 25g.

Los animales fueron cn'ados y mantenidos en el lugar apropiado manteniendo las condiciones

óptimas de temperatura y sometidos a ciclos de 12 h luz] 12 h oscuridad. Se los alimentó con

agua y comida (Purina 3, Molinos Río de la Plata) ad [ibilum

lV.l. lnoculación subcutánea de tumor M2

Los ratones se inocularon por vía subcutánea con una suspensión celular de 1,65 x 105células

de la línea LM2. Los experimentos se realizaron aproximadamente 20 días después de

implantado el inóculo y sólo se utilizaron los tumores que tenían un tamaño similar

(aproximadamente l cm de diámetro).

IV.2. Inducción química de papilomas en ratones SENCAR

Para la inducción de papilomas se emplearon ratones hembras SENCAR de 6 a 8 semanas

provistos por La Comisión Nacional de Energía Atómica Argentina (CNEA).

Sólo se utilizaron los animales que tuvieran el pelo en la fase de descanso del ciclo. La

formación de papilomas escamosos benignos se indujo mediante el uso de carcinógenos

quimico según el siguiente protocolo. Los animales se rasuraron en la zona dorsal y luego

se topicaron con una dosis de DMBA (20 pg en 0.2 ml acetona/ratón) en la zona rasurada.

Una semana después, se comenzó el tratamiento con TPA (2 ug en 0.2 ml acetona/ratón)

una vez por semana durante 4 meses. Luego de 16 semanas, el 50% de los ratones tratados

presentaron un promedio de 3 a 4 tumores por ratón. Algunos tumores seleccionados al azar

fueron resecados para verificar que fueran papilomas escamosos mediante técnicas de

histopatología. Sólo se utilizaron los animales que tenían tumores de tamaño semejantes.
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lV.3. Aministración de ALA y derivados.

lV.3.l. Preparación y aplicación tópica de las formulaciones de ALA y He

ALA en ratones portadores de tumor.

Para las aplicaciones tópicas, las formulaciones de ALA y He-ALA se prepararon previo a

cada experiencia. Se aplicaron 15 mg ALA y 22.5 mg He-ALA por ratón de modo de

obtener una concentración equimolar de ALA libre para todas las formulaciones.

Formulaciones:

o Formulación crema: el ALA y el He-ALA se disolvieron en 50 mg de una emulsión en

agua (Genargen, Argentina)

o Formulación loción: el ALA y el He-ALA se disolvieron en solución fisiológica en un

volumen final de 0.2 ml.

o Formulación Etanol: se preparó agregando a la loción 40% de etanol en solución

fisiológica.

o Formulación DMSO: se preparó agregando a la loción DMSO 10% en solución

fisiológica.

o Formulación Etanol/DMSO: en este caso se utilizó 10% de DMSO y 40 % de etanol.

En los experimentos con ratones portadores de tumor subcutáneo M2 las distintas

formulaciones de ALA y I-Ie-ALA se aplicaron en forma tópica sobre la zona tumoral

previamente rasurada. Se frotó la superficie por un período de 5 minutos con un pincel

suave, asegurando que no quedaran vestigios de la crema o la loción.

En los experimentos con ratones portadores de papilomas, el ALA y el He-ALA en sus

diferentes formulaciones se aplicaron tópicamente sobre la superficie de un único papiloma,

de un peso aproximado de 100 mg, más 3 mm del área peritumoral, utilizando el mismo

método. En ratones libres de tumor el ALA o el He-ALA se aplicaron sobre una superficie

rasurada de 1,76 cm2 de piel normal .

Para el estudio de distribución de porfirinas en función de la distancia de aplicación de

ALA, se utilizaron ratones con 7 u 8 papilomas, de los cuales sólo uno fue topicado como
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se explicó previamente y el resto de los papilomas fueron procesados en forma separada

para la determinación de porfirinas.

lV.3.2. Preparación y administración de ALA y derivados en ratones

BALB/C portadores de adenocarcinoma M2

El ALA o los derivados, se prepararon en solución salina en un volumen final de 0.15 ml en

el caso de la administración intra peritoneal (ip) ó 0.05 ml en el caso de la administración

intravenosa (iv) inmediatamente antes de ser usados.

IV.4. Extracción de Porfirinas de los tejidos

Luego de la administración de ALA o derivados, los animales se sacn'ficaron, previa

inyección de heparina (0.15 ml, 1000 UI) y luego se los prefundió con 200 ml de solución

fisiológica estéril.

Las muestras de tejidos se homogeneizaron con una solución de acetato de etilozácido

acético glacial (4:1). Las muestras de sangre se heparinizaron y se agitaron vigorosamente

con la misma mezcla de solventes de extracción. Luego los homogenatos se centn'fugaron

30 minutos a 3000 g, se descartó el pellet, se midió el volumen del sobrenadante y se

agregó un volumen igual de HCl al 5% (Falk, 1964). La extracción con HCl se repitió hasta

obtener fluorescencia negativa en la fase orgánica. La fracción acuosa se utilizó para

determinar el contenido de porfirinas. Se empleó un espectrofluorómetro Shimadzu RF-SlO

para la determinación fluorométrica, con una longitud de onda de exitación de 406 nm y

una longitud de onda de emisión de 604. Para la calibración se utilizó un standard de PPIX

en HC] al 5% (Porphyrin Products, Palo Alto, USA) como referencia.

lV.5. Determinación de ALA , He-ALA y PBG en los tejidos.

Luego de 5 minutos de administrado el ALA o el derivado vía ip, los animales fueron

sacrificados y se extrajeron los tejidos, los cuales se homogenizaron en buffer Tris HCl 50

mM pH 7.4 y se centrifugaron 30 minutos a 3000 g. En el sobrenadante se determinó el
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contenido de ALA o He-ALA en cerebro y tumor se determinó mediante una modificación

del método de Mauzerall y Granick (1956). Mediante la condensación con acetil acetona

como se explicó previamente (V1.6). Los nmoles totales de ALA / g tejido se calcularon en

base a una curva de calibración de ALA y He-ALA, y luego se extrajeron los valores de

PBG correspondientes.



V. Cultivo de explantes de tejidos.

El sistema de cultivo de explantes de tejidos fue desarrollado por Polo et al (1988).

Explantes de tejido tumoral de 200 mg proveniente de un tumor no necrosado ni hemorrágico

se colocaron en placas de Petri conteniendo medio mínimo esencial (MEM) libre de suero,

adicionado con L-glutamina 2 mM y gentamicina 40 ug ml'l y se incubaron a 37 °C en

presencia de ALA o derivados durante 3 horas. Al cabo de este tiempo se procedió a la

extracción y determinación de porfirinas como se explicó para tejidos en V.4.

V.l. Tratamiento fotodinámico de explantes.

Se incubaron explantes de 4-5 mg en presencia de ALA durante 3 horas. Luego del pen’odo de

incubación los explantes se irradiaron durante 5 minutos con luz láser con una potencia de 190

J cm2 . Luego se reemplazó el medio por medio MEM fresco con 10% suero y libre de ALA.

La extracción de porfirinas se realizó luego de 19 horas de incubación a 37 °C. Los explantes

tumorales que se utilizaron para microscopía, se fijaron luego de 4 ó 24 horas del tratamiento

con ALA-TFD.

V.2. Preparación de liposomas.

Se prepararon liposomas multilamelares grandes (lp de diámetro) conteniendo ALA o He

ALA según el método descripto por Fukuda y col. (1989) utilizando el fosfolípido neutro

fosfatidilcolina en cloroformo. Se formó la capa lipi’dica bajo atmósfera de nitrógeno y

luego se resuspendió mediante agitación con perlas de vidrio en presencia de soluciones de

ALA o He-ALA. La solución obtenida se pasó por una jeringa para unifonnar el tamaño de

las vesículas y luego se centrifugó. El pellet liposomal resultante se resuspendió en solución

fisiológica. La eficiencia de encapsulamiento obtenida fue del 12%, determinada por la

medición de la concentración de ALA en el pellet lisado con Tritón X-lOO y en el

sobrenadante, según el método de Mauzerall & Granick (1956). Las soluciones liposomales
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se prepararon previo a cada experiencia y se emplearons inmediatamente luego de su

preparación.

V.3. Microscopía óptica y electrónica.

Los explantes fueron fijados a 4°C durante 6 h en glutaraldehído 3% en buffer Millioing,

post-fijados en tetróxido de osmio 2% en 0.1 mM de buffer cacodilato. deshidratados en

etanol y embebidos en Epon 812 (resina epoxi). Se cortaron secciones muy finas (750-900

Á) utilizando un ultramicrótomo (Sorvall Portem-Blum MTZB), y luego se tiñeron con

acetato uranilo 2%-Reynolds y se observaron en microscopio electrónico de transmisión.

Las muestras teñidas con azul de toluídina se observaron en el microscopio óptico.



VI. Cultivo de linfocitos.

Vl.l. Aislamiento de linfocitos.

Se obtuvieron células mononucleres de bazo a partir de ratones BALB/c. Los animales se

sacrificaron por asfixia. El bazo se extrajo bajo condiciones de esterilidad y se cortó en

pequeños trozos, que luego se presionaron sobre una malla metálica y se lavaron con medio

MEM conteniendo 10% de suero fresco. La suspensión obtenida se centrifugó a 2500 rpm,

el sobrenadante se descartó y el pellet se trató con un buffer de lisis ACK (NI-l4Cl0,15 M;

KHC03 l mM; NazEDTA 0,1 mM; pl-l 7,4) para eliminar los glóbulos rojos, luego se lavó

con buffer fosfato y se determinó la viabilidad y el número de células.

V1.2. Activación de linfocitos.

Las células mononucleares se resuspendieron en medio MEM suplementado con 10% de

suero fetal bovino, L-glutamina 2 mM y 40 pg de gentamicina/ml. La activación se llevó a

cabo mediante la incubación de la suspensión celular (5 x 106células/ml) con 5 ug/ml de

Con A a 37° C en una atmósfera húmeda con 5% C02 por 72 horas. En las experiencias en

que las células fueron incubadas con ALA, la inducción se realizó en forma simultánea al

tratamiento con ALA.

V1.3. Tratamiento fotodinámico de linfocitos.

Se sembraron placas de 6 pocillos conteniendo l x lO7 células por pocillo. Las células se

incubaron a 37°C en una atmósfera húmeda con 5% de C02, en medio MEM con 10%

suero fetal bovino en presencia de ALA 0,6 mM por 3 horas. Luego de la incubación las

células se irradiaron durante 5 minutos y finalizado el tratamiento se reemplazó el medio

por medio fresco libre de ALA y Con-A, y las células se incubaron durante otras 21 horas.
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Vl.4. Determinación de actividades enzimáticas:

Luego del tratamiento con ALA, luz o TFD, los linfocitos fueron cosechados,

resuspendidos en PBS, sonicados y empleados para la medición de las distintas actividades

enzimáticas y para las determinaciones de glutatión.

o Superóxido dismutasa (SOD): la actividad total de la SOD se midió a 340 nm,

monitoreando la inhibición de la oxidación del NADPH (Paoletti y col., 1986). Una

unidad de actividad SOD se definió como la cantidad de enzima que inhibía la reducción

del NADPH al 50%.

o Glutation preoxidasa 1GP“: la actividad total de la GPx se determinó monitoreando

la oxidación del NADPH a 340 nm utilizando agua oxigenada como oxidante (Flohe y

col., 1984). Una unidad de actividad corresponde a la oxidación de un nmol de NADPH

por minuto por miligramo de proteína.

o Catalasa gCATI: la actividad de la catalasa se determinó siguiendo la tasa de consumo

de agua oxigenada a 240 nm. Una unidad de actividad corresponde a l Ümol de HzOz

consumida por minuto por miligramo de proteína (Aebi y col., 1984).

La actividad de todos las enzimas fue medida a 25 i l °C.

V1.5. Contenido de Proteínas .

El contenido de proteínas se determinó mediante el método de Folin-Ciocalteu utilizando

reactivo de fenol y seroalbumina bovina como standard (Lowry y col., 1951).

V1.6. Contenido de Glutation.

El contenido de GSH y GSSG en linfocitos normales y activados se determinó

fluorome'tn'camente medaitne el método de Hissin y col., 1976. Los resultados se

expresaron como la relación molar entre GSH y GSSG.
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VII. Preparación y utilización de scavengers.

Los scavengers, aminoácidos, antioxidantes y compuestos sulfurados, se disolvieron en sales

de Earle estériles y ajustando el pH a 7,4. Se incubaron las células LM2 en presencia de ALA

y scavengers durante 3 horas y luego se las irradió con distintas dosis de luz láser. En algunos

casos los compuestos antioxidantes estuvieron presentes también durante el período de

irradiación, y durante 19 horas post irradiación.



VIII. Fuentes de luz.

Vlll.l. Láser

Para las experiencias con la línea celular LM2, linfocitos y explantes, se utilizó un láser con

colorante rodamina (Modelo DL30, Oxford Lasers) bombeado por una láser de vapor cobre

(CUISA, Oxford Lasers) de longitud de onda de 630 nm. Se empleó una fibra óptica de

400-p.m de diámetro acoplada a un distribuidor de luz frontal (Modelo FD2, Medlight,

Ecublens, Suiza) y se lo posicionó de modo que generara un haz de luz de 3.5 cm de

diámetro, produciendo un área de tratamiento de intensidad uniforme. La potencia de salida

de la fibra se ajustó a la dosis de luz deseada antes de cada aplicación mediante un medidor

de potencia (Modelo LM-lOOXL, Coherent, Auburn, CA).

VIIl.2. Lámparas

Para las experiencias con la línea celular LM3 se utilizó un set de 2 tubos fluorescentes

(Osram L 36W/10), con un espectro de luz entre 400 y 700 nm y una potencia radiante

máxima a 600 nm. Las placas se colocaron a una distancia de 60 cm de la fuente de luz. La

potencia de luz emitida se midió con un radiómetro Yellow Springs Kettering modelo 65

(Yellow Spring, HO, USA)
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IX. Análisis estadístico

Para establecer las diferencias significativas entre los grupos se utilizó el test de t de

Student desapareado. Las diferencias se consideraron estadísticamente significativas

cuando p < 0,05. En el caso de las experiencias in vivo se emplearon tres ratones por grupo

de tratamiento. En las experiencias in vitro cada ensayo se realizó por triplicado. Los

resultados se presentaron como la media i la Desviación Estándar de los experimentos.
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RESULTADOS

Y I
DISCUSION



I. Eficiencia en la síntesis de porfirinas ín vitro, utilizando ALA y

He-ALA

Ll. Dependencia de la síntesis de porfirinas con el número de células, tiempo de

incubación y concentración de ALA o He-ALA.

Empleando la línea celular LM2, derivada del adenocarcinoma mamario murino

M2, se determinó la concentración de células necesaria para obtener la mejor síntesis de

porfirinas, así como también las concentraciones de ALA/He-ALA y el tiempo de

incubación óptimos.

La máxima síntesis de porfirinas se obtuvo incubando con ALA 0,6 mM durante 3

horas, empleando entre 3 y 3,5 x104 células por pocillo. Cuando se aumentó el número

de células por encima de 3,5 x104, se observó una leve disminución en la síntesis de

tetrapirroles por número de células y cuando se empleó un número de células inferior a

3 x104 células, la acumulación de porfirinas fue muy baja.

En la figura I.l se muestra la cinética de acumulación de porfirinas intracelulares.

Puede observarse que el contenido celular de porfirinas aumenta linealmente con el

tiempo de incubación, indicando que las enzimas del camino del hemo no están

saturadas en esas condiciones. Un perfil similar se observó utilizando concentraciones

mayores de ALA.

En la figura I.2 se puede observar la dependencia de la síntesis de porfirinas con la

concentración de ALA o de He-ALA. La acumulación de porfirinas comienza a ser

significativa a concentraciones de ALA superiores a 0,05 mM, luego aumenta

linealmente, para llegar a un máximo de 47 i 8 ngleS células a una concentración 0,6

mM, manteniéndose después en ese plateau. Se sintetizó esa misma cantidad de

porfirinas empleando una concentración de He-ALA 60 veces menor (0,01 mM). Con

este derivado la máxima síntesis de porfirinas fue de 75 i 4 nyIOS células, cantidad 1,6

veces superior a la máxima síntesis con ALA.

Las porfirinas liberadas al medio fueron alrededor de lO % de la cantidad retenida

intracelularmente para todas las concentraciones de ALA y He-ALA utilizadas.
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Figura 1.1:Síntesis deporfirinas enfunción del tiempo de incubación.

Se sembraron 3,5x104 células LM2 por pocillo y se incubaron durante diferentes

períodos en presencia de ALA 0,6 mM Las porfirinas intracelulares se determinaron

fluorométricamente y se relativizaron por número de células presentes al comienzodel

experimento. Cada punto representa el promedio de 3 determinaciones. Las barras de

error muestran la desviación estándar.
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Figura 1.2: Síntesis deparfirinas a partir de ALA o He-ALA.

Se sembraron 3,5x104 células LM2 por pocillo y se incubaron en presencia de

diferentes cantidades de ALA (O).o He-ALA (I) durante 3 horas. Las porfirinas

intracelulares se determinaron fluorome'tricamente y se relativizaron por número de

células presentes a1comienzo del experimento. Cada punto representa el promedio de 3

determinaciones. Las barras de error muestran la desviación Estándar.



[.2 Citotoxicidad inducida por la TFD a partir de ALA o He-ALA.

Las células expuestas a concentraciones de ALA/He-ALA tales que produjeran

cantidades similares de porfirinas, fueron irradiadas con diferentes dosis lumínicas y se

determinó la supervivencia mediante el método de M'IT como se explica en Materiales

y Métodos. Los resultados se muestran en la tabla I. l.

Cuando la dosis de luz utilizada fue 0,6 J/cm2, la viabilidad disminuyó

aproximadamente al 50 % para el ALA y 60 % para el He-ALA. Cuando se empleó una

dosis de luz de 1,5 J/cm2, la supervivencia celular fue aproximadamente del 20 % para

ambos compuestos. Dosis de luz mayores produjeron la muerte casi total. En esta

experiencia, no se observaron diferencias significativas entre ambos compuestos.

Tabla 1.1: Supervivencia celular luego de la TFD con distintas dosis de luz.

ALA He-ALA

Control 100 i 7 100 1-7

0,6 J/cmz 45 i 5,6 60 t 8,2

1,5 J/cm2 18 i 2,4 25 i 3,1

3,0 J/cm2 4,1 t 0,9 2,5 i 0,9

15 J/cm2 3,9 i 0,2 3,2 i 0,6

rs J/cm2 2,8 i 0,2 2,3 i 0,1

Las células se incubaron con ALA 0,6 mM o He-ALA 0,008 mM durante 3

horas en medio libre de suero. Luego se irradiaron con diferentes dosis

Iuminicas y se incubaron 19 horas en medio con suero. Las células

sobrevivientes se determinaron mediante el ensayo de M77",y se expresan

como porcentaje del control no irradiado incubado en presencia de ALA/He

ALA.

La tabla I.2 muestra la eficiencia de la TFD con concentraciones crecientes de

ALA 0 He-ALA. A concentraciones tan bajas como 0,005 mM de He-ALA, la

viabilidad celular disminuyó casi un 50 %. Para lograr ese mismo porcentaje de muerte
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celular con ALA, se necesitó una concentración 60 veces mayor (0,3 mM). Al

aumentar la concentración del derivado a 0,01 mM la viabilidad celular se redujo aún

más llegando a sobrevivir sólo entre el 1-3 % de las células.

Tabla 1.2: Supervivencia celular luego (le la TFD con diferentes

concentraciones de ALA/He-ALA.

ALA He-ALA

Control 100 t 7 100 i 7

0,005 mM 100 t 8 54,9 i 6

0,01 mM 100 :t 8 1,3 i 0,3

0,05 mM 100 i 5 2,5 i 0,5

0,1 mM 95 :5 1,2 i 0,7

0,2 mM 80 i 3 1,3 i 0,4

0,3 mM 50 1-4 1,5 i 0,25

Las células se incubaron durante 3 horas en medio libre de suero con

diferentes concentraciones de ALA o He-ALA, se irradiaron con una dosis

Iumínica de 9 J/cmz y se incubaron otras [9 horas en medio con suero. Las

células sobrevivientes se determinaron mediante el ensayo de MTT, y se

expresan como porcentaje del control no irradiado incubado en presencia

de ALA/He-A LA.

1.3 Evidencia de apoptosis en células LM2 tratadas con TFD a partir de ALA o

He-ALA.

Para detectar la aparición de multimeros nucleosomales luego del tratamiento con

ALA/ He-ALA y TFD, se utilizó la técnica electroforética. Como puede observarse en

la figura 1.3, no hubo evidencias de clivaje intemucleosomal en las células no tratadas,

tratadas sólo con ALA, sólo con He-ALA, o sólo luz, esas calles muestran únicamente

ADN de alto peso molecular. En las calles correspondientes a los controles incubados

con ALA y sin irradiar, se encontraron pequeñas cantidades de ADN de bajo peso

molecular, originado por un leve grado de necrosis. Cuando las celulas se expusieron a
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bajas concentraciones de ALA o He-ALA y dosis lumínicas relativamente altas (3

J/cmz), se detectó el típico patrón en escalera de los multimeros nucleosomales en

fragmentos de 180 pares de bases (figura 1.3 A). En todas las células tratadas con TFD,

se observa un fondo proveniente del ADN intranucleosomal cortado, ya sea por un

proceso de necrosis o de apoptosis.
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Figura 1.3: Electroforesis de ADN en gel de agarosa, en de células tratadas con TFD a partir

de ALA o He-ALA.

Las células se expusieron 3 horas a diferentes concentraciones de ALA o He-ALAy se

írradíaron con dosis lumínicas de 3 J/cm2 (A) ó 1.5 J/cm2 (B). Luego de 19 horas se

extrajo el ADN y se corrió la electroforesis en geles de agarosa. Los geles fueron

teñidos con bromuro de etidío y observados bajo una luz de 312 nm. Se incluyen los

controles no tratados y no irradiados.
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1.4 Discusión

En concordancia con los datos de otros autores (Steinbach y col. 1995, Gaullier y

col., 1997), encontramos que la producción de porfin'nas a partir de ALA exógeno es

dependiente de la densidad celular. Asimismo, en un trabajo de Moan y col. (1998)

empleando células de pulmón, y células de adenocarcinoma de colon, el número de

células por área que producía la máxima síntesis de porfirinas se encontraba dentro del

orden de los resultados de nuestro trabajo.

Una concentración de He-ALA 60 veces más baja que la de ALA, indujo la

misma cantidad de porfin'nas en las células LM2. Otros autores han obtenido resultados

similares con distintos tipos de células (Gaullier y col., 1997 y Uehlinger y col., 2000).

A iguales concentraciones, el He-ALA indujo 1,6 veces más porfin'nas que el

ALA. Sin embargo cabe destacar que la cantidad de porfirinas necesaria para producir la

muerte celular total en este modelo es mucho menor que el máximo contenido logrado

bajo las condiciones óptimas.

El ALA mantuvo un plateau luego de alcanzar el máximo nivel de porfirinas,

mientras que el He-ALA a altas concentraciones produjo una disminución en el

contenido de porfirinas acumuladas, en concordancia con la toxicidad en oscuridad

encontrada a esas concentraciones, en cambio el ALA no fue significativamente tóxico

en el rango de concentraciones utilizadas.

Comparando la producción de porfirinas en función de la fototoxícidad inducida,

encontramos que cuanto mayor es la cantidad de porfirinas acumuladas, mayor es el

daño producido. Gaullier y col. (1997) empleando cultivo de células humanas y

animales obtuvieron un patrón similar. En este trabajo encontramos que la PPIX

formada a partir de ALA o su derivado, sensibilizan a las células de igual forma para la

fotoinactivación.

Independientemente del pro-fotosensibilizante utilizado, las células tratadas con

TFD expuestas a dosis lumínicas altas, mostraron la fragmentación del ADN

intemucleosomal característico de un proceso apoptótico. Estos resultados indican que

luego del clivaje y conversión a porfirinas, el éster de ALA remanente o la cadena de

alcohol liberada, no interfieren con el mecanismo de citotoxicidad inducida por la

fotosensibilización. La presencia de un chorreado, producto de la digestión al azar del
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ADN, sugiere que también se induce en cierto grado la necrosis. La presencia de trazas

de ADN cortado al azar en células tratadas sólo con ALA o con el derivado, sugiere que

pane de la necrosis se induce como consecuencia de la toxicidad en oscuridad.



Il. Síntesis de porfirinas en explantes de tumor M2 expuestos a

ALA o He-ALA, libre y liposomal

Con el fin de optimizar el daño producido por la TFD y teniendo en cuenta que un

entorno lipofílico favorecería la entrada del precursor, y dado que el He-ALA demostró

ser más eficiente que ALA en la línea celular LM2, realizamos experiencias ex vivo

utilizando ALA y su derivado He-ALA encapsulados en liposomas, y comparamos su

eficiencia con los compuestos libres. Para ello se prepararon liposomas multilamelares

neutros según se describe en Materiales y Métodos, y utilizamos un modelo de

explantes tisulares desarrollado en nuestro laboratorio (Polo y col., 1988).

11.1.Síntesis de porfirinas en función de la dosis de ALA 0 He-ALA.

Se incubaron explantes de adenocarcinoma mamario M2 con diferentes

concentraciones de ALA y I-le-ALA libre y liposomal, tal como se detalló en Materiales

y Métodos. Los resultados se muestran en la figura II.1. Se puede observar que en la

medida que aumenta la concentración de ALA/He-ALA, tanto libre como liposomal,

aumenta la cantidad de porfin’nas acumuladas. Se alcanza una saturación a 1 mM para el

ALA libre (12,20 ¿1,39 ug porfirinas / g de tejido) y 1,4 mM para el ALA liposomal

(10,83 i 1,64 ug porfirinas / g de tejido). También se pueden ver los puntos de

saturación para el He-ALA: l mM para He-ALA libre (10,88 i 0,68 ug porfirinas / g de

tejido) y 0,4 mM para el He-ALA liposomal (6,56 i: 0,14 ug porfirinas / g de tejido).

A bajas concentraciones y para ambos compuestos (0,2 mM para ALA y 0,4 mM

para He-ALA), no se observaron diferencias significativas en la cantidad de porfirinas

generadas, independientemente de que se emplearan los compuestos en forma libre o

liposomal. A concentraciones más elevadas, las porfirinas acumuladas a partir de las

formulaciones liposomales fueron entre un 10 y un 40 % menor, dependiendo de la

concentración utilizada, en los explantes tratados tanto con ALA como con He-ALA.

96



pgporfirinas/gtumor

l I I I I I |1 I

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.o 1.2 1.4 1.6 1.8

Concentración de ALAo He-ALA (mM)

Figura 11.1: Síntesis de porflrinas a partir de ALA y He-ALA libre y liposomal, en

explantes de tumor M2.

Los exp/antes se incubaron 3 horas en presencia de diferentes concentraciones de

(A) ALA libre (O), liposomal (O), y (B) He-ALA libre (I), liposomal (D), en medio

sin suero. Al finalizar la incubación, las por/irinas se cuantificaron como se

describe en Materiales y Métodos. Los datos representan el promedio de 3

experiencias independientesy las barras de error muestran la desviación estándar.



En la figura II.2 se muestra la cinética de acumulación de las porfirinas

intracelulares. Durante el período de 24 horas estudiado, tanto con ALA como con He

ALA el contenido celular de porfirinas aumenta linealmente, para cualquiera de las

formulaciones utilizadas. Con los compuestos libres, se alcanzó un plateau a las 20

horas de incubación. Para ambas formulaciones la síntesis de porfirinas fue siempre

mayor a partir de ALA.

Las porfirinas liberadas al medio de incubación fueron entre el 30 y el 35 % de la

cantidad acumulada intracelularmente para todas las concentraciones de ALA y He

ALA utilizadas y para ambas formulaciones.
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Figura 11.2:Síntesis de porfirinas en función del tiempo a partir de ALAy He-ALA libre y

liposomal en explantes de tumor M2.

Los explantes se incubaron durante diferentes tiempos en presencia de (A) ALA libre

(0) o liposomal 0,6 mM (0), y (B) lle-ALA libre (I) o liposomal 0,6 mM(¡:I)en medio

sin suero. Las porfirinas se determinaron como se describe en Materiales y Métodos.

Los datos representan el promedio de 3 experiencias independientes y las barras de

error muestran la desviación estándar.
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[1.2. Daño fotodinámico a partir de ALA y He-ALA, libre y liposomal en

explantes de tumor M2. Estudios histológicos

Dado que el I-le-ALA había inducido apoptosis al igual que el ALA en la línea

celular LM2 (capítulo I), se estudió si existían differencias en los daños producidos por

el tratamiento fotodinámico con ambos compuestos. Para esto se analizaron los cambios

morfológicos en cortes histológicos de los explantes tratados y sus controles

correspondienes mediante microscopía óptica y electrónica.

En los explantes fijados 4 horas luego del tratamiento con ALA-TFD libre o

liposomal, se observaron por microscopía óptica algunas de las alteraciones más

comunes, como por ejemplo la vacuolización y la formación de vesículas en el

citoplasma (figura II.3).

Mediante microscopía electrónica se observó un severo hinchamiento de las

mitocondn'as y del reticulo endoplasmático, disrupción de membranas e invaginaciones,

pérdida del espacio intersticial debido al agrandamiento general de la célula (figuras II4

y IIS); en cambio el núcleo se mantuvo intacto.

Con la misma dosis de luz, a las 24 horas post TFD, el daño progresó aún más y

se pudo observar muerte de células tumorales, restos celulares y nucleares. (figura II.6).

Estas características de daños tempranos y tardíos fueron idénticos en los explantes

tratados con TFD a partir de ALA o He-ALA libres o liposomales.

Los explantes controles, tratados sólo con luz o sólo con ALA, fueron normales e

iguales a los explantes que no fueron tratado ni con luz ni con ALA (figura 3 B).(V.3 B)

En los tejidos tratados con ALA liposomal pero que no fueron irradiados, se

observó la presencia de vesículas de fosfolípidos que estaban por ingresar a la célula en

el citoplasma y en algunos espacios intercelulares. (figura II.6 B). Luego de la

irradiación, se pudo observar algunos liposomas aún libres entre los restos celulares.

(figura II.6 A). El detalle de los liposomas rodeados por membrana celular se observa

en la micrografía electrónica de la figura II.5 B.



Figura II.3: Microscopía óptica de explantes de tumor tratados con ALA libre-TFD y no

tratados.

(A) explante incubado 3 horas con ALA libre 0,6 mM luego irradíado con una dosis

lumínica de 190 J/cm2 y fijado 4 horas después. Se puede observar vacuolización y

vesiculízación del citoplasma. El núcleo permanece intacto (1000/0. (B) explante

control incubado en las mismas condiciones, pero en ausencia de ALAy no írradíado.

(63m9.
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Figura 11.4:Microscopía electrónica de explantes de tumor tratados con ALA libre-TFD y no

tratados.

(A) explante incubado 3 horas con ALA libre 0,6 mM irradíado con una dosis lumínica de 190

J/cm" y fijado 4 horas después. Se puede observar el hichamiento de mitocondrias y retículo

endoplasmático,y pérdida del espacio intersticial debido al agrandamíento general de la célula.

(3000/0. (B) explante control incubado en las mismas condiciones, pero en ausencia de ALAy

no irradiado. (3000K).
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Figura II. 5: Microscopía electrónica de explantes de tumor tratados con ALA libre-TFD.

LOCOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO.OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO

(A, C y D): explantes incubados 3 horas con ALA libre 0,6 m.M,(D) o encapsulado, írradíados

con 190 J/cmz y fijado 4 horas después. (A) detalle del hichamíento de mitocondrías y retículo

endoplasmático (7000)O. (B) detalle de ALAliposomal rodeado por la membrana celular (flechas)

(7000X) (C) invaginación de la membrana plasmática (D) Pérdida de la integridad de membrana

citoplasmátíca (7000X).
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Figura [1.6: Microscopía óptica de explantes de tumor tratados con ALA liposomal-TFD y no

tratados.

(A) explante incubado 3 horas con ALA liposomal 0,6 mM, irradiado con 190 J/cm2 y fijado 24

horas después. Se puede observar pérdida de la integridad celular. Restos de células y núcleos

sueltos (lOOX) (B) Explantes control incubados con ALA liposomal y no irradiados. Se pueden

ver liposomas en el citoplasma (flechas pequeñas) y algunos en el espacio intracelular justo antes

de ser endocitados o fusionarse con la membrana plasmática (flechas grandes) (lOOOX).
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".3. Discusión

En nuestro modelo de cultivo de explantes de tejidos, el encapsulamiento tanto del

ALA como del He-ALA, no incrementó la tasa de síntesis de porfirinas en el tumor.

Más aún, cuando se expuso la línea celular tumoral LM2 derivada del adenocarcinoma

mamario M2 tanto a ALA como a He-ALA liposomal, se produjo una menor cantidad

de PPIX comparado con los mismos compuestos libres (datos no mostrados). Había

producido en contraste, la administración de ALA liposomal in vivo un incremento en la

acumulación de porfirinas en el tejido tumoral (Fukuda y col., 1992). Estas diferencias

entre los resultados in vivo e ¡n virro se pueden atribuir a la ausencia de un sistema

vascular y esto debe tenerse en cuenta para estudiar la performance real del tratamiento

de TFD.

El He-ALA no aumentó la síntesis de porfirinas, por el contrario, fue

significativamente menor comparada con el ALA a partir de las 5 horas de incubación.

En explantes de piel de rata, la síntesis de porfirinas a partir de He-ALA sólo sobrepasa

la síntesis de porfirinas a partir de ALA a ciertos tiempos de incubación (Casas y col.,

1999).

Empleando la línea celular LM2 habíamos encontrado que la máxima cantidad de

porfirinas se sintetizaban a partir de ALA 0,6 mM y que la misma cantidad se producía

con una concentración 60 veces mas baja de He-ALA. También habíamos demostrado

que las porfirinas formadas a partir tanto de ALA como de He-ALA, sensibilizan a las

células en igual forma para la fotoinactivación (Capítulo I). Estas diferencias entre los

resultados obtenidos con las líneas celulares y los tumores sólidos parentales podría

atribuirse al confinamiento del He-ALA en el espacio intersticial y consecuentemente la

limitada disponibilidad para las células; o a una diferencia en la expresión y la actividad

de las esterasas en la línea celular comparada con el tumor parental.

Se ha demostrado que los liposomas son endocitados por la membrana plasmática

y/o se fusionan con ella, de este modo pueden introducir su contenido en el citoplasma

celular (Margolis y col., 1982). La presencia de liposomas (figura SB) rodeados por la

membrana celular apoya la teoría de que los liposomas son incorporados por

endocitosis.

No se conoce aún la localización del ALA o del He-ALA dentro del liposoma,

pero la naturaleza hidrofi'líca de la molécula del ALA indican’a que muy probablemente

queda retenido en el espacio acuoso interno entre las capas lipídicas en el liposoma
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multilaminar. Debido a que el I-le-ALA es más lipofilico que el ALA, debería

distribuirse entre la fase acuosa y lipídica de los liposomas; por Io tanto se esperan’a que

los compuestos se liberaran en forma diferente.

La permeabilidad de los liposomas aumenta cuando interacciona con las células,

plasma o suero, así como también con proteínas específicas del plasma, especialmente

lipoproteínas. Los lípidos se pueden intercambiar entre los liposomas y las lipoproteínas

principalmente LDL (Rodal y col., 1998) y en algunos casos puede ocurrir la ruptura

completa del liposoma. En nuestro caso, el uso de medio libre de suero minimiza este

efecto. Además, los liposomas compuestos de fosfoli'pidos neutros como la

fosfatidilcolina, son más estables, y sólo el 24 % de sus componentes se pierde en 7

horas (Hunt, 1982).

No hubo diferencias entre el daño subcelular inducido por la TFD con ALA

liposomal comparado con ALA libre, indicando que los mecanismos de muerte celular

inducidos sen'an los mismos. La PPIX se genera en la mitocondria y se redistribuye en

el citoplasma y en la membrana con el consecuente daño mitocondrial y de reticulo

endoplasmático. El daño mitocondria] directo es el blanco principal del ALA-TFD

(Iinuma y col., 1994). El retículo endoplasmático y otras estructuras membranosas se

podn’an dañar indirectamente por acción de los intermediarios reactivos del oxígeno

provenientes del fotosensibílizante lipofilico PPIX. El núcleo, sin embargo, permanece

intacto en los estadios tempranos del daño celular inducidos tanto por el ALA libre o

liposomal luego de la TFD, pero los cambios tardíos inducen la muerte celular por

necrosis, incluyendo la disrupción de la estructura nuclear.



lll. Experiencias in vitro con citoprotectores contra el daño

fotodinámico a partir de ALA en la línea celular LM2.

A fin de evaluar los mecanismos de acción de la TFD y buscando una mejor

estrategia de tratamiento, que sea capaz de proteger los tejidos sanos y aumentar la

eficiencia de la terapia, se estudió la acción de diversos agentes citoprotectores en la

modulación de la TFD. Para esto se utilizaron aminoácidos con acción protectora,

antioxidantes y scavengers de radicales libres o del oxígeno singulete ('02) formados

durante el tratamiento. En la tabla III.l se muestra la acción principal de los compuestos

empleados.

Tabla IIIJ: Acción de algunos scavengers de radicales libres, aminoácidos, antioxidantes y

compuestos sulfurados contra el daño inducido por ALA-TFD.

Modo de Acción

SAM Precursor de GSH. Puede atravesar membranas celulares

NAC Actúa como scavenger mediante el metabolismo de tíoles o

aumentando el metabolismo de GSH. Secuestrante de l02

GSH Scavenger de radicales libres. Donante de hidrógeno

Cisteína Precursor de GSH

GSSG Producto de la oxidación de GSH. Sin acción citoprotectora

Metionina Precursor de GSH

Triptofano Principalmente secuestrante de '02 .

Manitol Principalmente scavenger del radical hidroxilo ('OH)

Glicina Su oxidación ayuda a mantener el estado redox de la célula.

Melatonina Principalmente scavenger de "OH pero también de varios radicales

libres

SAM, S-adenosilmelionina, NAC, N-acetilcisteína, GSH, glulalión reducido, GSSG,

glulalión oxidado.
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Se incubaron las células en presencia de ALA y diferentes concentraciones de

agentes citoprotectores como se detalla en Materiales y Métodos. En las figuras III.l a

III.4 se muestra la acción de los diversos agentes estudiados sobre la viabilidad celular

bajo cuatro condiciones experimentales diferentes: (a) el efecto del protector sobre la

viabilidad celular, (b) la acción fotoactiva potencial del compuesto cuando se lo

ilumina, (c) la acción citotóxica cuando se lo incuba con ALA y (d) el efecto modulador

sobre la acción citotóxica inducida por el ALA-TFD.

Ninguno de los compuestos resultó ser tóxico per se a bajas concentraciones.

Empleados en altas concentraciones disminuyeron la viabilidad celular en más del 20

%: por encima de 0,02 mM para SAM, 3 mM para melatonina y cisteína, 4 mM para

glicina y metionina, 15 mM para GSSG y 20 mM para NAC, triptofano, GSI-Iy manitol.

No encontramos ninguna acción fotoactiva de los compuestos en ausencia de

ALA, y cuando fueron incubados con ALA pero no irradiados, en general hubo una

reversión de la toxicidad en oscuridad generada por el precursor. La excepción fue el

GSSG que aumentó la citotoxicidad inducida por ALA. Como patrón general, las

concentraciones a las que los compuestos protegieron contra la citotoxicidad inducida

por ALA fueron similares a las concentraciones que protegieron contra los daños de la

TFD.
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Figura III. l: Efecto de SAM, GSHy metionina sobre la supervivencia inducida por la TFD,

el ALAy la exposición a la luz.

El SAM GSHy metionina se agregaron a las células 24 horas antes de la TFD, durante

la incubación con ALA,durante el periodo de exposición a la luz y por 19 horas luego

del tratamiento. (o) células tratadas sólo con ALA, (O)Células tratadas con ALA-TFD,

(A) células irradiadas sin ALA, (A) células sin tratamiento. El ensayo de MTT se

realizó luego de cambiar el medio por medio libre de scavengers. El porcentaje de

supervivenciafile referido al control de células sin tratar con TFDy sin exposición a

los scavengers. Cada punto representa el promedio de tres determinaciones

independientes. Las barras de error muestran la Desviación Estándar.
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Figura III.2: Efecto de triptofano y manito! sobre Ia supervivencia inducida por la TFD, el

ALAy la exposición a la luz.

El triptofano y el manito! se agregaron a las células 24 horas antes de la TFD, durante

la incubación con ALA,durante el período de exposición a Ia luz y por 19 horas luego

del tratamiento. (0) células tratadas sólo con ALA, (o)CéluIas tratadas con ALA-TFD,

(A) células irradiadas sin ALA, (A) células sin tratamiento. El ensayo de M77" se

realizó luego de cambiar el medio por medio libre de scavengers. E1 porcentaje de

supervivenciafile referido al control de células sin tratar con TFD y sin exposición a

los scavengers. Cada punto representa el promedio de tres determinaciones

independientes. Las barras de error muestran la Desviación Estándar.
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Figura 111.3:Efecto de melatonina y glicina sobre la supervivencia inducida por la TFD, el

ALAy la exposición ala luz.

La melatonina y la glicina se agregaron a las células 24 horas antes de la TFD,

durante la incubación con ALA, durante el período de exposición a la luz y por 19

horas luego del tratamiento. (0) células tratadas sólo con ALA,(O)Células tratadas con

ALA-TFD, (A) células irradiadas sin ALA, (A) células sin tratamiento. El ensayo de

MTTse realizó luego de cambiar el mediopor medio libre de scavengers. El porcentaje

de supervivenciafile referido al control de células sin tratar con TFDy sin exposición a

los scavengers. Cada punto representa el promedio de tres determinaciones

independientes. Las barras de error muestran la Desviación Estándar.
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Figura III.4: Efecto de NAC, cistet'nay GSSGsobre la supervivencia inducida parla TFD, el

ALAy la exposición a la luz.

La NAC, la cisteína y el GSSG se agregaron a las células 24 horas antes de la TFD,

durante la incubación con ALA, durante el período de exposición a la luz y por l9

horas luego del tratamiento. (0) células tratadas sólo con ALA,(O)Células tratadas con

ALA-TFD, (A) células irradiadas sin ALA, (A) células sin tratamiento. El ensayo de

MTTse realizó luego de cambiar el mediopor medio libre de scavengers. El porcentaje

de supervivenciafile referido al control de células sin tratar con TFD y sin exposición a

los scavengers. Cada punto representa el promedio de tres determinaciones

independientes. Las barras de error muestran la Desviación Estándar.
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El efecto de estos compuestos protectores sobre la toxicidad inducida por el ALA

TFD se analiza más extensamente en las figuras III.5 y III.6.

Para estudiar en forma comparativa el efecto de los scavengers, antioxidantes y

compuestos sulfurados, se definió el grado de protección (GP) como la relación entre la

supervivencia luego del ALA-TFD en presencia del protector y la supervivencia luego

del ALA-TFD en ausencia del protector.

Dependiendo del compuesto, el máximo grado de protección se encontró a

distintas concentraciones. L-triptofano (GP = 9,2 a 2 mM), glutatión reducido (GP = 5,8

a 0,8 mM), N-acetil-L-cisteína (GP = 5,3 a 20 mM), melatonina (GP = 4,5 a 8 mM), L

metionina (GP = 4,0 a 0,8 mM) fueron los mejores protectores contra los daños

producidos por la TFD. Le siguieron L-cisteína (GP = 2,8 a 8 mM), manitol (GP = 2,6 a

20 mM), y glicina (GP = 2,4 a 40 mM), mientras que el glutatión oxidado y la S

adenosil-L-metíonina no ejercieron ningún efecto protector.

En otro set de experimenteos las células fueron expuestas a los compuestos

protectores sólo durante el período previo a la iluminación, o sólo durante el período de

irradiación o luego de la misma y a todas las combinaciones posibles de estas

condiciones experimentales. El máximo GP se encontró cuando las células fueron

expuestas a los compuestos antes y durante la irradiación, mientras que el agregado de

los protectores luego de la TFD no aumentaba la supervivencia celular (datos no

mostrados).
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Figura 111.5: Efecto de los protectores sobre la supervivencia de las células luego del

tratamiento con ALA-TFD.

SAM.GSH y metionina, triptofano y manito! se agregaron a las células 24 horas antes de la TFD,

durante el tratamiento con ALA,durante el período de exposición a la luzy por l 9 horas luego del

tratamiento. El ensayo de M77 se realizó luego de 19 horas y luego de cambiar el medio por

medio libre de scavengers. El GP es la relación entre la supervivencia celular luego del

tratamiento con ALA-TFD en presencia de los diferentes compuestos y la supervivencia sin los

protectores.
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Figura 111.6:Efecto de los protectores sobre la supervivencia luego del tratamiento con ALA

TFD.

Glicina, melatonina, NAC, cisteina y GSSG se agregaron a las células 24 horas antes de la TFD,

durante el tratamiento con ALA,durante el periodo de exposición a la luzy por 19 horas luego del

tratamiento. El ensayo de M77”se realizó luego de 19 horas y luego de cambiar el medio por

medio libre de scavengers. El GP es la relación entre la supervivencia celular luego del

tratamiento con ALA-TFD en presencia de los diferentes compuestos y la supervivencia sin los

protectores.
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III.l. Discusión

El L-tn'ptofano, un reconocido y eficiente agente secuestrante de oxígeno

singulete, fue el mejor protector entre todos los compuestos analizados, alcanzando un

GP de 9,2 a concentraciones tan bajas como 2 mM. Por otro lado el manitol, un

scavenger del radical hidroxilo sólo mostró una baja protección (GP = 2,6 a 20 mM).

Aunque la especificidad para secuestrar los radicales libres no es total, estos resultados

indican la importancia del oxigeno singulete en la muerte celular mediada por ALA

TFD.

En cuanto a los compuestos sulfurados, el GSH fue altamente protector. El

aminoácido esencial metionina se puede convertir en SAM, el cual mediante una serie

de transulfuraciones reacciona dando cisteína y de allí se transforma en GSH. Por otra

parte el aminotiol NAC puede actuar como scavenger de radicales libres uniéndose al

grupo sulfhidn'lo reducido tanto sea a través del metabolismo de tioles o incrementando

el metabolismo de GSH. El NAC por sí mismo puede actuar como secuestrante de

oxígeno singulete. In vivo NAC puede formar cisteína, cistina, metionina, glutatión y

dísulfuros mixtos (Baas y col., 1991). Nosotros encontramos que el GSH (GP = 5,8 a

0,8 mM), NAC (GP = 5,3 a 0,8 mM) y metionina (GP = 4,0 a 0,8 mM), cuando se los

utiliza a las concentraciones de máxima protección, bn'ndan una mayor protección que

la L-cisteína (GP = 2.8 a 0,8 mM) la cual induce una leve protección. Sin embargo cabe

destacar que se necesitan concentraciones mucho mayores de NAC para inducir el

mismo efecto que el producido por el GSH.

Para la mayon'a de los compuestos la mayor protección se alcanzó a

concentraciones relativamente altas, pero hay que tener en cuenta que concentraciones

por encima de l mM no son farmacológicamente relevantes.

Sorpresivamente, el SAM, no mostró ninguna protección frente al ALA-TFD,

probablemente debido a que concentraciones mayores a 0,02 mM resultaron ser tóxicas,

un resultado no esperado. En cambio como era previsible, el GSSG no tuvo efecto

protector, ni aumentó el efecto de la TFD.

La viabilidad celular de los controles no tratados y de las células tratadas con

ALA-TFD aumentó en un 60 % en presencia de GSH, mostrando una activación

inespecífica del metabolismo celular. Por otro lado el L-triptofano incrementó en un 40

% la viabilidad de las células no tratadas, pero se observó un aumento mucho mayor en
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las células tratadas con TFD (140 %), demostrando una acción protectora específica

contra el daño producido por la TFD.

La hormona de la glándula pineal, melatonina, es un potente scavenger del °OH

(Reiter y col., 1991). Se ha descripto su acción como neutralizador del peróxido de

hidrógeno, del '02, el anión peroxinitn'to y el óxido nítn'co, además de estimular van'as

enzimas antioxidantes (Reiter y col., 2000). Cuando la melatonina se administra in vivo

se observa una disminución en la actividad de algunas enzimas antioxidantes al igual

que cuando se administra ALA, pero cuando ambas drogas se administran

conjuntamente, la melatonina antagoniza los efectos del ALA (Tomas-Zapico 2002).

Nuestros resultados muestran que este compuesto es un excelente protector (GP = 4,5 a

8 mM), casi al mismo nivel que los compuestos sulfurados NAC y metionina.

Además del oxígeno singulete, que es el agente citotóxico primario de la TFD, se

generan otras especies reactivas de oxígeno interconvertibles, en forma mayoritaria el

radical hidroxilo (Henderson & Miller, 1986). Más aun, el oxígeno singulete que es una

forma de oxígeno muy activa, es capaz de inducir la formación de radicales libres de

oxígeno. (Hideg y col., 1994 , Buettner, 1981). Estos dos hechos explican el por qué de

la capacidad de la melatonina de proteger contra el daño inducido por el ALA-TFD.

La protección ejercida por el aminoácido tn'ptofano probablemente se deba a que

secuestra el '02 (Henderson & Millar, 1986), mientras que la leve acción de la glicina se

puede atribuir a la oxidación directa de la molécula (Baas y col., 1995). En

concordancia con nuestros resultados, Henderson y Miller encontraron en células CHO

que el triptofano inhíbía el daño producido por la TFD con Photofrin. Se ha observado

que la glicina protegía contra las radiaciones ionizantes (Baas y col., 1995) pero hasta el

momento no se ha demostrado una acción protectora contra la TFD.

Los máximos grados de protección se encontraron cuando las células se incubaron

con los compuestos antes y durante la TFD, mientras que su incubación después de la

TFD no incrementó la protección ni el porcentaje de supervivencia. En contraste con

nuestros resultados, en células leucémicas murinas, el agregado de Trolox o a-tocoferol

durante los 60 minutos posteriores a la TFD con estaño-etiopurpurina, indujeron una

protección parcial contra la apoptosis y la fototoxicidad (Kessel & Luo, 1996). Sin

embargo, la distinta localización subcelular de los fotosensibilizantes podría dar on'gen

a diferentes patrones de protección.

En base a nuestros resultados observamos que el L-triptofano, un potente

secuestrante del oxígeno singulete, es el mejor protector contra los daños de la TFD
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seguido de compuestos sulfurados como el GSH, el NAC, metionina y la melatonina.

La presencia del protector antes y durante la iluminación con luz láser es crucial para la

protección. Estos resultados son importantes para proteger a los tejidos normales de los

efectos secundarios producidos por la TFD.



IV. TF D en Linfocitos Activados y en Reposo.

Dado que la luz visible o UV es capaz de inducir la activación de algunas enzimas

antioxidantes en células mononucleares, y que la activación de dichas enzimas podría

modular la resistencia al daño inducido por la TFD, se decidió estudiar el efecto del

ALA-TFD en linfocitos, activados y en reposo, de bazo de ratón.

Se evaluó la síntesis de porfirinas en función de la dosis y el tiempo de

incubación, la supervivencia celular a distintas dosis de luz y tiempo luego del

tratamiento con ALA-TFD, así como la respuesta de las células a través de la medición

de actividad de distintas enzimas antioxidantes.

lV.l. Síntesis de porfirinas en linfocitos activados y en reposo.

La figura IV.l muestra la acumulación de porfirinas en función de la dosis de

ALA. La concentración de porfirinas se incrementó en forma dosis dependiente con el

aumento en la concentración de ALA, alcanzando un pico con ALA 0,8 mM. Por

encima de esa concentración la cantidad de porfirinas se redujo a casí la mitad. La

acumulación de porfirinas a partir de ALA 0,6 mM fue 3 veces el valor del control y fue

suficiente para fotosensibilizar las células, por lo que esa concentración se usó para los

experimentos de TFD.

La figura IV.2 describe la acumulación de porfirinas en función del tiempo en

linfocitos activados y en reposo, así como en sus correspondientes medios de

incubación. En linfocitos activados con concanavalina A (Con A) la cantidad de

porfirinas se incrementó rápidamente dentro de las primeras 24 horas de incubación con

ALA. Entre las 24 y 48 horas se mantuvo en un plateau, y luego la síntesis se

incrementó nuevamente entre las 48 y las 72 horas. La liberación de porfirinas al medio

de incubación aumentó casi linealmente durante las primeras 48 horas en presencia de

ALA.
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Figura IVJ: Acumulación de porfirinas en función de la dosis de ALA en linfocitos

activados.

Los linfocitos estimulados 72 horas con Con A se incubaron en presencia de diferentes

concentraciones de ALA. Tres horas después se determinó el contenido total de porfirinas

(células + medio) fluorométricamente y se relativizó por número de células. Los datos

representan el promedio de 3 experiencias independientes y las barras de error la

Desviación Estándar.
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Figura IV.2: Acumulación deporfirinas enfunción del tiempo en linfocitos activadosy en

reposa.

Los linfocitos se incubaron con ALA 0,6 mM durante diferentes tiempos. (O) linfocitos

estimulados 72 horas con Con A; (O) linfocitos no estima/ados. El contenido de porfirinas

en las células y el medio de incubación se determinaron fluorométricamente y se relativizó

por número de células. Los datos representan el promedio de 3 experiencias independientes

y las barras de error la Desviación Estándar.
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De la sintesis total de porfirinas. es decir la suma de porfin'nas de las células y el

medio de incubación (tabla IV.l), se puede inferir que la síntesis de porfin'nas en

linfocitos activados es lineal hasta las 48 horas alcanzando luego un plateau.

Considerando la alta cantidad de porfirinas liberadas a partir de las 24 horas, se

seleccionó este tiempo de incubación para realizar los experimentos de TFD.

En linfocitos activados, la cantidad total de porfirinas sintetizadas a partir de ALA

luego de 24 horas, es casi 25 veces la encontrada en células en reposo. Sin embargo,

durante pen’odos de incubación de 72 horas, la síntesis en células en reposo se

incrementa marcadamente, de modo que la cantidad de porfin'nas formadas por las

células activadas es sólo 1,5 veces la producida por células en reposo.

El porcentaje de porfirinas liberadas en el medio por los linfocitos activados y en

reposo se incrementó ligeramente con el tiempo de incubación.

Tabla IV.I: Porfirinas totales y liberadas al medio de incubación en función del tiempo de

incubación con ALA.

Con A - Con A

Tiempo de Contenido total Porcentaje Contenido total Porcentaje

incubación con de porfirinas (ug liberado al de porfirinas liberado al

ALA (h) por 109cel.) medio (ug por lO9cel.) medio

O 2,4 O 1,0 O

2 8,1 75 1,7 47

5 19 75 2,5 60

16 30 75 4,2 71

24 l lO 81 4,4 90

48 187 89 9,2 77

72 187 83 131 90

Los linfocitos se incubaron con ALA 0,6 mM durante diferentes tiempos. Las células se

activaron mediante la incubación con Con A durante 72 horas y se realizaron controles de

linfocitos no estimulados. El contenido de por/irinas en las células y el medio se determinó

flourométricamente luego de la extracción, se relativizó por número de células, y se calculó

el porcentaje de porfirinas liberadas al medio.

122



IV.2. Respuesta de los linfocitos activados y en reposo al ALA-TFD.

Examinamos la respuesta de las células expuestas a bajas y altas dosis de luz,

luego de diferentes tiempos de incubación en presencia del pro-fotosensibilizante ALA

(figura IV.3). Los tiempos más largos de exposición a ALA, se correlacionan con una

mejor respuesta al tratamiento con TFD. Las dosis de luz más elevadas también

incrementaron la toxicidad. Luego de 2 horas de exposición al ALA, en las células

activadas se produjo un 50% de mortalidad por la irradiación con una dosis lumínica de

2,1 ó 12,2 J/cmz.

A pesar de la baja cantidad de porfirinas acumuladas en linfocitos en reposo,

luego de 2 horas de incubación con ALA, el 40% de las células mon'an con las dosis

altas de luz y esta respuesta tóxica no se incrementó significativamente con periodos

más largo de incubación con ALA. Luego de 18 hs de exposición a ALA se indujo sólo

50% de muerte celular.

La supervivencia de linfocitos activados y en reposo a diferentes tiempos luego de

la TFD con bajas dosis de luz (3,1 J/cmz) se muestra en la figura IV.4 En células

activadas por mitógenos, la viabilidad disminuyó rápidamente, quedando sólo el 50% de

la cantidad de linfocitos iniciales 2 horas luego de la irradiación. A partir de ese

momento la disminución se hizo más gradual y 48 horas luego de la TFD sólo el 15%

de las células sobrevivieron. El tratamiento de TFD de linfocitos en reposo disminuyó la

supervivencia al 75% a las 4 horas, pero las células se recuperaron rápidamente de este

daño transitorio, de modo que el porcentaje de linfocitos sobrevivientes fue 100% a las

24 horas, disminuyendo nuevamente al 65% a las 48 horas.
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Figura IV.3: Supervivencia celular luego de diferentes tiempos de incubación con ALA antes

de la TFD.

Los linfocitos estimulados con Con A por 72 horas, se incubaron en presencia de ALA 0,6 mM

durante diferentes tiempos y luego se irradiaron con 3.1 (A) ó [2,2 J/cm’ (O). (O), linfocitos

control no estimulados con Con A, incubados con ALAe irradiados con 12,2 J/cm". Finalizada

la irradiación las células se incubaron en medio libre de ALAy Con A por 2] horas y luego se

realizó el M77".El porcentaje de viabilidad se calculó a partir de los respectivos controles no

irradiados.
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Figura IV.4: Supervivencia celular a diferentes tiempos luego de la TFD apartir de ALA.

(O) Linfocitos estimulados 72 horas con Con A, incubadas en presencia de ALA 0,6 mM durante

24 horas e irradiados con 3. l J/cmz. Luego las células se incubaran en medio libre de ALAy Con

A. durante distintas tiempos y se realizó el ensayo de MTT. (O) Linfocitos no estimulados

incubadas con ALA 0,6 mM por 24 horas e irradiados con 3.! J/cmz. Los porcentajes de

viabilidad se calcularon en base a los respectivos controles no irradiados.

En la figura lV.5 se muestra la respuesta de linfocitos activados y en reposo,

previamente expuestos durante 24 horas a ALA, a diferentes dosis lumínicas, así como

la toxicidad marginal de la luz sola sobre las células incubadas sin ALA. En linfocitos

activados el porcentaje de supervivencia de células expuestas a ALA-TFD disminuyó

con el aumento de la dosis lumínica, y una dosis de 0,6 J/cm2 indujo el 50% de muerte

celular. En células en reposo, el mismo porcentaje de muerte se observó luego de la

exposición a 1,5 J/cm2. En células tratadas sólo con luz, se observó un descenso en la

viabilidad de 20-30% tanto en células activadas como en células en reposo.
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Figura I V.5: Supervivencia de linfocitos activados y en reposo luego del ALA-TFD con

diferentes dosis luminicas.

(0) Linfocitos estimuladas 72 horas con Con A. incubados en presencia de ALA0,6 mM durante

24 horas e irradiados con diferentes dosis de luz. Luego las células se incubaron en medio libre

de ALAy Con A, durante distintos tiempos y se realizó el MTT. Células no estimuladas (O)

incubadas con ALA e irradiadas. Células control estimuladas (I) o no estimuladas con Con A

(El)incubadas en medio libre de ALAe irradiadas. Los porcentajes de viabilidad se calcularon

en base a los respectivos controles no irradiados.

IV.3. Respuesta antioxidante de células sobrevivientes al ALA-TFD.

Los linfocitos activados o no, se incubaron en presencia de ALA y luego de

realizar la irradiación y los controles adecuados, se procedió a la determinación de la

actividad de diversas enzimas del sistema antioxidante de defensa celular.

La actividad de SOD en linfocitos activados (tabla IV.2) disminuyó

aproximadamente un 30 % por el tratamiento con luz, independientemente de la

exposición a ALA. Esta disminución también se observó, aunque en un menor grado, en
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linfocitos en reposo. El tratamiento con ALA en si mismo no provocó una disminución

significativa en la actividad enzimática.

Tabla I V.2: Actividad (le la Superóxido Dismutasa luego de la TFD en linfocitos activados y

en reposo.

- ALA + ALA

- Luz +Luz -Luz +Luz

+Con A 164,2: 11,1 104,8:9,1 153,9: 12,2 97,3 :6,8

- Con A 170,1 ¿7,4 126,3 i 13,1 156,7 1- 13,5 127,5 i- 10,8

Se incubaron 2,5 x 10" linfocitos en medio conteniendo ALA 0,6 mM y se estimularon con Con A

durante 72 horas. Luego las células se irradiaron con una dosis lumínica de 3,] J/cm" y se

incubaron por 19 horas. Pasado ese tiempo se centrifugaron, se resuspendieron en PBS y se

sonicaron para la determinación de la actividad enzimática. También se realizaron controles de

células sin estimular y controles sin ALAy sin irradiar. La actividad de SOD se expresa como

unidades enzimáticas, corregidas por la viabilidad celular. Cada punto corresponde al promedio

de 3 experiencias independientes i el Desvío Estándar.

La actividad de CAT (tabla IV.3) en linfocitos activados y en reposo, disminuyó

significativametne tanto por la luz como por el tratamiento con ALA. En linfocitos

tratados con ALA-TFD (+ALA + Luz) la disminución en la actividad no fue la suma de

sus efectos independientes, sino que fue menos marcada. También se destaca que en

células activadas tratadas con TFD, se observó un incremento significativo en la

actividad enzimática al compararlo con ALA (p: 0,02) o células tratadas sólo con luz

(p: 0,002), superando la toxicidad ejercida por la luz, la cual no se observó en linfocitos

en reposo.
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Tabla I V.3:Actividad de Catalasa luego dela TFD en linfocitos activadosy en reposo.

- ALA + ALA

- Luz +Luz -Luz +Luz

+ Con A 78,49 i 9,15 40,48 i 5,82 48,15 i 3,42 57,99 1-6,93

- Con A 67,74 i 8,42 48,58 t 7,61 37,66 1-4,25 42,12 1-7,31

Se incubaron 2,5 x 106 linfocitos en medio conteniendo ALA 0,6 mM y se estimularon con Con A

durante 72 horas. Luego las células se irradiaron con una dosis luminica de 3,1 J/cmz y se

incubaron por l9 horas. Pasado ese tiempo se centrifugaron, se resuspendieron en PBS y se

sonicaron para la determinación de la actividad enzimática. Tambiénse realizaron controles de

células sin estimular y controles sin ALAy sin irradiar. La actividad de Catalasa se expresa como

unidades enzimáticas según se detalla en Materiales y Métodos, corregidas por la viabilidad

celular. Cada punto corresponde al promedio de 3 experiencias independientes i el Desvío

Estándar

En la tabla IV.4 se observa que el tratamiento con ALA-TFD indujo un

incremento de 2 veces en la actividad de glutatión peroxidasa en células activadas, pero

ni la luz ni el ALA solos produjeron cambios significativos. Sin embargo, en células en

reposo se observó una ligera pero significativa disminución de la actividad enzimática

(p=0,02) luego del tratamiento con TFD, y nuevamente no se observaron cambios en

células expuestas sólo a la luz o al ALA.

Se determinó el contenido de GSH y GSSG luego del tratamiento con ALA-TFD

(tabla IV.5). En linfocitos activados, tanto la luz como la TFD indujeron un ligero pero

significativo descenso en la relación GSH/GSSG (p=0,04 y p=0,03 respectivamente)

cuando se lo comparó con el control de -ALA-Luz. En linfocitos en reposo, la TFD

disminuyó marcadamente la relación GSH/GSSG (p=0,002) comparada con el control 

ALA-Luz, mientras que ni la luz ni el ALA solos produjeron cambios significativos.
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Table lV.4: Actividad de Glutatión Peroxidasa luego de la TFD en linfocitos activados y en

reposo.

- ALA + ALA

- Luz +Luz -Luz +Luz

+ Con A 75,18 i 10,12 80,70 i 6,52 89,21 t 9,91 179,82 i 14,82

- Con A 53,84 13,52 57,83 i 5,32 46,60 t 8,14 35,42 t 3,15

Se incubaron 2,5 x 106 linfocitos en medio conteniendo ALA 0,6 mM y se estimularon con Con A

durante 72 horas . Luego las células se irradiaron con una dosis luminica de 3,1 J/cmz y se

incubaron por 19 horas. Pasado ese tiempo se centrifugaron, se resuspendieron en PBS y se

sonicaron para la determinación de la actividad enzimática. También se realizaron controles de

células sin estimular y controles sin ALAy sin irradiar. La actividad de Glutatión Peroxidasa se

expresó como unidades enzimáticas según se detalla en Materiales y Métodos, corregidos por la

viabilidad celular. Cada punto corresponde al promedio de 3 experiencias independientes i el

Desvío Estándar.

Table IV.5: Contenido GSH/GSSG en linfocitos tratados con TFD.

- ALA + ALA

- Luz +Luz -Luz +Luz

+ Con A 40,3 i 2,8 35,7 1-3,5 40,9 i 4,5 36,4 1-1,9

- Con A 41,6 t 4,3 37,4 i 2,1 44,4 1-3,7 34,4 1-3,3

Se incubaron 107 linfocitos en medio conteniendo ALA 0,6 mM durante 24 horas y se estimuló

con Con A durante 72 horas. Luego las células se irradiaron con una dosis Iuminica de 3,]

J/cmz. 19 horas después de la iluminación se determinó la relación molar GSH/GSSG. También

se realizaron controles incubados sin ALA, sin estimular con Con A y sin irradiar. Los datos

presentados corresponden al promedio i DS de la relación GSl-l/GSSG de 5 experimentos

independientes.
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lV.4. Discusión.

Luego de la incubación de linfocitos activados en presencia de dosis crecientes de

ALA, el contenido de porfirinas aumentó hasta llegar a 0,8 mM, utilizando

concentraciones superiores el contenido de porfirinas disminuyó. Otros autores

observaron el mismo descenso en la síntesis de porfirinas a concentraciones altas de

ALA en linfocitos de sangre periférica (I-lryhorenko y col., 1998), el cual puede ser

atribuido a la toxicidad en oscuridad de altas concentraciones de ALA que afectan el

metabolismo celular. También encontramos un incremento tardío en la síntesis de

porfirinas en linfocitos en reposo luego de 72 horas de incubación con ALA.

Eléouet y col. (1997) encontraron que los linfocitos de sangre periférica normal

activados por el mitógeno “pokeweed”, acumulaban 50% más de porfirinas que los

controles no estimulados, y las células T activadas por fitohemaglutinina sintetizaban

100% más de PPIX luego de 3 horas de incubación con ALA. Nosotros encontramos

tasas de incremento del mismo orden cuando comparamos linfocitos activados y en

reposo en nuestro modelo de linfocitos esplénicos mun'nos, pero obtuvimos relaciones

más grandes cuando se prolongaba el tiempo de incubación.

El aumento de porfirinas liberadas al medio con el tiempo de incubación, refleja

probablemente cambios en la permeabilidad celular debido a los efectos tóxicos del

ALA en oscuridad durante períodos de incubación largos.

En células estimuladas, el descenso en la supervivencia celular con el incremento

del tiempo de exposición al ALA, se correlaciona con la alta acumulación de porfirinas.

En linfocitos en reposo, a pesar de la baja cantidad de porfirinas presentes luego de 2

horas de exposición al ALA, el 40% de las células muere luego de la irradiación, y esta

respuesta no se incrementó más al aumentar el tiempo de incubación con ALA, a pesar

de que la cantidad de porfirinas sintetizadas a las 72 horas es mayor. Estos resultados

sugieren que la cantidad de porfirinas no es el factor limitante en las células en reposo,

sino que la razón para esta falta de correlación podn'a deberse al bajo estado metabólico

celular, como es la disminución en la producción de radicales libres.

Las células en reposo se recuperaron del efecto de una irradiación sub-letal 24

horas después de la TFD. Esto es probablemente debido al daño provocado por la TFD

con bajas cantidades de fotosensibilizante acumulado en estas células inactivadas, lo

cual resultó en una disminución subsecuente de la actividad deshidrogenasa, ya que esta
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enzima es la que se evalúa en el ensayo de MTT. Entonces la viabilidad probablemente

disminuye debido a la baja capacidad replicativa de los linfocitos inactivados.

Weiss y col. (2003) investigaron el impacto del tratamiento con ALA en cultivo

de hepatocitos humanos, encontrado que el agregado exógeno de SOD fue capaz de

reducir el daño celular. En nuestro caso la luz roja y no el tratamiento con ALA induce

una disminución en las actividades SOD y CAT. Esto puede influir en el descenso de

viabilidad observado en linfocitos expuestos a la luz sin previa fotosensibilización con

ALA (figura IV.5). Esta disminución en la actividad pudo inducir daños asociados con

el nivel incrementado de ROS en estado estacionario, siendo ésta una característica

general del estrés oxidativo.

El ALA solo también disminuyó la actividad CAT tanto en linfocitos en reposo

como en linfocitos activados. En cambio, el ALA-TFD indujo un aumento en la

actividad CAT comparado con la disminución en la actividad producida en células

tratadas sólo con luz o ALA, por lo tanto la TFD parece recuperar la disminución en la

actividad CAT ocurrida luego del tratamiento con luz. Existen varios reportes de la

acción protectora de esta enzima agregada en forma exógena, contra los radicales libres

inducidos por ALA (Hiraku y col., 1996; Princ y col., 1998) y contra el daño producido

en el ADN (Yusof y col., 1999). Sin embargo también hay estudios in vivo que indican

que la administración crónica de ALA produce una marcada disminución en la actividad

CAT y SOD (Tomas-Zapico y col., 2002). En cambio en plantas tratadas con ALA la

actividad de la CAT aumenta marcadamente (Nishihara y col., 2003); en tanto que

mutantes de Saccharomyces cerevisiae, deficientes en ALA-S y con baja expresión de

mensajero de CAT, crecidas en presencia de ALA mostraban lO veces más mensajero

que los controles (Richter y col., 1980).

La única enzima inducida por sobre los valores normales fue la GPX en las

células activadas sobrevivientes a la TFD, pero no en linfocitos en reposo. Esta enzima

antioxidante pudo haber contribuido a la eliminación de los hidroperóxidos durante el

tratamiento de TFD. Este incremento de la actividad enzimática afectó los niveles de

glutatión, tal como se refleja en la marcada disminución de la relación GSH / GSSG.

Sin embargo, en linfocitos activados y en reposo, la luz roja indujo una leve

disminución en esta relación lo cual no se correlaciona con ningún cambio en la GPX,

probablemente debido a una posible disminución en la actividad de GSH reductasa.

La enzima CAT cataliza la eliminación del agua oxigenada, y compite con la GPX

por un sustrato común. Hay evidencias de que bajo condiciones fisiológicas la enzima
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GPX tiene un rol más importante que la CAT, y sólo a altas concentraciones de agua

oxigenada se toma más importante su descomposición mediante la actividad CAT, y

esta puede ser la razón por la cual sólo se vio una respuesta antioxidante de la GPX.

El hecho de que la respuesta antioxidante se observe sólo en linfocitos activados

era de esperar, ya que los linfocitos en reposo son relativamente resistentes al ALA TFD

(Rittnhouse-Diakun y col., 1995; Hryhorenko y col., 1999).

El análisis de la respuesta antioxidante en nuestro sistema es complicado por el

hecho de que el ALA pueda actuar como pro-oxidante conduciendo a una respuesta

antioxidante por parte de la célula (Demasi y col., 1997), por otro lado la PPIX

sintetizada a partir de ALA puede inhibir la peroxidación lipídica en la oscuridad

(Williams y col., 1999).

Una dosis única de TFD indujo una respuesta antioxidante adaptativa en linfocitos

activados dentro de las 19 horas post irradiación, reflejado en el incremento neto de la

actividad GPX y en una leve reversión en la disminución de la actividad CAT por el

tratamiento con luz. No se puede descartar la posibilidad de inducir una respuesta

antioxidante fuerte concomitante con la resistencia a los tratamientos sucesivos.

La respuesta al estrés mediado por TFD es indicativo de cambios moleculares y

celulares, por lo tanto puede ser utilizado como una medida de efectividad de la terapia.

Sin embargo, el estrés sub-letal esta implicado en otras modificaciones como la

inducción de enzimas antioxidantes y cambios en los niveles de glutatión intracelular.

Sólo las células activadas fueron capaces de desarrollar una respuesta antioxidante

adaptativa a la TFD, como consecuencia de su sensibilidad al tratamiento. Esto es

importante ya que las enzimas antioxidantes pueden modular la resistencia al daño

inducido por el estrés oxidativo inducido por la TFD (Michiels y col., 1994), y dosis

sub-letales podrian inducir este fenotipo resistente.



V. Aplicación de ALA y He-ALA en forma tópica en tumor M2

implantado en ratones en forma subcutánea.

Dado el amplio uso de la TFD actualmente para tratar lesiones superficiales y con

el objetivo de incrementar la eficacia de la TFD se comparó la síntesis de porfirinas a

partir de ALA y He-ALA aplicados en forma tópica en distintas formulaciones, en

ratones BALB/c portadores del tumor M2. Se usaron formulaciones en crema y loción

adicionadas o no con etanol y DMSO, las cuales se topicaron sobre la zona tumoral

durante 5 minutos como se detalla en Materiales y Métodos.

V.l. Síntesis de porfirinas en función de la dosis de ALA o He-ALA.

Los niveles de porfirinas en función de la dosis luego de la aplicación tópica de

ALA o He-ALA en tumor, piel normal y piel peritumoral, se muestran en la figura V.l

A-C. En el tumor, luego de la aplicación de ALA en crema o loción, la acumulación de

porfirinas fue aumentando con la cantidad de ALA aplicada, alcanzando un plateau a 5

y 15 mg respectivamente. El valor de porfirinas más alto se encontró con 15 mg de

ALA en loción con un pico de 1,75 i 0,45 pg porfirinas/g tejido. En general, ALA en

loción produjo valores 3 veces más altos que el ALA en crema.

Cuando se usó He-ALA en crema o loción, los niveles de porfirinas no

aumentaron en forma significativa sobre los niveles basales.

El agregado de lO % de DMSO al ALA en loción incrementó la producción de

porfirinas formadas a partir de los 15 mg ALA, aunque los valores no fueron

significativamente más altos que la loción. Cuando se emplearon 20 mg ALA en loción

o en loción con DMSO, se obtuvieron 1,75 i 0,25 y 2,5 i 0,5 pg porfirinas/g tumor

respectivamente. En cambio el agregado de DMSO al I-Ie-ALAen loción no aumentó la

cantidad de porfirinas sintetizadas.

En la piel normal, el ALA en loción indujo la máxima síntesis de porfirinas,

alcanzando un plateau de 0,83 i 0,13 pg / g tejido con lO mg de ALA. El agregado de

DMSO solamente igualó los valores obtenidos con la loción en el rango de lO a 30 mg

ALA. Nuevamente los valores de porfirinas inducidos por el He-ALA en crema o loción

no superaron los valores basales.
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En la piel peritumoral se alcanzó un plateau entre los 5 y los 7,5 mg tanto para eI

ALA como para el He-ALA, y la cantidad de porfirinas acumuladas fueron similares

para ambos compuestos independientemente del vehículo utilizado. El empleo de ALA

en crema en dosis mayores a 15 mg indujo una cantidad de porfirinas significativamente

menor comparado con los valores alcanzados en el plateau (0,29 i 0,04, P<0,05). El

agregado de DMSO al ALA en loción mostró un pico a los 15 rng ALA (1,8 1-0,4 ug

porfirinas / g tejido), pero el resto de los valores fueron similares a los obtenidos con

ALA en loción sola. El agregado de DMSO a He-ALA en loción no aumentó la síntesis

de porfirinas sino que por el contrario la redujo.

La figura V.2 A-C muestra la acumulación de porfirinas en función de la dosis de

ALA o He-ALA, en hígado, n'ñón y bazo. En hígado, se obtuvieron picos agudos con lO

mg de ALA en crema y loción más DMSO (6,2 i 0,85 y 4,1 i 0,25 ug porfin'nas / g

tejido respectivamente). Luego de la topicación de He-ALA y ALA en loción, se

observó un leve aumento en la acumulación de porfirinas pero los valores obtenidos no

fueron significativamente diferentes al los valores control.

En riñón la acumulación máxima de porfirinas se alcanzó con 15 mg de ALA en

crema (3,2 1-0,3 ug porfirinas / g tejido). Luego de la aplicación de ALA en loción o

loción más DMSO, los valores de porfirinas doblaron los valores control. El tratamiento

con He-ALA no incrementó significativamente la cantidad de porfirinas por sobre los

valores controles en todo el rango estudiado, independientemente del vehículo.

En el bazo, los niveles de porfirinas más altos se acumularon luego de la

aplicación de lO mg ALA en crema y 15 mg ALA en loción (3,2 i 0,5 y 3,9 i 0,5 ug

porfirinas / g tejido respectivamente). Nuevamente los valores de porfin’nas obtenidos a

partir de I-le-ALA fueron levemente mayores que el control pero sin cambios

significativos en todo el rango utilizado. El agregado de DMSO a las formulaciones de

ALA 0 He-ALA no aumentó la formación de porfirinas.
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Figura VJ: Acumulación de porfirinas luego de la aplicación tópica sobre tumor y piel

normal de varias concentraciones de ALA o He-ALA.

Diferentes cantidades de ALA crema (A). ALA loción (0), ALA loción/DMSO (0), He-ALA crema

(A), He-ALA loción (I), He-ALA loción/DMSO (El) se aplicaron sobre el tumor. Tres horas

después se extrajo, el tumor (A), la piel normal (B), la piel peritumoral (C) y se determinaron las

porfirinas como se detalla en Materiales y Métodos. Cada punto representa el promedio de 3

determinaciones. Las barras de error muestran la Desviación Estándar.
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Figura V.2: Acumulación de porfirinas luego de la aplicación tópica sobre tumor y piel

normal de varias concentraciones de ALA o He-ALA.

Diferentes cantidades de ALA crema (A). ALA loción (0), ALA loción/DMSO (o), He-ALA crema

(A). He-ALA loción (I). He-ALA loción/DMSO (D) se aplicaron sobre el tumor. Tres horas

después se extrajeron. el hígado (A).el riñón (B)y el bazo (C) y determinaron las porfirinas como

se detalla en materiales y métodos. Cada punto representa el promedio de 3 determinaciones. Las

barras de error muestran la Desviación Estándar.
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En las tablas V.l y V.2 se muestra el patrón de acumulación de porfirinas en

pulmón, corazón, oreja, intestino, vejiga y cerebro, luego de la aplicación tópica de

ALA en crema o loción respectivamente. Usando ambas formulaciones el corazón y el

intestino mostraron un marcado incremento en los niveles de porfirinas. Además de

estos tejidos, la oreja y la vejiga, mostraron un aumento de porfirinas en forma dosis

dependiente luego de la aplicación de ALA en loción.

Por otro lado, el He-ALA aplicado en crema incrementó los niveles basales de

porfirinas en forma dosis dependiente en corazón (control 0,29 i 0,03 vs 30 mg He

ALA 0,57 t 0,05 ug porfirinas / g tejido P<0,05) y vejiga (control 0,36 i 0,03 vs 30 mg

He-ALA 0,83 i 0,08 ug porfirinas / g tejido P<0,05), mientras que en los otros tejidos

permanecieron dentro de los valores normales del control. En cuanto al He-ALA en

loción, no indujo cambios significativos en los niveles de porfirinas en ninguno de los

tejidos estudiados. (datos no mostrados)

Tabla VJ: Distribución de las porfirinas en los tejidos luego de la aplicación de diferentes

cantidades de ALA en crema.

Pulmón Corazón Oreja Intestino Vejiga Cerebro

Control 0,49 i 0,08 0,29 i 0,03 0,15 -|_-0,05 0,37 i 0,07 0,36 i 0,03 0,11 i 0,01

7,5 mg ALA 0,53 i 0,07 0,65 i 0,06 0,20 i- 0,03 1,53i 0,23 0,51 i 0,07 0,ll i 0,05

15 mg ALA 0,60 i 0,09 1,89 i 0,21 0,21 i 0,05 1,79 i 0,23 0,63 i 0,03 0,13 i 0,01

20 mg ALA 0,43 i 0,06 2,53 i 0,15 0,11 -|_-0,05 1,83 i- 0,26 0,58 i 0,07 0,18 i 0,02

30 mg ALA 0,50 i 0,07 2,83 i 0,41 0,20 i 0,05 2,15 i 0,31 0,40 i 0,06 0,17 i 0,02

Se aplicaron distintas concentraciones de ALAen crema sobre el tumor en forma tópica. Tres

horas después los animales se sacrificaron y se determinaron las porfirinas en los tejidos

fluoromélricamente. Los valores se expresan en ,ugporfirinas / g tejido.
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Tabla V.2: Distribución (le las porfirinas en los tejidos luego de la aplicación (le diferentes

cantidades de ALA en loción.

Pulmón Corazón Oreja Intestino Vejiga Cerebro

Control 0,49 i 0,08 0,29 i 0,03 0,15 i 0,05 0,37 i 0,07 0,36 i 0,03 0,1 1i 0,05

7,5 mg ALA 0,28 i 0,05 1,43 i 0,03 0,58 i 0,06 1,19 i 0,03 0,40 i 0,04 0,15 i 0,02

15 mg ALA 0,39 i 0,05 1,53 i 0,21 0,82 i 0,07 1,41 i 0,12 0,53 i 0,07 0,17 i 0,03

20 mg ALA 0,45 i 0,03 1,91 i 0,41 1,24 i 0,10 1,43 i 0,11 0,93 i 0,06 0,15 i 0,03

30 mg ALA 0,52 i 0,04 2,13 i 0,33 1,45i 0,34 1,97i 0,25 0,88 i 0,09 0,20 i 0,04

Se aplicaron distintas concentraciones de ALA en loción sobre el tumor en forma tópica. Tres

horas después los animales se sacrificaron y se determinaron las porfirinas en los tejidos

fluorométricamenle. Los valores se expresan en ,ugporfirinas / g tejido.

V.2. Síntesis de porfirinas en función del tiempo.

En la figura V.3 A-C se muestra la acumulación de porfirinas en función del

tiempo luego de la administración de ALA o He-ALA en crema o loción en tumor, piel

normal y piel pen'tumoral. La máxima acumulación en tumor se encontró a las 3 horas

luego de la aplicación de ALA. He-ALA en loción indujo un leve pero significativo

aumento a las 5 horas, en cambio el He-ALA en crema no indujo síntesis de porfirinas.

En piel normal ambas preparaciones de ALA indujeron un pico de porfirinas a las

8 horas. Mientras que con He-ALA en loción se indujo un pico bien definido a las 5

horas, nuevamente la formulación en crema no produjo cambios significativos.

La piel pen'tumoral mostró un máximo a las 3 horas luego de la aplicación de

ALA en loción, mientras que el ALA en crema y las dos formulaciones de He-ALA

indujeron picos a las 8 horas. En este tejido los valores obtenidos con He-ALA en

loción fueron tan altos como los obtenidos con ALA en loción.

En la figura V.4 A-C se grafican las curvas para hígado, riñón y bazo. En los tres

tejidos ambas formulaciones de ALA produjeron picos a distintos tiempos, en cambio

las formulaciones de He-ALA no indujeron cambios significativos en la sintesis de

porfirinas.
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Figura V.3:Acumulación de porfirinas inducidas por la aplicación tópica de ALA o He-ALA

enfunción del tiempo.

A distintos tiempos luego de Ia aplicación sobre el tumor de 10 mg de ALA crema (A),

15 mg de ALA loción (o), 15 mg de He-ALA crema (A) y 15 mg a'e He-ALA loción

(I)se extrajeron los tejidos y las porfirinas como se detalla en materiales y métodos.

Tumor (A),piel normal (B),piel periiumoral (C). Cada punto representa el promedio

de 3 determinaciones. Las barras de error muestran la Desviación Estándar.
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Figura V.4.°Acumulación de porfirinas inducidas parla aplicación tópica de ALA o lle-ALA

enfunción del tiempo.

A distintos tiempos luego de Ia aplicación sobre el tumor de 10 mg de ALA crema (A),

15 mg de ALA loción (0), 15 mg de He-ALA crema (A) y 15 mg de He-ALA loción

(I)se extrajeron los tejidos y las porfirinas como se dela/Ia en ¡materialesy métodos.

Hígado (A), riñón (B), bazo (C). Cada punto representa el promedio de 3

determinaciones. Las barras de error muestran la Desviación Estándar.
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V.3. Discusión

A panir de estos resultados podemos decir que el He-ALA induce la síntesis de

porfirinas en la piel peritumoral pero no alcanza al tejido tumoral tan eficientemente.

Sólo 5 horas después de la aplicación del He-ALA en loción, los niveles de porfirinas

tumorales sobrepasaron los valores del control. Las porfirinas formadas a partir de He

ALA fueron mayores que el control en la piel normal distante, pero no fue así en el

tejido tumoral. La concentración de porfirinas en los órganos internos permaneció

dentro de los valores basales cuando se empleó He-ALA.

Más aún, en la piel pen'tumoral, aunque el He-ALA en loción indujo una síntesis

de porfirinas igual a la inducida por el ALA en loción, la cantidad del éster necesario es

1,5 veces mayor que la de ALA. En cuanto al He-ALA administrado en crema, éste

indujo una síntesis de porfirinas sustancialmente menor que en loción, reforzando la

importancia del vehículo para la TFD cuando el compuesto se aplica en forma tópica.

Moan y col. (2001) estudiaron la formación de PPIX luego de la aplicación tópica

de ALA, ALA metil éster, y He-ALA en piel normal y peritumoral de un

adenocarcinoma subcutáneo de colon humano. Por medio de la señal de fluorescencia

de la piel peritumoral in vivo, encontraron que el ALA induce los mismos niveles de

PPIX comparados con el He-ALA aplicado en la formulación de crema al 20 % en piel

peritumoral, pero en la piel distante normal no se detectaba fluorescencia.

Es posible que la capacidad de los ésteres para inducir la acumulación de PPIX en

los distintos tejidos dependa de factores tales como el tipo de tumor, el estado

metabólico, la localización, y del tipo de éster aplicado (Tunstall y col., 2002).

En nuestro trabajo hemos encontrado que los niveles de porfirinas inducidos en la

piel peritumoral por el He-ALA son iguales a aquéllos obtenidos a partir de ALA y por

medio de la extracción química de porfirinas hemos demostrado que el He-ALA no

induce una acumulación significativa de fotosensibilizante en el tumor subcutáneo.

En concordacia con nuestros resultados, Van den Akker y col. (2000 b)

demostraron que el estrato córneo era la principal barrera para la penetración del He

ALA. Estos autores encontraron que el éster no inducía una producción mayor de PPIX

en piel normal de ratón comparado con el ALA. Empleando una formulación en crema

y "tape-stripping" para eliminar el estrato córneo de la piel, demostraron que ésta era la

capa limitante en la producción de PPIX.
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Este grupo también demostró, utilizando ratones sin pelo, que el ALA pentil éster

producía una cantidad de porfirinas levemente mayor que el ALA en lesiones cutáneas

precancerosas inducidas por UVB, mientras que en la piel normal, los niveles de

porfirinas eran iguales a partir de ambos compuestos. Encontraron además mayores

niveles de PPIX en el estrato cómeo de la piel lesionada, pero no en las capas

displásicas de la epidermis, mostrando que este éster difunde pobremente en

comparación con el ALA. Las lesiones consistían en queratosis actínica y seborreica, y

en carcinoma de células escamosas.

En la piel pen'tumoral los picos de He-ALA se demoraron en comparación con el

ALA en loción, y esto puede deberse ya sea al paso adicional de clivaje de la cadena de

alcohol por la esterasa, o por la dificultad para atravesar el estrato córneo. El hecho de

que la síntesis de porfin'nas inducida a partir de ALA en crema también se demorara,

favorece la última hipótesis. Aplicando compuestos que aumentan la penetración de las

drogas, tales como el DMSO que influye directamente sobre la región acuosa entre la

cabeza lipídica polar de los grupos de la bicapa, alterando la capacidad de solubilización

de este sitio, promoviendo la partición en la piel, se epera estimular la síntesis de

porfirinas. Sin embargo el intento de aumentar la síntesis de porfirinas en tumor a partir

de He-ALA mediante el agregado de DMSO falló, por el contrario, los valores

obtenidos fueron aún más bajos que el control. Sin embargo Van den Akker y col. (2000

a), encontraron que utilizando compuestos como los derivados de azacicloalcanos, la

producción de porfirinas a partir del He-ALA se incrementaba. Estas diferencias se

pueden atribuir a diferentes mecanismos de acción para estos compuestos.



V]. Topicación de ALA o H_e-ALA en papilomas generados

guímicamente.

Siguiendo la línea de lesiones superficiales, se comparó la eficacia del ALA y el

He-ALA aplicados en forma tópica en diferentes vehículos, utilizando como modelo

animal ratones SENCAR con papilomas generados químicamente mediante la

topicación con DMBA,como se detalla en materiales y métodos. En cada expen'encia se

topicó un único papiloma y se estudió la acumulación de porfirinas en los distintos

órganos incluyendo el tumor topicado, así como los papilomas distantes no tratados.

En la figuras V1.2 y V1.2 se muestra la síntesis de porfin'nas en papilomas

tratados, papilomas distantes, piel peritumoral y piel normal distante, luego de la

topicación de ALA o He-ALA en diferentes formulaciones. La formulación en crema

fue tan eficiente como la formulación en loción para inducir la síntesis de porfirinas en

papilomas tratados con ALA (figura VI.l) En el caso de la loción la acumulación de

tetrapirroles aumentó significativamente con el agregado de etanol a la loción o DMSO

y etanol (P=0,001 y P=0,0007 respectivamente), pero no con DMSO sólo. La

formulación DMSO/etanol indujo 3,5 veces más acumulación de porfin'nas que la

loción sola.

Un patrón totalmente diferente se observó para los papilomas tratados con He

ALA (figura V1.2), donde la formulación en crema fue el mejor vehículo, induciendo

3,5 veces más porfirinas que la loción sola. Con el agregado de DMSO a la loción de

He-ALA la síntesis de porfirinas aumentó 1,5 veces.

En los papilomas distantes independientemente del vehículo utilizado la cantidad

de porfirinas encontrada fue igual a la de los papilomas a los que se les había aplicado

ALA, excepto por la loción con DMSO/etanol, la cual indujo una acumulación

significativamente menor de porfirinas (P=0,03). En el caso del He-ALA, la cantidad de

porfirinas sintetizadas en los papilomas distantes fue la mitad de las porfirinas

acumuladas en papilomas tratados con He-ALA para todos los vehículos excepto para la

loción.

En general, la piel normal peritumoral que también se la trató con ALA o con el

éster, concentró niveles de porfirinas similares a los encontrados en los papilomas

tratados con ALA o He-ALA, la excepción fue la piel tratada con ALA en loción con

DMSO/etanol, que acumuló la mitad de porfirinas tumorales.
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Figura V1.1:Síntesis de porfirinas en ratones con papi/amas luego dela aplicación tópica de

ALA.

Se delerminaron las porfirinas luego de 3 horas de aplicado el ALA en diferentes

vehiculos: (El) control sin traiamienlo,crema (Ü), loción (I), Ioción/etanol (I),

Ioción/DMSO ( ) y loción/etano/DMSO ( a). Las barras representan valores de

porfirinas promedio de 3 experiencias independientes ( media i Desvío Estándar).
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Figura VI.2: Síntesis deporfirinas en ratones con papilomas luego dela aplicación tópica de

He-ALA.

Se determinaron las porfirinas luego de 3 horas de aplicado el He-ALAen diferentes

vehiculos: (Ü) control sin tratamiento,crema (El), loción (I), loción/etanol (I),

Ioción/DMSO ( ) y Ioción/etano/DMSO (E). Las barras representan valores de

porfirinas promedio de 3 experiencias independientes (media d: Desvio Estándar).
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En la piel distante normal, los niveles de porfirinas fueron menores que los

encontrados en los tumores tratados tanto con ALA como con He-ALA. Pero la relación

papiloma tratado a piel normal distante fue diferente según el vehículo utilizado. Las

formulaciones en crema, tanto para ALA como para el He-ALA, indujeron mayores

relaciones. En general, con He-ALA se obtuvieron mayores diferencias en esas

relaciones, las que se incrementaron marcadamente cuando se agregó etanol o DMSO a

la loción. (tabla V1.1)

Tabla V1.1:Relación deporfirinas depapilomas a piel normal distante.

Relación de Relación de

ALA He-ALA

Control a 0,6 0,6

Crema 3,2 9,6

loción 1,3 4,9

loción/etanol 1,2 7,2

loción/DMSO 1,1 9,9

loción/DMSO/etanol 2,1 8,1

Las porfirinas se determinaron a las 3 horas luego de la

aplicación de ALA o He-ALA a un solo papiloma en diferentes

vehiculos. La reción papiloma / piel normal se calculó con los

datos de las figuras VI.l y V1.2.

Las figuras V1.3 y V1.4 muestran la acumulación de porfirinas en los órganos

internos luego de la topicación de los papilomas con ALA o con He-ALA

respectivamente. Como patrón general para todos los vehículos, la cantidad de

porfirinas acumuladas en hígado, n'ñón, bazo y sangre, fue mayor en los ratones tratados

con ALA comparados con los ratones tratados con He-ALA, y ese incremento fue

diferente en los distintos tejidos.
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Fi ura Vl.3: Síntesis de porfirinas en tejidos de ratones portadores de tumor luego de la

ALA tópico.aplicación de

Se determinaron las por/irinas luego de 3 horas de aplicado el ALA en diferentes

vehiculos:(Ü) control sin tratamiento,crema (D), loción (I), Ioción/etanol (I),

Las barras representan valores deIoción/DMSO() y loción/etano/DMSO(E).

porfirinas promedio de 3 experiencias independientes ( media :t Desvio Estándar).
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Figura V1.4: Síntesis de porfirinas en tejidos de ratones portadores de tumor luego de la

aplicación de He-ALA tópico.

Se determinaron las porfirinas luego de 3 horas de aplicado el ALA en diferentes

vehiculos:(Ü) controlsin tratamiento,crema (), loción(I), Ioción/etanol (I),

Ioción/DMSO ( ) y Ioción/etano/DMSO ( E). Las barras representan valores de

porfirinas promedio de 3 experiencias independientes (media i DesvioEstándar).

En la figura V1.5 se muestran las porfirinas formadas a partir del ALA en loción

en la piel normal de ratones que no tienen tumor. La sintesis de porfin-¡nasvarió según la

distancia al punto de aplicación y no se observó selectividad por el sitio de aplicación.

El ALA en crema produjo una síntesis de porfirinas más confinada a la zona de

aplicación, aunque en la zona ventral del ratón (75 mm de distancia), la concentración

de porfirinas no fue significativamente diferente a la sintetizada en la zona tratada.
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En la piel tratada con He-ALA ya sea en loción o en crema, se indujo una

acumulación de porfirinas fuertemente dependiente de la distancia al sitio de aplicación,

y la formulación en crema fue la que indujo una menor síntesis de porfirinas en los

sitios distantes al punto de aplicación.

(a)
¡IL. uu
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Distancia de la superficie tratada (mm)

Figura V1.5:Distribución deporfirinas en piel normal distante de ratones sin tumor.

Se midieron las porfirinas 3 horas después de 1a aplicación tópica de ALA loción (O),

He-ALA loción (I), ALAcrema (A) He-ALAcrema (A) como se detalla en materiales y

métodos, en un área de piel normal y se determinó la acumulación de porfirinas en sitios

distantes, comparado con el sitio de aplicación. Los datos representan eI promedio de 3

experiencias independientesy las barras de error la Desviación Estándar.

149



En la figura V1.6 se observa que luego de la aplicación de ALA en loción a un

solo papiloma, las porfirinas se distribuyeron uniformemente en los otros papilomas

distantes, mientras que el He-ALA indujo una mayor concentración de porfin'nas en el

papiloma tratado y la acumulación de porfin'nas en los papilomas distantes decrecía en

función de la distancia al sitio de aplicación.

N
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pgporfirinaslgtejido

Distancia del papiloma tratado con ALAo He-ALA(mm)

Figura VI.6: Distribución de porfirinas en papilomas distantes.

Las porfirinas se midieron 3 horas luego de la aplicación tópica de ALA (O) o He-ALA

(I) loción en un únicopapiloma de ratones portadores de papilomas como se detalla en

materiales y métodos. Los datos representa] el promedio de 3 experiencias

independientesy las barra de error Ia Desviación Estándar.
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V1.1. Discusión

En los papilomas inducidos químicamente se acumularon cantidades de porfirinas

similares tanto con ALA como con He-ALA administrados en sus formulaciones

óptimas y empleando cantidades equimolares de las pro-drogas. La formulación en

loción conteniendo DMSO y etanol fue el mejor vehículo para administrar ALA en los

papilomas, mientras que la crema fue la formulación más eficiente para administrar el

He-ALA.

Sin embargo, el uso de crema como vehículo tanto para el ALA como para el He

ALA, indujo una mayor relación porfirinas tumorales / porfirinas de piel normal. En

consecuencia, la crema debería ser el vehículo elegido para el tratamiento con He-ALA

de lesiones malignas de la piel. En el caso del ALA, aunque la loción con DMSO y

etanol indujo niveles de porfirinas más elevados en tumor, el uso de crema también

debería recomendarse en los casos en que se necesite una mayor selectividad.

En general en los papilomas distantes la cantidad de porfin’nas acumuladas a partir

de ALA no van'ó significativamente con los valores obtenidos en los papilomas tratados

con ALA, demostrando que tanto el ALA como las porfirinas sintetizadas a partir de

éste se pueden distribuir a través de la vasculatura y acumularse en tumores distantes.

Por otro lado, en los papilomas distantes tratados con He-ALA se obtuvo una menor

síntesis de porfirinas, mostrando que el He-ALA y/o las porfirinas formadas por el

precursor se encuentran más selectivamente localizadas en el sitio de aplicación.

Con respecto a los tejidos alejados del sitio de aplicación, los niveles de porfin'nas

en piel distante normal fueron menores que los niveles de porfirinas en papilomas

distantes, mostrando que las porfirinas se acumulaban preferentemente en el tumor más

que en piel normal a pesar de que tanto el ALA como el He-ALA se hubieran aplicado

en zonas lejanas.

Además de la selectividad en la acumulación de porfirinas a partir de He-ALA en

piel, la cantidad de tetrapirroles acumulados en órganos internos fue mucho menor en

ratones tratados con He-ALA que en aquellos tratados con ALA. Incluso al compararse

ALA en loción con DMSO/etanol con He-ALA en crema, el mejor vehículo para cada

componente, la síntesis de porfirinas en el hígado y en la sangre fue 4 veces menor en el

último, mostrando que independientemente del vehículo, el uso de He-ALA provee una

clara ventaja en la acumulación selectiva de porfirinas.
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Peng y col. (1996) aplicaron ALA y sus ésteres derivados (metil, etil y propil) en

piel normal de ratón y detectaron la fluorescencia del tejido mediante una sistema de

monitoreo óptico. No encontraron porfirinas en otras áreas que no sean en las que se les

aplicó el éster en crema, mientras que en el caso del ALA, se observó una fluorescencia

significativa en la piel fuera del área de aplicación. El grupo de Moan también encontró,

mediante la medición de fluorescencia directa, que la aplicación tópica de ALA inducia

la síntesis de porfirinas en puntos distantes de la piel (Moan y col., 2001)

En nuestro trabajo, mediante la extracción de porfirinas, los valores de

fluorescencia en piel distante así como en órganos internos fue mucho menor en los

ratones tratados con He-ALA que para los tratados con ALA, aunque en ambos casos

los valores fueron muchos más elevados que los niveles basales.

El confinamiento al lugar de aplicación logrado mediante el uso de I-le-ALA

demuestra que el ALA, y no las porfirinas, es la molécula pn'ncipal más factible de ser

distribuida a través del sistema sanguíneo. Moan y col. (2003) observaron que la

aplicación tópica de ALA o sus ésteres era capaz de inducir la síntesis de porfirinas en

los órganos internos, y dada la cinética diferencial de ambos compuestos era evidente

que el ALA y los ésteres eran los que pasaban a la circulación para inducir la formación

de porfirinas en órganos remotos.

Es probable que el He-ALA aplicado en forma tópica se retenga en el estrato

córneo, el cual podría actuar como un reservorio (Rougier & Lotte, 1986), y difundir

superficialmente conduciendo al patrón de acumulación de porfirinas en piel

dependiente de la distancia del sitio de aplicación.

Al respecto, Van den Akker y col. (2000b), demostraron que el estrato córneo de

la piel era la principal barrera para la penetración del He-ALA, y que inducía una menor

sintesis de porfin'nas que el ALA en piel normal. El mismo grupo (Van den Akker y

col., 2000 a) utilizando pentil éster, observó que éste también difunde pobremente en

comparación con el ALA, ya que no alcanzaba la capa displásica de la epidermis.

En nuestro trabajo, la acumulación de porfirinas en órganos internos luego de la

aplicación tópica de He-ALA en papilomas, muestra que este compuesto alcanza la

dermís. Aún en estos papilomas hiperqueratóticos, esta molécula difunde libremente, lo

cual podría indicar que el He-ALA puede ser altamente útil tal como ya ha sido probado

para el ALA metil éster (Fritsch y col., 1998) en el tratamiento de queratosis actínica y

verruga vulgaris. Más aún, luego de la aplicación de He-ALA en piel normal de ratones
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no portadores de tumor, también se encontró el mismo patrón de porfin'nas en órganos

internos.

La forma en que se aplicaron las lociones y las cremas, mediante el frotado de la

superficie durante 5 minutos tanto en piel normal con en piel lesionada, podn’a facilitar

la penetración del éster a capas más profundas. Una explicación adicional acerca del

confinamiento del He-ALA, es que la conversión intracelular del éster en ALA libre en

el sitio de aplicación puede prevenir el flujo del ALA hidrolizado al sistema sanguíneo

para llegar a los tejidos no tumorales.

El confinamiento de porfirinas y, muy probablemente del He-ALA, implica poder

evitar los efectos adversos. En el caso del uso tópico de ALA en lesiones leves, aunque

la fotosensibilidad de la piel y la acumulación de porfirinas en hígado no han mostrado

ser un problema clínico, el confinamiento de He-ALA al sitio de aplicación podn'a

prevenir cualquier citotoxicidad en el tejido normal.

En base a esto, variando la composición del vehículo, es posible obtener niveles

similares de porfirinas usando tanto ALA como su éster den'vado, y con la vetaja

adicional de que el He-ALA produce una síntesis de porfin’nas confinada al lugar de

aplicación tópica, mas eficientemente que el ALA.



VII. Experiencias ¡n vivocon ALA y He-ALA aplicados en distintas

vías y distintos vehículos.

VII.l. Acumulación de porfirinas en diferentes tejidos luego de la adminis

tración i.p. de ALA o He-ALA en ratones portadores de tumor M2.

Se emplearon ratones BALB/C inoculados con el adenocarcinoma maman'o

murino M2 en forma subcutánea, y se comparó la síntesis de porfirinas a partir de ALA

y He-ALA inyectados por vía i.p.. A tal fin se analizó la acumulación de porfirinas en

distintos tejidos en función de la dosis y del tiempo.

La figura VII.l muestra la síntesis de porfirinas en tumor, piel normal y piel

pen'tumoral luego de la administración i.p. de dosis crecientes de ALA o He-ALA.

En todos los tejidos, el ALA produjo una mayor acumulación de porfirinas que el

He-ALA. En el tejido tumoral la administración de 7,5 mg de ALA indujeron un plateau

de 5,23 t 0,62 pg de porfirinas por gramo de tejido, mientras que el He-ALA sólo

produjo un leve incremento dosis dependiente en la síntesis de porfirinas, alcanzando

una acumulación máxima de 1,68 1-0,18 pg de porfirinas por gramo de tejido a los lO

mg. Dosis mayores de He-ALA fueron letales para los animales, mientras que las dosis

mayores a 30 mg de ALA produjeron una disminución en la síntesis de porfirinas y, a

esta dosis, los ratones revelaron una trombosis peritoneal en la autopsia.

En la piel normal tanto el He-ALA como el ALA produjeron una máxima

acumulación de porfirinas a una concentración de 5 mg. En piel pen'tumoral se observó

un patrón similar para ambos compuestos, produciéndose el plateau también a los 5 mg,

obteniendo valores de porfirinas similares a los de la piel normal.
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Figura VII.I: Acumulación de porfirinas en tumor,piel normal y piel peritumoral.

Luego de 3 horas de Ia administración i.p. de dosis crecientes de ALA (0) o He-ALA

(I), se extrajeron los tejidos y se obtuvieron las porfirinas como se detalla en

materiales y métodos. Cada pumo representa el promedio de 3 determinaciones. Las

barras de error muestran la Desviación Estándar.
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En la figura VII.2 se grafica la síntesis de porfirinas en hígado, n'ñón y cerebro

luego de la administración i.p. de diferentes dosis de ALA o He-ALA. En el hígado se

encontró un plateau con 5 mg de ALA, mientras que con He-ALA se observó un

incremento de porfirinas dosis dependiente, alcanzando el máximo a 10 mg. En n'ñón se

obtuvo una cantidad máxima de porfirinas con 7,5 mg de ALA mientras que el He-ALA

sólo produjo un leve pico a los 5 mg.

El cerebro fue el único tejido en el que el I-le-ALA indujo mayor síntesis de

porfirinas que el ALA. Con 5 mg de He-ALA se produjo un plateau de 1,47 i 0,12 ug

de porfirinas por gramo de tejido, produciendo una síntesis 50 veces mayor que la

obtenida en forma basal. Mientras que el ALA, apenas alcanzó un plateau de 0,48 i

0,02 ug porfirinas / g tejido, cantidad 15 veces mayor al nivel basal.



Hígado

6‘ á
4 _

2 _

0 I I I I l

0 2 4 6 8 10

10
Riñón

8 _
0

.12

La? 6 

%’
(U

.g 4 —
‘E
8
c» 2 J

o l l l I l

0 2 4 6 8 10

2.0
Cerebro

1.5 —

1.0 —

0.5 

I
o l I I I I

0 2 4 6 8 10

ALA o He-ALA (mg)

Figura VII.2: Acumulación deporfirinas en hígado, riñón y cerebro.

Luego de 3 horas de Ia administración i.p. de dosis crecientes de ALA (O) o He-ALA

(I), se extrajeron los tejidos y se obtuvieron las porfirinas como se detalla en

materiales y métodos. Cada punto representa el promedio de 3 determinaciones. Las

barras de error muestran Ia Desviación Estándar.
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La figura VII.3 muestra la acumulación de porfirinas en tumor, piel normal y piel

pen'tumoral en función del tiempo, luego de la administración i.p. de S mg de ALA o

He-ALA. Para estos tejidos, independientemente del tiempo, la acumulación de

porfin'nas fue mayor con ALA. En tumor y piel peritumoral tanto el ALA como el He

ALA indujeron un máximo en la síntesis de porfirinas entre las 3 y las 5 horas. En la

piel normal el ALA indujo un pico a las 3 horas mientras que el He-ALA lo produjo a

las 5 horas.

La figura VII.4 muestra las síntesis de porfirinas en hígado, n'ñón y cerebro, a

partir de ALA o He-ALA administrados vía i.p. En hígado el ALA indujo un pico a las

3 horas, mientras que el He-ALA observa un hombro entre las 3 y las 8 horas. Luego la

síntesis de porfirinas disminuyó hasta alcanzar los valores basales a las 24 horas de la

administración de ambos compuestos. En riñón el He-ALA indujo un máximo a las 3

horas y el ALA un pico más amplio entre la hora y las 4 horas.

En cerebro el He-ALA produjo una máxima síntesis de porfirinas de 2,98 i 0,27

ug por gramo de tejido a las 5 horas, mientras que el ALA indujo un máximo de 0,27 i

0,03 ug de tejido a las 4 horas. En ambos casos los valores retomaron a los valores

basales luego de las 24 horas de administradas las drogas.

El corazón, el pulmón, el intestino, el bazo, la vejiga y la oreja en general

sintetizaron una cantidad de porfirinas dos veces mayor a partir de ALA comparada con

He-ALA. (datos no mostrados)
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Figura VII.3: Acumulación de porfirinas a distintos tiempos en tumor, piel normal y piel

peritumoral

Luego de la administración i.p. de 5 mg de ALA (o) o He-ALA (I), se extrajeron los

tejidos a distintos tiemposy se obtuvieron las porfirinas como se detalla en materiales y

métodos. Cada punto representa el promedio de 3 determinaciones. Las barras de error

muestran la Desviación Estándar.
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Figura VII.4: Acumulación de porfirinas a distintos tiempos en higado, riñón y cerebro.

Luego de Ia administración ip. de 5 mg de ALA (o) o He-ALA (l), se extrajeron los

tejidos a distintos tiemposy se obtuvieron las porfirinas como se detalla en materiales y

métodos. Cada punto representa el promedio de 3 determinaciones. Las barras de error

muestran la Desviación Estándar.
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VII.2.Síntesis de porfirinas a partir de ALA y He-ALA, en cultivos de

explantes de órganos como medida de la actividad esterasa.

Para determinar si las diferencias en la acumulación de porfin'nas entre los

distintos tejidos se debían a la entrada y/o distribución de ALA o He-ALA, o a una

diferencia en la actividad de las esterasas, se emplearon cultivos de los distintos órganos

expuestos a ALA o He-ALA. (tabla VII. 1).

La cantidad de porfirinas sintetizadas a partir de de explantes de tumor M2,

hígado, riñón, piel normal, piel pen'tumoral, bazo, pulmón, corazón, intestino, cerebro y

vejiga incubados con He-ALA fueron similares a 1a obtenida a partir de ALA y entre

10-15 veces mayor a los valores basales.

Tabla VII.1: Síntesis de porfirinas en exp/antes incubados con ALA o He-ALA

Tejido Control ALA He-ALA

Tumor 0,33 i 0,02 5,17 i 0,26 5,83 t 0,38

Hígado 0,24 i 0,10 3,91 1-0,45 2,89 i 0,31

Bazo 1,69 t 0,13 8,76 1-0,55 9,21 1-0,82

Riñón 0,35 i 0,05 7,16 i 0,74 5,89 1-0,42

Piel pel-¡tumoral 0,39 t 0,05 2,78 1-0,33 2,64 i 0,24

Piel normal 0,07 i- 0,09 1,76 : 0,22 1,99 1-0,15

Pulmón 0,28 i 0,04 1,62i 0,14 2,02 i 0,19

Intestino 0,78 i 0,06 7,51 i 0,35 8,04 i 0,45

Vejiga 0,11 i 0,03 2,71 i 0,31 2,60 i- 0,17

Cerebro 0,08 i 0,03 1,44 i 0,20 1,28 1'0,26

Corazón 0,31 i 0,05 5,68 i 0,66 4,73 i 0,31

Los explantes se incubaron 3 horas con ALA o He-ALA 0,6 mM. Las porfirinas se

extrajeron y se determinaron según se describe en materiales y métodos. El control

corresponde a los niveles basales de porfirinas del tejido. Los valores representan el

promedio de tres determinaciones independientes a: el Desvio Estándar y se

expresan en pg porfirinas / g tejido.
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Vll.3. Comparación en la sintesis de porfirinas luego de la administración de

ALA 0 He-ALA en ratones portadores de tumor M2.

Con el fin de mejorar la eficiencia de la TFD se comparó la síntesis de porfin'nas a

partir de ALA y He-ALA en función de la vía de administración i.p. e i.v.. El perfil de

porfirinas acumuladas en los órganos principales como tumor, piel normal, piel

pen'tumoral, hígado, riñón, cerebro y bazo, así como en corazón, pulmón, intestino,

vejiga y oreja mostró que no hay diferencias significativas entre ambas vías de

administración para la mayoría de los tejidos, independientemente de la droga utilizada

(datos no mostrados)

VlI.4. Acumulación de ALA y He-ALA en cerebro luego de la administración

i.p. de ambas drogas.

Debido a la alta acumulación de porfirinas encontradas en cerebro a panir de He

ALA administrado por vía sistémica, y la alta toxicidad de este compuesto, resultó

interesante estudiar que ocum’a con la entrada del éster en el cerebro comparado con el

ALA. Para esto se inyectaron ratones vía i.p. con concentraciones equimolares de ALA

y He-ALA (lO y 15 mg respectivamente) y se determinaron las cantidades de ALA y/o

He-ALA acumuladas en cerebro. Debido a la alta toxicidad observada para el He-ALA,

los animales se sacrificaron 5 minutos luego de la inyección. Como se puede ver en la

tabla VlI.2, se encontró que el cerebro acumulaba 6,7 veces más He-ALA comparado

con el ALA.

Tabla VII.2: Niveles de ALAy He-ALA en cerebro.

nmol ALA o He-ALA/g cerebro

Control l7 i 3

ALA 60 i 5

He-ALA 404 i lO

Los ratones se inyectaron i.p. con ¡5 mg de He-ALA y 10 mg de ALA; 5 minutos después se

sacrificaron y se determinó el contenido de ALA, He-ALA y PBG en el cerebro como se

describe en materiales y métodos. Los valores de PBG fileron indelecrables. El control

corresponde a niveles basales de ALAen cerebro de ratones no tratados.
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VII.5. Discusión

Encontramos que la síntesis de He-ALA era menor que la obtenida a partir de

ALA en la mayoría de los tejidos, y esto no dependía de la dosis ni del tiempo luego de

la administración de cualquiera de las drogas, ni tampoco del método de administración

sistémica utilizado (i.v. o i.p). Tunstall y col. (2002) observaron que luego de la

administración i.v. de un grupo de ésteres derivados de ALA, la síntesis de porfirinas en

tumor y en otros órganos internos era muy baja comparada con los valores alcanzados

por el ALA.

Por otro lado utilizando cultivo de explantes de órganos, se demostró que la

síntesis de porfirinas a partir de He-ALA era igual a la obtenida a partir del ALA en

todos los tejidos estudiados, indicando que las esterasas eran igualmente activas en

todos los órganos analizados. Esto sugiere que la distn'bución tanto del He-ALA como

de las porfirinas formadas a partir de e'l es la razón por la cual la acumulación de

porfirinas es menor cuado se lo compara con ALA. No está claro aún por qué los ésteres

difieren en la acumulación de PPIX in vivo e in vitro. Algunos tejidos con baja cantidad

de grasas fueron capaces de utilizar los ésteres de ALA, sugiriendo que la captación de

los derivados esten'ficados por los tejido ricos en grasas no es la razón por la cual no

pueden alcanzar al tumor con efectividad (Tunstall y col., 2002). En base a esto. es

probable que in vivo, en el pasaje del He-ALA de la circulación a los tejidos, la

molécula sea retenida por las estructuras vasculares.

El único tejido que acumulaba una cantidad mayor de porfirinas a partir de He

ALA comparado con el ALA fue el cerebro. Dado que el ALA tiene una estructura de

zwiten'ón, lo cual normalmente dificulta el pasaje de la barrera lipofílica hemato

encefálica (Krogsgaard-Larsen y col., 2000), es de esperar que el uso de den'vados de

ALA más lipofilicos, favorezca el pasaje de éstos al cerebro.

La estructura de la barrera hemato-encefálica permitiría que moléculas lipofilicas

como el He-ALA extravasen y alcancen el cerebro, mientras que el resto de los

capilares retienen la molécula. El rol de la lipofilicidad es ampliamente conocido y es

importante en la entrada de químicos al sistema nervioso central. Midiendo el

coeficiente de partición aparente de los ésteres de ALA entre el octanol y el agua (P),
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Uehlinger y col. (2000) determinaron que el valor del log de P para el He-ALA es 1,8,

mientras que para el ALA el valor es de -l,5. Se ha demostrado que el compuesto más

potente que actúa en el sistema nervioso central tiene un valor de log de P de 2 t 0,5

(Hansch y col., 1987).

Además de tener una alta lipofilicidad, la barrera hemato-encefálica tiene un

sistema de transportadores específicos y proteínas transportadoras (Gloor y col., 2001).

Aunque el sistema de transporte de He-ALA en neuronas o células de la glia aún no ha

sido muy estudiado, en nuestro sistema de células el ALA y el He-ALA parecen entrar a

través de distintos mecanismos (Casas & Batlle 2002; Bermúdez Moretti y col., 2002).

Esta podn'a ser la razón por la cual la llegada del He-ALA al cerebro es diferente a la de

los otros tejidos.

La cantidad de ALA/He-ALA acumulada en el cerebro 5 minutos después de la

inyección de He-ALA es casi 7 veces más alta que la encontrada luego de la

administración de ALA. Esto se correlaciona bien con los niveles 7 veces mayor de

porfin'nas encontrados en cerebro a partir de He-ALA comparado con ALA.

La rápida y repentina muerte de los ratones a altas concentraciones podn’a deberse

a la toxicidad inducida por el He-ALA o bien al rápido clivaje del éster por las esterasas

de cerebro para liberar ALA y hexanol, ambos compuestos muy dañinos a altas

concentraciones.

La cantidad de ALA/He-ALA que encontramos en cerebro es igual a 0,5 pM

luego de la administración de He-ALA y 0,073 uM a partir de ALA. La cantidad de

ALA presente en el líquido cefaloraquídeo de pacientes porfíricos durante un ataque

agudo está entre 0,027 y 21 uM (Sweeney y col., 1970; Percy & Shanley, 1979;

Gorchein & Weber, 1987). Sin embargo no podemos predecir a partir de estos datos y

de nuestros resultados si el He-ALA puede o no asemejar los efectos de un ataque

agudo de porfiria.

En conclusión, se propone que el uso clínico de bajas dosis de He-ALA

administrado en forma sistémica, probablemente contn'buin’a a la detección y

tratamiento de tumores de cerebro. Aunque hay que tener mucho cuidado con los

posibles efectos secundarios y su posible toxicidad asociada al ALA, He-ALA o el

hexanol como producto de la hidrólisis.



VIII. Síntesis de porfirinas y TFD a partir de ALA y sus ésteres

derivados de cadena larga.

Se empleó la línea celular LM3 para analizar la eficiencia del ALA comparada

con sus ésteres derivados: THP-ALA, UND-ALA y He-ALA, en la inducción de la

síntesis de porfirinas. Se estudió la misma en función de la dosis y el tiempo, así como

el daño inducido por la TFD a partir de cada uno de los derivados y las distintas dosis

de luz. Se analizó además la acumulación del ALA intracelular proveniente de ALA o

sus derivados y el PBG generado.

VIII.1. Sintesis de porfirinas en función de la dosis de ALA o sus derivados.

La figura VIII.l muestra la síntesis de porfirinas en función de la concentración de

ALA o los derivados de ALA. Encontramos diferentes puntos de saturación para los

diferentes compuestos: ALA y THP-ALA 0,3 mM, He-ALA 0,15 mM y UND-ALA en

0,075 mM. La máxima síntesis de porfirinas a partir de ALA, THP-ALA y He-ALA fue

alrededor de 40 py105 células, en tanto que UND-ALA sólo produjo 4,5 ¡Lg/10Scélulas,

aún bajo las mejores condiciones. La síntesis de porfirinas a partir de ALA y THP-ALA

mostró un marcado incremento a partir de 0,1 mM, alcanzando rápidamente el plateau.

Por otro lado el He-ALA y el UND-ALA aumentaron la síntesis de porfirinas en forma

gradual a medida que se incrementaba su concentración.
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Figura VIIIJ: Síntesis deporfirinas a partir de ALAy derivados de ALA.

Se incubaron las células LM3 en presencia de diferentes cantidades de ALA (0), He

ALA (I), THP-ALA (A) y UND-ALA (A) durante 3 horas. Se determinaron las

porfirinas intracelulares fluorométricamente y se relativizaron por número de células

presentes al comienzo del experimento. Los datos representan el promedio de 3

experiencias independientesy las barras de error Ia Desviación Estándar.
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Vlll.2. Sintesis de porfirinas en función del tiempo de incubación con ALA y sus

derivados.

La figura VIII.2 muestra la síntesis de porfirinas en función del tiempo de

incubación en presencia de ALA o sus derivados, en un pen’odo entre 3 y 24 horas. La

síntesis a partir de ALA, THP-ALA y He-ALA mostró un incremento casi lineal. Con

UND-ALA 0,3 mM la cantidad de porfirinas fue muy baja a todo lo largo del pen’odo de

incubación.
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Figura VIII.2: Sintesis de porfirinas en función del tiempo de incubación en presencia de

ALA o sus derivados.

Se incubaron las células durante distintos tiempos en presencia de 1,2 mM de

ALA (o), He-ALA (I) y THP-ALA (A); y 0,3 mM de UND-ALA (A) en placas

de 24 weIIs.Las porfirinas intracelulares se determinaron mediante el uso de

un fluorómetro y se reIativizaron por el número de células presentes al

comienzo del experimento. Los datos representan el promedio de 3

experiencias independientesy las barras de error 1aDesviación Estándar.
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VIII.3. Citotoxicidad celular inducida por la TFD a partir de ALA y sus

derivados.

La figura VIII.3 muestra la toxicidad de los compuestos en la oscuridad y la

toxicidad de la TFD variando las concentraciones de ALA o sus derivados. El UND

ALA fue el único compuesto intrínsecamente tóxico para las células en la oscuridad,

mostrando una toxicidad del 50 % con 0,3 mM (figura VIII.3 A).

Cuando se ilumina con una dosis de 0,25 J/cm 2 , el He-ALA a bajas dosis fue

más efectivo que el ALA, dado que forma una mayor cantidad de porfirinas (figura

VIII.3B). Mientras que el ALA y el THP tienen un comportamiento similar,

observándose una toxicidad del 50 % recién a partir de 0,3 mM con la misma dosis

lumínica. Utilizando una dosis mayor de luz la eficiencia de los compuestos fue similar

mostrando una drastica disminución en la supervivencia celular (figura VIII.3C)

La respuesta a la TFD con ALA o sus den'vados variando la dosis de luz se

muestra en la figura VIII.4. Se utilizaron concentraciones de ALA y de los ésteres tales

que produjeran la máxima síntesis de porfirinas. Se puede observar que al aumentar la

dosis de luz, la toxicidad producida por la TFD aumenta en forma similar para ALA,

THP-ALA y He-ALA, mientras que para el UND-ALA, se observa una disminución de

la viabilidad de un 40 % con una concentración de 0,3 mM. Concentraciones superiores

de UND-ALA condujeron a la muerte celular completa pero como ya se viera en la

figura anterior, debido a la toxicidad intn’nseca del derivado y no al efecto de la TFD.
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F¡gara VIII.3: Toxicidad en oscuridad e inducida por la TFD a partir de ALA o derivados de

ALA.

Las células se incubaron en presencia de diferentes cantidades de ALA (0), He-ALA

(I), THP-ALA (A) y UND-ALA (A) durante 3 horas en oscuridad (A) o expuestas a

0,25 (B)y 0,4 J/cmz de luz (C). El ensayo de MTI' se realizó alas 19 horas. Las células

sobrevivientes se expresan como el porcentaje del control no irradiado pero expuesto a

ALA o los derivados. Los datos representan ei promedio de 3 experiencias

independientesy las barras de error Ia Desviación Estándar.
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Figura VIII.4: TFD con ALA o derivadosy su dependencia de la dosis lumínica.

Las células se incubaron durante 3 horas enpresencia de una dosisfija de ALA(0,6 mw

(o), THP-ALA (0,6 mM) (A) o He-ALA (0,6 mM) (I), UND-ALA (0,3 mw (A) y se

expusieron a dosis de luz variables. El ensayo de M77"se realizó a las 19 horas. Las

células sobrevivientes se expresan como el porcentaje del control no irradiado pero

expuesto a ALA o los derivados. Los datos representan el promedio de 3 experiencias

independientesy las barras de error la Desviación Estándar.
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VllI.4. Acumulación de ALA y PBG intracelular a partir de los distintos

compuestos.

Dada la baja eficiencia de los derivados en producir una mayor cantidad de

porfirinas comparados con el ALA, se estudió qué ocum'a con los ésteres una vez

ingresados a las células. Para esto se determinó el contenido intracelular total de ALA y

PBG provenientes del ALA o sus derivados. Se determinó además qué proporción del

ALA total correspondía a ALA y a los ésteres, para ello se separaron los compuestos

mediante una cromatografía en columnas de intercambio iónico descripta en Materiales

y Métodos.

La tabla VIII.l muestra la acumulación de ALA y PBG en células tratadas con

ALA o los derivados de ALA. Se puede observar claramente que el ALA o el He-ALA

acumulado a partir de He-ALA fue 4 veces mayor que el ALA acumulado a partir de

ALA. Sin embargo los valores de PBG acumulado a partir de He-ALA no fueron

mayores y tampoco lo fueron las porfirinas sintetizadas (ver figura VIII.1) debido a la

baja conversión de He-ALA a ALA (sólo 20 %).

La cantidad de ALA y/o THP-ALA acumulado a partir de THP-ALA fue 2,8

veces mayor que la cantidad formada a partir de ALA pero sólo el 40% se hidrolizó a

ALA; y nuevamente el contenido de PBG y porfirinas sintetizadas permanecieron sin

cambios. El ALA y/o UND-ALA acumulado a partir de UND-ALA fue muy bajo y no

se pudo separar por cromatografía.



Tabla VIIIJ: ALAy PBG acumulados en las células LM3.

pmoles ALA o ALA ALA (porcentaje de Pmoles PBG/105

derivados/105 cel. ' ALA + ALA derivado) 2 cel.

Control 1,62 i 0,07 N.D. 0,75 i 0,03

ALA 13,05 i 0,90 100 % 1,5 i 0,11

He-ALA' 42,41 i- 6,20 20 % 1,7 i 1,3

UND-ALA 3,15 i 0,12 N.D. 0,8 i 0,04

THP-ALA 36,3 i 4,78 40 % 2,07 i 0,46

Se determinaron el ALAy el PBG como se describió en materiales y métodos luego de 3 horas

de exposición a ALA, THP-ALA y He-ALA 0,6 mM; y UND-ALA 0,3 mM. Los controles

corresponden a los niveles basales de células sin tratamiento. N.D.: no detectable. ¡Las

determinaciones de ALA corresponden a ALA + derivado de ALA intracelularmente

acumulado en las células, sin distinguir entre ALAy su derivado.

2Determinado por cromatografía de intercambio iónico.

Vlll.5. Comparación de la síntesis de porfirinas a partir de ALA y sus

derivados en explantes de tumor LM3.

Una vez determinado el contenido intracelular del ALA o sus den'vados y

sabiendo que ocurría la hidrólisis de los ésteres, se evaluó que proporción del “ALA”

intracelular era utilizado por las células para la síntesis de porfirinas. Empleando

explantes de tumor LM3, se analizó el contenido de porfirinas inducidas por cada

compuesto.

La tabla VIII.2 muestra la síntesis de porfirinas en explantes de tumor LM3 a

partir de ALA y derivados de ALA 0,6 mM. A partir de He-ALA y THP-ALA la

sintesis de porfirinas fue similar a la producida por ALA, en cambio UND-ALA

produjo una cantidad de porfirinas 5 veces menor, a penas superando los niveles

basales.
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Tabla VIII.2: Síntesis de porfirinas en exp/antes (le tumor LM3 incubados con ALA o derivados

de ALA.

ug porfirinas/g tejido

Control 0,33 i 0,02

ALA 5,17 i 0,26

He-ALA 5,83 i 0,38

UND-ALA 1,18 i 0,07

THP-ALA 5,53 i 0,27

Los explantes de tumor se incubaron durante 3 horas con ALA, THP-ALAy He-ALA 0,6 mM,‘y

UND-ALA 0,3 mM Las porfirinas se extrajeron y se determinaron como se describió en

materiales y métodos. Los controles corresponden a los niveles basales de porfirinas en el

tejido.

VIII.6. Síntesis de porfirinas ¡n vivo, luego de la aplicación sistémica de ALA o

sus derivados en ratones portadores de tumor LM3.

Dado que la síntesis de porfin'nas en los explantes a partir del ALA y de los

derivados era semejante, lo cual indicaba que los ésteres entraban al tumor y además

que la actividad de las esterasas era similar para todos los derivados en este tejido,

evaluamos la respuesta in vivo del ALA y sus ésteres en el tumor LM3 luego de ser

administrados vía í.p.

La tabla VIII.3 muestra la síntesis de porfirinas y la acumulación de ALA o sus

den'vados en tumor LM3 luego de la administración sistémica de concentraciones

equimolares de ALA o sus derivados en ratones inoculados con las células tumorales

LM3. Bajo estas condiciones el ALA fue el mejor inductor de la síntesis de porfirinas,

seguido por el THP-ALA, el He-ALA y por último el UND-ALA. El ALA llegó al

tumor en mucha mayor cantidad que los derivados a los lO minutos de ser

administrados vía i.p. sin embargo a las 3 horas se encontró la misma cantidad de ALA

retenido en este tejido tanto a partir de ALA como de sus derivados.
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Tabla VIII.3: Sintesis (le por/¡rimas y contenido de ALA en tumor LM3 a partir (le ALA o

derivados de ALA luego dela administración sistémica a los ratones.

nmol ALA o derivado nmol ALA o den'vado nmol porfirinas/g

de ALA lg tejido de ALA lg tejido tejido at 3 h

a 10 min. a 3 h

Control 12,5 i 0,9 12,5 i 0,9 0,36 t 0,05

ALA 170,2:8,4 15,1115,1 15,9: 1,12

He-ALA 56,3 i 10,3 12,9 i 1,5 3,11 t 0,42

UND-ALA 28,2 i 3,1 11,2 i 3,4 2,64 i 0,23

THP-ALA 37,0 i 5,2 17,8 i 2,8 8,83 i 0,95

Se administraron vía ip. concentraciones equimolares de ALA o sus derivados (3,3 mg ALA, 5

mg He-ALA, 5,2 mg THP-ALAy 6,3 mg UND-ALA)a ratones portadores de tumor LM3. luego

de 10 minutos se determinó el contenido de ALAy luego de 3 horas se cuantificaron el ALAy

las porfirinas en el tumor. Los niveles de PBG a los 10 minutos y a las 3 horas fueron

indetectables.

VIII.7 Discusión.

La síntesis de porfirinas a partir de He-ALA in vitro aumenta linealmente desde el

comienzo de la curva de concentración. En cambio el ALA y el THP-ALA indujeron la

síntesis de porfirinas a partir de 0,1 mM. Esto sugiere que el mecanismo de entrada a la

célula es diferente para ambos compuestos comparado con el He-ALA. Mientras que la

entrada de ALA y THP-ALA parecen necesitar de una concentración umbral, la entrada

de He-ALA se da aún en concentraciones muy bajas.

Se ha demostrado que la entrada de ALA en la línea celular LM3 ocurre tanto por

difusión como por transporte activo, este ultimo mediado probablemente por miembros

de la familia de transportadores GAT (Bermudez Moretti y col., 2002). También se ha

demostrado que la entrada de ALA a las células renales y de intestino tiene lugar

mediante un transporte activo relativamente lento (Dóring y col., 1998 a y b)

Gederaas y col. (2001) encontraron evidencias de que el ALA y al menos algunos

ésteres entraban en las células por diferentes rutas. Nuestros resultados sugieren que el
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He-ALA se incorpora a la célula por un sistema de transporte diferente al del ALA y del

THP-ALA. Krieg y col. (2003) estudiaron la cinética de formación de porfirinas luego

de exponer líneas celulares de colon humano y fibroblastos a He-ALA y Benzil-ALA. A

partir de estos ésteres se detectaba la formación de porfirinas mucho antes que a partir

del ALA, apoyando la hipótesis de que la difusión pasiva del He-ALA ocurre mucho

más rápido que el transporte activo de la molécula de ALA vía B-transportadores. En

forma similar, estudios cinéticos llevados a cabo por Whitaker y col. (2000) postulan

que el Pentil-ALA se incorpora a las células de pancreotoma a una velocidad mucho

mayor que la del ALA, lo cual indica que las esterasas no están limitando la síntesis de

porfirinas y que el éster debe translocarse mediante una rápida difusión.

Es decir entonces que, dependiendo del tipo de pro-droga, estan’an involucrados

diferentes sistemas de transporte para alcanzar el umbral de ALA requerido para inducir

la síntesis de porfirinas.

Kloek y col., (1998) han observado que los ésteres de ALA de cadena larga

tienden a permanecer en la membrana celular, y por lo tanto inducir una menor síntesis

de PPIX. Nosotros encontramos que en las células, el UND-ALA a bajas

concentraciones (hasta 0,1 mM) conducía a una mayor síntesis de porfirinas que la

obtenida a partir de ALA, si bien no se pudo incrementar esta cantidad al aumentar la

concentración del éster por arriba de 0,1 mM.

Eléouet y col. (2000) demostraron que cuando las células tumorales de glia de rata

se exponr’an a THP-ALA, éstas se fotosensibilizaban en forma más eficiente que las

células expuestas a concentraciones equimolares de ALA. Los mismos autores

observaron que el THP-ALA sensibilizaba a las células a concentraciones tan bajas

como 18 uM. Sin embargo en las células LM3 nosotros no encontramos que el THP

ALA fuera mejor pro fotosensibilizante que el ALA. Basamos las diferencias en la

respuesta a la TFD de las células, en que los diferentes ésteres del ALA ingresan por

distintos mecanismos de transporte a la célula, y que este mecanismo puede además

van'ar para cada tipo celular.

Se requiere la mitad de He-ALA comparado con ALA para obtener la misma

cantidad de porfirinas. Sin embargo, a pesar de que se acumula 4 veces más ALA/He

ALA a partir del He-ALA, el valor de porfirinas en el plateau para ambos compuestos

es similar. Esto demuestra que la transformación del He-ALA en porfirinas es el paso

limitante y no la entrada del precursor a la célula.
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Para evaluar si la conversión de He-ALA a ALA por medio de las esterasas era o

no el paso limitante, separamos el ALA del He-ALA mediante cromatografía en

columnas de intercambio iónico. Encontramos que el 80 % del compuesto total era He

ALA mientras que sólo el 20 % era ALA. Esto significa que las esterasas están

limitando la conversión a ALA y por lo tanto a porfirinas.

Algo similar ocurrió con el THP-ALA. Alrededor de 2,8 veces más ALA/THP

ALA se acumuló en las células, y sólo el 40 % se convirtió en ALA. Esto puede estar

relacionado con algún tipo de regulación a través de las esterasas, la cual provee la

cantidad de ALA necesaria para convertirse en porfirinas, probablemente a través de

una regulación por producto final. Respecto a esto podemos decir que tal vez las

esterasas estén reguladas a través del camino biosintético del hemo. Sin embargo se

necesitan más datos para poder confirmar esta hipótesis.

La cantidad de ALA/UND-ALA a partir de UND-ALA fue muy baja y no se la

pudo separar del ALA por medio de las columnas de intercambio iónico. Pero en este

caso hubo una buena correlación entre el ALA acumulado y las porfirinas sintetizadas,

aparentemente al estar en condiciones no saturantes para las esterasas.

Los datos obtenidos a partir de experiencias in virro con explantes de tumor LM3

coinciden con los resultados obtenidos en células. Empleando ALA o ésteres de ALA

0,6 mM, la síntesis de porfirinas a partir de ALA, He-ALA y THP-ALA, es similar,

mientras que la acumulación de porfirinas a partir de UND-ALA apenas sobrepasa los

niveles basales. Estos resultados indican una buena correlación entre ambos modelos in

vitro, los cuales son marcadamente diferentes de los datos in vivo.

Se ha probado previamente que el He-ALA induce una considerable síntesis de

porfirinas in vitro pero no in vivo. Estas diferencias entre los resultados en líneas

celulares y sus tumores parentales, se puede atribuir a: (a) la baja capacidad del He

ALA para cruzar la estructura vascular para alcanzar las células tumorales, (b) retención

de He-ALA en el espacio intersticial y consecuentemente limitada disponibilidad para

las otras capas celulares, (c) la acción y expresión diferencial de las esterasas en las

líneas celulares comparado con el tumor parental.

La administración vía i.p. de los derivados He-ALA y UND-ALA dio como

resultado una acumulación de porfirinas 5 veces menor en tumor que lo obtenido con

concentraciones equimolares de ALA. El THP-ALA indujo la mitad de las porfirinas

obtenidas a partir de ALA. La concentración de los derivados empleada no se pudo

aumentar debido a que fueron letales para los ratones.
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Cuando la línea celular LM3 se expuso a UND-ALA, encontramos que la

toxicidad se debía a la liberación del alcohol luego de la acción de la esterasa (datos no

mostrados). Sin embargo, in vivo la toxicidad del He-ALA y el UND-ALA podría estar

provocada por un mecanismo diferente. Cuando se utilizaron dosis de He-ALA y UND

ALA muy altas, los ratones murieron dentro de los 5 minutos post inyección. Basados

en la observación de que el He-ALA induce una alta síntesis de porfirinas en el cerebro

(capítulo VII), sospechamos que el I-Ie-ALA es neurotóxico, sin embargo esto no es

aplicable para el caso del UND-ALA, ya que este derivado produce una muy baja

síntesis de porfirinas en cerebro (datos no mostrados)

En el tumor se retuvieron alrededor de l70 nmoles de ALA/g tejido luego de lO

minutos de la inyección de ALA, mientras que los derivados se acumulaban de 3 a 5

veces menos. Sin embargo, luego de 3 horas la concentración de ALA era similar para

todos los compuestos.

La síntesis de porfin’nas in vitro no refleja la eficiencia de la síntesis in vivo, ni la

acumulación de ALA o sus derivados in vitro se correlaciona con los datos obtenidos in

vivo, demostrando la dificultad y la complejidad para extrapolar los resultados de los

datos in vitro a un modelo in vivo. Los datos sugieren que luego de la administración

i.p. de ALA o los ésteres derivados, la retención del den'vado en los vasos sanguíneos

en la fase inicial de distribución o bien dentro de los capilares juega un rol esencial en la

disponibilidad del ALA.

La relevancia del uso de den'vados de ALA, se basa en la posibilidad de disminuir

la cantidad de derivado administrado para obtener iguales cantidades de porfirinas y

ganar selectividad. Nuestros resultados subrayan la importancia de trabajar con los

derivados de ALA en condiciones no saturantes de la actividad de las esterasas y/ o del

camino del hemo. Sin embargo se requieren más estudios en relación a los puntos de

saturación de las esterasas y su regulación.
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Conclusiones Generales

> La síntesis de porfirinas in vitro, en cualquiera de las líneas celulares utilizadas,

es dependiente del número de células y aumenta en función del tiempo de

incubación y de la concentración de ALA o He-ALA utilizada. Además a mayor

concentración de porfin'nas mayor es el daño inducido por la TFD.

> En la línea celular LM2 el He-ALA induce la misma cantidad de porfin'nas que

el ALA, con la ventaja de que se necesita emplear una concentración 60 veces

menor que la de ALA. A concentraciones equimolares, el He-ALA induce 1,6

veces más porfirinas. Las porfirinas sintetizadas a partir de ambos derivados

sensibilizan a la célula de igual forma, induciendo la fragmentación del ADN

intemucleosomal característica del proceso apoptótico.

> Utilizando el modelo de explantes de tumor, observamos que el encapsulamiento

del las pro-drogas no incrementó significativamente la síntesis de porfirinas.

Pudimos comprobar además que los liposomas penetran en las células mediante

fusión con la membrana plasmática.

> Empleando nuestro modelo de cultivo de linfocitos esplénicos mun'nos,

observamos que la síntesis de porfirinas a partir de ALA es más elevada en los

linfocitos activados que en los linfocitos en reposo. Estos resultados se

correlacionaron con una mayor disminución en la supervivencia, luego de la

TFD, demostrando que el ALA-TFD es útil para diversas líneas celulares.

> En ese mismo modelo, se observó que, como consecuencia de su sensibilidad al

tratamiento, sólo las células activadas eran capaz de generar una respuesta

antioxidante adaptativa a la TFD, particularmente reflejado en el aumento de la

actividad de la GPX. Esto es importante ya que las enzimas antioxidantes

pueden modular la resistencia al daño inducido por el estrés oxidativo generado

durante la TFD, además de ser utilizado como parámetro de efectividad de la

terapia.
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Mediante el uso de diferentes agentes protectores contra el daño fotodinámico,

tales como secuestrantes de radicales libres, antioxidantes y compuestos

sulfurados, se demostró la importancia de las especies reactivas de oxígeno en la

muerte celular inducida por el ALA-TFD. Muchos de los compuestos que

protegen a las células contra el daño inducido por la TFD, están relacionados

con el metabolismo del GSH, lo que constituye un dato interesante a tener en

cuenta para mejorar la estrategia del tratamiento, como mecanismo de

protección de las células normales frente a los efectos secundarios.

Luego de la aplicación tópica de ALA y He-ALA, en tumores subcutáneos, se

observó que si bien la síntesis de porfirinas a partir de He-ALA es menor, la

acumulación de los tetrapirroles es más localizada en piel pen'tumoral y el

contenido de porfirinas en los órganos internos se encuentra dentro de los

valores basales.

Cuando se aplicó He-ALA tópicamente sobre papilomas inducidos

químicamente, se observó que variando la composición del vehículo se puede

obtener una síntesis de porfirinas similar tanto a partir de ALA como de He

ALA, utilizando las formulaciones óptimas para ambos compuestos. La mejor

formulación para el ALA fue la loción con el agregado de DMSO y etanol,

mientras que la crema fue la mejor formulación para aplicar el He-ALA

En este modelo el He-ALA indujo nuevamente una síntesis de porfirinas más

selectivamente localizada en el sitio de aplicación, tumor y piel pen'tumoral.

Esto sugiere que el empleo de He-ALA podría ser ventajoso en el caso de

lesiones superficiales, en comparación con el ALA. La acumulación de

porfin'nas en piel normal y papilomas distantes disminuye en forma dependiente

con la distancia al sitio de aplicación, con la ventaja adicional de que la síntesis

en los órganos internos se encuentra dentro de los valores basales, lo cual

evitan’a una posible acción tóxica en dichos órganos.

In vivo el He-ALA administrado en forma sistémica, indujo una síntesis de

tetrapirroles menor que la obtenida a partir del ALA en los distintos tejidos,
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independientemente del tiempo y la vía de administración. El He-ALA es capaz

de atravesar la barrera hemato-encefálica e inducir una síntesis de porfirinas

mucho mayor en cerebro que el ALA, lo cual le otorga una ventaja importante

para el tratamiento de tumores cerebrales.

De acuerdo a los resultados in vitro, obtenidos mediante el uso de distintos

ésteres den'vados de ALA en la línea celular LM3, se puede postular que el

mecanismo de entrada a la célula es diferente para los distintos compuestos. En

el caso del ALA y el THP-ALA sería necesaria una concentración umbral para

que se produzca la incorporación de los mismos a la célula.

El hecho de que los derivados THP-ALA y He-ALA se acumulen en mayor

cantidad que el ALA y que la síntesis de porfin'nas sea similar en el plateau,

sugiere que la conversión del éster a ALA y/o el pasaje de ALA a porfirinas, y

no la entrada a la célula, es el paso limitante. Esto lleva a pensar que podría

existir algún tipo de regulación del tipo feedback entre el pool de ALA libre y/o

el camino biosintético del hemo con la actividad de las esterasas. Por lo tanto es

de importancia emplear los ésteres en condiciones no saturantes para las

enzimas.

Se observó una buena correlación entre los resultados obtenidos in vitro con la

línea celular LM3 y ex vivo con explantes de tumor LM3, sin embargo queda en

evidencia la complejidad y dificultad para correlacionar estos resultados con los

resultados in vivo, y se postula que los capilares serían de gran importancia en la

disponibilidad de ALA a partir de los ésteres y ayudaría en parte a explicar las

diferencias obtenidas.



¿ En base a los resultados obtenidos in vitro, observamos que los ésteres

derivados de ALA tienen un rol promisorio en el mejoramiento de la TFD,

estimulando una mayor sintesis de porfirinas. Dado que el pool de ALA

libre o bien algún componente del camino del hemo podria estar regulando

la hidrólisis de los ésteres a ALA, es importante tener en cuenta el hecho de

trabajar en condiciones no saturantes para las esterasas. In vivo, mediante

la aplicación tópica de He-ALA en dos modelos tumorales, se demostró una

localización más selectiva de este derivado comparado con el ALA. Por otro

lado el He-ALA fue capaz de atravesar la barrera hematoencefálica en

forma más eficiente que el ALA, estimulando una alta concentración de

porfirinas en cerebro. Lo que destaca la importancia que este derivado

podria tener en el tratamiento de tumores cerebrales. Encontramos además

que muy probablemente los capilares jueguen un rol fundamental en la

biodisponibilidad del ALA y sus derivados en los modelos in vivo

empleados. Si bien aún son necesarios más estudios, postulamos que los

diversos derivados podrían localizarse más selectivamente en diferentes

órganos. Por lo tanto seria de gran importancia poder dilucidar los

mecanismos que regulan la localización y conversión de los ésteres, y

determinar el rol que juegan los capilares en la distribución de las pro

drogas, para lograr aumentar la eficiencia de la terapia fotodinámica.
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