BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis Doctoral

Mecanismos de muerte y
supervivencia celular por terapia
fotodindmica basada en acido 5-

aminolevulico

Teijo, Maria Julieta

2012

Este documento forma parte de la coleccidon de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizaciéon debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Citatipo APA:

Teijo, Marifa Julieta. (2012). Mecanismos de muerte y supervivencia celular por terapia
fotodinamica basada en acido 5-aminolevulico. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales.
Universidad de Buenos Aires.

Citatipo Chicago:

Teijo, Maria Julieta. "Mecanismos de muerte y supervivencia celular por terapia fotodindmica
basada en acido 5-aminolevulico". Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de
Buenos Aires. 2012.

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

UBA

Universidad de Buenos Aires

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

CIENCIAS EXACTAS
g ¥ NATURALES

kA
o
W

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Departamento de Quimica Biologica

Mecanismos de muerte y supeivencia celular por terapia
fotodinamica basada eracido 5-aminolevulico

Tesis presentada para optatillo de Doctor de la Uwersidad de Buenos Aires
en el area Quimica Biolbgica

Maria Julieta Teijo

Director de tesis: Dra. Haydée Fukuda
Consejero de estudios: Dra. Adali Pecci
Lugar de trabajo: Centro de Inwigscion sobre Porfirmy Porfirinas

Consejo Nacional de Investiganes Cientificas y Técnicas.
Hospital de Clinicas “José de San Martin”.
Departamento de Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias

Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires.

Buenos Aires, 2012



Mecanismos de muerte y supervivencia celulan terapia fotodindmica basada en
acido 5-aminolevdlico

La Terapia Fotodinamica (TFD) es wdida para el tratamiento del cancer y
otras patologias no malignas. Se basa la administracion un compuesto
fotosensibilizante (FS) que se acumula delamente en el tgjo maligno y al recibir
luz de longitud de onda adecuadste interactia con el,(produciendo especies
reactivas del oxigeno (ROSyue son altamente tdxicas desencadenan la muerte
celular. La administracion exdgena delidac 5-aminolevdlico (ALA), precursor
bioldgico de la sintesis de los tetrapirsylenduce la acumulacion de protoporfirina 1X
(PpIX), el Unico FS enddgeno. En la elicacion de tumores mediante TFD
intervienen diferentes procesos de muedieilar, los que incluyen apoptosis, necrosis,
y autofagia.

En el presente trabajo se estudiatos mecanismos que llevan a la muerte
celular por TFD basada en ALA en célulds adenocarcinoma de pulmén humanas
(A549) cultivadas de modo convencional raanocapa- o en esferoides multicelulares
(EMCs, agregados celulares compactos desarrollan gradiees de nutrientes y
oxigeno), y en una variante retginte derivada mediante suges ciclos de tratamiento
fotodinamico y recuperacion.

La acumulacién de PplX a partir de Alaument6 con el tiempo de incubacion
y la concentracién de ALA hasta alcanzar plateau con 1 mM tanto en monocapas
como en EMCs. Estudios de microscopia ooafindicaron que las mitocondrias son el
principal sitio de localizacion de Ppl¥nddgena pero no de PplX administrada
exdégenamente, la cual se localiza emkmbrana plasmatica. Los EMCs presentaron
una capacidad de sintesis de PplIX simdldas células en monocapa, mientras que en
células resistentes se observaron nivelesores de acumulacion. La TFD-ALA reduce
significativamente la supervivencia celulde manera dosis luminica dependiente
aungue en menor medida tanto enlad resistentes como en EMCs.

La TFD-ALA induce en las células la generacién de ROS tales tom®, y
peroxidos, en células en monocapa pecoen EMCs; y esa produccién puede ser

modulada por agentes antioxidantes de al@de proteccion como el ascorbato y el



trolox, con un consecuente aumento en kbiidad celular. Se observaron eventos
asociados a apoptosis 1 h luego de T&D: reduccion del tamafio celular,
irregularidades enla membrana plasméatica, condensacion de la cromatina,
despolarizacién de la membrana mitocondtibgracion de citocromo c al citoplasma,
externalizacién de fosfatidilserina y actii@t de caspasa-3. En cambio, tanto en EMCs
como en células resistentes se observoredaccion notable en faroduccion de ROS

y en los parametros de apoptosis. Por otlo,l&n todos los casge hallaron indicios

de un proceso autofagico, caracterizggr la formacion de vacuolas de doble
membrana y la deteccién de LC3-Il, asi cdmexpresion de la proteina antiapoptética
Bcl-2.

La activacion del factor nuclear NB Unicamente se hall6 en células tratadas
con dosis bajas de TFD, mientras que las agltgsistentes mostraron presencia de este
factor en el nucleo en todos los tigms de irradiacion, de manera creciente.

Los resultados obtenidos en estabfjo permiten determinar que los
mecanismos de muerte celular post-TFDroau principalmente por la via apoptotica
intrinseca, pueden ser modulados por ageatgioxidantes, y coexisten con procesos
autofagicos.

Por otro lado, el modelo dEMCs es mas adecuado pal&studio de los efectos
de la TFD-ALA respecto de la monocapa,qeee simula la estructura de microtumores
avasculares y refleja caracteristicabistolégicas como la secrecion de
mucopolisacaridos y la expresion | diactor inducido por hipoxia (HIF#). La
autofagia es el mecanismo principal de resfaua TFD en células resistentes, las cuales
a su vez incrementan mecanismos de sobrevida como la activacioxBeB$tos son
factores condicionantes de la eficacia ttetamiento a considerar al aplicar TFD
repetidamente en el tratamiento de turaoyeal emplear agentes antioxidantes para

minimizar el fotodafio a tejidos no tumorales.

Palabras claves Terapia fotodindmica, ROS, mtercelular, supervivencia celular,
esferoides.



Mechanisms of cell death and survival after photodynamic therapy with
aminolevulinic acid

Photodynamic therapy (PDT) is a treatthéor malignant and non malignant
pathologies. It consists on the adminigtia of a photosensitizing drug (PS) which
selectively accumulates in tumor cells aqbn irradiation with appropriate wavelength
light reacts with @ and produces reactive oxygen spedi@OS) leading to cell death.
Exogenous administration of 5-aminolevulimicid (ALA) induceghe accumulation of
the endogenous PS, protoporphyrin IX (PpIRjfferent cell death pathways develop
after PDT, such as apoptosis, necrosis, and autophagy.

Mechanisms of cell death after AEPDT were evaluated in a human
adenocarcinoma cell line (A549) cultdrein conventional monolayers, or as
multicellular spheroids (MCSs, compact cell aggregates which generate nutrient and
oxygen gradients) and in ardeed PDT-resistant cell culte obtained after repetitive
PDT-recovery cycles.

PplX accumulation from exogenous ALA increased with incubation time and
ALA concentration reaching a plateau AtmM, both in monolayers and MCSs.
Confocal microscopy images showed tleatogenously generatdtplX localized in
mitochondria, and exogenous PpIX in the plasma membrane. Similar PpIX
accumulation rates were found in MCSs widispect to monolayers, whereas derived
resistant cells showed lower levels.

ALA-PDT significantly reduced cell surval in a light-dose dependent manner,
but to a lesser extent mesistant cells and MCSs.

Cells subjected to ALA-PDT in monolayers produce ROS liRe O, and
peroxides, but not in MCSs. They cde modulated by high protection grade
antioxidants such as ascorbate or trolox, i consequent increa in cell viability.
Several apoptosis related features wereeolesl after PDT: cell shrinking, membrane
blebbing, chromatin condensation, mitochondrial membrane despolarization, cytocrome
c release to the cytoplasphosphatidylserine externalizati@and caspase-3 activation.
MCSs and resistant cells showed a maneztliction in ROS production and apoptotic
features; as well as autophagic signsudtig doble membrane vacuoles and LC3-Il

detection, in addition to antiaptgpic protein Bcl-2 expression.



Nuclear factor NkB was detected only after low doBDT, but in resistant cells
all irradiation times showed presence of WBFin the nucleus, increasing with
irradiation time.

Results presented in this work indicate that cell death mechanisms induced by
ALA-PDT occur mainly by the apoptotic iisic pathway, which can be modulated by
antioxidant agents, and coexigith autophagic processels addition, MCSs are an
appropriate  model for the study of ALA-PDT because they mimic avascular
microtumors and present hystological featutike mucopolysacharides secretion and
hipoxia-inducible factorexpression (HIFL:). Autophagy is the principal cell death
pathway occurring in resistant cells in which increased survival mechanisms, kg NF
activation, were found. Factors conditioning PBfficacy should be considered when
applying repetitive PDT for tumor treatmetoigether with the use of antioxidants to

minimize photodamage to non malignant tissue.

Key words: Photodynamic therapy, ROS, celbdle, cell survival, spheroids.
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ABREVIATURAS

2D: bidimensional

3D: tridimensional

ALA: Acido 5-aminolevdlico

ALA-D: ALA dehidrasa

ALA-S: ALA sintetasa

An: Annexina V-FITC

Asc: Ascorbato

BE: Bromuro de etidio

COPROgen: Coproporfirindgeno I
CPGasa: Coproporfirinbgeno oxidasa
DiOC6 : loduro de dihexilcarbocianida
DMSO: Dimetilsulfoxido

EMC: Esferoide multicelular

EMCs: Esferoides multicelulares
FECH: Ferroguelatasa

FITC: Isotiocianato de fluoresceina
FS: Fotosensibilizante

FSs: Fotosensibilizantes

FSC: Forward side scatter

GABA: Acido gamma-aminobutirico
GSH: Glutatién reducido

h: hora

H,DCF-DA: Diclorohidrofluorescein diacetato
HE: Hidroetidina

Hp: Hematoporfirina

HpD: Derivado de hematoporfirina

IP: loduro de propidio

DLso Dosis luminica letal 50

Man: Manitol

min: minutos

MME: Membrana mitocondrial externa
MMI: Membrana mitocondrial interna

m-THPC: tetrahidroxifenil clorina



MTT: Bromuro de 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil tetrazolio)
M&M: Materiales y métodos

MVP: Trans-1-(2'-Metoxivinil) pireno

NA: Naranja de acridina

* OH: Radical hidroxilo

'0,: Oxigeno singulete

O : Anién superéxido

PA: Pepstatina A

PAS: PgP: Glicoproteina P

®m: Potencial de lamembrana mitocondrial
PBG: Porfobilinégeno

PBGasa: Porfobilinbgeno deaminasa

PBR: Receptor periférico de benzodiacepinas
PBS: Buffer fosfato de sodio

PPGasa: Protoporfirinégeno oxidasa

PplX: Protoporfirina IX

PROTOgen IX: Protoporfirindgeno 1X

PT: Poro de trancision

RE: Reticulo endoplasmético

Rh 123: Rhodamina 123

RM: Receptor de muerte

ROS: Especies reactivas de oxigeno

RPMI 1640: Medio Roswell Memorial Park Institute
SD: Error standard

seg: segundos

SFB: Suero fetal bovino

SSC: Side Scatter

TFD: Terapia fotodinamica

TFD-ALA: Terapia fotodinamica basada en ALA
Trp: Triptéfano

URO-D: Uroporfirinégeno decarboxilasa
UROgen llI: Uroporfirinbgeno I

UROgen IlI-S: Uroporfirindgeno lll-isomerasa
URO-I-S: Uroporfirinégeno I-sintetasa

Vp:Verteporfirina
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CAPITULOI
PORFIRINAS Y METABOLISMO DEL HEMO

Procesos biologicos tan antiguos coewmlutivamente significativos, implican
la participacion de moléculas relacionadamn las porfirinas. La fotosintesis, la
respiracion celular, la defensa antioxidarsen pasos evolutivos que condicionaron el
éxito de la vida celular.

Conocer las propiedades y el camino sintético de estos compuestos ha permitido
el diagnostico certero de enfermedades dieeas, las Porfiriasy el tratamiento de
numerosas patologias mediante nuevas canliines y herramientas que al dia de hoy

se siguen investigando.

1.1.- Porfirinas

El hemo es un grupo prostético presenteiren gran diversidad de moléculas de
importancia biologica. Ergr ellas se destan la hemoglobina, la mioglobina,
citocromos y peroxidasas; implicadas eh transporte de ogéno, transporte de
electrones y la catélisis geréxidos respectivamente.

Al igual que el hemo, también lasoobfilas corresponden a un conjunto de
moléculas denominadas porfirinas. Lasrfipmas se encuentran ampliamente
distribuidas en la naturaleza y juegan un roiti@ en los sistemas vivientes, debido a
sus propiedades fisicas, quimicas y biol6gi€m compuestos macrociclicos, planos y
rigidos, formados por cuatro anillos pirr@g (A, B, C, D, E), unidos por puentes
metileno €, B, y y ), con dobles ligaduras lo cueh la mayoria de los casos les
confiere color o la capacidad de fluoresper excitacion con luge longitud de onda
adecuada (Fig 1).

En los carbono$ de cada tetrapirrol pueden s distintos sustituyentes,
confiriendo distinta naturata quimica a cada porfirin@ado su gran tamafio y las
caracteristicas antes menciorgdgu estructura es hidédifica, aunque los sustituyentes
que presenten pueden revertia esndicion. A su vez, las porhas tienen la capacidad
de coordinar un atomo de meta su region central. En ehso de las clorofilas se

coordina un atomo de magnegien el caso del hemo, un atome hierro. Estos grupos
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prostéticos son los responsables del colorevelel la clorofila y decolor rojo de la
sangre (Fukuda et al, 2005).

Por lo tanto, las porfirinas son regueientos basicos en metabolismos
aerdbicos y anaerdbicos, y pueden ser acermenliz consideradas como los pigmentos
de la vida (Batlle, 1986).

R R
— '
A
HC _L- —CH
R -~
- ”.E N o |_,,R
‘D NH HN B
vy N_ B [_‘““
R H-l-:_ffc\fc R
.
R R

Fig. 1. Estructura general de las porfirinas. R: sustituyentes

1.2.- Biosintesis del hemo

La sintesis de porfirinas es un camimetabdlico complejo, que involucra ocho
enzimas. La primera y las tres ultimas se localizan en la mitocondria, mientras que las
cuatro restantes se localizan en el citosol.

Los precursores quimicos de lantsbis de porfinas son moléculas
relativamente sencillas: acido 56-aminolevulico(ALA) y el porfobilinbgeno(PBG),
cuya naturaleza quimica es altamente hidrofglgoalo cual se excretan facilmente en
orina(Batlle, 1997).

La sintesis del hemo se inicia a partir de moléculas pequefas cgtiminky
la Succinil CoA (Fig. 2) derivados del ciclo de lasidos tricarboxilicosque por accion
de las-aminolevulico sintetasa (ALA-S) producen una molécul®da. La actividad
de la ALA-S constituye el paso limitantde la sintesis ysufre un control por

retroinhibicién por producto final, es decirtgmo. El siguiente paso es la formacion
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del monopirrol ciclico insaturad®BG por accion de la ALA-Dehidrasa (ALA-D) que
condensa dos moléculas de ALA.

A continuacién tiene lugar la unién deatto moléculas de PBG para formar el
Uroporfirinbgeno de la serie lll(Urogen 1llI) por ac@n combinada de la PBG
Deaminasa (PBG-D) o hidroximetilbilangintetasa (HMB-S),y la Isomerasa o
uroporfirindgeno Il sintetasa (UROgen Il sinetatdag primerade estas dos enzimas
une las moléculas de PBG extremo axtremo, formando un tetrapirrol abierto
llamadoHidroximetilbilano (HMB) en el cual los sustituyent@sse ordenan de manera
simétrica. En ausencia de la enzimab#&hno tiende a ciclarse espontaneamente,
generanddJroporfirindégeno | (Urogen 1) pero en presencia de la Isomerasa se rota el
anillo pirrélico D del hidroximetilbilano, obteniéndose asi una disposicion asimétrica de
los sustituyentes. Finalminse cicla generando Eroporfirinégeno 111 (Urogen llI)
gue sera utilizado como sugtran la siguiente etapa.

El Urogen | no es fisiolégico y el porfidgeno normalmente encontrado en la
célula es el Uroporfirinégeno 1l (urogen llll.a enzima encargada de catalizar este
paso es citoplasmatica y se encuentra en exceso respecto de la enzima PBG-D,
asegurando que haya mas sintesis detnmadiario fisiologico (Urogen Ill) que del

ciclado espontaneamente (Urogen I).
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w I . ,\)H
[elnln
N ALA-D NH,
PBG ALA
| ALA-S

HMB

ISOMERASA \
P A

Glicina v Succinil CoA

A p
A A
P P
Urogen Il

URO-D
P M
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M 1]
P P
Coprogen Il

") M
M v
m M
P P
HEMO
‘ FECH
') M
M v
M M
P P
Proto IX
‘ PPOX
v M
] v
M M
P P
Protogen IX

Fig. 2. Representacion de las enzimas y los intermediarios de la biosintesis del hemo. A: &cido acético (-CH2-

COOH), M: metilo (-CH3), P: acido propiénicg-CH2-CH2-COOH), V: vinilo (-CH=CHZ2).
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El paso siguiente consiste en lacdrboxilacion progresiva de los cuatro
sustituyentes de acido acético (-CB®OH) del Urogen lll por accion de la
Uroporfirindgeno 1l decarboxilasgURO-D), para obteneCoproporfirindgeno Ili
(Coprogen lll). La URO-D puede utilizar mm sustrato también al Urogen | para
formar finalmente Coprogen I. La reacciorume con una velocidad mayor en el caso
de los isbmeros de la serie Il que los de la serie |, asegurando esto que no se acumulen
en la célula porfirindgenoso fisiolégicos. Sin embargo, aunque se pueden encontrar
porfirindbgenos con 8 a 4 carboxilos de laeéyrisolo el Coprogen Ill se decarboxila
oxidativamente a protoporfirinége IX (Protogen 1X) en lamitocondria por medio de
la Coproporfirinégeno oxidasa (CPGasa). Por lo tanto, en el caso en que se formen
iISOMROS de la serie | seran excretadofasretapas entre Urogen | 'y Coprogen I. La
CPGasa es la encargada de realizaetaiboxilacion oxidativa di€oprogen Ill, para
dar como product®rotoporfirinégeno IX(Protogen IX).

La Protoporfirinogeno oxidag@POX) elimina luego seis atomos de hidrégeno
del Protegen IX para formar Rrotoporfirina IX . La ultima etapa de la secuencia
implica la insercion del hierren el anillo porfirinico pota accion de la Ferroguelatasa
(FECH) para finalmente formar Eemo(Batlle, 1997).
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1.3.- Catabolismo del hemo

El catabolismo del hemo es de grampartancia por sus implicaciones clinicas,
como la sintesis de pigmentos biliares y,lanplantas, por dar lugar a fotocromos y
fitocianinas. En mamiferos, el hemo seabaliza a biliverdina, CO e hierro por la
accion de la hemooxigenasa microsomal (KI@aines, 1988). Es la primer enzima y
ademas, limitante de la velocidad de degcion del hemo, que requiere la actividad
concertada de NADPH y citocromo P450 rddaa microsomal (Docherty et al, 1984;
Kutty et al, 1988).

La HO se une al hemo formando aomplejo hexacoordinado hemo-enzima
(Takahashi et al, 1994). Luego el hiee®reducido a estado ferroso por accion de la
NADPH-citocromo P450 reductasa, segui® la union del oxigeno molecular al
complejo atacando el carbonemeso del anillo de IRROTO IX para forma#-meso-
hidroxihemo (Davydov et al1999) y a continuacion el x@gohemo, que se degrada a
biliverdina férrica. Solo la isoforma verdohemaooluede ser convedt a biliverdina
IXa (Zhanget al, 2003). La reaccion continda conréduccion del hierro férrico a la
forma ferrosa por la accion de una reductasguida de la liberacion del metal de la
biliverdina, la que es convertida rapidameate bilirrubina por la enzima citosolica
biliverdina reductasa, con consumo NADPH (Montellano, 2000). La bilirrubina
formada es insoluble en agua, por lo tgrdoa poder ser eliminada a través del liquido
biliar, se glucuroniza en el hepatoc mediante el sistema enzimético

glucuroniltransferasa.

La atapa terminal del catabolismo de bews la trasformacién de la bilirrubina
conjugada en urobilinoides, grupo constlo por D-Urobilinégeno, estercorbilina y
urobilina. Las bactecrias intestinales son las encargadas de esta desconjugacion de la
bilirrubina. Una pequefia cantidad del uroldiieno fecal es absorbido por el intestino

para ser casi totalmente re-excdetgor el higado (Billing, 1982).
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1.4.- Regulacion de Isintesis de hemo

Los niveles celulares de hemo estégulados por un fino balance entre su
sintesis y su catabolismo. Los requerimientos de hemo varian significativamente entre
las distintas células y tejidod.a maxima produccién de hemo ocurre en los eritrocitos
en desarrollo, alli se sintetiza aproximagate el 85% del hemo total. El segundo
organo en importancia es el higadopn una diferencia entre ambos, de
aproximadamente un orden en la velodidde sintesis. Consecuentemente, la
hemoglobina provee la mayor parte del heque se cataboliza principalmente en
macrofagos, aunque todas las célulasdponedegradarlo, con excepciéon de los
eritrocitos maduros y algunas ot@dulas altamente diferenciadas.

La regulacion de la sintesis de hemaesgecifica del tejido. Diferencias en el
metabolismo de hierro y en los genes de ARAa primera enzima de la biosintesis de
hemo, son responsables de las diferencials @agulacion y velodad de sintesis en
células eritroides y no eritides. La union del hemo a usacuencia de binding en el
ALA-S bloguea la importacion a la mitawdria del precursor de esa enzima,
representando un punto post-traduccionalnthébicion por producto final, existiendo
también una inhibicion por hemo a nivieanscripcional (Robé&s & Elder, 2001;
Munakataet al, 2004).

En eritrocitos, el hemo inhibe el sunstio de hierro desde la transferrina
(Ponka, 1997), entonces en células eritroideslisponibilidad déhierro antes que la
produccion de ALA, es el paso limitante e velocidad de la sintesis de hemo.
Ademas, en esas células, los niveles d®RR IX estan acopladas la disponibilidad
de hierro como resultado da induccion traduccional déiLA-S2 por el hierro. Por
otra parte, se observo que si se suministrujm continuo de higo a la mitocondria,
se inhibe significativamente kintesis de Fe-Quel (Richardsenal, 1996). Se ha
propuesto, que una vez que el hierro es lthezor la transferrina a un endosoma en la
mitocondria, éste se transfiere directamenta Fe-Quel por medio de transportadores
unidos a la membrana. En los hepatocitdstexun pool de hemiibre que ejerce una
regulacion por retroalimentacién negativa solar transcripcién, traduccion y actividad
del ALA-S (Bonkowsky, 1991).
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Sassa y Kappas (1981) calcularon que en condiciones normales 65% del ALA-S
se utiliza para producir citocromo-P450, 15% para catalasa peroxsomal, 6% para
citocromos mitocondriales y 8% para citocromo WPor induccién de la sintesis del
ARNmM de apoproteinas, el pool de herilore puede regular la biosintesis de
hemoglobina, de citocromos mitocondrialesigrosomales y de enzimas que contienen
hemo (Bottomley & Muller-Eberhard, 1988).

1.5.- Porfirias

La deficiencia en la actividad dalguna de las enzimas del camino
metabolico del hemo (excepto la ALA-S) denk a un desorden metabdlico que deriva
en la acumulacién y excrecién de precursores, porfirinégenos sfidnas, lo que da
lugar a las enfermedades conocidas c@wmdirias. Las porfirias humanas son entonces
desérdenes metabdlicos que pueden seditanes o adquiridos, Existen 8 tipos de
porfirias, y en cada una de ellas, como consecuencia de la deficiencia enzimatica
especifica, se produce untiien caracteristico de incremento y acumulacion de
precursores de hemo y/o de porfirinassangre, orina y heces, que provoca sintomas

particulares que permiten realizardiagnostico preciso (Batlle, 1997).

El primer caso de porfiria documentado del que se tiene registro es el del rey
Jorge Il de Inglaterra. En 1811 se lo describia sufriendo de dolor abdominal,
taquicardia, orina de color anormal y “lagurVivié desde entares afectado por estos
sintomas hasta su muerte en 1820. €911 y 1983, todos los tipos de porfiria
conocidos hoy ya habiardsi descriptos (Batlle, 1997).

1.5.1.- Clasificacién

Las porfirias pueden clasificarsegin dos criterios principales:
- Segun el sitio donde mas se manifiesta la deficienciddp@ticas Eritropoyéticasy
HepatoeritropoyéticaskEs decir, que el mayor sitio de acumulaciéon de precursores o
porfirindgenos puede ser eblaido, los eritrocitos o ambos.
- Segun la sintomatologia: E@utaneaso Agudas. Es decir, con sintomas de

fotosensibilidad y fragilidad en la piel debido a la acumulacion de porfirinas en este
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tejido 6 en el caso de lagudas, con ataques de wda indole como convulsiones
dolores abdominales muy fuertes (sintoma neuroabdominal), entre otros.
La fuerte fotosensibilidad y las lesiones que caracterizan a las porfirias cutaneas

da cuenta del poder fotoquimico de las piordis que se acumulan en estas patologias.

Agudas Geny Locus Herencia Aspectos importantes
Porfiria Aguda S, . . Porfiria aguda mas comUHepética Sin
. Porfobilinbgeno deaminagaAutosémica . . . .
Intermitente . sintomatologia cutanea. Dolor abdominal,
11g24.1-924.2 dominante . ) L
(PAI) manifestaciong neuroldgicas.
Porfiria Variegata| Protoporfirindgeno oxidaga Autosémica Hepatica Sintomatologia cutanea y aguda.
(PV) 1922-23 dominante Sintomas neuroabdominal@&xpresién variada.
Coproporfiria L P
Hereditaria Coprc_)porflnnogeno Autos_omlca Rara.Hepaticamixta. Fragilidad cutanea
oxidasa 3g12 dominante
(CPH)
Nueva Porfiria . _—
Aguda ALA.dehldrasa Autosomlca Muy rara.Hepatica Sintomas neuroabdominalgs.
(NPA) ;9934 recesiva

Tabla 1. Caracteristicas principales de las porfirias agudas.

Cutaneas no . :
Agudas Geny Locus Herencia Aspectos importantes
Porfiria Cutanea Uroporfirinégeno - Porfiria mas frecuentdélepatica. Cutanea
> . Autosomica o L -
Tardia Decarboxilasa dominante Formas hereditarias y adquiridas. Fragilidgqd
(PCT) 1p34 cutanea. Problemas hepéticos.
;:S?pgrggga Ferroquelatasa Autosémica | Eritropoyética. CutdneaEn el 5% de los casds
poy 18g21.3 dominante dafio hepético severo.
(PPE)
Porfi_ria Con}g_énita Uroporfirinégeno 11l | Autosémica Erit_rop_oyética. C_uténeaC,u_adro seve_rc_;}de
Eritropoyética Sintetasa recesiva mutilacién, anemia hemolitica deposicion de
(PCE) 10025.3-q26.3 porfirinas en dientes y huesos.
Porfiria - . i~ . -
Hepatoeritro- Uroporfirindgeno Autosémica Hepatoeritropoyética. Cutane&ariante
po atica Decarboxilasa recesiva homocigota de la PCT. Fotosensibilidad
p(PyHE) 1p34 aumentada.

Tabla 2. Caracteristicas principales de las porfirias cutdneas
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1.6.- Propiedades y Aplicaciones de las porfirinas

Ultimamente, las propiedades de las porfirinas, sus derivados o sus precursores,
han sido intensivamente estudiadas en busepldEaciones promisorias en el campo de
la biomédica, la bioteatogia y el diagndstico.

El mas extendido ejemplo es el uso m&firinas derivatizadas o incluso el
precursor ALA en la Terapia Fotodinamica=(d) Consiste en la administracién de un
fotosensibilizante que es electivamentem&o por lesiones malignas o patolégicas. La
irradiacion con luz de longitt de onda adecuada, activafafosensibilizante (FS),
generando una serie de reacciones fotoquingoasllevan eventualmente a la muerte
celular. Aun mas, la fluorescencia de losrags cromoforos ha sido empleada también
para la visualizacion, diagnostico y reseca@iada de lesiones tumorales (Dabrowski ,
2003).

Continuamente se sintetizan e invemtigcS mas efectivos, mas lipofilicos, o
acoplados a vehiculos que mejoren la pec&in del compuesto, y por la tanto, la
efectividad del procedimiento.

El ALA ha sido también empleado como herbicida biodegradable,
insecticida y regulador del crecimiento y elrés en plantas (Balestrasse et al, 2010).
Dado que las porfirinas absorben en longitude onda de la region UV visible cercano
del espectro de emision solar, se optimiza la eficiencia de su fotoinactivacién en

ambientes abiertos y se evita su aclatidn a largo plazo en el ambiente.
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CAPITULOI
BioLoGiA TUMORAL

II.1. Definiciones basicas y homenclatura

El vocablo “neoplasia” deriva del iggo y significa “nuevo crecimiento”.
Constituye una masa anormal de tejidon crecimiento auténomo, descoordinado,
excesivo, y que persiste después dmcel estimulo que le dio origen.

El término “cancer”, por otro lado, haoeferencia a una enfermedad neoplasica
con transformacion de las células, que prdifiede manera anormal e incontrolada. Se
utiliza como sin6nimo de tumor maligno. Ermino “cancer” poviene dé latin y
significa cangrejo, en referen@aque los tumores malignosaghieren a las superficies
donde crecen en forma pertinaz, de maparacida al comportamiento de un cangrejo
(Cotran y Kumar, 2005).

Oncologia, del griego “oncos” (tumor), lesrama de la medicina que estudia los
tumores o neoplasias, seliodo malignos (cancer).

Todos los tumores, ya sean benigrimsmalignos, tienen dos componentes
basicos en su estructura: 1) las célulagpl@sicas o transformadas que constituyen el
parénquima y 2) su estroma de sopoderivado del huésped y no neoplasico,
constituido por tejido conectivo, vasssnguineos y células inflamatorias.

La nomenclatura oncolégica se bama el componente parenquimatoso. El
estroma es fundamental para el desarrolldadeeoplasia, dado que brinda el aporte

sanguineo y la base del crecimiep#wa las células parenguimatosas.

- Tumores benignos: se designan agregandafgb —oma al tipo celular del que
se origina el tumor. Segun su origen pureder: fiboroma (teflo conjuntivo fibroso),
mixoma (tejido conjuntivo laxo), lipoma (tejido adiposo), condroma (tejido
cartilaginoso), osteoma (tejido 6seo),ntamgioma o angioma (tejido vascular),
linfangioma (tejido linfatico), meningioma @ninges), tumor glémico (tejido nervioso
de sostén), leiomioma (tejido muscular Jisabdomioma (tejido muscular estriado),
papiloma (tejido epitelial formando papm)a adenoma (tejido glandular), teratoma
(células totipotenciales), nevus (nmedaitos). Algunos de los tumores benignos
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derivados de tejido epitelial terminan corsefijo “adenoma”, aunque se debe tener en

cuenta que existen multiples excepcionEsanormas de homenclatura tumoral.

Por ejemplo, las neoplasias benignasmd#anocitos se denominan nevus y su

forma maligna melanoma.

- Tumores malignos o cancer: la nomenaia de los tumores malignos sigue
reglas similares a las de los tumores benignss, pueden clasificar segun el origen del
tejido del cual se originan.

Los canceres que derivan de los tejidos mensenquimatosos se denominan
sarcomas (del griego sarcos, “carnos@dr ejemplo fibrosarcoma, mixosarcoma,
liposarcoma, condrosarcoma, osteosa@o angiosarcoma, lifangiosarcoma,
sinoviosarcoma, mesotelioma (cavidaghleural, pericardica o abdominal),
leiomiosarcoma, rabdomiosarcoma.

Las neoplasias malignas de origen epitetiakivadas de cualquiera de las tres
capas germinales del embrion, se deinam carcinomas, por ejemplo carcinoma
epidermoide 0 escamoso, carcinoma basocelular, adenocarcinoma,
cistoadenocarcinoma, coriocarcinoma.

Los tumores que proceden del tejido nervioso son los gliomas (realmente no se
trata de un tumor derivado de células m&s sino de uno de los tipos celulares
encargados de su sosté@s células gliales).

Los canceres hematolégicos son los linfomas y las leucemias, siempre malignos
(derivados del tejido linfoide y el mieloide respectivamente).

Los tumores malignos que no cumplen lagag anteriores y acaban en -oma

son: el melanoma, el hepatomaseiminoma (Cotran y Kumar, 2005).

Uno de los criterios empleados para deteamla clasificacion de un tumor es el
grado de diferenciacion celular. La difereawon se refiere a la similitud que presentan
las células neoplasicas con respecto @ h@armales equivaless, tanto a nivel
morfologico como funcional. La falta defelienciacion se denomina anaplasia. Por lo
general los tumores benignos estan bidereinciados, mientras que las neoplasias

malignas pueden ser diferenciadasdiferenciadas (anaplasia).
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Las células anaplasicas se caractenmaruna serie de cambios morfolégicos:

- Pleomorfismo: variacién en el tamafio yftama tanto de la célula como de los
nacleos. Suelen observarse “células tumorales gigantes” con un enorme nucleo

polimorfico y otras con dos 0 mas nucleos.

- Morfologia nuclear anormalos nucleos suelen ser hipepoméaticos debido al gran

contenido de ADN y desproporcionadame grandes para la célula.

- Mayor tasa de mitosis: refleja unalevada proliferacion de las células
parenquimatosas. También suelen observargesis atipicas o aberrantes, con la

presencia de husos multipolares.

- Pérdida de polaridad: la orientacion de las células anaplasicas se encuentra
distorsionada, es decir, pierden su pokatichormal, dando lugar a grandes masas de

células creciendo en forma anarquica.

En general, cuanto mas rapidamente crezca y mas anaplasico sea un tumor,
menor es la probabilidad de que haydivatades funcionales especializadas. Las
células de los tumores benignos siemprenebtéan diferenciadas, asemejandose a las
células de origen (Cotran y Kumar, 2005).

[I.2. Caracteristicas genelas de la célula tumoral

Un amplio nimero de eventos genéticos y epigenéticos son los que se requieren
para convertir una célula normal en gah. Hanahan y Weinkg describieron muy
acertadamente en su trabajo Hallmark€ahcer (Hanahan y Weinberg, 2000, Fig. 3),
los hitos clasicos que se adep@n en la progresion tumab: autosuficiencia en las
sefales de crecimiento, inserilgilad a factores @aagonistas de la pritgracion celular,
evasion de apoptosis, potencial replicativmitado, angiogénesis continua, invasion

tisular y metastasis. Sin dejar de lado otroso inestabilidad genética, evasion de la
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senescencia, alteraciones epigenéticageatees asociados al cancer, cambios en el
metabolismo de glucosa y glutamina, fact@esomales y del microambiente tumoral,
cambios en la presentaciéon antigénica emtruchos otros que se suman a la lista
constantemente, como por ejemplo una nueva dimensién de complejidad en la que los
tumores presentan un conjunto de célulasachente normales que contribuyen a crear

el microambiente tumoral (Hanahan y Weinberg, 2011).

Angiogénesis
sostenida

Fig. 3. Principales eventos condicionantes de la progresién tumoral segin Hanahan y Weinberg (2000)

El cancer se caracteriza por una alteracién en la respuesta a los factores de
crecimiento. En algunos casos [2lulas presentan una hipensibilidad a los mismos,
mientras que en otros casos se vuelvenpeddientes de su pewia. Cualquiera de
estas respuestas promueve la autonamierecimiento que caracteriza al cancer.

El cancer es una enfermedad complegaacterizada por laroliferacion de
células anormales con la capacidad dedimwa colonizar territoios que normalmente
son reservados para otras células. Estos cambios pueden implicar mutaciones en uno o
mas genes, anormalidades cromosdmicas graves 0 anomalias en la transcripcion

genética que conducen a lasdderenciacion y alteracion de las propiedades de
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crecimiento de la célula. Sin embargotassalteraciones en una célula no son
suficientes para el desarrollo del cancgno que se requieren cambios genéticos
posteriores en su progenie, fendmeno cawocomo progresién tumoral (Ellisen y
Haber, 2010).

Los efectos del cancer se evidencian por un conjunto de signos y sintomas de
prondstico y tratamiento difemees, dependiendo de diverdastores. Debido a la gran
complejidad de esta enfermedad resultacidliincontrar caracteristicas generales que
definan a la malignidad cehd;, sin embargo, se hansdeipto algunas propiedades
compartidas por todos los tipos de célwascerigenas (Hanahan y Weinberg, 2000;
Schultz, 2005):

- Proliferacién celular aumentada: por un lado las células cancerigenas presentan
una mayor sensibilidad asleseiales que estimulan el crecimiento y por otra parte
presentan una minima o nula respuesta adgales inhibitorias del crecimiento. Como
consecuencia, estas respuestiéasradas producen un crecgmio celular incrementado
y autdbnomo. No sOlo es caracteristicapkrdida de inhibicién del crecimiento por

contacto célula-célula, sino también el creeimid independiente de sustrato (Fig. 4).

&

Fig. 4. Células tumorales en cultivo sin sustrato adherdiie Biology of Cancer (© Garland Science
2007)
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- Apoptosis insuficiente: la prolifereim celular en el cancer depende del
balance entre tres factores: el aumentdaeproporcién de células con mayor tasa de
crecimiento, el descenso en la tasa de tausglular debido a una disminucion de la
apoptosis y la falta de difereiacion celular, que también asocia a un aumento en la
proliferacion celular, ya que las célulagedenciadas presentdasas de crecimiento
menores que las indiferenciadas. Estos taesores intervienen en distinta medida

segun el tipo de cancer.

- Diferenciacion celular alterada: las células malignas no siguen el curso natural
de la diferenciacion, algunas pueden asemegrspo celular qudées dio origen, otras
pueden presentar estadios intermediodiferenciacion, o incluso pueden expresar
marcadores especificos de otros tejidos.dlfarenciacion en las células normales se
asocia estrechamente a lalgeracion, ya que va acorapada de una disminucion o
pérdida del potencial rephtivo celular. En las célidacancerigenas la falta de

diferenciacion promueve el aunte en la proliferacion celular.

- Metabolismo alterado: las células cancerigenas presentan un aumento en la
biosintesis lipidica y proteica, asi como numsas alteraciones enzimaticas, la mayoria
de ellas relacionadas condean demanda energética ququiere la alta proliferacion
celular. Estas alteraciones metabolicasertr como consecuencia la produccion de
productos de desecho, hormonas o citoquinasrgudas veces resultan toxicas para el

organismo.

- Inestabilidad gendmica: las células cancerigenas en general presentan multiples
alteraciones genéticas y epigenéticas tales como la poliploidia, aneuploidia, mutaciones
puntuales o alteraciones en los patronesmnédilacion del ADN y a medida que el
cancer progresa, el numero de alteracionesl¢ie incrementarse. Edncer consiste en
clones de células que difieren muy pocosan caracteristicas mgticas. Las variantes
de clones se encuentran soiofes a un proceso selectivontinuo en el cual el clon

mejor adaptado al medio es el que sobrevive (Fig. 5).
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CELULAS DE AMPLIFICACION CELULAS CELULAS DE AMPLIFICACION
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Fig. 5. Diversificacion clonal en las células tumorales debido a altas tasas de mutacién. Una Unica
mutacion no es suficiente para iniciar el proceso de la progresién tumoral. Aquellamestapie
aportan una ventaja permaneceran en la poblaciééldeas en proliferacidémcumulando de este modo,
sucesivas mutaciones que contribuyen a la inestabilidad genética propia de los tumores.

The Biology of Cancer (© Garland Science 2007)

- Inmortalizacién: las células tumorales @es diferencias en la expresion de la
telomerasa con respecto a las células nosndte cual les confiere el potencial de
dividirse infinitas veces, de la misma mangtee las células madre y las células de la

linea germinal.

- Invasién y metastasis: esta propiedad constituye el principal criterio que
determina la malignidad celular y la letaliddel caAncer. Durante la invasion las células
cancerigenas se desprenden de su sitio de origen y se dispersan en distintos sitios del
mismo tejido, eventualmente creciendo pociea del mismo e incluso en tejidos
adyacentes (Fig. 6). Esta etapa normabmeva acompafiada de inflamacion y
neoangiogénesis, que consiste en la forémde nuevos capilares o reconstruccion de
vasos sanguineos preexistentes, con el fiprdeeer de oxigeno y nutrientes al nuevo

tejido tumoral.
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Durante la metastasis las células turtewase separan del tejido de origen o

tumor primario y migran a través de los vasos sanguineos o linfaticos a otros 6rganos,

donde pueden formar nuevos tumores. Existen puntos que limitan la metastasis como la
capacidad de las células para atravesar los capilares (extravasacion), o la capacidad de
sobrevivir y proliferar en un nuevo microambiente. En general, los 6rganos mas
susceptibles de metastasis suelen semles presentan una alta irrigacion, como el
higado, pulmén y hueso; sin embargo cada tipo de cancer presenta patrones
metastasicos diferentes.

Fig. 6. Invasidn de epitelio maligno de esdfago a través de la membranaTibasBliology of Cancer
(© Garland Science 2007)
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[1.3. Bases moleculares del cancer

El dafio genético no letal ed responsable de learcinogénesis. Este dafio
generalmente se produce en los genes quéaretzuproliferacion, laliferenciacion y la
muerte celular.

Las alteraciones pueden heredarse dimé@ germinal, o bien pueden adquirirse
por agentes ambientalesdiacion o virus. Sin embgo algunas mutaciones no estan
inducidas por el ambiente, y se produeenforma espontanea y estocastica (Cotran y
Kumar, 2005). La mayoria de los cancesea producidos por mutaciones en células
somaticas, mientras que solo una pequedpgpcion se deben a maciones en la linea
germinal, y éstos son principalmente lodnceres que se desarrollan en la nifiez
(Schultz, 2005).

Los genes que regulan el crecimienttulee se dividen en: proto-oncogenes,
que favorecen el crecimiento celular, y gesepresores de tumores, que lo inhiben.
Ciertas mutaciones en los proto-oncogenes pueden llevar a la célula a un estado
proliferativo, cuando ésta normalmentebelda estar en repmslLas mutaciones en
genes supresores de tumores eliminan postos de restriccion en el crecimiento
celular, estimulando asi la pr@racion. Si a estas alteracisrgenéticas se suman fallas
en la ejecucion de la apoptosis y fallasl@ymecanismos de reparacion del ADN, las
mutaciones se acumulan y se transmiten a&éadas hijas duranti divisién celular
(Ellisen y Haber, 2010).

11.3.1. Proto-oncogenes y oncogenes

Un oncogen es un gen anormal o acttvagque procede de la mutacion o
activacion de un gen normal llamado prot@ayen. Los proto-oncogenes codifican
para proteinas de sefalizacion que estimialativision celular y pueden ser factores de
crecimiento, receptores de factores de criggito, transductores de sefial y factores de
transcripcion. Uno de los oncogenes mejparacterizados es el oncogen ras, que
presenta un unico defecto en su secw@encicleotidica, resultando en un cambio de

aminodcido en la proteina codificada. La phoa ras mutada se encuentra presente en
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aproximadamente el 25% de los cancén@wmanos, incluyendo cancer de pancreas, de

pulmén y de colon.

La transformaciéon de un proto-oncogen oncogen puede deberse a tres
mecanismos: translocaciones cromosémi@s. en algunos tipos de leucemias y
linfomas) (Gostissa et al, 2011), amplécion de genes (Ej: en algunos casos de
neuroblastoma y cancer de mama) (Mengal ,e2004; Bell et al2010) y mutaciones

puntuales (Ej: oncogen ras en digigtipos de cancer) (Wong, 2010).

11.3.2. Genes supresores de tumores

A diferencia de los proto-onocogene®s genes supresores de tumores
constituyen los mecanismos de freno deraliferacion celularLas alteraciones en
estos genes pueden dar lugar a protettefectuosas, que no cumplen su funcién
normal, y de esa manera actian en fornmélai a los oncogenes. Algunos de los genes
supresores mas estudiados son: Rbgiado a retinoblastom@53, mutado en un 50%
de distintos tipos de tuma@dEj: cancer de pulmon, deama, de piel, de higado, de
eso6fago, de cabeza y cuello, entre otrogdpédo Alvarez, 2008; Ozaki y Nakagawara,
2010; Mogi y Kuwano, 2011) y BCRA1 y BCRA&sociados principalmente al cancer
de mama (Da Silva y Lakhani, 2006).

11.3.3. Defectos en la reparacion del ADN

Los mecanismos de reparaciéon del ADN $os responsables de mantener su
integridad frente a los numerosos errores que ocurren normalmente en la replicacion.
Cuando se producen alteraciones en estos mecanismos, la tasa de mutaciones, y por
ende la probabilidad de desarrollar canesimenta. Un ejemplo de estas alteraciones
son las mutaciones producidas en los genes MSH2 y MLH1, asociadas al cancer de

colon hereditario no poliposo (Vaughn et al, 2008).
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[1.4. Epidemiologia del cancer

Si bien afio a afio crece el conocimiento sd@mprevencion y el tratamiento del
cancer, cada afio también aumenta el niamero de personas que lo padecen. Si la
tendencia continla como hasta ahora,eemifio 2020 se reportaran 16 millones de
nuevos casos, de los cuales dos tercios viwrapaises en desatmb en paises de
industrializacion reciente. Eancer actualmente es la segunda causa de muerte en los
paises desarrollados y en los paises enmdsdigura entre las tres principales causas
de muerte de los adultos. U2.5% del total de causas deerte se atribuye al cancer,
porcentaje que supera al total de muertesdasbal SIDA, la tuberculosis y la malaria
consideradas conjuntamente.

El cancer es un problema dalud publica en todo etundo y afecta a personas
de todas las edades y condiciones (Accion Nalr@ontra el Cance005). Durante el
afio 2008 se reportaron en todo el mundeaee 12,7 millones de nuevos casos de
cancer y 7,6 millones de mtes debidas a esta enfermedad. Algunos tipos de cancer
estan asociados con una alta sobrevida en los paises desarrollados (prostata, mama y
cancer colorrectal), mientrague otros con peor prondéstico (higado, estomago y de
eso6fago) son mas comunes en regiodesmenor desarrolldGLOBOCAN, IARC,
2008).

En los paises en desdlooy en los paisegle industrializacion reciente se
observan las mayores tasas de aumentecateler. EI aumento relativo ha sido menor
en algunos paises industrializados endos ha disminuido el consumo de tabaco y
donde la poblacion estd adoptando estilosvida mas saludables (Accion Mundial
Contra el Cancer, 2005).

La IARC ha estimado que durante el &#@D8 en la Argentina se produjeron
104.859 nuevos casos de tumores malignodusicdo aquellos localizados en piel y
con histologia distinta al melanoma). Eetdimacion corresponde para ambos sexos a
una incidencia de 206 casos nuevos pbo cada 100.000 individuos. Segun esta
publicacién, el cancer de mayor incidencianarjeres seria el de mama con una tasa de
74 casos por cada 100.000 mujerssguido por los canceresasculinos de préstata
(58,4 x 100.000 hombres) y pulm@B8(7 x 100.000 hombres) (Fig. 7).
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Fig. 7. Tasa de incidencia y mortalidad en ambesos (estandarizada por edad) cada 100.000
habitantes, para distintos tipos de cancer en todo el mGh@BOCAN (IARC), 2008.

Al medir el impacto de esta enfermedad discriminar por sexos, se evidencia
que el cancer de pulmén fue responsable del 15,4% de las muertes con 8.916
defunciones, lo que representa el 86,6%adecasos nuevos que se estiman por afo.
Luego siguen el cancer de colon y recto gaicer de mama, con letalidades estimadas
del 59,7% y 27,8% respectivamente (Tabla 3)

La tasa de mortalidad especifica &us por edad para 2008, tomando como
referencia a la poblacion mundial, fde 108.7 defunciones por 100.000 habitantes

(hombres: 133,4 y mujeres: 88,0). El cancepdenon fue la causa principal de muerte

por esta enfermedad (Tabla 3). Sin ergbase observan difereas importantes segun

sexo ya que el 73% de las muertes poe eancer se produjeron en hombres (INC,

2010).
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Pulmon 8.916 15.4
Colan-recto 6.596 11.4
Mama 5.202 9.0
Pracstata 3.854 6.6
Pancreas 3.770 6.5
T. Hematoldgicos 3.106 5.4
Estdmago 2.850 4.9
Sistema Nervioso Central® 2.043 3.5
Cuello de dtero™* 1.868 3.2
E=zdfago 1.801 3.1
Resto de tumores 18.006 31.0
TOTAL 58.012 100.0

Tabla 3. Mortalidad e incidencia por cancer en ambesos - distribucién absoluta y relativa de las
principales localizaciones. INC segun datle GLOBOCAN para Argentina, 2008

[1.5. Cancer de Pulmoén

Segun lo hasta aqui expuesto se @with que las patologias oncoldgicas
representan tanto a nivel mundial comegional un factor sumamente relevante
respecto de la salud publica. Y entre eg@®logias, el cancer de pulmén se perfila
estadisticamente como el tipo de canggs extendido, independientemente de la
distincion por sexos .Y es uno de los tipesorales cuyos factores de riesgo abundan
entre la poblacién y su entorno, como sarsa activo o pasivo de humo de tabaco y la

contaminacion ambiental.

11.5.1. Clasificacién

Los tumores de pulmon se clasificag@e su tipo histologico. Esta clasificacion
reviste gran importancia para el manejolalelinica y la prognosis de la enfermedad.
La gran mayoria de los tumores de pulnsén carcinomas, es decir, células malignas
gue se originan en células epiteliales. Los carcinomas de pulnsétegerizan segun el

tamafio y la apriencia de las células gradis mediante un andlisis morfolégico por
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microscopia. Las dos grandes clases cdecinomas son: Carcinomas de células
pequefias (SCLC por sus siglas en ingtsall cell lung cancer) y carcinomas de
células no pequefias (NSCLC por sus siglas@@és: non-small celung cancer) (Lu et
al, 2010; Maitra et al, 2007)

Las células de los carcinomas SCLEbntienen abundantes granulos
neurosecretorios que asamt este tipo de tumoreson sindromes enddcrinos-
paraneoplasicos. Por lo gerlesa encuentran en las grandes vias aéreas bronquiales y
un 60 a 70% de los casos presenta capadidetdstasica. Este tipo de cancer esta
estrechamente asociado ddquismo (Rosti et al, 2006).

Los tumores de tipo NSCLC agrupan teestipos principales de carcinomas:
adenocarcinomas, carcinoma de células escamosas y carcinoma de células grandes.

Cerca de un 20% de los tumores de pulmoén son adenocarcinomas. Este tipo de
cancer por lo general se origina en tejido periférico del pulmén. Si bien el
adenocarcinoma de pulmén es mas frecuentee personas fumadoras, es también el
subtipo mas comun en personas no fumadoras (Subramanian et al, 2007).

Los carcinomas de células escamosas dan cuenta de aproximadamente el 15% de
los tumores de pulmon. Tipicamente se entcaaren las grandedas aéreas con un
centro necrético hueddu et al, 2010).

Alrededor del 9% de los tumores gelmon corresponden a carcinomas de
células grandes, las cuales presenthnndante citoplasma y nucleos grandes con

nucléolos conspicuos (Lu et al, 2010).

Todos G6.9
Adenocarcinoma 221
Carcinoma de células escamosas 14.4
Carcinoma de células pequefias 9.5

Tabla 4. Incidencia de cancer de pulmdn segun tipo histolégico ajustado por edad. (Tomado de Alberg
y Samet, 2010)
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11.5.2. Patogénesis

Al igual que en muchos otros tipos déncer, el cancer daulmon es iniciado
por mutaciones en protooncogenes o inacirace genes supresores de tumores.
Mutaciones en el gen K-ras son responsable entre un 10% y un 30% (Salgia y
Skarin, 1998; Herbst, 2008) de los mdearcinomas de pulmén. Mientras que
mutaciones y amplificaciones del gen EGEdan comunmente asociadas a los tumores
de tipo NSCLC. Este receptor esta implicaen vias de sefializacion que regulan la
proliferacion celular, la invadn y la angiogénesis. Daflos cromosomicos que lleven a la
pérdida de heterocigosidad en los cromosomas 3p, 5q, 13q, y 17p pueden causar
inactivacion de genes supresores de tumores, lo cual es frecuente en tumores de tipo
SCLC. Es el caso de alteraciones del gen p53, localeadb cromosoma 17, afectado
en el 60% a 75% de los casos (Aviel-Roreral, 2006). Otros genes asociados a la
patogénesis del cancer de pulmén al estar mutados o amplificados son c-MET, NKX2-
1, LKB1, PIK3CA, y BRAF (Devereux, 1996).

Si bien el factor genétd, ya sea hereditario odguirido es crucial en la
patogénesis del cancer delrpdn, es también notable leontribucion de factores
externos en la predisposiciahdesarrollo de tumores.

El consumo de tabaco es uno de loandes factores de riesgo en cancer de
pulmén. El humo de cigarrillo contiene snde 60 compuestos carcindégenos incluyendo
nitrosamina y benzopireno, sumado al efecto depresor del sistema inmune que ejerce la
nicotina en los tejidos expuesta dichas sustancias. Enldoel mundo, el 91% de las
muertes debidas a cancer de pulmén embres durante el afio 2000 y el 71% en
mujeres fueron atribuidas al consumo de rwithas (Peto et al, 2006). Existe también
evidencia de que la inhalacion pasivatdeno de cigarrilo es una de las causas de

cancer de pulmén en personas no fumadoras (Taylor et al, 2007).
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[1.5.3. Tratamientos

El tratamiento del cancer de pulmdaepende del tipo celular especifico
(NSCLC: 85% de los casos, SCLC: 14%lde casos. Segun Siegel, 2012 - USA), el
grado de diseminacion, y el estado generbpdeiente. Las terapias mas comunes por
lo general consisten en cirugguimioterapia y radioterapia.

En el caso de NSCLC, en estadfempranos, la reseccion quirdrgica puede
practicarse extrayendo el tumor, (si dimites son claros y definidos y no se ha
diseminado) o extrayendo parte o todo un lobulo del pulmén y en pocos casos,
removiendo el pulmén entero (Kaiser, 2008h &nbargo, la cirugiesta desaconsejada
para casos de SCLC excepto en estadios tempranos (Goldstein, 2011).

La radioterapia consiste en la utilizacién de radiacion ionizante con el objetivo
de alterar la proliferacion de las células tumorales. Frecuentemente se utiliza como un
tratamiento adyuvante o complementario deragia o la quimioterapia. Si el tumor se
encuentra obstruyendo las vias bronquiafasede emplearse una variante, la
braquiterapia, en la cual ladiacion se dirige hacia leona obstruida reduciendo la
dosis y minimizando los riesgos pargatiente y el peohal (Cardona, 2008).

Desde un punto de vista oncoldgico el término “quimioterapia” involucra la
administracion de drogas citotoxicas, blh@almente con efectos secundarios no
deseados, como tratamiento a pacientesecd@rmedades malignas. El sitio de accion
de las drogas citotoxicas tradicionales el ADN o procesossociados al ADN.
Algunas drogas pueden actuar directameoteat ADN, intercalandose entre sus bases
(Ej.: antraciclinas, actinomicina D), altedo su estructura quimica (formacién de
aductos) (Ej.: agentes alquilantes, mitomidiacompuestos de platino) o sustituyendo
las bases con estructuras analogas (Ej.udrdkilo, citarabina, gemcitabina). Otras
drogas pueden actuar disminuyerd@ool de bases requerigara la sintesis del ADN
(y ARN) (Ej.: 5- fluoracilo, metotrexat 6-mercaptopurina, 6-tioguanina). También
puede ocurrir que las drogaddractien directamente cpnoteinas asociadas al ADN
como la topoisomerasa | (Ej.: irininotecan, topotecan) o con la topoisomerasa Il (Ej.:

etopdsidos, doxorubicina).
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Otros agentes citotoxicos pueden afedter microtibulos que organizan los
cromosomas durante la mitosis (Ej.: alcaloideda vinca, taxanos) (Camidge y Jodrel,
2005).

Si bien se han dilucidado los principalgtios de accion para la mayoria de las
drogas utilizadas actualmente en la ichh poco se conoce actualmente de los
mecanismos precisos que desencadenan la muerte celular.

La resistencia a quimioterapia constituyegran obstaculo en el tratamiento de
los pacientes con cancer. Males mecanismos contribuyen a la resistencia y aunque
los investigadores coinciden en que el ppatisitio de accién de la droga es el sitio
mas probable involucrado en la resistanai dicha droga, se han reportado casos
exhibiendo resistencia cruzada con drogetructuralmente diferentes y que no
comparten un target coman. Este fendmeno, conocido como resistencia a multidrogas
(MDR) también puede provenir de otros masaros celulares como: defectos en los
genes que controlan la apogis, un incremento en la detoxificacion celular,
alteraciones en los mecanismos de ra&gan del ADN y activacion o sobreexpresion
de proteinas que expulsamdas (Rumanjek et al, 2001).

Los pacientes con NSCLC en estadios tempranos mayoritariamente se someten a
cirugia o combinacién de cirugia con quimio o radioterapia. Mientras que en estadios

avanzados es preferible la aplicacttenquimio y/o radioterapia (Fig. 8).

] Cirugia

0 p— B Cirugia + QT o RT
lar

QT +RT

Porcentaje

CIRT

. I _'_h“‘ . [ Sin tratamiento

Estadio temprano Estadio tardio

Fig. 8. Patrones de tratamiento para NSCLC segun estadio. Tomado de Siegel 2012 segun datos de
2008.

Es importante el desarrollo de un plan de tratamiento multidisciplinario que
permita alcanzar o maximizar el gradi® control del crecimiento del tumor e
incrementar la tasa de remision total, mejtaaralidad de vida del paciente y prolongar

la sobrevida combinando cirugia, quimiej@a y radioterapia asi como terapia
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biol6gica dirigida segun la viabilidad propia de cada pante. Estos son los pilares
actuales para el tratamiento dehcér de pulmon (Zhi et al, 2012).

El esquema de tratamiento actual (Fig. 9) propone una serie de criterios que
permitan optimizar y a la vez generalizas thecisiones adecuadas para cada paciente.
Por lo general, si el tumor no es opdealse opta por una combinacion de y radio y
quimioterapia. Esta Ultima, puede preseimaumerables variantes que continuamente
se ponen a prueba en diferentes ensayoEainSin embargo en lineas generales, se
utiliza un derivado de plato (cisplatino, carboplatinoy otra droga con diferente
mecanismo de accion (Tabla 5).

Al igual que en todas la patologias orgptas, se presenta thualidad de la
generalizacion y la personalizacion del tratamiento. Por lo cual emerge la constante
necesidad de contar con opciones nuevdistyntas a los tratamientos convencionales

que se ajusten a las caracteristicas da padiente, sus necdades y manifestaciones
propias de la enfermedad.

cisplatino ) . .
P . Agentes alquilantes de biomoléculas
carboplating

vinorelbina  Disrupcidn de microtdbulos. Impide divisidn celular

etopdsido citostatico. Impide la entrada en fase G1

paclitaxel Estabilizan los microtibulos impidiendo la

docetaxel separacidn de los cromosemas en la anafase

irinotecan Inhibidores de topoisomerasa. Impiden la

topotecan replicacian del ADM por enrollamiento de la
gemcitabina

Antimetabolitos. Interrumpen la replicacién.
pemetrexed

bevacizumab Anticuerpo anti VEGF-A. Anti-angiogénico

Anticuerpo inhibider de EGFR (receptor de Tyr

BT D Kinasa) Efectivo en pacientes con EGFR mutado

Tabla. 5. Mecanismos de accidn de las principales drdgaguimioterapia utilizadas para el tratamiento
de cancer de pulmén.
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Diagnéstico de
Cancer de pulmén

NSCLC scLc
— Estadio — — Estadio
Temprano Avanzado Temprano Avanzado
— Operable —
Si NO
NSCLC SCLC
Terapia basada en cirugia Terapia combinada
combinada con basada en
I
|
. ry l
|Radioterapia Quimioterapia Radioterapia

| || I

_ Cisplatino o Cisplatino y
Carboplatino etopodsido

Primera linea .| T

gemcitabina carboplatino
paclitaxel gemcitabina

[ docetaxel paclitaxel
etoposido vinorelbina
vinorelbina topotecan
pemetrexed irinotecan

| cetuximab

Segunda linea —__Bevacizumab o
Cetuximab

Fig. 9. Esquema del algoritmo de tratamiento del cancer de pulmon segun su histologia y estadio.
(Adaptado de Zhi et al, 2012; Grossi, 2012; Azzoli et al, 2012; Azim y Ganti, 2007; MacCallum y
Gillenwater, 2006; Mehra y Treat, 2008; Clegg et al, 2002; Fuld et al, 2010)
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CAPITULOlI
TERAPIA FOTODINAMICA

I11.1. Generalidades

Desde su descubrimiento a principio$ siglo XX y el congcuente desarrollo
de nuevos y mejores fotosensibilizantesTé&apia fotodindmica ha incrementado su
protagonismo en el tratami® de diversos desordenescoldgicos y no oncoldgicos
(Lee, 2011).

Los compuestos fotosensibilizanteBS§) poseen la capacidad de absorber
fotones y transferir esa eneagibsorbida a moléculas deg, @as cuales incrementan su
reactividad y se convim en oxigeno singulet&,), un poderoso agenoxidante. La
terapia fotodinamica (TFD) es una terapia antineoplasica relativamente nueva, que
utiliza este principio fotoquimico para causafno oxidativo en iportantes estructuras
biolégicas, destruyendo asitejido maligno. Involucra el prtratamiento del tejido con
un FS y la posterior irradiacion del mismo ¢on de una determinada longitud de onda
(Fig.10 y 11) (Weishaupt et al, 1976; kkoyd et al, 2001; Agdmis et al, 2011).

Segun lo expuesto, para que la TFD sea efectiva es necesario un dafo oxidativo
significativo que produzca la muerte celulaa magnitud del dafio producido depende

de los siguientes factores:Fb, la luz y el dafio oxidativo.
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Fig. 10. Mecanismo de accion de la terapia fotodindmica (TFD). (1) Administracién de un
fotosensibilizante (FS) cuya acumulaciGea selectiva para las células malignas. (2)
Incubacion e incorporacion del FS. (3) Irradiecidel tejido con luz de longitud de onda
adecuada. (4) Eliminacion de las células tumorales de modo selectivo por accion de la TFD.

Fuente de luz ‘ —

Fotosensibilizante \‘

Fig. 11. Excitacién del fotosensibilizante al absariuz de una apropiada longitud de onda y
posterior produccion de oxigeno singulete.
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[11.1.1. Fotosensibilizantes

Los estados excitados tanto del FS como ddléden vidas medias muy cortas,
por lo cual, para garantizar la efectividadi@d FD, es preciso que ambas moléculas se
encuentren préximas a estructuras biologiogsortantes. Si la reaccion tiene lugar a
cierta distancia de las estructuras targdtSehctivado por la luz perdera su energia y el
oxigeno singulete su capacidadctiva, sin llegar a produda muerte celular deseada.
Un FS ideal debe ser biolégicamente estdbtegquimicamente eficiente, no debe tener
toxicidad sistémica y debe ser captado ymidte exclusivamente por el tejido maligno
(Kalca et al, 2000; Fernandez-Guarino, 2007)

Porfimero dg sodio Porfirina 630 Mundial . Pulmon, esof'ago, ducto biliar, vejiga,
(Photofrin) cerebro, ovario.
ALA - . ’ . .
Precursor de Porfirina 635 Mundial - Piel, vejiga, cerebro, eséfago.
(Levulan)
Esteres de ALA Precursor de Porfirina 635 Europa - Piel, vejiga.
Temoporfin Clorina 652 Europa USA Cuello, _c_abeza, pulmon, cerebro, piel,
(Foscan) ducto biliar.
Verteporfina . . . . .
(Visudyne) Clorina 690 Mundial UK 0jo, pancreas, piel.
| Pirofeoforbida-a Clorina 665 - USA  Cuello, cabeza, eséfago, pulmon.
| Etil-etiopurpurina Clorina 660 - USA  Piel, mama.
Ta(\INagc;g;na Clorina 660 - USA  Higado, colon, cerebro.
Clorina e6-polivinilpirrolidona Clorina 650 - Rusia  Nasofaringeo, sarcoma, cerebro.
(Fotolon)
Ftalocianina de silice Ftalocianina 675 - USA Linfoma T cutaneo.
(Pc4)
Padoporfina Bacterioclorina 762 - USA  Prostata.
Motexafin lutetium .
(Lutex) Texaphyrina 732 - USA  Mama.

Tabla 6. Caracteristicas principales de los FSs utilizados en TFD.

Actualmente no existe un agente idgadro existen numerosos compuestos,
tanto naturales como sintéticos, con propds fotosensibilizantes: ftalocianinas,
clorinas, purpurinas, bacterioclorinas, Ifsto de berbecina, fluoresceina-eosina,

tetraciclinas, naranja de acridina y verdinae,0 entre ellos sobresalen principalmente



Introduccién Terapidotodinamica

las porfirinas (Pushpan et al, 2002) (Tabla 6). Photofrin, un derivado de porfirinas, fue
el primer FS aprobado para uso clinicohaeempleado exitosamente en el tratamiento
de tumores gastricos, de esoOfago, @alyivejiga y pulmén. También han sido
aprobados para el tratamiento de vadasceres en Europa y Japén, FSs de segunda
generacion como benzoporfirinas (Visudyne®lprinas (Temoporfin®) y porficenos
(9-acetoxi-2,7,12,17-tetrakis-(Bretoxietil)- porficeno: ATMPn). Actualmente se
siguen experimentando nuevos FSs con el oljetdisminuir la toxicidad en ausencia

de luz y aumentar la satividad por el tumor.

‘Q
(%Q"“@g

g

Ftalocianina de Zn

Clorina e6 Feoforbida-a Acido 5-aminoleviilico

Fig 12.Estructura de algunos FSs utilizados en TFD.

Las ventajas terapéuticas que presenfE-D respecto a las demas modalidades
antitumorales, es que puede ser repetigiachas veces o usada luego de otros
tratamientos, por no exhibir resistencia crazadn otras drogas. Ademas, el riesgo de
generacion de nuevas neoplasias es baogque el dafio al ADN es limitado (la
localizacion nuclear de los FSs es extremaddenrara), asi como lo es también el

riesgo de perforar o reducir la fuerzaaénica de 6rganos internos (Kennedy, 2006).
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[11.1.2. Fuentes de luz

En lo que respecta a la irradiacién del tejido tumoral existen tres factores
importantes a tener en cuenta: la longitud deapladdosis total de luz en el sitio target
y la intensidad de la misma.

La longitud de onda entregada por la fieede luz debe sda adecuada para
poder ser absorbida pel FS a utilizar, aunque puede cmincidir con el pico maximo
de absorcion del FS. Puede ocurrir queese rango del especthaminico absorban
gran cantidad de luz otras estructurasimtess al target, como la sangre o ciertos
pigmentos; o bien la luz puede disgmse demasiado y no llegar a penetrar
adecuadamente en los tejidos. La dosimihica total es tan importante como la
intensidad empleada. Si la dosis es demasiado baja las células lograran reparar gran
parte del dafio oxidativo. Cuando se empldasis demasiado altas, en ciertos casos
puede producirse el calentamieinte los tejidos (Kennedy, 2006).

Las fuentes de luz utilizadas actuaheeen TFD pueden ser coherentes o no
coherentes, es decir, los haces que emiteelatdéude luz pueden ser paralelos o partir de
la fuente en distintas direcciones. El uso de cada tipo de fuente de luz dependera del tipo
de aplicacion.

El laser Light Amplification Stimulated by Emission of Radiation) es una
fuente de luz monocromética (de un color @\ coherente (los haces de luz que lo
forman estan en fase y son paralelos)rgational o colimadac@rece de dispersion).

Estas caracteristicas son ampliamente fimosas en la aplicacion de TFD porque
concentran toda la energia en una zguetual minimizando el dafio al tejido
circundante y la longitud de onda pleeajustarse con gran precision.

Se han usado ampliamente distintos tipos de laser como el laser de argdén, o de
Nd-YAG (neodimio-itrio-aluminio-graate) (Brancaleon y Moseley, 2002).

Dentro de las fuentes de luz no cohezsrse han empleado numerosas variantes,
desde fuentes relativamente simples coitamgntos de tungsteno o xendén y lamparas
fluorescentes hasta el desarrotllativamente nuevo de los LEDEight Emitting
Diodes) (Barolet, 2008; He¢l y Bockeler , 2012; Brancaleon y Moseley, 2002).
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Desde un punto de vista préactico, factorena@da penetrabilidad de la luz en el
tejido, la absorcion de luz pparte de otros componentestiitos al FS y la dispersion

de la luz respecto del target pueden sedcionantes de la eficacia del tratamiento.

[11.1.3. Dafo oxidativo

La fotosensibilizacion y la irradcion se conjugan en un tratamiento
fotodinamico efectivo cuando los tejidosepentan una adecuada concentracion gde O
antes de la TFD, pues ira decrediera medida que las moléculas des® utilicen en
los procesos oxidativos. Uno de los posibles efectos de la TFD es la formacion de
edemas en la zona tratada, lo cual pdiediéar la circulacién saguinea, y por la tanto,
la reposicion de © Por este motivo en la TFD se suelen utilizar dosis luminicas mas
bajas durante un periodo de tiempo mayor, o dosis luminicas fraccionadas para permitir
la reoxigenacion de los tejidos (Midbarg et al, 2010). Se profundizar4 sobre este

aspecto en el apartado 1V.1.

[11.2. Antecedentes de [Berapia Fotodinamica

Las investigaciones cientificas relacidaa con la TFD tuvieron comienzo en
1900 en el Instituto Farmacologico de laikgmsidad de Munich, Alemania, bajo la
direccion de Hermann von Tappeiner. Estud@ta toxicidad dgosibles agentes anti-
malaricos, Oscar Raab debcié que la acrigia poseia mayor efto toxico sobre
organismos ciliados cuando secontraba en presencia Weg. Este descubrimiento
llevd a numerosas investigaoies relacionadas con el fendmeno (Krammer et al, 2006).

En pocos afios se identificaron varias ausias cuya toxicidad se incrementaba
con la luz, como la eosina, que ademas era relativamente segura para el uso en
humanos, ya que se habia utilizado previamente para el tratamiento de la epilepsia. La
primera aplicacion clinica de la TFD utilimdo eosina la llevaron a cabo Hermann von
Tappeiner y Albert Jesionek en 1903, par&rabmiento de lesiones malignas de piel.
En el mismo afo, Georges Dreyer, en Caghe, reportd la induccion de necrosis

tisular utilizando eritrosina como FS. BEA04 von Tappeiner introdujo por primera vez
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el término “accion fotodinAmica” y asocié este proceso con la presencia, de O
(Triesscheijn et al, 2006).

Las primeras aplicaciones clinicas fueron del todo satiattorias, y aunque
posteriormente se siguio irstegando y se descubrid larhatoporfirina (Hp) como un
potente FS, no se observaron grandes agdmsta 1973, aflo enggle Tom Dougherty
de Buffalo, Nueva York, fundd un grupo oieestigacion sobre la TFD.

El FS empleado en sus estudios fue un porfimero sddico, derivado de la Hp, y se
convirtié en la primera droga aprobadagal tratamiento oncolégico mediante TFD
(Dougherty, 2010). Con el fin de optimizda terapia y minimizar los efectos
secundarios, se estudiaron y desarrollarorvamielrogas, como el m-THPC y el acido
5-aminolevulico (ALA). Uno de los primerdsabajos que anticggon al ALA como un
FS prometedor para la TFproviene de nuestro labaoaio, cuando en 1975 Batlle
describié la destruccién selectiva de caltte soya, tejido considerado como un tumor
vegetal dada su alta divisién celular, mda se agregaba ALA ahedio de cultivo y
luego se iluminaba (Batlle et al, 1975).

Posteriormente, en 1987 Malik y Lugaestudiaron la sintesis de porfirinas
inducida por ALA en células eritroleucé&as, observando muerte celular tanto
necrética como apoptética dependiente de la dosis luminica apboalh TFD (Malik
y Lugaci, 1987). En ese mismo afo, JoharaMoeeporté la utiliacion de ALA como
FS en ratones, aunque en esa oportunidad no logré6 obteneentraciones de
porfirinas que produjeran fotosensibilizacionlea tumores, y tampoco en los tejidos
normales (Moan et al, 1987).

En los afos siguientes se regaton numerosas investigaciones que
contribuyeron a comprender con mayor claridad los mecanismos de accion y las
posibles aplicaciones terapéuticas de TBRD-ALA. Algunos ejemplos de esas
contribuciones son los trabajos realizadws nuestro laboratorio: Empleando células
epiteliales de mamifero se demostré quentarporacion de ALA resultaba mayor en
células proliferativas y ar sensible a cicloheximida, sugiriendo que la captacion
diferencial podria estar a nivdel transporte a través de membrana (Fukuda et al,
1993a). También se desarrolid modelo in vitro-in vivoque permitié confirmar el
dafio celular directo por irradiacion des laélulas previamente incubadas con ALA
(Fukuda et al, 1993b). Utilizando ese misrmodelo se demostré6 que el dafio

fotodindmico inducido por ALA combinadmon ciclofosfamida o doxorubicina, podia
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aumentar la efectividad da TFD (Casas et al, 1997; Casas et al, 1998). También se
compard la administracion de ALA liposaimy ALA libre (Fukudaet al, 1992), se
estudio la acumulacion de porfirinas y la efedad de la TFD utilizando derivados de
ALA, como hexil-ALA, undecanoil-ALA y tethidropiranil-ALA (Perotti et al, 2002;
Di Venosa et al, 2006).

En trabajos mas recientes se estuiidos mecanismos de muerte ocasionados
por la TFD-ALA (Diez et al, 2009) asiomo también mecanismos de resistencia

asociados a esta terapia (Casad,€2011; Di Venosa et al, 2012).

[11.3. Aplicaciones médicas de la TFD

Actualmente la TFD se encuentra aprobada para una gran variedad de patologias
utilizando distintos FSs. Los compuestosolpdos hasta el momento para el uso
clinico incluyen: porfimero sodico (Photai®, Axan Pharma Inc.), ALA (Levulan®,
DUSA Pharmaceuticals, Inc), metiléster AeA (Metvix®, PhotoCure ASA), hexil-
éster de ALA (Hexvix®, PhotoCure ASA), m- THPC (Foscan®, Biolitec AG),
verteporfirina (Visudyne®, Novartis Pharmaceuticals).

I11.3.1. Aplicaciones oncolégicas

La TFD presenta numerosas ventajasn respecto a los tratamientos
tradicionales: requiere la administracion déraga y posterior iluminacién de la zona a
tratar, pudiendo realizarse de manera aatbtih, mientras que los regimenes de
radiacion o de quimioterapia resultan nt@snplejos, ya que requieren tiempos mas
prolongados de tratamiento, y en mucho®salksospitalizacion. Losfectos localizados
de la TFD también constituyen una gran ventaja, ya que a diferencia de la radioterapia,
no se ponen en riesgo los tejidos sanos adyacentes y se evita la toxicidad sistémica que
produce la administracién de drogas en lampiierapia. Otra gran ventaja consiste en
que la TFD se puede repetir en la mispmma en caso de recurrencia del tumor,

mientras que repetir la radioterapia oglamioterapia puede resultar extremadamente
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complejo, con un gran riesgo de dafar Ig&lds circundantes (Triesscheijn et al,
2006).

Céancer de vejigafue el primer tipo de cancer en el que se aprob6 el uso de la
TED, en 1993, utilizando un porfimero sédicomo FS. Ensayos realizados tanto con
derivado de hematoporfirina (HpD) como aam porfimero sédico, demostraron que la
TFD producia una respuesta inicial mejor mgetratamientos convencionales en cancer
de vejiga superficial y recurrenf®ougherty, 1984; Benson, 1986). Sin embargo,
debido a ciertos efectos adversos como rigagion y contracciorde la vejiga, y la
relativamente alta tasa deincidencia a un afio @@0%), se propusieron otros
protocolos utilizando menores dosis deoga y de luz (Mc Bridge, 2002). Mas
recientemente se realizaron ensayos clinitiigando ALA como tratamiento Unico, o
en combinacion con mitomicina ¢, en los que se obtuvo una respuesta completa en el
40%-52% de los casos a los 18-24 mes#s, reduccion persistente de la vejiga
(Waideleich et al, 2003; Skyrme et al, 2005).

Céancer de pielen el primer ensayo clinicoon TFD se obtuvieron tasas de
respuesta > 85% utilizanddpD como FS y luz roja (@ugherty et al, 1978). Desde
entonces, numerosos estudios han confirntpaolas tasas de respuesta de cancer de
piel superficial a la TFD son equivalente$as obtenidas con los métodos tradicionales
(crioterapia, escision quirdrgica), pero aorjores resultados costicos (Rhodes et al,
2004). Para lesiones bien focalizadas, lkcapion topica de FSs, como el ALA y el
metil- ALA, constituye una bue alternativa, evitando la méhistracion sistémica que
presenta mayores limitaciones. El uso AEA a nivel local ha demostrado ser
sumamente efectivo para el carcinoma de aglbhsales, con escasos efectos adversos
(Taub, 2004). Este pro-FS también ha generado tasas de respizss(@5%-88%) en
el tratamiento de la enfermedad de BoWMorton et al, 2000; Salim et al, 2003). Para
el tratamiento de lesiones multiples, o de grandes superficies, se considera mas
apropiada y efectiva la administraciérstémica del porfimero sédico o mTHPC
(Zeitouni et al, 2001Baas et al, 2001).

Céancer de cabeza y cuellta cirugia y la radiotapia son los tratamientos

convencionales para este tipoa#cer en etapas temprarizes. TFD presenta la misma
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efectividad que estas terapias, pero con tdaja de resultar mendasvasiva, no afectar

a los tejidos sanos circundasty ofrecer excelentes rétados cosmeéticos (Copper et

al, 2003; Hopper et al, 2004). ActualmenteF8l mas utilizado es el mTHPC. En el
tratamiento con TFD de tumores primarios en etapas tempranas de la cavidad oral y
orofaringe se han obtenidestes de respuesta del 85% aafio, y del 96% en cancer de

labio. También se obtuvieron muy buenaspuestas en el tratamiento de tumores
recurrentes o primarios multiples, asi como en la terapia de rescate para pacientes que
no respondieron a las terap@mvencionales (Schuller et 41985; Kubler et al, 2001;
Hopper et al, 2004).

Céancer de esofagdEs una enfermedad con mal prondstico, con una tasa de
sobrevida de 12,5% a 5 afos (Sihvo et al, 20049 primeros estudios sobre el uso de
la TFD en eso6fago se realizaron para afaimiento paliativo déumores obstructivos,
obteniéndose buenos resultados (Mc Caughaal,e1984). Para el tratamiento de
tumores superficiales se realizaron estudiiizando porfimero sédico y mTHPC, con
buenas tasas de respuesta en ambos casosa(&E/6 meses), y una tasa de sobrevida
del 25% a 5 afios (Sibille at, 1995; Grosjean et al, 1996).

Esdfago de BarrettSe considera una condicién pre-maligna, ya que el 50% de
los casos de cancer de eséfago desarrollan previamente esta enfermedad (Brown y
Devessa, 2002). En ensayos clinicos se detgste la TFD con el porfimero sodico
brinda mejores resultados que el tratamiento s6lo con omeprazol, disminuyendo
significativamente el riesgo de desarrolt@ncer (Overholt et aR005). Teniendo en
cuenta que esta enfermedad se desarrati@ed superficial, el uso de ALA en forma
local ofrece una alternativa menos toxicangue aun no se han logrado los resultados
deseados (Ortner et aD@; Overolt et al, 2003).

Céancer endobronquiaLa TFD ha demostrado ser (git distintas etapas de esta
enfermedad. La utilizacién del porfimero ssimdio HpD en el tratamiento paliativo de
tumores obstructivos resultd segura y alildé sintomas en casi todos los pacientes
estudiados (Kato et al, 1998; Moghissi ¢tl&99). La TFD tambiéha sido utilizada en

el tratamiento de cancer de pulmén ema@di®s tempranos, logrando una tasa de
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sobrevida promedio a 5 afios en el radgo56%-70%, y del 90%n pacéntes con
carcinoma in situ (Furuse et al, 198&ito et al, 1998, Mogksi et al, 2004).

Otras aplicaciones oncolégicaka TFD presenta un gran potencial terapéutico
para el tratamiento de otros tipos decsnsobre todo aquellos de peor prondstico y
también cuando los tratamientos convenales producen alta morbilidad. Se han
realizado ensayos clinicos utilizand@orfimero sodico en pacientes con
colangiosarcoma, en los que se obtuviebarenos resultados paliativos. Este FS
también demostré eficacia en el tratambie de tumores pituitarios recurrentes
(Wiedmann et al, 2004). El uso de mTHP&ul& efectivo y segurpara el tratamiento
de cancer de proOstata recurrente, en essude fase I, y también para cancer de
pancreas (Bown et al, 2002). Otras aplioaes oncologicas de la TFD incluyen:
neoplasia cervical, neoplasialvar, carcinoma anal in sitmeoplasia de pene y cancer

de mama metastasico (Taub, 2007).

l11.3.2. Aplicaciones no oncoldgicas

Enfermedades infecciosda capacidad de la TFD @iminar bacterias, hongos,
virus y parasitos se denomina inactivacion fotodinamica. En los udltimos afios esta
técnica ha adquirido importancéeebido a la aparicion daultiples resistencias a los
antibioticos convencionales. (Wairight, 2002; Jori et al, 2011).

Estética El desarrollo cosmético exitoso de esta terapia, sent6 las bases para la
aplicacion de los FSs como fotorejuvenecedorEsto ha surgido a partir de la
observacion de las significativas mejoras endignos de fotoenvejecimiento en la piel

adyacente a lesiones causadas por queraci$isca, tratadas con TFD (Gold, 2008)

Desérdenes inflamatorios/inmunolégic@dgunos ejemplos de estas patologias
que han sido exitosamente tratadas corD T$on: psoriasis, acné, liguen plano,

escleroderma, alopecia y degeneraci@acular de la retina (Taub, 2007).
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Ginecologia La ablacién del endometrio madte TFD es una técnica que evita
la cirugia y constituye una alternativa ahiaterectomia para mujeres con hemorragias

uterinas disfuncionales (Soergel et al, 2008).

Diagnéstico La fluorescencia de algunos F®siede servir como método

diagnostico, permitiendo la visualizacion del tejido maligno (Juzeniene et al, 2007).
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[11.4.- Terapia FotodinAmica basada en ALA

[11.4.1. Selectividad

El ALA no es un FS en si mismo, sino qu®duce la sintesimtracelular de
PpIX. Su empleo en la TFD se basagere la administracioexogena del ALA como
pro-droga induce la acumulacién de tetnagdgs sintetizados enddgenamente, en
particular, el potente FS PplX. Si bien totlesscélulas poseen lapacidad de sintetizar
porfirinas a partir de precswres del hemo, varios tejidasalignos y en regeneracion
poseen caracteristicas enzimaticas que fagarée acumulacion de PplX frente a los
tejidos normales, lo cual representa unangventaja con resp@ca otras terapias
anticancerigenas (Fukudaal, 1989; Kennedy et al, 2006) t&selectividad se basa en
que los tejidos malignos exhiben una actdddisminuida de la ferroquelatasa, al
mismo tiempo que la de la PBG-asa se encuentra aumentada, lo cual favorece una
acumulacion selectiva de la PplX en edwi&los (Leibovici efal, 1988; Navone et al,
1990; El-Sharabasy et al, 1992; Gibsomletl998). En algunas patologias no malignas
como la psoriasis y la queratosis actinica, también se evidencia mayor sintesis de PpIX
gue en tejidos normales (Smits et al, 20@#eciendo posibilidades terapéuticas o de

diagnéstico utilizando ALA.

[11.4.2. Incorporacion de ALA y fosensibilizacién por PplX

El ALA es captado por las distintas célutaediante diferentes mecanismos. En
levaduras, se demostré por primera vez guBLA y el GABA comparten un sistema
de transporte activo, y qu& captacion de ALA esta media por la permeasa UGA 4,
especifica para el GABA (Bermudez-htti et al, 1995a1995b; 1996a; 1996b). En
células de adenocarcinoma de colon se obsgue el ALA también ingresa a la célula
por un mecanismo dependiente de eneggimaveés de transportadores de GABA y
aminodacidos (Rud et al, 2000). En célulagpdacreatoma se demostré la participacion

de los transportadores pejtis PEPT1 y PEPT2 en este proceso (Whitaker et al,
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2000), mientras que en células de adancinoma colorrectal se demostro
recientemente la incorporacion de ALA a #awdel transportad@LC36A1 (Frolund et
al, 2010). También se observdé en otrasedm celulares la implicancia de los

transportadores BETA en este proceso (Rual, 2000; Bermudez-Moretti et al, 2002).

La eficiencia en la sintesis de PpIX wez que el ALA ingresa a la célula y su
posterior acumulacién, depende de variastdres, como las actilades de algunas
enzimas involucradas en la sintesis dehdela tasa de degracién y excrecion de
PplIX, su localizacion intracelulael pH de la célula, el tipy la densidad celular y la
presencia o ausencia de suero en el sm@gkrtosova y Hrkal, 2000; Kennedy, 2006; Ji
et al, 2006). La PplIX se s@tiza en la mitocondria, y cal tiempo puede redistribuirse
hacia otras regiones como el citosol, reticulo endoplasmatico o a la membrana
nuclear, pero no al nucleo. También se ha observado la relocalizacion de PplIX a la
membrana plasmatica y a lisosomas. dio de localizadn de la PplX, su
concentracion y la dosis luminica empleada en la TFD, determinan el tipo y la
intensidad de dafio producido al activagsES (Boyle et al, 1996ori et al, 1996).

La sintesisin situ de PpIX hace que esta molécula tenga una distribucién
intracelular diferente de aquellos FSs adstmidos directamente como moléculas ya
preformadas (Ji et al, 2006).

La fluorescencia de la PpIX la conieren una herramiém util para el
diagndstico, por ejemplo para evaluar camlgioantitativos en elejido maligno luego

de una cirugia (Ladner et al, 2001) o pgui&r la reseccion del tejido tumoral.

Fig. 13. Fluorescencia de carcinomas basales tratado#\té bajo luz blanca (derecha) y, luego de
tres horas, bajo luz azul (izquierda). Se obsen@rdiscencia roja correspondiente a la acumulacién de
protoporfirina IX inducida por el tratamiento con ALA.

(Tomado de: Photosensitizers in medicine, Kristian Berg Department of Radiation Biology The
Norwegian Radium Hospital).
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[11.4.3. Ventajas

Entre otras ventajas de la wtdicion del ALA se pueden mencionar:

- La corta vida media de los efectosofensibilizantes de la PpIX comparado
con otros compuestos, que no duran mag8&boras (Fukuda et.al993; Triesscheijn
et al, 2006).

- La PpIX tiene una estrtiwra molecular definida, con un maximo de absorcion
en la zona roja del espectrolea 630 nm (Potér et al, 1986).

- El ALA se puede administrar de digas formas que resultan inocuas y
minimamente invasivas: sistémica, intravak topicacion, inhalkdon y oral. Otra via
utilizada en animales de experimentacion es la intra-tumoral, en la cual el ALA se
aplica directamente en tumores accesibles.

- Puede combinarse con otras modalidades terapéuticas y aplicarse luego de
otros tratamientos, por no ekii resistencia cruzada corrad drogas, edlafio celular
queda restringido a la zona tumoral con cdansiguiente disminucién de efectos
secundarios sobre otros 6rganos, y el riesggeteracion de nuevas neoplasias es bajo,
ya que el dafio al ADN es limitado.

Si bien muchas posibles aplicaciords la TFD basada en ALA (TFD-ALA)
aun se encuentran en proceso de invasithg, otras ya han do aceptadas y son
utilizadas en la clinica, como: tratamiento de lesiones premalignas de la piel, mucosa
oral, esofago, vejiga, vulvagérvix (Kelty et al, 2002); atamiento, paliacion, control o
deteccidon de lesiones malignas de distintpasti(ej. gliomas); infecciones bacterianas
(Ej. Propionibacterium acne); infecciondédngicas (Ej. oncomisis); infecciones
virales (Ej. Verucca vulgaris), infecciones parasitarias (Ej. leishmaniasis cutanea);
cuantificacion de respuesta a tratamientos (Ej. leucemia, linfoma de células T, cancer de
mama recurrente, malaria); procedimientos cigmos (Ej: rejuvenecimiento de la piel,
hirsutismo) (Fernande@uarino et al, 2007).
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CAPITULO IV
MUERTE CELULAR PORTFD

IV.1. Eventos tempranos post-TFD

Desde el inicio del tratamiento fotodinio, las células comienzan una serie de
reacciones rapidas que daran origen a lostagémiciadores y principales efectores del
dafio celular, las especies reactivas de oxigeno (ROS). Estasesspe corta vida
media y altisima reactividad constituyenrexo entre el tratamiento y la respuesta

celular.

IV.1.1.Reaccione$otoquimicas

A corto plazo, los mecanismos que desencadenan el fotodafio estan asociados a
la generaciéon de ROS. Esta asociaciéiustra en la Fig. 13, mediante un diagrama de
Jablonski (Baraldi et al,990) correspondiente a una ponia como sensibilizante.

Las porfirinas muestran una intensa abgm alrededor de los 400 nm en la
region azul, llamada banda de Soret, y cua#edas de menor absorcién entre los 500 y
los 650 nm. El rango comprendido entre BOO nm y los 1000 nm se conoce como
“ventana fototerapéutica” de los FSs y elosltejidos presentan una baja absorcién por
parte de otras biomoléculas.

Se observé que la penetracion de la lulosrtejidos aumenta con longitudes de
onda mayores, por lo cual, para irradiar galmente se usa la banda de absorcion mas
débil que es la de 630 nm.

Una molécula puede pasar de un désttundamental a un estado excitado por
aporte de energia. El apode energia puede llevarse acale diferentes formas, por
ejemplo por irradiaciéon. Cuando los FSs abea luz, se producena transferencia de
energia a diferentes niveles de excitaciopedédiente de los cuantos de luz absorbidos.
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Los electrones orbitales excitados puegasar a un orbital dsmayor energia y esta

transicion puede suceder de dos maneras:

- Estado de excitacién singulete: se produce sin modificacion piel @ésl electron en
su estado basal.
- Estado de excitacion trigk2 se produce cuando cambiaespin del electron. Este

estado es mucho mas estable que el anterior.

En general, una vez en el estado edafalas moléculas pueden volver al estado

fundamental por diversos mecanismos:

- Pérdida de su energia por colisiones otras moléculas hasta volver al estado

fundamental, produciendo un calentamiento.

- Fluorescencia. La fluoresaga es la caida al estallndamental por emisién de un
fotdbn de radiacion adecuadala diferencia de energia te@ el nivel excitado y el
fundamental. Esta emision se produce deasal estado singulete de un nivel excitado,
normalmente aquel de menor energia, Sleleraso de la PpIX como FS se observa
fluorescencia roja con emision de longitudahela de alrededor de 620 nm, cuando la

caida es desde el estado singulete.

- Fosforescencia. Al pasar a un orbitada®ipado los electrones no cambian su espin.
Como se indica en el diagrama, en amaas puede ocurrir una conversion del estado
singulete al triplete. En @stado excitado las moléculagrsn un cruce entre sistemas
hacia un estado excitado de&aer triplete. La emision den foton directamente para
devolver la molécula a su estado fundamentake da facilmente, por estar prohibida
por la regla de seleccion @spin. En estos casos se puede producir la vuelta al estado
fundamental, por emision de un fotén, peso un tiempo muy superior al de la
fluorescencia normal.

La absorcion de luz lleva a la porfirina a los estados singulete y triplete. Las
porfirinas excitadas en singulete puedeacogonar directamente con los tejidos o las
células (reaccion fotoquimica tipo 1), mientage en el estado tigte transfieren su

energia al oxigeno molecular, producier@®s (reaccion fotoquimica tipo 11). Ambos
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tipos de reacciones pueden tener lugar sime&#ente, y la proporcion en que ocurre
cada una de ellas depende principalmentia adeturaleza del FS y deustrato (Sun et
al, 2009).

La fotoexcitacidén de porfirinas en presende oxigeno, resultara entonces en la
formacion de ROS, en particuldd, , O, .-, y » OH (Golab et,@2003). Estas moléculas
pueden desencadenar la muerte celular amégliel dafio oxidativo a proteinas, lipidos
insaturados y acidos nucleic@osefsen y Boyle, 2008).

La eficacia de la TFD depenitécialmente de la formacion de, , y dado que
esta molécula presenta una baja tasa dsidifly una vida media uy corta, el sitio de
dafio fotodinamico se produce en un sector muy proximo al sitio de acumulacién del FS
(Castano et al, 2004).

estado
singlete
L EmEEmEREREE 102 ............
R < \
Radical Reaccion / oxigeno
libre Reaccion A estado Tipo Il 0 singulete
- . 2
Tipo | triplete
EEEEEEEER 1mmm =P 0oxigeno

molecular

A
‘Fluorescencia
§§ Fosforescencia

v

v

Reacciones v )
Celulares Luz v Luz Reacciones
Celulares
estado
basal
IEEEEEEER EEEEEEEER mEEn

Fig. 13 Diagrama de Jablonski correspondiente a reaesifotoquimicas de un FS en presencia de
luz..

Con estas cualidades, la PplX reualyunas de lasondiciones de un
fotosensibilizante ideal: Sebtiene facilmente como producto endégeno de sintesis a
partir de ALA, absorbe en la banda de Sguetsenta baja toxicidad en oscuridad pero
es altamente reactivo en presencia de luz gceerevidencia en las consecuencias de las

Porfirias) y posee buena selectividad por las células tumorales.
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IV.1.2. Especies reactivas de oxigeno

El oxigeno molecular (£ es esencial en la vida tess organismos aerdbicos. La
mayor parte se destina a los procesos dioifitacion oxidativa que tienen lugar en la
mitocondria, mientras que una pequefa partosgierte en formas altamente reactivas
y toxicas para la célula, las ROS.

La toxicidad de estas espesireside en su gran reactividad y su gran capacidad
de oxidar diversos sustratos, principalteebiomoléculas. Las ROS pueden generarse
por reducciones univalentes sucesivastof£sagentes prooxidantes pueden ser de
caracter radicalario (radical hakilo: « OH, anion superéxido:; Q radical alcoxilo,
radical peroxilo, peroxinitto, entre otros) o no radizaio (oxigeno singulete'Oy,
peréxido de hidrégeno: J,, hipoclorito, etc.). En el primer caso, estos compuestos
presentan una configuraciéreetrénica con un electron desegrado, lo cual genera una
gran tendencia a reaccionarrgpdormar pares estables. Las especies no radicalarias
contribuyen a la formacion de radicaldgdis mediante numerosas reacciones.

El sitio celular del origen de estaspesies es variado gn el caso de las
reacciones fotodindmicas, dependera en gradida de la localizacion subcelular del
FS. El oxigeno singulete, pripel efector del fotodafio en T&D, posee una corta vida
media, por lo cual no puede extenderse en la célula mucho mas alla de su sitio de
origen. Generalmente, el principal sitio gkneracion de ROS es la mitocondria, donde
se localizan los aceptords electrones de la cadena restpria. Si bien la oxidacion de
acidos grasos ocurre en el peroxisomapédaoxidacion lipidica en membranas y la
presencia de metales a nivel de las enzimas citosolicas son fuentes no menores de estas

especies reactivas.

Las ROS se encuentran presentes en concentraciondesbarsatodos los
organismos aeroébicos. La mayor fuente de ROS son los procesos metabolicos normales
de las células, pero otra parte puede proveaifactores externos como la radiacion
solar, fungicidas o pesticidé€lifford, 1999). La presencide ROS es importante para
el metabolismo, ya que ciertas cantidades de estas moléculas son necesarias para el
desarrollo de muchos procesos fisiologigoe ocurren normalmente en el organismo

(Ej: participacion del @ en el proceso de fagocitosis, o delOq en la sintesis de
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hormona tiroidea o en la maduracién dedgpermatozoides) (Ford, 2004; Song et al,
2007; Bylund et al, 2010).

Sin embargo cuando la produccion deSR€éxcede las necesidades fisioldgicas,
éstas resultan nocivas para las célulasjugpueden causar dafio en lipidos, proteinas y
ADN, generando peroxidos; crosslinkings,idaciones y rupturas en las cadenas
polipeptidicas; aductos de bases y bases padge e inversiones del C1 de los azlcares
de acidos nucleicos, entre otras. Estosnés conllevan a un desarreglo general del
metabolismo celular normal, que en ocasiones puede llevar a la apoptosis.

Esta condicion de desequilibrio se define como estrés oxidativo: un desbalance
entre la produccion de especies oxidantescatmcidad antioxidantte la célula (Ross
et al, 2000).

El oxigeno en estado basal se encueetraestado triplete y al absorber una
cantidad de energia suficiente puede pasar a fdftaael cual es altamente reactivo y
puede transferir sus electrones a una greersidad de moléculas organicas. El oxigeno
puede activarse por otras vias, comeelduccion monovalente para formag. OH,O,,

* OH y finalmente #D.

En el siglo pasado Fenton habia degsorel potencial de oxidacion deb® en
presencia de sales ferrosas (Fenton, 1899). En los sistemas biologicos en presencia de
trazas de hierrda reaccion de pD, y O,” prosigue a la formaciode « OH, el cual es
altamente destructivo y es capaz de imidaoxidacion de sustratos organicos:

(1) * O, + H,O, - O, +¢OH+ OH
o) Fe™ + H,0, — Fe't +eOH+ OH~

- 3+ 2+
3) o +Fe" 5O+ Fe
Para protegerse de este potendafio oxidativo, las células poseen enzimas
antioxidantes como la superoxido dismutasdalasa y glutation peroxidasa (Thannikal
et al, 2000) y diversos mecanismos que,see posible, apuntan a restablecer la

homeostasis.
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IV.1.3. Antioxidantes y TFD

Debido a que todos los componentes leedis son susceptildaede ser atacados
por las ROS, los organismos aerobios digpode una amplia bateria de defensas
antioxidantes.

Un antioxidante puede definirse como wugtancia que a bajas concentraciones
comparadas con las del sustrato, retrasafgigtivamente o previene la oxidacion de
dicho sustrato (Halliwel et al, 1989). 8éamente existen dos grandes grupos de
defensas antioxidantes: las enziméaticas y las no enziméticas.

Las defensas antioxidantes enzimaticas incluyen a la superoxido dismutasa
(SOD), que presenta una forma dependiéiteobre y zinc (CuZnSOD) y otra forma
dependiente de manganeso (MnSOD), gatalasa (CAT). La SOD convierte aj'@n
H.O,, mientras que la catalasa degrada £)+8 HO (Sanders et al, 2003). Por otro
lado, la glutation peroxidasa (GPx), también se encuentra en dos formas, una selenio
dependiente y la otra selenio independielatgarimera encargada de la detoxificacion
de los peréxidos (Simmons y Jamall, 1988)a segunda de la degradacién de los
hidroperoxidos (Ahmad et al., 1989).

Existen otras enzimas involucradas landefensa antioxidante que son las
relacionadas con el metabolismo del GSHgliatation S transferasa que conjuga la
unién del GSH a los componentes celulares diasipor ROS para su detoxificacion, la
glutatién reductasa que repongebl de GSH a partir del GSSG.

Cuando la formacion de ROS excede la capacidad secuestrante del sistema de
defensa antioxidante de los tejidos, da comsultado el dafio a la membrana celular.
Este proceso es mediado por la peatagion lipidica (Sander et al, 2003). La
peroxidacion lipidica conduce basicamentia éormacion de malondialdehido, el cual
se ha demostrado que es mutagénico gimagénico (Marnet, 1999). La formacion
excesiva de malondialdehido puede llevar fotmacion de aductos como resultado de
la combinacion con grupos amino libres de paoteinas, lo cual a su vez se puede
tomar como indice del estrésidativo (Hartley et al, 1999).

Los antioxidantes no enzimaticos se incoapopor lo general ela dieta, sobre
todo en las frutas y verdurdsntre sus principales caraditicas podemos citar que son
sustancias capaces de malizar un Unico radical Ile por molécula, actian a

concentraciones elevadas, y tienen un papel despreciable frente a las defensas
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enzimaticas. Estas sustancias se oxidamlando o secuestrandd gran potencial
oxidante de las ROS y evitando asi queos®len otras moléculas vitales para el
metabolismo celular. Los antioxidantes no enzimaticos pueden regenerarse en su forma
reducida mayormente mediante procesosnefizos especificos. Entre ellos podemos
mencionar al GSH y al ascorbato, que puedetuar como pro o como antioxidantes
segun el caso, y a las vitaras liposolubles (Kappus, 1981).

Su presencia en las reacciones fotodindmicas, usualmente reduce la eficacia de
la TFD. En cambio, algunos antioxidantes en determinadasentraciones pueden
aumentar la eficacia de la terapia. Por lo tanto, es posible observar tanto efectos
protectores como favorecedores en la Tdenplementada con antioxidantes. Por otro
lado, un efecto protector de un antioxidantdaeMFD podria indicar indirectamente la
participacion de ROS en los mecanismos de fotodafio.

Han sido reportados mecanismos de pradeccelular mediados por superdxido
dismutasa y glutation previniendo el daforganelas provocado por la accion de PplX.

La presencia de trolox o alfa tocoferol suattndurante la irradi@&n redujo el nimero
de células apoptéticas y losefos citotdxicos en céluldsucémicas murinas tratados
con FSs de localizacién lisosomal (Perotti et al, 2002).

Algunos antioxidantes no enzimaticasnsquelantes relativamente especificos
de ciertos radicales. Por ejemplo, el mdn&® un secuestrante de radical hidroxilo,
mientras que el glutation reducido y el thfano entre otros, inactivan mayormente al

oxigeno singulete (Perotti et al, 2002).
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IV.2. Mecanismos de muerte celular

Multiples cascadas de sefalizacion son concomitantemente activadas en las
células cancerosas expuestas a estréslif@mico, y dependiendde la localizacion
subcelular de los agentes dai8, estas sefiales se tradueenmespuestas adaptativas o
de muerte celular. La evidencia recieimeica que la TFD puke destruir células
eficientemente tanto por la induccion daminos apoptoticos como no apoptoticos
(Buytaert et al, 2007).

En la erradicacién de tumores mediante TFD intervienen diferentes procesos de
muerte celular, los que incluyen necrosis, apoptosis, y mecanismos asociados con la
formacion de vacuolas autofagicas. Bsfarmas de muerteio son mutuamente
excluyentes, pueden coexistir y ocurrir sithneamente bajo diversas condiciones
fisiol6gicas y patoldgicas. Por otra parteegea dafar la vasculatura tumoral y los vasos
sanguineos periféricos, produciendo una muerteral indirecta por hipoxia y falta de
nutrientes. También puede inducir una resguiEeshune que contribuye a la destruccion
del tumor. La accion de estos mecanismos, y el grado en el que cada uno se manifiesta,
determinan el éxito de la TFD (Dolmansagét2003; Henderson et,&004; Buytaert, et
al 2007).

Los blancos celulares del dafio ddinamico son diversos, dependiendo
principalmente de la naturaleza del FS empleado. Estos sitios de accién pueden ser
biomoléculas o bien organelas como las oatarias, los microsomas, los lisosomas, el
nacleo y el reticulo endoplasmatico (Mongg Oseroff, 2001; Gadano et al, 2004).
Teniendo en cuenta que la mayoria de los FSs no se acumulan en el nucleo, la TFD en
comparacion con otras terapias antinéasiglas, genera muy poco dafio al ADN,
mutaciones y carcinogéne¢@leinick et al, 2002).

Las ROS poseen un tiempo de vida raetiuy corto, por lo cual el sitio
primario de accion del fotodafio coinciden el sitio de acumulacion del FS. No
obstante, debido a la posible relocalizaciohFf a otros sitios, el dafio fotodinamico
puede tener lugar en otragyanelas (Buytaert, 2007).

El tipo de muerte celular inducido plar TFD depende, emtrotras cosas, del
sitio de accién del compuesto FS; aqueltpge se acumulan preferencialmente en
mitocondrias o reticulo endoplasmatico gelmeate promueven la apoptosis, mientras

gue los FS que afectan la membrana plasmatica o los lisosomas predisponen a la muerte
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por necrosis (Kessel et,al997). Mas recientemente,rag autores han descripto
procesos de formacion de vacuolas autofgjipor efecto de la TFD (Kessel et al,
2010).

La muerte celular programada (MCP) d&fine como una forma de “suicidio”
celular genéticamente codificado que ocumesitios y momentos predecibles durante
el desarrollo. Tres formas de MCP morfoliagnente distinguibles han sido descriptas
durante el desarrollo: LaMCP Tipo | se caracteriza por canoli genotipicos como
condensacion nuclear y encogimiento celular.tigel 1l de MCPse distingue por una
digestion de organelas de la célula depenéida lisosomas y la presencia de vacuolas
autofagicas (autofagosomas); mientras queM@&P tipo Ill estd marcada por
hinchamiento celular y una rapida pérdiddadmtegridad de la membrana plasmética.

Actualmente, estor procesos recibea fmmbres de apoptosis, muerte celular
autofagica y necrosis, respectivamente y magramas celulares con un rol crucial en
el desarrollo normal, homeostasis de tigjgdos y eliminacién de células anormales o
dafiadas (Buytaert et al, 2007).

IV.2.1. Apoptosis

La apoptosis es un mecanismo fisiologitmmuerte celular que resulta de gran
importancia en el desarrollo y remodelamiento de los tejidos. Se caracteriza por una
serie de cambios morfoldgicos y bioquimicpquede ser inducida por diferentes tipos
de estrés celular, incluyendo terapiasicamcerigenas como [@FD (Miller et al.,
2007). Los cambios morfolégicos incluyen:ndensacion de la cromatina, clivaje del
ADN en fragmentos internlensomales, disminucion di&lmano celular, formacion de
cuerpos apoptéticos sin ruptura de taembrana, exposicion de residuos de
fosfatidilserina hacia la cara externa denlembrana y fagocitosis por parte de células
vecinas.

A nivel bioguimico la apoptds se caracteriza por la activacion de las caspasas,
un grupo de enzimas proteoliticas altamerweservadas, de las cuales 11 se han
identificado en humanos. Las caspasas setgah como pro-enzimas y se activan en
respuesta a sefiales apoptoéticas que puéaduir: dimerizacion de un complejo

multimérico (caspasas iniciadoras), o protedlisis de caspasas ubicadas rio arriba
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(caspasas efectoras). Una vez activadascdapasas efectoramslas responsables de
los principales cambios morfolégicos y biogitos que caracterizamla apoptosis por

medio del clivaje de numerosos sustratos.

IV.2.1.1. Vias apoptoticas clasicas

Las caspasas actuan a traves de desanismos, la via intrinseca y la via
extrinseca (Fig. 14). En la primera, las e@ssis iniciadoras -8/-10 y -9 activan a las
efectoras pro-caspasas -3 y -7. La viaiegéca se activa por lanion de ligandos
especificos a receptores de muerte (RMxadids en la superfe de la membrana,
como Fas, TNF-RI (receptor de factormkrrosis tumoral) y TRAIL (ligando inductor
de apoptosis asociado a TNF). Estadoninduce la formacion de un complejo
oligomérico, DISC (complejo de sefalizacigrductor de muerte), que recluta a las
procaspasas iniciadoras -8 y -10 y promueve su dimerizacion. Estas a su vez activan a
las caspasas efectoras -3 y -7 (Buyta2007; Galuzzi et al., 2007; Jin y El-Deiry,
2005).

Las mitocondrias ejercen un rol centrallewvia apoptotica intrinseca, ya que la
permeabilizacion de sus membranas desencadena la liberacion de numerosas proteinas
apoptogénicas localizadas en el espatitermembrana, como el citocromo c,
Omi/HtrA2 (serino-proteasa mitocondrialpmac/DIABLO, AIF (factor inductor de
apoptosis) y endonucleasa G. Una vez liber@doitosol, el citaromo ¢ se une a la
proteina Apaf-1 (factor activador de proaspoptoticas 1), y en presencia de ATP
promueve la formacion de un complejo hepdaoo, el apoptosoma, el cual recluta y
activa a la procaspasa -9. Una vez lidesmal citosol, Omi/HtrA2 y Smac/DIABLO
antagonizan la actividad de proteinas lidioras de caspasas, mientras que AlF y
endonucleasa G se translocan al nuclecoynpeven la condensacion de la cromatina y
la fragmentacion del ADN (Lam et al., 2001).
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Fig. 14. Esquema representativo de las @jpsptoticas extrinseca e intrinseca.

Los mecanismos que llevan a la permeabilizaciéon de la membrana mitocondrial
(PMM) aun no se conocen con certeza. deolos modelos propuestos involucra un
aumento en la permeabilidad de la membiasalutos con una masa mayor a 1,5 kDa,
permitiendo el ingreso de los mismos al fitke de la mitocondria. Este proceso se
asocia a la apertura de un canal i6niccathd en la membrana, el poro de transicion
(PT). Esta apertura estaria estimulada pgrésencia de calcio y la exposicion de la
mitocondria al dafio por ROS. En la memmaranitocondrial interna (MMI), se produce
una disipacion del gradiente de protones ¢a consecuente pérdida del potencial
transmembrana y cambios osmdéticos que finalmente conllevan a la ruptura de la
membrana mitocondrial externa (MME) y aliberacion de factores pro-apoptoticos
(Green et al., 2006; Rasola y Bernardi, 2007).

Otro mecanismo propuesto para explieaPMM consiste en la oligomerizaciéon
de la familia de proteinas pro-apoptétiddd-2 o la interaccion entre éstas y VDAC
(canal de aniones dependiente de voltaje). La familia Bcl-2 comprende al menos 20
miembros que contienen al menos un demde homologia Bcl-2 (BH1 a BH4). Las
proteinas anti-apoptéticas B (ej: Bcl-2, Bcl-XIl, Bd-w) contienen los cuatro

dominios BH. Las proteinas pro-apoptétices subdividen en “BH123 multidominio”
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(ej.: Bax, Bak) y “BH3” (ej.: Bid, Bad). Um vez activadas, las primeras sufren un
cambio conformacional y forman poros que mediarian la PMM. Las proteinas “BH3”
actuan uniéndose y neutralizandoactividad de las protgis anti-apoptoticas Bcl-2
(Antignani y Youle, 2006; Tsujimoto y Shimizu, 2000).

IV.2.1.2. Vias apoptéticas lisosomales

Hasta hace poco se consideraba que los lisosomas no estaban involucrados en la
muerte por apoptosis, ya que se mantemistnucturalmente intactos en las células
apoptoticas (Kagedal, 2001). Sin embargo,lan tltimos afios, se demostré que la
relocalizacion de proteasas lisosomales como la catepsina D y B desde el lisosoma hacia
el citoplasma, participa en &gecuciéon de la apoptosiofihson, 2000; Guicciardi y col,

2004). Este proceso puede producirse coomsecuencia de diversos estimulos, como
el estrés oxidativo o la activacion de p53frerotros (Yuan et al, 2000; Stoka et al,
2001).

Uno de los mecanismos propuestos papier participacion de las catepsinas
en el proceso apoptotico, sugiere que un aundatROS dentro de la célula, llevaria a
la desestabilizacion de la membrana ksoal, causando la liberacion de su contenido
al citosol (Kagedal et al, 2001). Una vezeliadas, las catepsinas ejercerian su efecto
directamente sobre la funciébn mitocondjaken estadios tempranos de la apoptosis
(Bidere et al, 2003).
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IV.2.1.3. Apoptotsis y TFD

La muerte celular por apoptosis comansecuencia del fotodafio fue descripta
por primera vez por Agwal et al (1991).

Los tiempos de ejecucion de la apoptosis son muy variables. La TFD se
caracteriza por inducir @n rapida respuesta apoéfita, pudiendo observarse
fragmentacién del ADN a los 30 min postee®mal fotodafio (Dougherty et al, 1998).

Considerando el rol fundamental que ejerce la mitocondria en la ejecucion de la
apoptosis, los FSs que se acumulen alli, ctan®plX, son los mejores candidatos para
desencadenar este tipo de deenteicelular (Krammer et al, 2006).

Los eventos reportados luego de T&D utilizando FSs con localizacion
mitocondrial, involucran la PMM, permitienda liberacion de citocromo ¢ desde la
mitocondria al citosol y lgosterior activacion de caspas(Oleinick y col, 2002;
Agostinis y col, 2004). Ciertasaracteristicas directamerdsociadas a la apertura del
PT como el aumento de calcio intracelula@nento de un estado celular pro-oxidante
y la generacion de 4&cidos grasosrddy también han sido observadas como
consecuencia de la TFD (Moor, 2000).

La PpIX es un ligando de alta afiad del receptor periférico de
benzodiacepinas (PBR), que es unoloe componentes del PT. Algunos autores
hallaron correlacién entre laign de PpIX al PBR y la narte celular inducida por la
TFD, sugiriendo una posible explicacion p#&aapertura del PT (Kessel et al, 2001;
Furre et al, 2005).

La generacion de ROS y la subsmmie peroxidacion lipidica produce
alteraciones en las funciones vitales lde mitocondria, como la mantencion del
potencial de la membranaitotondrial, la fosforilacién oxidativa y la capacidad de
equilibrar la concentracion de calcitpdos ellos factores que favorecen la PMM
(Orrenius et al, 2007).

En estudios recientes se ha demostiqua® las proteinas prapoptéticas de la
familia de Bcl-2 cumplen un rol critico endpertura de la MME (Almeida et al, 2004).
Como consecuencia de la TFD, en numertsdmjos, se observd una relocalizacion de
Bax desde el citosol hacia la mitocondrésociada a la liberacion de citocromo c

(Granville et al, 1999; Chiu et al, 2008)ps mecanismos moleculares que promueven
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el cambio conformacional y la activacion dexBg Bak) durante lapoptosis inducida

por la TFD, aun no se conocen con certeza f@ary et al, 2007). El rol de la proteina
anti-apoptética Bcl-2 en la TFD resulta lsiguo. Mientras que en ciertos casos una
sobreexpresion de Bcl-2 seoa® a una disminucion en Epoptosis iducida por la

TFD, en otros, una elevada expresion d&a @soteina aumentd el grado de muerte
celular por la TFD (Oleinick et al, 2002; Almeida et al, 2004). En numerosos trabajos se
demostré que Bcl-2 es un target de |DTiRilizando una gran variedad de FSs (Kessel

y Castelli, 2001; Kessel et,&005; Marchal et al, 2007).

Con respecto a la activacion de caspasebservo que la via apoptética mas
comun luego de someter a las células a IB,Tés la que involucra la liberacion de
citocromo c, la activacion de caspasg9e caspasa-3; sin embargo, otras vias,
especialmente aquellas que involucran cse@a pueden contribuir a la muerte en
situaciones en las que la via principsia suprimida (Oieick et al, 2001).

Si bien las caspasas se considerampiaxipales disparadas de la morfologia
apoptotica, un creciente nimete trabajos avalan la idei@ que la apoptosis inducida
por la TFD puede ocurrir en forma indepeamde de caspasas (Fauet al, 2005; 2006;
Vittar et al, 2010).

IV.2.2. Necrosis

A nivel morfolégico la muerte por necissse caracteriza por la ruptura de la
membrana plasmatica, lo que induce una reaccion inflamatoria que promueve la
liberacion del contenido intracelubamoléculas proinflamatorias.

Recientemente se ha demostrado que la necrosis no solo@moeespuesta a
situaciones patologicas, sinambién durante algunos proossfisiolégicos como la
renovacion celular en el intestino delgdé&alinger y Thompson, 2004; Jin y EI- Deiry,
2005).

Tradicionalmente se consideraba ankacrosis como una forma de muerte
desorganizada y pasiva, pero recientemente se ha demostrado que este proceso esta
asociado a distintas vias de transducciorsef@ales. Se ha repado que en ciertas
lineas celulares a las cuales se tratd iodribidores de caspasala activacion de

receptores para TNF y Fas induce necrosiavé$r de la activacion de la quinasa RIP1
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(kinasa de serina y treonina interactuante con receptor). Ademas, se ha demostrado que
RIP1 cumple un rol fundamental en dascada de sefalizacion que induce necrosis
activando la via de JNK (Jun kinasa).

Estas evidencias sugieren que en cieltaeas celulares y bajo determinadas
condiciones, la necrosis poddanstituir un tipo de muerigrogramada (Buytaert et al.
2007).

IV.2.2.1. Necrosis y TFD

En el caso de los FSs que se laali preferentemente en la membrana
plasmatica, la necrosis constituye el piial mecanismo de muerluego de la TFD
(Buytaert, 2007).

Esto se debe a la rapida pérdida ldeintegridad de la membrana como
consecuencia del fotodafo, la@apacidad de mantener el ujle iones a través de la
misma, y una rapida deplecion del ATP aaglular (Hsie et al, 2003; Fabris et al,
2001).

Los mecanismos que llevan a la célularea muerte por necrosis en lugar de
apoptosis, aun no se conocen. Se observo urriampe rol del calcio en la induccion de
necrosis (Uzdensky et al, 2007) y tambiéndsenostréo que en células epiteliales de
tumor mamario, el modo de muerte se cawiginé con el sitio déocalizacion del FS
(Kriska et al, 2005).

Algunos FSs causan inactivacion de procaagy procaspasa-3 al relocalizarse
desde la membrana plasmatica al citosol, y esa inactivacion favorece la muerte por
necrosis (Kessel, 2002).

También se ha observado que laoduccidn de oxigeno singulete como
consecuencia de la TFD, predispone a mmeerte por necrosis, mientras que otras
especies reactivas de oxigeno tienden a adavaia apoptética ininseca (Matroule et
al, 2006).



Introduccion Muerte celular por TFD

IV.2.3. Autofagia

Inicialmente la autofagia fue descripta como un mecanismo adaptativo que
permitia mantener las funciones vitales endiciones de deprivacién de nutrientes. En
mamiferos actualmente se sabe que lafagito promueve la supervivencia celular,
removiendo las organelas dafiadas, méitakdoxicos y patégenos intracelulares.

Asimismo puede actuar como una ford® muerte celulacuando ocurre una
excesiva auto-digestion y degeaihn de constituyentes cedubs esenciales (Kessel et
al, 2006; Lefranc et al, 2007).

El primer paso de la autofagia comsien la formacion del autofagosoma, una
estructura con doble membrana que contiene organelas y otros elementos
citoplasmaticos. Los autofagosomas se fusiatm lisosomas y el contenido interno es
degradado por enzimas hidroliticas. La ifearde genes Atg, ampliamente conservada
en eucariotas, regula la formacion de &utofagosomas (Tsujimoto y Shimizu, 2005;
Ricci y Zong, 2006).

Las vias de sefalizacion de PI3K {tosositol-3 kinasa) clase | y clase Il
regulan el proceso de autofagia. La formacion del autofagosoma se encuentra bajo el
control positivo del complejo delase Ill, mientras que el complejo de clase | actua
inhibiendo la autofagia a travéle la via de mTOR. El proceso de formacién vacuolar y
transporte esta mediado por Beclina-1, quéepece al complejo PI3K de clase Il y al
unirse a éste promuese activacion (Fig. 15).

Las moléculas que controlan la apoptosis y las que controlan la autofagia en
mamiferos se solapan uUnicamente en el caso de la familia Bcl-2. En condiciones de
inhibicién de la apoptosis las células iait mecanismos autofagis para iniciar la
muerte celular (Sasi et al, 2009).

Recientemente se ha demostrado que p53 también promueve la autofagia, y se
han descripto otras moléculas asociadasaatimacion de autofagia, como DRAM (gen
modulador de la autofagia regulada m@iio) y MAP1LC3-1l (proteina asociada a
microtUbulos 1 de cadena livia 3) (Buytadret al. 2007).
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IV.2.3.1. Autofagiay TFD

En estudios recientes se demostrd dmuelFD puede inducir autofagia en
distintos tipos celulareg utilizando una cierta variedate FSs (Ji et al, 2010; Reiners
et al, 2010; Dini et al, 2011).

La evidencia respalda la piaipacion de ROS como iniciadoras de la autofagia
(Scherz- Shouval y Elazar, 2007), aunque lacién precisa entrautofagia y TFD aln
no se conoce por completo (Reiners ¢t28l10). El dafio oxidewo a Bcl-2 con la
consecuente pérdida de su funcionalidaghrepone como un factatesencadenante de
autofagia (Kessel et al, 2006).

En la linea de leucemimurina L1210 se observo la induccion simultanea de
2006). En

fibroblastos embrionarios murinos, que expresan Bax y Bak se observaron

apoptosis y autofagia, luego del tratamto con TFD (Kessel et al,
caracteristicas morfologicas y bioquimicas #picde autofagia luego de la TFD, y se
vio proteccion contra la muerte celulauando las células déwon tratadas con
wortmanina, un inhibidor de adémia (Buytaeret al, 2006).

En la linea MCF-7, de cancer de mampae no expresan procaspasa-3, también

se evidencio la muerte celular por autofagia luego de la TFD (Xue et al, 2007).
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Fig. 15 Esquema representativo del proceso de autofagia.
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IV.3. Supervivencia y resistencia a TFD

La TFD carece de efectos altamemi@iiinos como los de la quimio o la
radioterapia, asi como de sus mecanismos de resistencia intrinsecos. Por lo general no
presenta resistencia cruzada con estos tratamientos, ya que su mecanismo de accion
dependiente de ROS y no asodaal dafio al ADN es notalente distinto al de las
terapias convencionales y no hay un mecaoisatural de eliminacién de oxigeno
singulete, principal efector tdafio celular (Agostinis etl, 2011; Diez et al, 2012). Sin
embargo, al igual que en todo tratamiento oncologico, existen determinados fenotipos
que pueden favorecer la sobrevida o la resistencia de las células a la TFD. Es tanto, o
mas importante, conocer los mecanismos guartiex la muerte celular como aquellos
gue perimten a las células tumesaevadir el dafio y sobrevivir.

Frente a dosis leves o satdles de TFD, las células pueden responder al
fotodafio iniciando un proceso de rescate sedeadenando los eventos que lleven a la
muerte celular. La supervivencia o muertdadecélulas frente a estrés fisico o quimico
subletal implica la integracién de una conleed de vias de sefializacién que culmina
en cambios en la expresion de genes.sEgtateinas son las que le permitirdn a las
células lidiar con las consecuencias de dicho estrés.

IV.3.1. Factores de supervivencia

La supervivencia de las células atamiento fotodinamico depende en gran
medida del balance entre la expresion defdeoteinas antiapopiéas o factores de
supervivencia y las proteinpsoapoptéticas (Karmakar at, 2007) que se expresan en
respuesta a la TFD.

En este contexto, es relevante analgdarol de uno de losattores sensible al
estado redox en la modulacion de la respuastiapoptética pot TFD: el factor nuclear
kappa B (NkB). En varios tipos deancer se ha descripto aonmento de la expresion
de NRB con un efecto antiapoptético, promotorsigervivencia de la célula tumoral y
de la resistencia a quimio y radioterafidang, 1998; Beg y Baltimore, 1996), al igual
gue para Bcl-2 (Agostinis et al, 2004). Sin engbaesta cualidad dmnferir resistencia
no puede ser directamente extrapolada a la TFD.
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El factor de transcripcion NB es un regulador criticde numerosos procesos
celulares como supervivencia e inflacion. Se encuentra como un hetero u
homodimero que puede formarse a partir de cinco subunidade81NPB50 y su
precursor pl05), NEB2 (p52 y su precursor p100), RelA (p65), RelB y c-Rel. El
dimero més estudiado es p50:p65, que es dctipar las vias clasicas y generalmente
promueve la expresion de genes &sbas a supervivencia e inflamacion.

En células normales, MB se encuentra inactivo, secuestrado en el citoplasma
por proteinas inhibitorias B a, B, y). Diversos estimulos como estrés, citoquinas o
productos bacterianos activan las kinasaskdéKK) que fosforilan a los inhibidores
resultando en poliubiquitinacién y consedgedegradacion por proteasoma. Por lo
cual, el factor queda libre para traslocakaucleo (Fig.16), (Pereira y Oakley, 2008).
La participacion de RO inducidas por TFD en la activacién de WBFha sido
ampliamente estudiada y esta involucaathnto en vias proapoptéticas como
antiapoptoticas segun el sistemn estudio (Moor, 2000). NB es un factor sensible al
estado redox ya que las ROS puedetivarlo directamente, liberandeB (Schreck et

al, 1991) o mediante estimulos asociados adl,dBteres de forbol e IL-1.

Receptor

\

Membrana
| | plasmatica

Fig. 16. Vias de sefializacion de NB.
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La evidencia sugiere que el rol de estaddres de supervivencia en la respuesta
a TFD es ambiguo. En células de glioblasoU87MG, la TFD basada en ALA indujo
apoptosis mediante la supid@s de la expresion de faces de supervivencia como
NFkB, BIRC-3, y Bcl-2 (Karmakar et al2007). Asimismo, en sistemas de
sobreexpresion de Bcl-2 se observo un efpctiector frente a la apoptosis inducida
por TFD con determinados FS (Oleinickadt 2002). Mientras que en otros casos, la
utilizacibn de FS que producen la fotsttaccion de Bcl-2 (principalmente de
localizacion mitocondrial) se observé unnanto en la apoptosis mediada por TFD
(Xue et al, 2001). Asi como también aatiion de NFkB post TFD mediada por ROS
(Volanti et al, 2002Granville et al, 2000)

Segun estudios de perfiles de expresion post TFD basada en ALA en células de
carcinoma escamoso, genes tempranos daigstp a estrés como c-jun y c-fos se
inducen tan pronto como 8 h luego del tratano en respuesta dhfio oxidativo. En
cambio disminuye la expresion de genes como cdc2 o c-myc (proliferacion), FAAD
(apoptosis) y fibronectina (adhesion). Dosiblstales de TFD provocan apoptosis sélo
en un porcentaje de las células tratadada vez que induce genes tempranos de
respuesta a estrés, interruptide la proliferacion y dprendimiento del sustrato
(Ruhdorfer et al, 2007).

IV.3.2. Mecanismos de resistencia

En la heterogeneidad de fenotipos presentes en un tumor o incluso en un cultivo
celular, es esperable observastiditas respuestas al traiamto fotodindmico. Segun lo
expuesto previamente, el perfil de expresién de factores de muerte y supervivencia
celular determinara cuales @sas células seran capadesrestablecer la poblacion
luego de la TFD. Estas células supernitgs merecen especial atencion, pues portan
los caracteres que condicionareficacia de la TFD.

Generalmente, las lineas celularesstesites a TFD se obtienen a partir de
ciclos sucesivos de TFD con distintos K8genos como Photofrin, ftalocianinas y azul
del Nilo (Mayhew et al, 2001; Singh et, &001). En cambio, laesistencia a TFD

basada en ALA debe estar inducida por mecanismos enddgenos que impliquen una
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reduccion en la acumulacion derfirinas o una defensa amtidante mas eficaz (Casas
et al, 2006).

Estos mecanismos endégenos paadanifestarse a nivel de:

-FS: Por incorporacion alterada, excesiva externalizacion, trafrecétular alterado.
-Sintesis de porfirinas: Por actividad dismida de enzimas de la biosintesis del
hemo.

-ROS: Por inactivacion o detoxificacion mentada de ROS mediante enzimas de
defensa antioxidante.

-Modulacién de la muerte cddu: Por puesta en marcha de mecanismos de reparacion
de Biomoléculas.

-Disponibilidad de oxigeno: La hipoxia indda por la misma TFD y por el dafio a la

vasculatura puede contribuir a laaapion de células resistentes.

En este contexto, multiples candidatos se han propuesto como intermediarios de
los mecanismos de resistencia a TFD datintos FS: TP53 (activa mecanismos de
reparacion de ADN; Lee et al, 2010), HO-1 (atgeprotector frente al fotodafio; Nowis,
2006), IL-6 (regulador de Bax; Brackett at, 2011), survivina (inhibidor de la
apoptosis de la familia IAP; Milla eal, 2011), BCRP, MRP1 (transportadores de
drogas; Jendzelovsky et al, 200%uda et al, 2010), bajacorporacion de ALA (Egli
et al, 2008), Hsp27 y Hsp60 (pesesta a estrés, modulacida ROS e inhibicién de
apoptosis; Kim et al, 2010; Ziegler et al, 20B@nlon et al, 2001), entre muchos otros.

Resulta interesante también analizar la variacion en la capacidad metastasica de
las células que sobreviven a la TFD, aspecto de gran relevancia clinica. Se ha reportado
la pérdida parcial de la exg®ion de fibronectina en célsl&ratadas y por lo tanto una
pérdida de adhesion celular que podrialitacila migracion celular in vitro y la
metastasis in vivo. Sin embargo se pieqga este fendmeno esta mas relacionado con
el desprendimiento de las células del sustyatbcambio de la morfologia después de la
TFD que con un aumento de la capacidadastasica. Mas aun, numerosos trabajos
demuestran una capacidad metastasica r@audgego de la TFD (Tsai et al, 2009;
Casas et al, 2008; Roussetkt1999; Runnels et al, 1999)
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CAPITULOV

CULTIVOS TRIDIMENSIONALES YTFD

V.1. Cultivos tridimensionales

V.1.1. Generalidades

A lo largo de los ultimos afios, dististtipos de cultivos tridimensionales han
ganado importancia frente a los cultivos bidimensionales como nuevas alternativas y
herramientas Utiles apar el estudio de tratamientos y el efecto de drogas como un
intermedio entre el modela vitro ein vivo.

Algunos ejemplos de cultivos noorvencionales actualmente en uso son
cultivos en matrices tridimensionales w@dos para estudianigracion, invasion y
diferenciacion de células tumorales asociadmomponentes de la matriz extracelular,
sistemas de fibra hueca y cultivos ex vivo a partir de fragmentos tumorales. Sin
embargo, estos modelos aln no estan sufaieente estandarizadg® dependen de la
disponibilidad de tejido priario, cuya obtencion y operatiad rutinaria puede ser
complicada (Friedrich et al, 2009).

El avance en la busqueda de nuevatrices artificiales y medios de soporte
para cultivos tridimensionalepor ejemplo para ingenieria de tejidos, ha resultado en
mejoras notables en la reproducubilidad, manejo y confiabilidad de estos modelos.
Claramente representando una herramienta sumamente Uutil, especialmente en la

investigacion en cancer.
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V.1.2. Esferoides multicelulares

Entre estos modelos, slestaca el de esferoides multicelulares (EMCs), como
uno de los mejor caracterizados. Tanto como para afirmar que permite simular a
pequefia escala el panorama patofisiologleoun tumor en un paciente mostrando
respuestas similares para distintas taspiLos EMCs son una aplicacidon clasica del
cultivo tridimensional (Ling y Chang, 2008).

Las células cultivadas como EMCs admen cierto grado de resistencia
clinicamente relevante a dragmductoras de apoptosispsilando la quimioresistencia
gue se observa en tumores sélidos. Los EMCs son agregados compactos que asemejan
nddulos o micrometastasis avasculares ocoregs intervasculares de tumores sélidos
grandes en cuanto a cinétida crecimiento, microambienty ciertas caracteristicas
histomorfologicas. Reestablecen propiedades morfoldgicas y funcionales del tejido
correspondientén vivo con un patron de diferenciacidacilitado por el ensamblaje de
componentes de la matriz extracelulaingeracciones célula-adh y célula-matriz
(Santini y Rainaldi, 1999; Khaiteet al,2006; Dubessy et al, 2000).

A medida que aumenta el tamafio del EN&Cproliferacién y la concentracion
de nutrientes y oxigeno establecen gradiet¢edistribucion y una posible acumulacion
de catabolitos en las regiones centrales de la estructura (Fig. 17). Lo cual remite a areas
pobremente vascularizadas de tumoresdesli Es importante tener en cuenta que
EMCs relativamente grandes (500 a @00 de diAmetro) desarroligareas centrales de
necrosis. Estas condiciond¢esan los patrones de expraside genes y la distribucion
de proteinas, afectando en consecuencissfauesta a drogas o a tratamientos (Mueller-
Klies, 2000; Oloumi et al, 2002).

El uso de EMCs como complemento dstudios basados en cultivos en
monocapa implica verificar que las condiciorgofisiologicas de interés se vean
efectivamente reflejadas en el modelo yagézar la uniformidad en tamafio, forma y
esfericidad. Tanto el tiempo de cultivo como la densidad inicial de células son factores
condicionantes de lasre&teristicas deseables en un cultivo de EMCs.
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Fig. 17.Formacién y progresion de EMCs.

Existen actualmente distintas técniqaera la obtencion de EMCs de modo
reproducible y estandarizado, cada una con sus propias ventajas y desventajas (Lin y
Chang, 2008).

Cultivo en agitacionpermite obtener cultivos a gran escala por largos periodos
de tiempo en condiciones éptimas, pero regude grandes canéides de medio de
cultivo y del pasaje a un soporte de cultigstacionario para el tratamiento y la
determinacion de parametros como pceng)lo, el tamafio de los esferoides. No

permite el monitoreo de esferoides indivales luego de un tratamiento (Fig. 18 A).

Cultivo estacionario en gota suspendiddna gota de una suspension celular
con la densidad adecuada (30 aubBonteniendo 300 a 3000 células) se coloca sobre la
tapa de una placa de cultivo de modo qualgueispendida paradilitar la agregacién
celular. Este método permite buena uniforxiccon minimas cantidades de medio de
cultivo pero requiere es opéikeamente engorroso y requiet@mbién transferir a otro

soporte los EMCs para su utdizidn experimental (Fig. 18 B).

Cultivo estacionario en sustratos no adherenté$ cultivo en placas no
adherentes o con pocillos en forma de “U” permite la formacion de esferoides
individuales aunque con un amplio rango tdenafos. Facilitael monitoreo y la
manipulacion de esferoides individuale®tra variante de este método es el
recubrimiento de los pocillos con agar, agarosa, matrigel o similar que provee un

sustrato no adherente semisélido sobre al se siembra la suspension celular. Puede
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generar variaciones en los tamafos de los esferoides pero es muy poco cOStoso y

operativamente sencillo (Fig. 18 C).

Cultivo estacionario asistido por soportes artificial&s especialmente util para
lineas celulares que no presentan facilidad espontanea para formar esferoides. Consiste
en la utilizacion de microestructuras cana geometria definidaobre la cual se
distribuyen las células por centrifugaciadaptandose a la foemmicroscopica del
molde. En otra variante, geieden utilizar soportes aodo de mallas porosas sobre los
cuales e forman agregados celularasnque con poca uniformidad de formas y
tamafnos. Placas termosensibles pueden uséradas para forzar un cultivo en

monocapa a suspension y postecoempactacion (Fig. 18 D y E).

B Cc

[
I

Fig. 18.Métodos de cultivo para la obtenciéon de EMCs. A. Cultivo en agitacion. B. Cultivo en gota
suspendida. C. Cultivo sobre sustratos no adherentes. D. Cultivo sobre microestructura & malla

Cultivo en placas termosensibles.

V.2. Aplicaciones en TFD

Los EMCs representan un modelovitro relativamente simple que resulta muy
adecuado para el estudio de distintas apragiones terapéuticas tales como la TFD.

El gradiente de disponibilidad de oefgp caracteristico de los EMCs genera
poblaciones heterogéneas de células que difieren en su stwespudas terapias
dependientes de oxigeno colaTFD o la radiacion ionizde, aspectos que no se
reflejan en el cultivo en monocapa. Adesndel grado de oxigenacion, también son

factores condicionantes de la TFD lancentracion y distribucion del FS, la dosis
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luminica y la sensibilidad intrinseca d@bo celular, cuyo analisis en un modelo
tridimensional resulta n@ aproximado a lasondiciones fisiologicas vivo (Madsen

et al, 2006). Por otra parte, el modale EMCs simplifica gnificativamente la
complejidad que aportan los factores dejientes del huésped como por ejemplo, la
vasculatura tumoral, cuyo reh la TFD es controversial.

El efecto antitumoral de la TFD esta frecuentemente asociado al dafio a la
vasculatura tumoral. El equilibrio entdafio directo a las células tumorales y dafio
indirecto a través de la vadatura depende de factoresramla distribucion relativa del
fotosensibilizante en ambos compartinoesntsus propiedades farmacocinéticas y el
intervalo entre la administracion de la droga y la irradiacion. La homogeneidad celular
qgue presentan los esferoides y la ausenciadeulatura, permite estudiar precisamente
los efectos sobre las células tumorajessu diferenciacion en la conformacion
tridimensional. Es por estas razones que @llefo de esferoides @slevante para el
estudio de la TFChen et al, 2006).

La primera utilizacion de EMCs comoodelo in vitro para el estudio de TFD
fue reportada en 1984 por Christensenaktutilizando hemafporfirina como FS
analizando su distribucion y sfecto en la TFD. En estudi siguientese caracterizo
la respuesta a TFD en EMCs y se demogtr® esferoides de células de carcinoma de
colon humano eran mas resistentes a T&D lematoporfirina que las mismas células
cultivadas en monocapa y que la sensiad al tratamiento decrecia conforme
aumentaba el tamafio del esferoide. Inclusobservo que la efectividad de la TFD era
dependiente de la distribucion del FS ersderoide (West, 1989; West et al, 1989).

Las areas centrales de necrosis que sarddlan en los EMCs estan asociadas a
zonas de hipoxia con muy baja concentracion gen@prescindible para la accion de la
TFD, pero no estan relacionadas con el ard#la franja de células activas del borde
del esferoide (Dubessy et al, 2000). Tale¢®fecto de la disponibilidad de, Que
EMCs tratados con TFD-ALA e incubados en atmaosfera de 95%mu@stran total
disrupcién de la viabilidadcelular, independientementgel tamafio del esferoide
mientras que con una incubacién en 5% @A FD solo resulta letal para esferoides de
tamanos pequefios (<340) (Zelenkov et al, 2007).

La condicién hipoxica es tipica de la gran mayoria de los tumores y se
caracteriza por la expresion dfgctor de transcripcion HIFel ElI complejo con

capacidad de unién al ADN es un hetdimero de una subunidad Hle-ly una
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subunidad HIF-ff y participa en la regulacion dgenes de respuesta a hipoxia tales

como VEGF. Es por lo tanto, un importantediador en la angiogénesis y oxigenacion

tumoral.
El uso de EMCs en TFD permite un mejor entendimiento de la respuesta tumoral

independientemente de la irdecion con el sistema vascular.



Introduccién Cultivos tridimensionales y TFD

REFERENCIAS

Chen B, Pogue BW, Hoopes PJ, et al. (200@scular and cellular tgeting for photodynamic
therapy. Crit Rev Eukaryot Gene Expr.16(4):279-305.

Christensen T, Moan J, Sandquist T, et 2984). Multicellular spheroids as an in vitro model
system for photoradiation therapy in the presaidépd. Prog Clin Bdl Res. 170:381-390.

Dubessy C, Merlin JM, Marchal C, et 000). Spheroids in radiobiology and photodynamic
therapy. Crit. Rev. Oncol. Hematol. 36, 179-192.

Friedrich J, Seidel C, Ebner R, et al. (2009pheroid-based drug screen: considerations and

practical approach. Nat Protoc. 4(3):309-24.

Khaitan D, Chandna S, Arya MB et al2006). Establishment and characterization of
multicellular spheroids from a human glioma cell limeplications for tumor therapy. J. Transl.
Med. 4, 12.

Kunz-Schughart LA, Kreutz M y KnuecheR. (1998) Multicellular spheroids: a

threedimensional in vitro culture system to stagiyour biology. Int. J. Exp. Pathol. 79, 1-23.

Leek RD, Stratford I, Harris AL. (2005). Thmle of hypoxia-inducible factor-1 in three-
dimensional tumor growth, apoptssand regulation by the insulin-signaling pathway. Cancer
Res. 65(10):4147-52.

Lin RZ, Chang HY. (2008). Recent advancesthmee-dimensional multicellular spheroid
culture for biomedical research. Biotechnol J. 3(9-10):1172-84.

Madsen SJ, Sun CH, Tromberg BJ, et al. (2006). Multicell tumor spheroids in photodynamic
therapy. Lasers Surg Med. 38(5):555-64.

Mueller-Klieser, W. (2000) Tumor biology and exipeental therapeutics. Crit. Rev. Oncol./
Hematol. 36, 123-139.

Oloumi A, Lam W, Banath JP , et al. (2002). Identification of genes differentially expressed in
V79 cells grown as multicell spheroids. Int. J. Radiat. Biol. 78, 483—492.

Santini MT y Rainaldi G. (1999). Three-dingonal spheroid model in tumor biology.
Pathobiology. 67, 148-157.



Introduccién Cultivos tridimensionales y TFD

West CM, Moore JV. (1989). Flow cytometric analysis of intracelular hematoporphyrin
derivative in human tumour cells and multickar spheroids. Phothem Photobiol. 50(5):
665-669.

West CM. (1989). Size-dependent resistance of human tumour spheroids to photodynamic
treatment. Br J Cancer. 59(4):510-514.

Zelenkov P, Baumgartner R, Bise K, et &PR007). Acute morphological sequelae of
photodynamic therapy with 5-aminolevulinic @dn the C6 spheroid model. J Neurooncol.
82(1):49-60.



ODbjetivos




Objetivos

OBJETIVOGENERAL

Estudiar los mecanismos de muerte y supendia celular luego de la TFD basada en

ALA en células en cultivos bi y tridimensionales.

OBJETIVOSESPECIFICOS

Estudiar la sintesis, acumulacion y localizacion intracelular de las porfirinas

endogenas sintetizadas a partir de ALA.

— Evaluar la efectividad de la TFD basaen ALA y su posible modulacion por

agentes exogenos.

— Dilucidar la participacion de las especieactivas de oxigeno involucradas en el
fotodafio.

— Investigar los cambios morfologicos yoguimicos inducidos por esta terapia y
Sus consecuencias en la muerte y supenagia celular en uno varios ciclos de

TFD-ALA, y su posible modulacion.

— Evaluar la aplicabilidad del modelo ddezsides multicelulares en el estudio de
la TFD-ALA.

— Estudiar las diferencias y los factores condicionantes de la efectividad de la
TFD-ALA segun la modalidad del cultivo.
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Materiales y métodos Drogas y reactivos

I. Drogas y reactivos

|.1. Reactivos

Se utilizaron los siguientes reactivos para las distintas determinaciones y ensayos:

ALA, MTT (bromuro de 3-(4, 5-dimetiltiaza®-il)2,5-difenil tetrazolio) hidroetidina

(HE), diclorohidrofuorescein diacetato §HCF-DA), ioduro de diexilcarbocianida
(DIOCB6), , glutation reduciddGSH), triptofano, manitolparanja de acridina (NA),
bromuro de etidio (BE) y pepstatina A (RAddos ellos de Sigma Chem. Co. (USA).
Trans-1-(2'-Metoxivinil) pireno (MVP)Lyso Tracker Green, Mito Tracker Green,
Hoescht, Annexin V-FITC e ioduro de gmdio (IP) se obtuviem de Invitrogen
(Argentina). Los anticuerpos utilizados es Ensayos de Western Blot se obtuvieron de
Santa Cruz Biotechnology (USA). El kit pareedicidén de proteinas Pierce BCA Protein
Assay Kit fue obtenido de Thermo Fisher Stfeninc, USA. El resto de los reactivos

empleados fueron de grado analitico, ololes de diversas fuentes comerciales.

|.2.Fotosensibilizantes

El acido 5-aminolevulico (ALA) es uno deslgrecursores biologicos de la sintesis
de porfirinas. Su administracion en eldiede cultivo promueve la acumulacion de
porfirinas, principalmente ProtoporfirinX (PplX). EI ALA fue adquirido de Sigma
Chem. Co. (USA). Para administrarlo al sudtse prepararon soluciones madre en agua
destilada 100 mM o 20 mM, y fue afiadider@dio a una concentracion final de 1 mM.
Asimismo, es posible también la fotosensibilizacion mediante incorporacién de PplX
exdgena (Porphyrin Products, Frontier SciéntitJSA). Para su administracion al
cultivo, se prepar6 una solucién madreudO, disolviendo el sélido en 10 de DMSO

y completando luego el volumen con PBS.
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Entre los numerosos fotosensibilizanteslizados y aprobados para TFD se
encuentra la Verteporfirina (Vp), la @ufue cedida por Visudyne® (Novartis AG,
Suiza). Para la sensibilizacion de las @duton Vp, se preparé una solucién madre
0,25 mg/ml disolviendo el sélido en 10 de DMSO y completando luego el volumen
con PBS.

[.3. Moduladores de sintesis de porfirinas

La acumulacion de porfirinas inducida p8itA exdgeno puede ser modulada hacia
mayores 0o menores niveles intracelulatdao de estos agentes moduladores es la
Succinilacetona (SA), un inhibidor competdinde la enzima ALA-D que cataliza la
conversibn de ALA PBG. Es droga fue preparada en agua destilada a una
concentracion 20 mM y afiadida al owdt simultaneamente con el ALA a una
concentracion final de 1 mM.

Por otro lado, la Deferroxamina (DfH)n agente quelante de hierro, es capaz de
inducir acumulacion de precursores de paréis, impidiendo el Ultimo paso en la
sintesis del hemo, la inqmracion de hierro. La solucién de Dfx fue preparada a una
concentracion de 20 mM en PBS y agregadaultivo a una concentracion final de
1 mM, 1 h antes de la incubacion con ALA.

Ambos agentes fueron obtenidos de Sigma Chem. Co. (USA).

|.4. Antioxidantes

Con el fin de modular el etto de la TFD las célulasefton tratadas con distintos
agentes antioxidantes: glutati reducido, manitol, triptofeo, trolox y ascorbato. Todos
ellos adquiridos de Sigma €m. Co. (USA). Estos compuestos fueron disueltos en PBS
para preparar soluciones madre entrey2000 mM, excepto el triptéfano que fue
inicialmente disuelto en DMSO vy luegduido en PBS. Estos agentes secuestrantes
fueron agregados al medio de cultivo libresdero 1 h antes de la incubacion con ALA.
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Il. Cultivos celulares

I1.1.Lineas celulares

La linea celular utilizada para estmbajo corresponde a una histologia de
adenocarcinoma de pulmén. La linea turh8&9, proviene de uadenocarcinoma de
pulmoén humano y fue iniciada en 1972 aipak® un carcinoma de células no pequefias
(NSCLC) de una paciente caucéasica. Es linea hipotriploideproveniente de un
carcinoma de epitelio alveolar (Giard etX)73). Estas células tien aspecto epitelial,
con un citoplasma granular, gran capacidad de crecimiento, incluso independientemente
de sustrato, carecen de ibigidén por contacto, y presentan tiempo de duplicacion de
aproximadamente 22 h (Fuente: ATCC).

I1.2. Determinaciéon del nimero de células

El nimero de células empleado para cada ensayo se determind utilizando una
camara de Neubauer y comtld el nUmero de célulasaliles segun el método de
exclusion con Azul Tripan tomando alicuotas deub@e la suspension celular mas

50 ul de Azul Tripan y 1Qul de NacCl 0,25%.

[1.3. Cultivos bidimensionales

Los cultivos bidimensionales (en maapa) se llevaron a cabo manteniendo las
células en medio de cultivo MEM supleneao con un 5% de suero fetal bovino,
gentamicina 8Qug/ml y I-glutamina 2 mM a 37°C en atmésfera himeda con 5% CO
sobre sustratos adherentes. Los cultivoslaeds fueron mantenidos en frascos de 75
cnt hasta 80% de confluencia. Para realiparrepiques corresndientes, las células
fueron lavadas y tratadas con tripsina dtednmin a 37°C, deteniendo el proceso con

medio con suero y luego transferidas a frascos nuevos cada 48 0 72 h.
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Para realizar los experimentos, las @duse sembraron en densidades de 5a10
1x10 células/ml en placas de 24 o 6 pocilloseylas incubé para su crecimiento entre

24y 72 h, segun el ensayo.

[1.4. Cultivos tridimensionales

Los cultivos tridimensionales (esferoides multicelulares, EMCs) se obtienen — entre
otras formas — a partir de agregados eeétd sobre sustratos no adherentes. Para
obtener el cultivo en esferoides se sembré en placas de 6 o de 24 pocillos una densidad
de 5x10 cél/ml de MEM suplementado con un 5% de suero fetal bovino, gentamicina
80 ug/ml y I-glutamina 2 mM, sobre un colamdle agar 3%-RPMI (1:1) reemplazando
dos tercios del medio por medio fresco cdfldh. Los experimentase realizaron a los

7 dias de iniciado el cultivo.
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[1l. Determinacion de Porfirinas

[1l.1. Extraccion de porfirinas intracelulares

La acumulacién de porfirinas inducida parincubacion de kcélulas con ALA o
un FS exdgeno puede ser cuantificada espectrofluorométricamente. Las células
previamente incubadas en pesia de ALA o PplX en &concentraciones y tiempos
propios de cada experimento, se lavaron EBS y se trataroron HCI 5% durante 20
min a 37°C para extraer lpsrfirinas intracelulares.

Para el caso de fotosensibilizacién ddp, las células se lavaron con PBS y se
trataron con Metanol:Agua (1:1) durante 2(hrai37°C para extraer la Vp incorporada

durante la incubacion.

[1l.2. Medicién de porfirinas itra y extracelulares

Las determinaciones de fluorescencia sdizaron en espectrofluorometro Perkin
Elmer LS55 con una longitud de onda de &aon de 406 nm y de 604 nm de emision,
en el caso de fotosensibilizacion con Al{induccion de PpIX enddégena) o PpIX
exogena, utilizando una solucion de pratdipina 1X (PplX) de concentracion
conocida como estandar de referencia. Men que para la emtificacion de Vp
incorporada se utilizd una longitud de oraka excitaciéon de 420 nm y de 690 nm de
emision utilizando una solucién de Vp dencentracion conocdcomo estandar de
referencia.

Para la determinacion de porfirinas eh medio extracelular los medios
sobrenadantes (0,5 ml) fueron diluidos conri|xle HCI 6,7% de modo de lograr una

proporcion final de HCI 5%, que permite la solubilizacién de las porfirinas.
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Para cuantificar las porfirinas intrdgeres en los extractos se utilizo el

siguiente calculo:

ng porfirinas / 18 células = ((UF-B) x4) / UF St) x 1,535 x 2ml x 1000

En el cual:
UF: Unidades arbitrarias deuftrescencia de la muestra
B: Unidades arbitrarias de fluorescencia del blanco
A=2x Améx_(A380+ A430)
Donde; A" A380 - a0 Absorbancia de una solucién de PplX de
concentracion desconocida.
UF St Unidades arbitrarias de fluomscia del estandar (0,005mg/ml)
1,535 Factor de conversionia/ml PplX
2ml: Volumen final del extracto

100Q factor de conversion de mgug

La determinacion dag totales de Vp incorporados en las células se realiz6 por
espectrofluorometria utilizando estandared/dede concentracion conocida y se aplico

el siguiente célculo
ug Vp / 16 céls = ((UF-B) x 0,005mg/ml) / UF St) x 2ml x 1000

En el cual :
UF: Unidades arbitrarias deufirescencia de la muestra
B: Unidades arbitrarias de fluorescencia del blanco
UF St: Unidades arbitrarias de flescencia del estandar (0,005mg/ml)
2ml: Volumen final del extracto

1000: factor de conversion de mga
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IV. Terapia fotodinamica

IV.1. Fotosensibilizacion

Para aplicar la TFD se reemplazé eldimede cultivo por medio sin suero para
minimizar la externalizaciore porfirinas (Béhmer yMorstyn, 1985; Ogino et al,
2011). Como procedimiento estandar se agregd ALA a una concentracion final de 1 mM
y se incubd a 37°C durante 3 h en oscuridad. Se utilizé una densidad celular de 1x10

células/ml.

IV.2. Irradiacion

Luego de la incubacion, se retiré eldieconteniendo el ALA reemplazandolo por
medio fresco y las células fueron irradiadasiercuarto oscuro ubicando las placas en
un banco de dos tubos fluorescentes (Osta@8W/765) sobre una placa de vidrio
ubicada a una distancia de 21 cm de la fudetiz. El rango de emision del sistema es

de de 400 a 700 nm, con su mayor potencia a 600 nm (0,3.J/cm

IV.3. Viabilidad celular

Concluida la irradiacién, las células faarincubadas 1 h a 37°C en oscuridad. El
porcentaje de células viables una hora déspde la TFD fue determinado por el
método de MTT (3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2, Bromuro de difeniltetrazolio) (Wilson et
al, 1990) y fosfatasa acida (APH) (Friedrethal, 2007). El ensayo de MTT se basa en
la capacidad de las mitocondrias para cdnvel MTT en formazan, un producto
coloreado cuya intensidad puede medirse espectrofotométricamente. Se llevé a cabo
como un procedimiento estandar en placas de 24 pocillos agregando al mgdde 50

una solucién 5 mg/ml del reactivo e incubanidoante 2 h. Al cabo de este tiempo, se
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agregaron 0,5 ml de DMSO a fin de solutzli los cristales de fimazan producto de la
reaccion para su determinacion colorimétrica (560 nm) en lector de ELISA.

Este ensayo fue adaptado al modelesferoides disgregénlos previamente con
tripsina y permitiendo la adhesion de las células provenientes de los esferoides en placas
nuevas durante 1 h.

El ensayo de APH se llevd a cabo enbasmmodalidades del cultivo de manera
similar, ya que no requiere la disociacion ésgferoide. Luego de la TFD las células se
lavaron dos veces con PBS dejando L0@n el ultimo lavadoLuego se agregaron
100ul de buffer de ensayo el cual contiene Acetato de sodio 0,1 M, Tritdbn X-100 0,1%
y p-nitrofenilfosfato 2 mg/ml. Al cabo dena incubacion de 1,5 h se agregaromllde
NaOH 1 Ny se registro la absorlsémen lector de ELISA a 405 nm.

V. Microscopia

V.1.Microscopia Convencional

V.1.1. Tincion morfolégica en onocapa: Azul de toluidina.

El azul de toluidina es un colorante de contraste que permite visualizar la
estructura general de la célula mediamta reaccibn metacromatica con componentes
acidicos de la célula. Para realizar ett&@ion las células fueron cultivadas sobre
cubreobjetos estérilen el fondo de placas de 6 podlly tratadas con TFD como se
describié previamente. Luegte 1 h fueron lavadas y fgas con formol 4% en PBS
durante 20 min a 4°C y teiidas con azutadeidina 0,5 % en agua destilada durante 3
min. Los cubreobjetos se lavm hasta desaparicion del colmbn agua destilada y se

dejaron secar por 24 h para luego montagtoportaobjetos con balsamo de Canada.

V.1.2. Tinciones histoldgicas en esferoides

Los esferoides tratados con distintasislaee TFD fueron resuspendidos en PBS
luego de 1 h y marcados cazul de toluidina para evitar la pérdida del material.

Posteriormente, se fijaron en formol 10%RBS y se procesaronrpasu inclusion en
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parafina. En cortes histologicos seriados se realizaron las tinciones con hematoxilina y
eosina y del acido periodico de Schiff (BA%ra mucopolisacaridos PAS. Se realizé
inmunomarcacion para Ki-67 y HIFelutilizando un anticuerpo policlonal de cabra
anti-Ki-67 (M19), 1:400 (Santa Crugiotechnology, CA) y anti HIF-d, 1:100 (Cell
Signalling, USA) segun la técnica de Vetans Elite ABC immunoperoxidase system
(Vector LaboratoriesBurlingame, CA, USA).

V.2.Microscopia de epifluorescencia

V.2.1. Hoechst

El Hoechst 33258 es una genhtercalanate que permiesualizar los nucleos
de las células mediante fluorescencia azuéxXcitacion: 350nm). emision: 460nm).
Para realizar este ensayo, las células fueunttivadas sobre cubreaips estériles en el
fondo de placas de 6 pocillos y tratadas con TFD como se describié previamente. Luego
de 1 h se lavaron con metanol frio (-203Cluego se incubaron en metanol a -20°C
durante 7 min. Posteriormente se real&Zpermeabilizacion con Triton X-100 0,1% en
PBS a temperatura ambiente durante 20 midaeon las placas con PBS en 3 ciclos
de 5 min y se agregaron 40de una solucion 0,bg/ml de Hoechst 33258. Luego de 3
min se montaron los cubreobjetos sobre una getPBS y se analizaron al microscopio
de fluorescencia (Olympus BX51, epado con una Iladmpara de Mercurio
HBO 100 W).

V.2.2. Naranja de Acridina y Bromuro de etidio

La tincion con Namaja de Acridina X excitacion:510 nmj). emision: 595 nm) y
Bromuro de etidio X excitacion: 502 nmaA emision: 526 nm) (NA/BE) permite
diferenciar morfologicamententre células viables, vikds apoptoticas, apopodticas y
necroticas segun se indica en la TabléKasmider et al, 2004). EI NA penetra en
células tanto viables como muertas yirgercala en el ADN doble cadena emitiendo

fluorescencia verde y también fluorescencéanja cuando se une a lisosomas o0 a



Materiales y métodos Microscopia

ADN de simple cadena. El BE es un agemttercalante que emite fluorescencia
naranja-roja en ceélulas con la membranaada en estados avanzados de apoptosis o

necrosis.

Verde Viable

Verde + condensacion nuclear +

e Viable apoptotica
cuerpos apoptéticos

Naranja + condensacion nuclear Apoptética

Naranja uniforme Necrética

Tabla 1. Clasificaciéon de la viabilidadelular segin tincién con NA/BE.

Las células sembradas en placas de 6 pocillos o cultivadas como esferoides
previamente tratadas con TFD, como se ril@gcpreviamente, fuen tripsinizadas y la
suspensién celular obtenida se agreg6 al onsalirenadante de cada pocillo ya que éste
puede contener células muertas que debeunitigelen la cuantificacion. La suspension
celular se centrifug6é 10 minutos3@00 rpm y se resuspendio en 0@ una densidad
aproximada de 1xfocéls./ml. Se tomé una alicuota de [H0de la suspension y se
agregaron 2u de la mezcla de ambos fluorocromos (&@ml cada uno). Se contaron al
menos 200 células para cada tratamieatomicroscopio de fluorescencia y se

determinaron los porcentajesraspondientea cada clase.

V.2.3. Sondas especificas para mitocondrias y lisosomas

La visualizacién de la morfologia aeitocondrias y lisosomas se llevé a cabo
mediante la utilizacion de sondas flascentes especificas: MitoTracker Green
(A excitacion: 490 nmi. emision: 516 nm) y LysoTracker Greengxcitacion: 504 nm,

A emisién: 511 nm). Ambas fueron addgd@és de Molecular Probes, Invitrogen,
(Argentina). Para ello, las células fueron caltigs sobre cubreobjetos estériles en el
fondo de placas de 6 pocilldSe cambio el medio a meditn suero para la incubacion
con ALA y/o la posterior TFD y luego nuevante para el agregado de la sonda a una

concentracion final de 150 nM para amflasrocromos. Se incubd 30 min a 37°C y se
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visualizé la fluorescencia montando los cullijetos sobre portaobjetos con una gota de
PBS.

En una técnica alternativa para visualizar la liberacion de las sondas al
citoplasma durante la irradiacion, los fluammos se agregaron al medio en los ultimos
30 min de las 3 h de incubacién con ALA yiradiacion se realizé en presencia de las

sondas.

V.2.4. Monodansilcadaverina

La monodansilcadaverina (MDC) es umymesto fluorescente que se emplea
en la deteccion de vacuolas acidicaseXcitacion: 380 nmA emision: 525 nm)
(Munafo y Colombo, 2001). Las células cultieadsobre cubreobjetasiganadas como
control (sin tratar, en medio completo) e Elulas tratadas con TFD o con Rapamicina
(inductor de autofagia, 24 h, H@/ml) se marcaron con MDC 500 nM en PBS 30 min a
37°C. Luego de dos lavados con PBS lasilaél se visualizaron al microscopio de

fluorescencia.

V.3.Microscopia Confocal

La fluorescencia propia de la PpIX y de las sondas especificas para organelas
mencionadas previamente se analizé por esmwpia confocal, a fin de visualizarlas
simultdneamente y en planos definidos. Rdla, las células fueron cultivadas sobre
cubreobjetos estériles en el fondo de placas de 6 pocillos, incubadas con ALA durante
18 h a 37°C y con las sondas MitoTrackeeé&ry LysoTracker Green durante 15 min a
37°C como se describio previamente. Labreobjetos se montar sobre portaobjetos
con una gota de PBS y se analizaron alrasicopio confocal (Nikon D-Eclipse C1,
objectivo: 60x Plan Apo Oil NA 1.40, IByME).

Para la visualizacion de la fluorescencia pagpe la PplX y su distribucién en los
esferoides, el cultivo fue resuspendido en 4D@e agar:RPMI (1:1) tibio y montado
sobre un portaobjetos con un corddn de esmalte dentro del cual se deposito la gota de

agar. Los esferoides se analizaron en dagiplanos bajo ehicroscopio confocal.
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V.4.Microscopia Electronicale Transmision (MET)

Para el andlisis ultraestructural das células se utilizé un microscopio
electronico de transmision Zeiss EM 10QNAIS, Facultad de Medicina). Las células
fueron tripsinizadas y resuspedas a una concentracion de 1xt@ls./ml. Luego se
centrifugaron y el pellet se fij6 ezl tubo eppendorf sobre hielo a 4°C en H0@le
fijador provisto por el LANAIS (Glutatdehido 2.5% en Buffer Fosfato 0.1 M). Se
centrifugd 5 min a 3000 rpm y se realizaron Bosdos de 10 min en hielo con buffer
fosfato 0.1 M provisto por el LANAIS. Se i@ una segunda fijacién en Tetroxido de
Osmio al 1% en BF sobre hielo 1 h 30 migwsdo de dos lavados en agua destilada de
15 min cada uno. Luego se realizo la refijagjorontrastre en Acetato de Uranilo 5 %
en agua destilada durante 2 h. Siguieron lavados en Agua destilada, dos de 15 min cada
uno y luego la deshidratacion: Alcoholesgtaduacion creciente 2 lavados de 15 min
cada uno (50°, 70°, 96°100°). Finalmente dos bafios de 15 min cada uno con Oxido de
Propileno.

La inclusion se realizéen partes iguales de {@® de Propileno y resina
Durcupan 4 h a temperatura ambienteluggo Durcupan puro toda la noche a
temperatura ambiente en desecador. Sézéeld orientacion de cada muestra en los
moldes de inclusion y se dejo en estlggpolimerizacion durantees dias a 60°C.

Sobre los tacos tallados se realizarandortes semifinos en el Ultramicrotomo
Reichert Jung, que se levantan en portaobjedios tefiir con Azul de Toluidina y luego
observar al microscopio 6ptico. Una vez elagid zona de interés se retallaron y se
realizaron los cortes ultrafingmra ser levantados en gdllas y observar al MET. Se

realizd un contraste con Plomo sobre caddagoara observar mejor las estructuras.



VI.  Citometria de flujo

Para los distintos ensayos de citomatigdlujo se utilizé un equipo Partec PAS
Il (IDEHU, Facultad de Farmacia y Bioquicai) para detectar la fluorescencia

intracelular de los reactivos.

VI.1. Marcado con Anexina e loduro de propidio

Se utilizé la técnica dénnexin-V FITC para evaluaapoptosis mediante la
externalizacién del fosfoligo de membrana, fosfatidil serina, combinado con loduro de
propidio (IP) que ingresa a las células cuyambrana esta severamente dafiada. Por
ello, esta técnica permite distinguir cuaipms de células seg@e indica la Tabla 2.

La marcacion se realizd con célulaoymnientes de monocapas o esferoides
tripsinizados, 1 h después del traiamio, en suspensiones celulares de
aproximadamente 1xi@éls./ml. Las células fueronviadas con PBS y resuspendidas
en 250ul de buffer de binding. Se tomé una alicuota de {dlGfe suspension celular a
la cual se le agrego | de annexin V-FITC y 3ud de IP. Luego de una incubaciéon de
15 min a temperatura ambiente se agregaron486 buffer de binding y las muestras
se analizaron en un citbmetde flujo Partec PAS lldentro de 1 h de tefidas
(Separovic et al, 1998).

Necrosis Apoptosis tardia

Viables Apoptosis temprana

Tabla 2. Clasificacion de la viabilidad adar segin marcacién con An/IP.



VI.2. Marcado con sondas especificas para ROS

Luego de la TFD, las células s#ipsinizaron, se centrifugaron, se
resuspendieron en PBS y se incubaron con los reactivos fluorescentes para la deteccion
de oxigeno singuleté'®@,), anién superéxido (£), peroxido de hidrogeno ¢8,) y
dafio mitocondrial (Posner et al, 1984; Paal e2008). La fluorescencia de los reactivos

se midio en un citémetro de flujo Partec PAS Ill.

VI.2.1.0xigeno singulete

La deteccién déO, se realizé inmediatamente luego de someter las células a la
TFD. Las células se centrifaron, se descartd el sebadante, y el pellet se
respuspendié en 104 de PBS y 3Qul de una solucién de metoxivinilpireno, MVP
10 uM (A excitacion: 485 nmj emision: 530 nm). Lagélulas se incubaron en
oscuridad durante 15 min, a 37°C, luego se agregaronl9d® PBS y se analizaron

inmediatamente.

VI.2.2.Anién superoxido

La produccion de © se midié 1 h luego del tratamiento incubando las células
en 500ul de PBS con HE aM (A excitacion: 510 nnm emision: 590 nm), durante 30
min a 37° C, en oscurida luego se agregaron 500 de PBS y se analizaron

inmediatamente.

VI.2.3.Peroxidos

La produccion de peroxidose midié 1 h luego del tratamiento incubando las
células en 50 de PBS con EDCF-DA 2 uM (A excitacion: 485nm). emision: 530
nm), durante 30 min a 37° C, encosdad, luego sagregaron 50@ de PBS y se

analizaron inmediatamente.



VI.3. Marcado con sondas indicadoras despolarizacion mitocondrial

Para evaluar el dafio mitocondrial leélulas se incubaron 1 h después del
tratamiento con sondas que son especifictanetenidas y fluorescen en mitocondrias
cuya membrana mantiene una adecupdirizacion. Se utilizé DIOC6 30 nM\ (
excitacion: 484 nmj emision: 511 nm) o Rh 123 1M (A excitacion: 511 nmj
emision: 534 nm) que fueron agregadas aB@ha suspension cééu en PBS y luego

incubadas durante 30 min a 37° C. Se agregaronub@® PBS y se analizaron
inmediatamente.

VI.4. Software
El analisis de los histogramas y los deagas de densidades celulares para cada

ensayo se analizo utilizando el programanMDI 2.9 (Cytometry Core Facility,

Scripps Research Instiy California, USA).

VIl. Western blot

VIl.1. Tratamientos

Para los ensayos de western blot, las células fueron cultivadas y tratadas con TFD en
placas de 10 cm a fin de obtener una adexugadtidad de proteinas en los extractos.

VIl.2. Extractos

Las células tratadas fueron tripsinizadah luego del tratamiento, obteniendo
una suspension celular dproximadamente 2xi0céls./ml. Para realizar la extraccion

de proteinas se centrifugaron las céluld$ &€ durante 5 min a 2500 rpm, luego fueron
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resuspendidas en 1 ml de PBS frio, se eobn a centrifugar endamismas condiciones

y en el caso de los extractososblicos se resuspendieron en lb@e buffer de lisis
(Tris 20 mM pH: 8.0, NaCl 150 mM, NaF 100M, 10% glicerol, 1% Nonidet P-40,
PMSF 1 mM vy cdctel inhibidor de proteasaSe homogeneizaron y se incubaron en
hielo durante 25 min. Por ultimo se realinda centrifugacién a 4° C durante 20 min a
15.000 g para precipitar las mitocondrias yps#pararon alicuotas del sobrenadante que
se conservaron a -70° C hagter utilizadas. Para obtener los extractos nucleares el
pellet de células se resuspendié en 1 ml de Tris-HGhliDcon céctel inhibidor de
proteasas y se disgreg6 con una jeringa. kegiidad de los nucleos se verificd por
microscopia. Los nucleos se centrifugaron 5 min a 3000 rpm y el pellet se resuspendio
en buffer de lisis y se incubd 20 min leelo. Se realizé una centrifugaciéon a 13500 g,

4°C, 30 min y se prepararon alicuotas @drenadante que se conservaron a -70° C.

VII.3. Determinacion de proteinas

Para medir la cantidad de proteinas enligzslos se utilizd el kit comercial Pierce
BCA Protein Assay Kit, USA, siguiendtas instrucciones recomendadas por el

fabricante.

VII.4. Electroforesis

Se realiz6 una electroforesis en gel de poliacrilamida 10-15% (dependiendo de la
proteina a analizar) en condines desnaturalizantes. Lasastias se desnaturalizaron
durante 5 min a 100° C con el agregaddodéer de siembra (Tris-HCI 100 mM pH
6,8; SDS 3,2%; Glicerol 10%§-mercaptoetanol 8% y azul de bromofenol) en una
relacion 1:1. Se sembraron cantidades legiale proteinas y se llevd a cabo la
electroforesis aplicando un voltaje ctarge de 180 Volts durante 2-4 h, utilizando
buffer de corrida Tris 25 mM p#8,3; glicina 187 mM y SDS 0,6%.



Materiales y métodos Western blot

VII.5. Transferencia

Una vez finalizada la electroforesis sali# la transferencia de las proteinas
desde el gel a la membrana de nitrocaal en un equipo de electrotransferencia de
acuerdo a lo descripto por Towbin et al, 19B@ffer de corrida 1X y metanol 20%). El
amperaje se mantuvo constante a 150 mMdljaje fue de hasta 25 Volts durante 90
min. Al finalizar la transferencia, se vi&d el proceso mediante tincion con rojo

Ponceau en la membrana y azul de coomassie en el gel.

VIIl.6. Revelado

Luego de la transferencia la membrandlegued durante 1 h con una solucién de
glicina al 2% y leche en polvo al 3%, a XD° Al finalizar el bbqueo la membrana se
lavé con PBS-Tween 0,05% en dos vecesbdain y se incubd con el anticuerpo

deseado durante tiempos vales(1,5 h o toda la noche).

Los anticuerpos primarios (Santa Cintechnology, CA o Cell Signalling, USA)

se utilizaron en lasguientes diluciones reaéidas en PBS-Tween 0,01%:

— Anti citocromo c: dilucion 1:500
— Anti Bcl-2: dilucién 1:200

— Anti caspasa -3: dilucién 1:200
— Anti caspasa -8: dilucidon 1:200
— Anti LC3: dilucion 1:500

— Anti 1xB: dilucién 1:200

— Anti NFkB: dilucion 1:200

— Anti b-actina: dilucion 1:1000

Luego de la incubaciébn con el antigpe primario en la concentracion
mencionada, la membrana fue lavada &BS-Tween 0,05% (un lavado de 10 min y

tres de 5 min) y posteriormente incuba&da el anticuerpo secundario anti-ratbn o anti-
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conejo (dilucion 1:4000 en PBS-Tween 0,01d@jante 1,5 h. Luego de este tiempo se
realizaron dos lavados de 10 min y thosados de 5 min con PBS-Tween 0,05%.

Para la deteccion de lasopginas se utilizé el setna de quimioluminiscencia
ECL Plus (Amersham, GE Healthcard)na vez agregado el reactivo sobre la
membrana se lo dejé reaccionar durante 1 min. Luego la membrana se puso en contacto
con la placa radiografica y se dej6 exgomio durante distintos tiempos, dependiendo
de la sefial emitida por cada membrana. Posteriormente las placas se colocaron en

solucién reveladora durante 3 min.

VII.7. Software

Las bandas fueron analizadas utiida el software Scion Image (Scion

Corporation, USA), luego de ser escaneadas.

VIIl. Estadistica

Los valores representados en las figurakbgexperimentos pgesentan la media +
los desvios estandar de la media. alizaron al menos tres experimentos
independientes por duplicado. Se utiletd-test de Stude desapareado.

Los datos fueron analizados utilizandoseftware GraphPad (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, USA). Las difereas se consideraron estadisticamente

significativas cuando p < 0,05.
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La TFD-ALA es un tratamiento que se sustenta en tres ejes principales: La
acumulacion enddgena de porfirinas, la llegddda luz y la generacién de especies
reactivas de oxigeno. Estogdrcomponentes convergen en un camino que llevara la
célula a un proceso de muerte o0 a la supendgia. En los ensayos siguientes se propone
investigar el comportamiento de las célulaspecto de cada uno de estos agentes para
dilucidar qué es lo que determina un caminomieerte celular — y en ese caso, cual de
ellos — o de supervivencia frente a la TFD.

PRIMERA PARTE
CULTIVOS BIDIMENSIONALES

CAPITULO |

TFD a partir de porfirinas enddgenas y exdégenas

Uno de los principales ejes que permiteadaion de la TFD-ALA es la capacidad
del sistema en estudio de incorporar ekprsor, sintetizar setener porfirinas.

El ALA suplementado exdgenamente es aaptpor las células y se metaboliza
rapidamente incorporandose en el gamibiosintético del hemo, acumulandose
preferencialmente en la forma de PplX.

El objetivo general de los siguientes estudios es caracterizar cualitativamente y
cuantitativamente la acumulacion de pomtas en la linea A549 y establecer las

condiciones 6ptimas para el tratamiento fotodinamico.
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I.1. TFD con porfirinas enddgenas a partie acido 5-aminolevulico (ALA)

|.1.1. Toxicidad del ALA en oscuridad

A fin de seleccionar una concenitat de ALA que no presente efectos
citotoxicos en las células, se realiaina curva de supendwcia, utilizando
concentraciones crecientes de ALA dueaB horas y 24 horas de incubacion. Los
resultados se grafican en la Fig I.1.
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Fig. I1.1. Curva de supervivencia a ALA en oscuridads células se incubaron con concentraciones
crecientes de ALA (0,1 a 20 mM) en medio sin suero y luego de 3 h 0 24 h se se realizé el ensayo de
viabilidad celular de MTT segun se detalla en M&M. Los valores representan la media + SD:
desviacion estanda®( Inc. 3 h con ALA@: Inc. 24 h Con ALA).

Fue posible observar que la viabilidadlde células segun se determiné por el
ensayo de MTT no se vi6 mayormente afectal rango de concentraciones probado
(0,1-20mM). Con un tiempo de incubacion 3ié la viabilidad no disminuyé mas del
10 %, por lo cual, el ALA por si mismo radectaria el estudio de la supervivencia
celular post-TFD en el rango de concentraciones de interés para la sintesis de porfirinas.

Sin embargo para tiempos largos deuivacion (24 h), la viabilidad celular

decrece en la medida que aumenta la concentraciéon de ALA, llegando a un 60 % con
ALA 5 mM.
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[.1.2.Curva de concentracion de ALA

La capacidad de sintesis de porfisnan las células se encuentra finamente
regulada, en consecuencia, independienteanda la concentracion de ALA que se
suministre exdégenamente, se llega a (sauracion. El objetivo del siguiente
experimento fue hallar la concentracion a laldas células rinden su mayor sintesis de

porfirinas antes de alcanzacho plateau. Los resultadosg@fican en la Fig I.2.
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Fig. 1.2. Curva de acumulacion de porfirinas luego de incubaciéon con concentraciones crecientes de
ALA (0,5 a 10 mM). Las células fueron incubadas con ALA en medio sin suero y luego de 3 h se
realizo la extraccion y cuantificacién de porfirinagacelulares. Los valores representan la media +
SD: desviacion estandar.

Se observa un rapido incremento en la concentracion de porfirinas a medida que
aumenta la concentracion de ALA suminidtsaal medio de incubacion. La saturacion
se alcanza con 1 mM de ALA, y el platese&l mantiene hastaa concentracion de 5
mM, ya que a mayores concentraciore#sALA comienza a ejercer sus efectos
citotéxicos. No se detectaron valores extiidaees significativos de PpIX en el medio

de cultivo.
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[.1.3. Curva de tiempo de incubacion con ALA

El tiempo de incubacién es otro de los factores que determina la cantidad de
porfirinas acumuladas y por lo tanto, la susceptibilidad de las células de responder a la
TFD. Por ello, se evaluaron distintos t@ms de incubacion, tomando la concentracion
de 1 mM vy realizando las determinacionesgli de distintos tiempos de incubacion
(Fig. 1.3).
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Fig. 1.3. Cinética de acumulacion de porfirinas a distintos tiempos de incubacion con ALA
1 mM. Las células fueron incubadas con ALA 1 mM durante tiempos entre 0,5 y 8 h en medio sin
suero Al finalizar la incubacidrse realizo la extraccion cuantificacion de porfirinas intracelulares.

Los valores representan la media + SD: desviacién estandar.

Puede observarse un aumento lineal ersitatesis de parinas conforme
aumenta el tiempo de incubacién hassa8dn, con un breve pedo lag de 30 min.

De acuerdo a los resulias obtenidos de ambas deataaciones de sintesis de
porfirinas en concentracioy tiempo de incubacion con A, se establecid como
condiciones adecuadas para realizar el tratamiento fotodinamico una concentracién
1 mM y 3 h de incubacion. Bajo estas cormheis, se obtiene una adecuada sintesis de
porfirinas y estan en concordancia con rieportado previamente en bibliografia
(Matthews et al, 1989; Kamoshima et al, 2011).
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|.1.4. Determinacién de dosis luminica 50

Se entiende por dosis luminica 50 gg)lal tiempo de irradicion necesario para
alcanzar una disminucion del 50% en labiiidad inicial luego del tratamiento
fotodinamico.

Habiendo establecido previamente cogmistema standard de incubacion una
concentracion de ALA 1 mM y un tiempo de 3sk, procedié entonces a incorporar el
segundo eje que conforma la TFD: la ireaidbn luminica. En nuestro caso, regulamos
la dosis luminica variando #empo de exposicion a la luz de las células sensibilizadas
previamente con las porfirinaszl objetivo de estos ensayos es la elaboracién de una
curva dosis-respuesta para determinar lgpDL

Para este fin, las células que acunmaraias porfirinas endégenas mediante la
incubacion con ALA, fueron expuestas a lai@eale la luz proveniente de un banco de
dos tubos fluorescentes (Osram L 18W/7@kjyante distintos tiempos (dosis) de
irradiacion y 1 h post tratamiento se evalu@ikbilidad celular mediante el ensayo de
MTT (Fig.l.4).

Se observa que la luz por si solaafiecta a las células, ya que la viabilidad se
mantiene alrededor del 100% en todos lanpies de irradiacion. En cambio cuando se
irradian las células, la supévencia disminuye considerablemente de manera dosis
luminica-dependiente. La interpolacion endarva para el 50% de supervivencia
determina la Dby que corresponde a un tiempo de 7 min. Cabe destacar que es un

ensayo muy reproducible.
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Fig. 1.4. Curva de supervivencia celular 1 hsp@FD. Las células se incubaron con ALA

1 mM en medio sin suero durante 3 h y fueron irradiadas durante distintos tiempos en un banco de
tubos fluorescentes. Al cabo de 1 h se realizé el ensayo de TSI ALA, ®: Con ALA). Los

valores representan la media + SD: desviacidn estandar.

[.1.5. Localizacioén subcelular de PplX endb6gena

La administracién de ALA induce laintesis y acumulacién de PpIX, FS
precursor del grupo hemo. Ademas de lal@acion cuantitativa de la acumulacion de
PpIX en las células expuestas a ALAs también fundamental caracterizar su
distribucion y localizacién intracelulaDe acuerdo a sus caracteristicas, cada FS
presenta sitios subcelulares preferencidéekcalizacion, lo que a su vez condiciona en
gran medida el sitio primario de dafio wlaf debido a la brevvida media de las
moléculas activadas, y el subsecuente meeenide muerte celular (Ji et al, 2006).
Aquellos FSs que se acumulan preferainognte en mitocondrias o reticulo
endoplasmatico generalmente promueven la apoptosis, mientras que los que afectan la
membrana plasmatica o los lisosomas predispani@nmuerte por necrosis (Kessel et
al, 1997). Se debe tener en cuenta smbargo, que se puede producir una
relocalizacion intracelular del FS haatros sitios (Rodal et al, 1998).

La distribucion intracelular de PplX sstudié mediante microscopia confocal.

Este método es considerado como una técnica mas confiable y ventajosa con respecto a
la microscopia de fluorescencia convencigreala estudiar la t@lizacion de agentes

FSs, ya que permite imagenes de mayor regoiuel analisis en tres dimensiones y la
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posibilidad de utilizar dos filtros de dintas longitudes denda al mismo tiempo
(Wang et al, 2010).

Con este fin, las células fueron cudilas sobre cubreobjetos estériles e
incubadas con ALA 1 mM durante 18 h endiesin suero. Luego fueron cargadas con
sondas especificas para marcacién fluoresamtmitocondrias y lisosomas. Mediante
microscopia confocal fue posible viszali ambas marcas fluorescentes, aquella

correspondiente a la fluorescencia roja paoge la PplX, y la correspondiente a las

sondas para marcacion de organelas, en color verde (Fig.l.5).

Fig. I.5. Iméagenes de microscopia confocal de células A549 incubadas con ALA 1 mM durante
18 h en medio sin suero y cargadas con somdaia visualizacion deorganelas. A y D:
fluorescencia de PpIX. B y E: fluorescencieoppa de sondas mitocondriales y lisosomales
respectivamente. C: Superposicion de imagenes A y B, F:Superposicion de imagenes D y E. Barra
de escala: 1am.

Las zonas donde coinciden ambas gaarcorresponden a un posible sitio de
colocalizacion.

Fue necesario aumentar el tiempo de incubacion para la observacion de
fluorescencia de PplX de 3 a 18 h para dogjue la relacién entre fluorescencia e
interferencia en la adquisicion de la imagen fuera la adecuada. Si bien la cantidad de
porfirinas de seguro es mayor con un fende incubacion de 18 h, no parece haberse
externalizado aun al citoplasma o fuera dedmla en cantidades significativas puesto

gue se observa un patrén punttheen la fluorescencia roja.
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Como resultado, es posible identificarlas imagenes una predominancia de la
marca de PplX coincidente con la marca potadrial (Fig. 1.5 C), y no con la lisosomal
(Fig. 1.5 F). Esta observacion sestenta en el hecho de quesiéb primario de sintesis
de porfirinas es la mitocondria. Comonteyoria de los FS, la localizacion nuclear no

es frecuente aunque si se observa levearam citoplasma y en membrana plasmatica.

[.1.6. Modulacion de la sintesis de porfirinas

Como se indicara previamente, el Ale& el precursor bioldgico del FS activo,
que es la PplX, al cual se llega a tradésun camino de sintesis que involucra varias
etapas. (Musiol et al, 2011) plr tanto, resulta interesanaémalizar la posibilidad de
modificar de la eficacia de la TFD a padée la modulacion de largesis de porfirinas.

A tal fin se utilizaron dos compuestqee actian sobre camai biosintético del
hemo de maneras opuestas: Suctgtona (SA, acido 4,6-dioxoheptanoico) y
Deferroxamina (Dfx). La SA es un idhdor competitivo de la enzima ALA-D,
encargada de sintetizar PBGpartir de ALA, blogueando de este modo el curso normal
de la sintesis de porfirinas y la conset¢adarmacion de PplX (Sassa y Kappas, 1982).
Por otro lado, la Dfx es un compuesto gutdade hierro muy efectivo y especifico
(Valdés et al, 2010) que actua reduciendadatidad de hierro disponible para la
enzima FECH que culmina la sintesis dembeafiadiendo el ibn metélico a la PplX. De
esta forma, se acumula una mayor cadtide PplX que no puede derivarse a la
produccion de hemo.

El objetivo de los siguientes estudios fue determinar la capacidad los
compuestos citados para modular la TADA modificando los nveles de porfirinas
inhibiendo o estimulando la acutaaién de PplX (Fig. 1.6).

Como se vio anteriormente, la inaddn de las células con ALA indujo una
acumulacion de porfirinas y la iluminacion sebsente redujo la supervivencia celular
respecto del control. Por otlado, ni la SA ni la Dfx modifican significativamente los
niveles de porfirinas y consecuentementesigervivencia de las células luego de
irradiarlas. En cambio, lacaiébn conjunta de cada uno e@gos compuestos con el ALA
evidencio la capacidad moduladora de losmas. La SA redujo significativamente

(30%) la sintesis de porfirinas en tanto que la Dfx la incrementé (25%), lo que se vio
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reflejado respectivamente, en una dismiaogi un aumento de kupervivencia celular
luego del tratamiento luminico, revelando asdpecificidad de la induccion de muerte

celular adjudicada a la accion combinada porfirina + luz.
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Fig. 1.6. Efecto de la SA y la Dfx sobre la sintesis de porfirinas y supervivencia celular post-TFD. Las
células fueron incubadas con SA o Dfx 1 mM durante 1 h en medio sin suero, luego se adicion6 ALA
1 mM y se continud la incubacion durante 3 h. Al cabo de ese tiempo, las células fueron irradiadas
durante 10 min y 1 h después se determiné la supervivencia celular mediante el ensayo de MTT
(m).Los valores se expresan como porcentaje respecto del control incubado sin ALA y sin irradiar.
Los niveles de porfirinas®) se cuantificaron espectrofluorotrieamente luego de una extraccion
guimica, segun se detall6 en Materiales y Métodos. (*p<0,05; * p<0,01: significancia respecto de
valores de incubacién con ALA). Los valores representan la media + SD: desviacion estandar.

I.2. TFD con porfirinas exdégenas a partir de PplX

La citotoxicidad inducida por la TFD-ALA sedebe a las cualidades
fotosensibles de la PpIX sintetizadadogenamente a partir de ALA exdgeno. Sin
embargo, es posible llevar a cabo el tra¢ao fotodinamico proveyendo directamente
la porfirina PplX como FS exdgeno.
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Fig. I.7. Estructura del ALA (A) y de PpIX (B)

Estas dos modalidades de tratamientbjes utilizan el mismo FS, difieren en
varios aspectos. Al administrar el ALA, escesario que la molécula sea captada por la
célula y luego se incorpore @m camino de sintesis que conduce a la acumulacion del
FS efectivo, proceso que requiere de un tiempo de incubacion; en cambio, con la PplX
al no estar involucrado un camino biosirt@tilos tiempos de incubacion podrian ser
menores. Por otro lado el ALA es una éwlla pequefa, de facil incorporacién, a
diferencia de la PpIX que ademas densayor tamafio presenta mayor lipofilicidad
(Fig. 1.7).

Con el objetivo de comparar la efectividad de la TFD basada en ALA con la
TFD utilizando PplX se condujeron los siguientes experimentos.

[.2.1. Toxicidad de PpIX en oscuridad

Para determinar si la PpIX por giisma induce toxicidad en las células se
realizd un estudio de supervivencia celulaediante el ensayo de MTT utilizando
concentraciones crecientds PplX entre 0,1 y 10M (Ji et al, 2006) gel equivalen a la
cantidad de porfirinas en el plateau obtentdn ALA 1 mM (Fig. 1.2) y a 100 veces
esa concentracion respectivamente. Los resultados se gefitafrig. 1.8.
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Fig. 1.8. Curva de supervivencia a PplX en oscuridags células se incubaron con concentraciones
crecientes de PpIX (0,1 y i®l) en medio sin suero durante 3 h y luego se realiz6 el ensayo de
viabilidad celular de MTT. Los valores regentan la media + SD: desviacién estandar.

Puede observarse que ninguna de lasargraciones de PplX utilizadas redujo
significativamente la viabilidad celular, indicando que el FS no es dafiino en ausencia de

luz en un rango amplio de concentraciones.

1.2.2. Curva de concentracion de PplX

La determinacion de porfirinas intraceltés luego de unacubacion con PplX
es una medida de cuanto se internaliza el FS, ya que no se requiere de un proceso de
biosintesis para su deteccion.

El objetivo del siguiente experimentoefdeterminar la concentracién de PplX
exdgena que produzca la misma cantidadPgéX intracelular obtenida con una
incubacion de 3 h con ALA 1mM, a fin dlevar a cabo la TFD-PpIX en condiciones

equivalentes con la TFD-ALA.
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Fig. 1.9. Curva de acumulacion de porfirinas contidias concentraciones de PplX exégena. Las
células se incubaron con concentraciones crecientes de PplX (ulMae®medio sin suero durante

3 h y luego se realizo la extraccion y cuantifica@épectrofluorometrica daorfirinas intracelulares

(®) y en el medio extracelula®]. La flecha indica el valor de porfirinas obtenido cuando se incuba
ese mismo tiempo con ALA 1 mM. Los valores representan la media + SD: desviacion estandar.

En la Fig. 1.9 se observa que la tdad de PplX dettada en el medio
extracelular es notablemente mayor quanteacelular, y debieron omitirse los valores
correspondientes a 5 y 1/ de PpIX exdgena por excedede la escala de medicion
del espectrofluorometro, inthindo que cerca de un décimo de la PpIX agregada al

medio se internaliza efectivamente.

[.2.3.Curva de tiempo de incubacion PplX

Se realiz6 una curva de tiempos deuiacion con PplX con una concentracion
fija de 0,5uM, incubando a 37°C en oscuridad dueafh a 16 h, con el objetivo de
estudiar la cinética de inqmracion y acumulacion de PplKos resultados se grafican
en la Fig. 1.10.
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Se observo un incremento en la comi@on intracelular de PpIX y niveles
elevados de PplX extracelular, que dmayen a tiempos largos de incubacion
(6 a 16 h).

140 |

120

100 +

80 +

PpIX /10° céls (ng)

I L L

0' = i L 1 Il L
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tiempo de incubacion (h)

Fig. 1.9. Curva de acumulacion de porfirinas con distintos tiempos de incubacién con PpIX exdgena.
Las células se incubaron con PplX durante distintos tiempos de incubacion (0,5 a
16 h) en medio sin suero y luego se realizéxXaaccion y cuantificacién psctrofluorometrica de
porfirinas intracelulares®) y en el medio extracelula®}. Los valores representan la media + SD:
desviacion estandar.

|.2.4. Determinaciéon de dosis luminica 50

Habiendo hallado las condiciones égs que PplX exdgena induce una
acumulacion de porfirinas similar a la entrada en la TFD-ALA, se procedié a
determinar el valor de la Rb.correspondiente a la TFD-PplX.

Puede verse en la Fig. I.11 que en estas condiciones, la viabilidad celular no se
ve mayormente afectada, llegando a una disoidn de la supervivencia celular del
10%, indicando que aun alcanzando una mismtdeamhde porfirinasntracelulares, la
PpIX exdgena no es tan buen FS comBpéX enddgena. Al nobservarse una caida
significativa de la viabilidad celular, no es posible establecer ung Bh estas

condiciones.
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Para poder evidenciar el efecto FS d@pdX se repitié la misma experiencia,
pero con una concentracion de PpIX 10 veces mayor que la previamente empleada. Los
resultados se muestran en la Fig. 1.12.

En este caso fue posible determinar ungg[plra la PpIX exdgena que se hallo
a los 5 min con 30 seg de irradiacion.
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Fig. 1.11. Curva de supervivencia celular 1 h post-TFD-PpIX. Las células se incubaron con PplX 0,5
uM en medio sin suero durante 3 h y fueron irradiadas durante distintos tiempos. Al cabo de 1 h se
realizo el ensayo de MTT. Los valores egantan la media + SD: desviacion estandar.

Fue necesario entonces una concentracion de PpIX exdgena 10 veces mayor que

la necesaria para igualar a la Pplxdégena (inducida por ALA) para poder observar

una respuesta a TFD.
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Fig. 1.12. Curva de supervivencia celular 1 h post-FFpIX. Las células se incubaron con PplX 5
uM en medio sin suero durante 3 h y fueron irradiadas durante distintos tiempos. Al cabo de 1 h se
realiz6 el ensayo de MTTos valores representan la media + SD: desviacion estandar.

[.2.5. Localizacion subcelular de PplX exdgena

Teniendo en cuenta que la PpIX exdgpresenta un comportamiento diferente
de la PpIX inducida por ALA, se estudiédestribucién de la misma nivel subcelular.

El objetivo de esta experieia fue determinar si l&@plX exdgena presenta una
localizacion distinta de landdgena, lo cual podria estalacionado con su efectividad.

Se observdé que la fluorescencia cepandiente a la PplX administrada
exdégenamente se localiza principalmentela&membrana plasmatica (Fig. 1.13). El
hecho de que no se localice en un sitio primario de generacion de ROS, como son las
mitocondrias, implica que la potenciad de generar dafio oxidativo puede verse
reducida. Es probable también que el decaimiento de la actividad FS de la PpIX se vea

acelerado respecto de otra localizacion subcelular.
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Fig. 1.13. Imagenes de microscopia confodal células A549 incubadas con PpIX\b durante
18 h en medio sin suero, incubadas con una stumt@scente para vislizacion de lisosomas. A:
fluorescencia de PplX. B: fluorescencia de sonda lisosomal. C : Superposicion de AyB. Barra de

escala: 10m.
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[.3.TFD con Verteporfirina

La Verteporfirina (Vp) es un FS deado de benzoporfirina (Fig. 1.14)
(Visudyne®, Novartis) clinicamente aprobadagal tratamiento fotodinamico de la
degeneracion macular asociada a la edddiAB), la causa mas freente de ceguera en
la poblacion occidental, cada vez mas envdgdtEn una variante mucho mas agresiva,
llamada DMAE humeda, crecen por debajolaleetina vasos sanguineos anormales,
con derrame, similares a nodos de venas varicosas, que acaban lesionando la vision
central del paciente. La Vadministrada por via i.v., secumula rapidamente en los
vasos retinianos andémalos y por posteiivadiacion con un laser de 689 nm se
producen las reacciones fotoquimicas que sédisrcapilares dejanda salvo la retina

superyacente.

[¢]

Fig. 1.14. Estructura de la Verteporfirina.

Se realizaron estudios de acumulacim Vp a fin de compararlos con la

acumulacion de porfirinas inducida por ALA.
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[.3.1. Toxicidad de Vp en oscuridad
Al igual que en los experiments previds citotoxicidad per se, el objetivo de

este ensayo fue determinar las concentracideégp que pudieran saltar toxicas para

la célula en oscuridad, de modo de seleccitasmadecuadas para llevar a cabo la TFD.
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Fig. 1.15. Toxicidad de Vp en oscuridad. Las células se incubaron 3 h con concentraciones crecientes
de Vp (5 a 10Qug/ml) en medio sin suero y luego se realizo el ensayo de viabilidad celular de MTT.
Los valores representan la media + SD: desviacion estandar.

Como puede observarse en la Fig. |.15elemngo de concentraciones probadas,
la citotoxicidad de Vp no fue significativa, pues la supervivencia de las células no

disminuy6 mas del 15 %.
[.3.2. Curva de concentraciéon de Vp
Se realizo el estudio de la acumulaciornvgeintracelular a pdir de Vp exégena

en distintas concentraciones con un tiempodgancubacion en 3 h, con el objetivo de

identificar si se produce una satutacen su incorporacion (Fig. 1.16).
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La curva de acumulacion de Vp intraceludar funcion de la concentracion de
Vp exdgena mostré un continuo aumenteekrango de concentraciones probadas. No
se detectaron valores significativos de &pel medio extracelular. Se seleccion6 para
los ensayos siguientes la concentracion (@ml que si bien no produce una
acumulacion del compuesto (14,6 + @@ / 1C céls) comparable con la cantidad de
porfirinas obtenida a partitel ALA 1 mM (19,2 + 0,2 ng / T0céls) permite llevar a
cabo la TFD como se vera mas adelante.
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Fig. 1.16. Curva de acumulacion de porfirinas con distintas concentraciones de Vp. Las células fueron
incubadas durante 3 h con Vp (5 a 1@@ml) en medio sin suero y luege realizo la extraccion de
porfirinas intracelulares con metanol:agua (1:1)aycuantificacion en @ectrofluorémetro. Los
valores representan la media + SD: desviacion estandar.

1.3.3.Curva de tiempo de incubacion con Vp

Se continué con los estudios de aalanion de Vp realizando una curva de
tiempos de incubacién con una concentracién fija daglthl, incubando a 37°C en
oscuridad durante 1 a 24 hgrcel objetivo de estudiar lkeinética de incorporacion y
acumulacion de Vp (Fig. 1.17).
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Se observo que para un tiempo de 8 Indabacion se alcanza un plateau para
la incorporacién de Vp.

Para los experimentos siguientes seazgtilin tiempo de incubacion de 3 h en el
que se acumula el 70 % del compuesto réspie los niveles alcaados en el plateau

y es el mismo tiempo de incubacion que se utilizo con los otros FSs.
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Fig. 1.17. Curva de acumulacion de porfirinas a distintos tiempos de incubacion con Vp. Las células
fueron incubadas con Vp 40g/ml durante distintos tiempos (0,5 a 24 h) en medio sin suero
realizando luego la extraccién de Vp con metagoa (1:1) cuantificacion easpectrofluorometro.

Los valores representan la media + SD: desviacion estandar.

1.3.4. Determinacién de dosis luminica 50

Con los parametros anteriormente determinados (concentraciopng/d0 y
tiempo de incubacién: 3 h) se realiz6 la T#P{Fig. 1.18). El obg¢tivo de este ensayo
es determinar la DJg correspondiente a este FS.

En las condiciones utilizadas en este experimento, kg [fdra TFD basada en
Vp es de 8 min con 30 seg, ligeramente mayor que ég ddl ALA.

Estos estudios permiten ver que entre los FS ensayados, el ALA muestra un

buen rendimiento en concentracion intraceldporfirinas y muerte celular por TFD.
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Fig. 1.18. Curva de supervivencia celular poBED-Vp. Las células se incubaron con Vp
40 ug/ml en medio sin suero durante 3 h y fueron irradiadas durante distintos tiempos. Al &dbo de
se realizo el ensayo de MTT. Los valorggesentan la media + SD: desviacién estandar.

[.3.4.1. Localizacion subcelular de Vp

A fin de analizar la localizacion subcelular de la Vp se utilizaron nuevamente las
sondas especificas para visualizar nutairias y lisosomas simultdneamente con la
fluorescencia de la Vp (Fig. 1.19).

Las imagenes de la Fig. 1.19 sugieruna localizabn preferentemente
mitocondrial para la Vp, dado que para estganela se observé la mayor superposicion
de marca fluorescente (Peng et al, 2005). Té@mbs posible detectar una leve marca
citoplasmatica como ha sido reportado Barnes et al (2010). Aparentemente, la
membrana plasmatica no es un sitio preferencial de localizacién para la Vp, a pesar de
ser una porfirina administrada exégenameoteno ocurrié con la PplX. Al contrario,

la Vp parece tener una buena internalizacion celular.
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Fig. 1.19. Imagenes de microscopia confodalcélulas A549 incubadas con Vp d@/ml durante

18 h en medio sin suero e im@das con sondas para visualizacion de organelas. A y D:
fluorescencia de Vp. B y E: fluorescencia de ssnehitocondriales y lisosomales respectivamente.
Cy F: Superposicion de A/ By D/ E respectivamente. Barra de escalar. 10
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CONCLUSIONES

El ALA induce acumulacion de PplX enddbgena conforme aumenta la
concetracion y el tiempo de incubaci@canzando un plateau de acumulacion a una

concentracion de 1 mM.

La localizacion subcelular de I&PplX enddgena inducida por ALA
(mitocondrial) es distinta de la localizéni de la PplX administrada exdgenamente

(membrana plasmatica).

La fotosensibilizaciébn con PplX exdégena resulta tan eficree como a partir
de ALA. Aun aumentando diez veces la concentracién de PplX exdgena que iguala a la

de PpIX enddgena, no se obtiene ungidhas efectiva que la del ALA.

La localizacién mitocondrial de la Ppinducida por ALA no sélo corresponde
con el sitio de sintesis sino también conposible sitio primario de dafio celular.

La acumulacién de Vp es mitocondrial. La viabilidad celular post TFD en las
condiciones del plateau deumulacion corresponde a unaspligeramente mayor
(8 min 30 seg) que la de ALA (7 min).
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CAPITULO Il
Muerte celular por TFD a partir de ALA

La TFD produce en las células tratadeandes cambios bioquimicos, morfoldgicos
y fisioloégicos que pueden enmarcarsaletintos contextos de muerte celular.

Generalmente, los limites que definen unatra via no son claramente definidos e
incluso es posible que se entrex@m sus caminos de sefalizacion.

Por ello, el objetivo de los siguientes giames determinar cuél o cuéles son las
vias de muerte celular que se iniciargluele la TFD-ALA y como puede modularse su

resultado.

[I.1. Morfologia celular post TFD-ALA

[1.1.1. Morfologia general

Se realizé una tincién con azul de idina con el objetio de observar la
morfologia general de las célulaatadas con TFD (Fig. 11.1).

Las células A549 presentan una morfadogpitelial, con abundante citoplasma
y tres 0 més nucléolos grandes. Si la kerfcia no es total también pueden presentar
prolongaciones citoplasméticas y purdesadhesioén focal (Fig. 1.1 Ay B).

Tan pronto como 1 h después del tratano, las células muestran ciertos
caracteres que dan cuenta de un pma#aiino. Esto es, una forma redondeada,
desprendimiento del sustrato y condensacion nuclear.

Como puede observarse, el cambio emdtafologia es dependiente de la dosis
luminica y comienza a hacerse evidentealyunas células a partir de los 5 min de
irradiacion (Fig. 1.1 C). Esta primera mégstacion aparece principalmente como un
dafio a la membrana plasmatica, en donde se observa un aspecto mas granular, llamado
“burbujec” o “blebbing” y alteraciones a nivel citoplasmético. A los 7 min de
irradiacion, el dafio a la memibaes conspicuo y la mayoda las células lo presentan
(Fig. 1.1 D). A partir de este tiempo deddiacion también comienza a manifestarse la
condensacion nuclear. En células ilumirsadiuirante 10 min esotable no sélo la

condensacion nuclear, sino también la reducerdtamario y la fuerte disrupcion de la
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membrana plasmatica en todas las células (F1 E). A los 20 mi de irradiacion se
observan dos tipos de células: unas practicamente reducidas al tamafio del nucleo
condensado y otras de gran tamafio en lagbhnécleo esta agrandado y el citoplasma

disperso (Fig. Il.L1 F).

-
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Fig. Il.1. Morfologia de células A549 1 h post TFD-ALA. Células sin tratamiento (A)., TFD 2 min
(B), TFD 5 min (C), TFD 7 min (D), TFD 10 min YETFD 20 min (F). Lasélulas cultivadas sobre
cubreobjetos fueron tratadas con TFD-ALA como se describié previamente y luego fijadas con
formol 4% en PBS y tefiidas con azul de toluidina. Barra de escalani00
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Fig. 1.2. Morfologia de células A549 24 h post TFD basada en ALA. Células sin tratamiento (A).,
TFD 2 min (B), TFD 5 min (C), TFD 7 min (D), TFD 10 min (E), TFD 20 min (F). Las células
cultivadas sobre cubreobjetosefan tratadas con TFD-ALA como se describid previamente y
luego fijadas con formol 4% en PBS y tefiidas con azul de toluidina. Barra de escalar. 100
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Cuando se analiza el efecto de la TFD-ALA 24 h después de haber sido
realizado el tratamiento, la morfologia datuvaria de un moddistinto (no asi los
porcentajes de viabilidad).

Al renovar el medio de cultivo y hacé tincién 24 h después, las células
pueden llegar a tener una recuperacion poBt. Thha irradiacion de 2 min (Fig. 1.2 B)
produce algunos cambios a nivel de la memdor@ero no parecetatar seriamente la
viabilidad celular como se verificé por el método de MTT (Fig. I1.3). Sin embargo, al
iluminar 5 min (Fig. 1.2 C), en lugar de observarse un blebbing en la mebrana, como en
el experimento anterior, se observa unatéugacuolizacion del citoplasma en algunas
células, la cual se vuelve mas evidenteeketiempo de irradiaciéon de 7 min (Fig. 1.2
D). En este Ultimo caso, coexisten dos tipos de células, algunas con el citoplasma
vacuolado y otras con fuerte condensacigalear y marcada reduccion del tamafio. En
cambio, para los tiempos de 10 y 20 minglan mayoria de la poblacion celular
presenta una notable condensacion nuglear algunos casos, disrupcion uniforme del
citoplasma y la membrana (Fig. 1.2 Ey F).

Supervivencia celular(%)

0 I 1 1 |
0 5 10 15 20 25

Tiempo irradiaciéon (min)

Fig. 11.3. Curva de supervivencia celular 24 h poBBTALA. Las células se incubaron con ALA 1

mM en medio sin suero durante 3 h y fueron irradiadas durante distintos tiempos en un banco de tubos
fluorescentes. Luego se reemplazé el medio por medio completo fresco y al cabo de 24 h se realiz6 el
ensayo de MTT. Los valores se expresan como porcentaje respecto del control no iluminado, y
representan la media + SD: desviacion estandar
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Como primera aproximacion, estas obaerones permiten sugerir que dadas las
caracteristicas de la disrupeo de la membrana y la condensacion nuclear, dosis de TFD
de hasta 10 min inducen un proceso apoptdtiego de 1 h. Mientras que al aumentar
la dosis a 20 min, se presentan tanto indiaj@eptoticos como ne@icos. Si se deja un
tiempo de recuperacion, las células que reahbiglosis subletales de TFD (hasta 7 min)
parecen mostrar un indicio de recuperaciin.embargo, tiempos deadiacion letales
(10 y 20 min) terminan por suprimir la visidad celular, como puede verificarse por el
ensayo de MTT (Fig. 11.3).

Un estudio morfolégico que no utiliza enbscopia, sino citontea de flujo, es
el andlisis de la diccion de la dispersion de la liEsta metodologia permite visualizar
la distribucién de las células tamafio y granularidad sedéarectura del citbmetro de
flujo. En el flujo individual de cada célula @a#és del haz de luz del citbmetro ocurre la
dispersion de la luz. La luz es disperspdalas células individuales y analizada en dos
detectores: uno lateral (Sideaster, SSC), indicador delagto de granularidad de la
célula y uno frontal (Forward scatter FSC) aatlor del tamafio de [lula, respecto
de la direccion de flujo de las mismas.

Esta representacion permite deteatar aumento en la poblacién de menor
tamafo y mayor granularidad que correspamdies células con mimlogia apoptatica,

visualizada como un aumento en SSthg disminucion en FSC (Fig. 11.4).
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Fig. 1l.4. Histogramas de dispersion de la luz pélulas A549. Las células tratadas con TFD-ALA
fueron tripsinizadas luego de 1 h y analizadasrenitometro de flujo Partec PAS lll. Células sin
tratamiento (A), TFD 2 min (B), TFD 5 min (C), D min (D), TFD 10 min (E), TFD 20 min (F).

[1.1.2. Morfologia nuclear post TFD

Si bien en las tinciones morfologicgareviamente discutidas es posible
visualizar los nudcleos, el digds morfoldgico de los mismass mas apropiado mediante
tinciones especificas. Para ellorealizo la tincion con Hoechst 33258.

Puede observarse en la Fig. 1.5 gaemedida que aumenta el tiempo de
irradiacion, la condensacion nuclear y l&ringencia de la tindin son mas fuertes,
verificando lo observado previamentePuede verse también el progresivo
desprendimiento del sustrato y el camt@ morfologia celulahacia una forma mas
redondeada que se condice con el encogimiemttear. Para el tiempo de iluminacion
de 20 min se nota la coexistencia décleos sumamente condensados con otros
agrandados y ovalados, consistentemeoid@ morfologia previamente observada.

No se detectaron diferencias en la morfologia nuclear entre tinciones realizadas
1y 24 h post TFD, mas alla de que el nlovd nucleos condensados para los tiempos

iluminacion de de 5y 7 min fue meno24 h que a 1 h (imagenes no mostradas).
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Fig. 11.5. Morfologia nuclear de células A549 Lasuiéb cultivadas sobre cubreobjetos fueron
tratadas con TFD-ALA como se describioé previamente. Luego de 1 h fueron fijadas con metanol,
permeabilizadas con Triton 0,1% en PBS vy teflidas con Hoechst 33258 Oyd. Células sin
tratamiento (Ay D)., TFD 2 min (By E), TFD 5 min (Cy F), TFD 7 min (G y J), TFD 10 min

(H y K), TFD 20 min (I y L). Tincion con Hoechst 33258 (A-C y G-I). Imagen de campo claro
correspondiente (D-F y J-L). Barra de escala: ii©0
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[1.2. Apoptosis y Necrosis post TFD

En este apartado se estudiardn ambmsstde muerte celular iniciados por la
TFD-ALA. Numerosos trabajos proponen laopsis como el mecanismo preferencial
de muerte celular inducida por TFD-ALA y esmas ampliamente reportado (Ziegler et
al, 2007; Li et al, 2012; Shahz&d al, 2011; Wu et al, 2011).

Dado que los mecanismos de muertg@geemlmente la apoptosis, involucran
sistemas variados y complejos, el estude los mismos fue abordado a través de
diferentes técnicas que permiten analizar distintas etapas del proceso.

Con el fin de determinar los cambia®orfolégicos inducidos por la TFD se
utilizé la técnica de tinciébn con naranja deridina/bromuro de etidio (NA/BE) y se
evalué la morfologia celular distintas dosis luminicas d&=D mediante microscopia
de fluorescencia, tal como se detallé previamente en M&M.

[1.2.1. Tincion diferencial paraApoptosis y Necrosis

La tincion diferencial para células viab, apoptoticas tempranas (o viables
apoptoticas), apoptoticas tardias y necréticas reveld, a grandes rasgos, que el cambio
morfolégico no se hace evidente sino hasth tiempo de irradiacion de 7 min, como
habia sido observado previamente (Fig. lIEBtos cambios morfoldgicos involucraron
la condensacion de la cromatina, la formbacie cuerpos apoptadis inicialmente sin
ruptura de la membrana plasmaticana disminucion del tamafio celular.

En la cuantificacién se observa que ese aumento se vuelve significativo también
a partir de la Dy de 7 min (Fig. 1.7). Los porcengs de apoptosis parten de
10.2 £ 1.1% en células no tratadas hasta 38385% luego de una irradiacion de
20 min. Cabe aclarar que la cuantificacioncdéulas apoptoticascluye tanto a las
tempranas como las tardias. En todos le®<da induccion de necrosis fue muy baja,
no sobrepasando el 10%, indicando que ekppal mecanismo de muerte asociado a la

TFD-ALA seria la apoptosis.
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Fig. 11.6. Tincidn diferencial de células A549 con NA/BE 1 h post TFD basada en ALA. Células
sin tratamiento (A)., TFD 2 min (B), TFD 5 min (C), TFD 7 min (D), TFD 10 min (E), TFD 20 min
(F). Las células tratadas con TFD-ALA fueron tnjisadas y a una alicuota de la suspension se le
agrego la mezcla de NA/BE. Se contaron al m@0@scélulas bajo el microscopio de fluorescencia
para cada tratamiento. Barra de escala:200
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Fig.Il.7. Cuantificacion de células viable® @zul), apoptéticas temprand® ¢eleste), apoptéticas
tardias § verde) y necréticas® verde oscuro) 1 h post TFD a distintos tiempos de irradiacion
mediante tincion con NA/BE. Los valores se expresan como porcentaje respecto del control no
iluminado, y representan la media + SD: desviacion estandar (*p<0,05 y *p<0,01 respeco de lo
controles).
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La respuesta de tipo apofpita inducida por el tratniento con la TFD-ALA
esta de acuerdo con los resultados hallapos otros autores en diversos modelos
experimentales (Buytaert et al, 2007) y residtmamente deseable, ya que este tipo de
muerte celular, ademas de destruir a t&lulas malignas, provoca menor grado de

reacciones inflamatorias vivo.

[1.2.2. Externalizacion de fosfatidilserina

Uno de los parametros bioquimicos qoaracterizan a la apoptosis &s
oxidacion yexternalizacion de los residuos fosfatildilserina hacia la cara externa de
la membrana plasmatica, pudiendo de emtmera unirse especificamente a células
fagociticas (Fruhwirth et al, 2008). Algunosnjugados fluorescentes, como Annexin
V-FITC (An), son proteinas de alta afinidadestiva por la fosfatidilserina, por lo cual
se pueden utilizar para determinar sidakilas estan sufriendo un proceso apoptético.
Debido a que Annexin V-FITC pde unirse también a célulascréticas por la pérdida
de la integridad de la membrana plasmascele utilizarse tamhi@oduro de propidio
(IP), un marcador especifico deanosis, para&stablecer la difeneia entre apoptosis y
necrosis, tal como se detallé previamente en M&M.

En concordancia con los resultadosorfolégicos previos, se observd un
incremento en los porcentajes de células apapthuevamente a partir de 7 min de
irradiacion. Los porcentajes basales de agmptson bajos, 2,3 + 0,1% y ascienden a
64,2 £5,5% luego de una TFD de 20 min (Fig. 11.8 y 9).

Los resultados obtenidos para aml@Esicas no arrojan en todos los casos los
mismos porcentajes. Esto se debe a que la base de cada técnica para la deteccion de

apoptosis difiere sustancialmente.
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Fig. 11.8. Marcacion con An/IP para apoptosis 1 IstpdFD-ALA. Célulassin tratamiento (A),

TFD 2 min (B), TFD 5 min (C), TFD 7 min (D), TFD 10 min (E), TFD 20 min (F). Las células
tratadas con TFD-ALA fueron tripsinizadas y la suspension se centrifugd para resuspenderlas en
buffer binding. Se agreg6 An/ IP y se analizaron por citometria de flujo.
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Fig.ll.9. Cuantificacion de células viable® @zul), apoptéticas temprand® ¢eleste), apoptoticas
tardias § verde) y necréticas® verde oscuro) 1 h post TFD-ALA a distintos tiempos de
irradiaciéon mediante marcacion con An/IP y analig® citometria de flujo. Los valores se
expresan como porcentaje respecto del control no iluminado, y representan la media + SD:

desviacion estandar (*p<0,05 y *p<0,01 respecto de los controles).
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[1.2.3. Integridad mitocondrial

Teniendo en cuenta que la sintesis Ri@elX se desarrolla en el espacio
intermembrana de la mitocondria, y gpeeviamente se demostré la acumulacion
mitocondrial de esta molécula, se esparartambios en el potencial de membrana
mitocondrial (Pm) al tratar a las células con la TFD-ALA.

En el proceso de muerte celular ppoptosis, la pérdida de funcionalidad
mitocondrial se relaciona con la permeadition de la membrana externa a iones y
moléculas de gran tamafio necesarios pgamocurra la apoptss(Antonsson, 2004).
La pérdida del®dm se produce como consecuencia del colapso en el gradiente
electroquimico a través de la membramatocondrial, proceso que también es
responsable de una ropleta reduccion de £ ocasionando un incremento en la
produccion de ROS (Paz et al, 2008). De estmera la pérdida debm resulta un
indicador temprano en la iniciacion de foptosis y del estrés ahtivo asociado a este
proceso.

Se considera que las mitocondrias congtituel sitio de localizacion del FS mas
eficiente para la TFD y ejercen un rohportante en la apoptosis, actuando como
mediadoras entre la activacion y la ejecucitneste proceso (Matroule et al, 2001).
Una gran variedad de eventos relacams con la apoptosis involucran a las
mitocondrias: la liberacién dactores pro-apoptéticos como el citocromo ¢, cambios en
el transporte de electrones, pérdidadiel y un estado oxidativo alterado.

En este trabajo hemos demostrado la loaalém de la PplX en mitocondrias, lo
cual sugiere que dichas orglaseejercen un rol fundamentah los efectos deletés
ocasionados por esta terapia.

El reactivo lipofilico DIOC6 se utiliza Imtualmente para monitorear cambio
en el ®m o en el potencial de membrampasmatica Cuando se usa a bajas
concentraciones (orden nM) mide cambios enbel y a concentraciones mayores
(ordenuM) puede ser util para tefiir al reticuendoplasmatico (Paz et al, 2008). La
despolarizaciéon de la membrana mitocorids@ traduce en una disminucion en la
intensidad de fluorescencia roja, y esta intlatses detectada mediante un citbmetro de

flujo.
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Como puede verse en la Fig.10, elhistograma corresporgtite a las células
no tratadas (rojo) aparece hacia el eje pasitmientras que para células tratadas con
TFD de 10 min se observan dos picos, uno correspondiente a las que conservan sus
mitocondrias con adecuadbm y otro desplazado hacia tegién negativa del eje
(23,8 + 1,3%) que corresponde a tadulas que han perdido sam y por lo tanto la
retencion de DIOC6. Este resultado ocalique se pdujo una disrupcion de la

integridad mitocondrial.
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Fig. 1.10. Histogramas correspondientes a fluores@edei DIOC6 de células no tratadas (rojo) o
1 h post TFD 10 min (negro). Las células fueron tratadas con TFD-ALA, tripsinizadas al cabo de
1 h e incubadas con DIOC6 30 nM para ser analizadas en un citdbmetro de flujo Partec PAS Ill.
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Fig. 1l.11. Histogramas correspondientes a fluorescesheiRh 123 de células no tratadas (rojo) o

1 h ppst TFD 10 min (negro) o 20 min (verde). Las células fueron tratadas con TFD-ALA,
tripsinizadas al cabo de 1 h e incubadas con Rh 128Vilpara ser analizadas en un citometro de
flujo Partec PAS Il
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En un ensayo similar, basado en esmb criterio que para DIOC6, se not6é un
ligero efecto dosis luminico-depdiente en la retenci@® Rhodamina 123 (Rh 123) en
células con mitocondrias cdrm intacto (Fig. 11.11).

Se observo que la TFD con 10 min dediacion produce en las células un
aumento del 12,2 + 1,5% enmdrcentaje de células cdrm alterado, mientras que la
TFD de 20 min lo incrementa a 32,1 £ 8,5%.

Con el fin de evaar en forma cualittiva y a nivel morfolégico los cambios
mitocondriales asociados a la TFD, seidilla tincion con Mito Tracker Green tal
como se detallé previamente en M&M. Estampuesto ingresa a la mitocondria por
difusion pasiva, acumulandose alli cuandoolganela estd activa y difundiendo al
citosol cuando se producen cambios edrrel.

La técnica consiste en realizaritecubacion con ALA conjuntamente con la
sanda durante la dltima media hora de incutracLa irradiacion se realiza en presencia
de la sonda, de modo quess produce la disrupcion d@m, la sonda es liberada al
citosol y emite fluorescencia aun fueral@d®rganela rastrando un patron uniforme.

En la Fig. 11.12 puede verse una morfologia ralrpara las mitocondrias de
células no tratadas, mostrando un patron deréiscencia a modo de fibras alargadas.
En cambio, la fluorescencia se vuelve pdcatiente uniforme al irdéar las células en

presencia del FS y la sonda.

En diversos modelos experimentaledhaeobservado que la permeabilizacion de
la membrana mitocondrial causada por la TFD permite la liberacion de citocromo c
desde el interior de la mitocondria haelacitosol, constituyendo uno de los eventos
tempranos mas representativos del procespiapico (Oleinick et al, 2002; Agostinis
et al, 2004).

Se midié la liberacion de citocromo c¢ en la fraccion citosdlica mediante la
técnica de western blot, utilizando citoano ¢ como control positivo. Se observé un
aumento en la liberacién del mismo cuand® délulas fueron sortidas a la TFD (Fig.
11.13).
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Fig. 1.12. Fluorescencia correspondiente a MitoTradBegen en células no tratadas (A) o tratadas

con TFD 10 min (B) en presencia de la sonda. Las células cultivadas sobre cubreobjetos fueron
incubadas con ALA durante 2,5 h, continuando la incubacién durante 0,5 h con la adicién de la
sonda fluorescente MitoTracker GreEs0 nM y luegdrradiadas 10nin. Las imagenes se tomaron
inmediatamente después del tratamiento. Barra deaed€aim.

TFD
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Fig. 11.13. Expresién de citocromo ¢ evaluada mediaméstern blot, en la fracciéon citosélica de
célulasno tratadas o tratadas con distintos fiemde irradiacién. El control positivo se realiz6
utilizando citocromo ¢ comercial (C+). La eatcion de proteinas se realizé 1 h post-TFD.

El aumento en la dosis luminica no paraéectar la intensidad de las bandas,
con lo cual seria posible pensar que krugicion de la membrana mitocondrial y la
liberacién de citocromo ¢ es un proceso “todwada”, al contrario de lo observado con

la reterion de Rh 123.
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[1.2.4. Expresidon de caspasas

Las caspasas juegan un oolcial en la mayoria dis vias apoptéticas. Las
caspasas iniciadoras, tales como las caspasas -8 o -10, clivan y activan a las caspasas
efectoras, -3 0 -6, que subsecuentemehit@rc numerosos sustratos dando lugar a los
principales cambios morfolégicos y bioquimicos que caraemeria la apoptosis.
(Buytaert et al, 2007).

En distintos modelos experimentales ddeservd que luego de la TFD, la via
apoptoética mas comun es la gaegolucra la liberacién deitocromo c, la activacion de
caspasa-9 y de caspasa-3 (via intrinsesan embargo, otras vias, especialteen
aquellas que involucran caspas&vé extrinseca) pueden caohtiir a la muerte celar
ensituaciones en las que la via printipsta suprintda (Olenick et al, 2002).

Si bien las caspasas se consideran las principales determinantes de la morfologia
apoptotica, un creciente numero de tralsaproponen la idea de que la apoptosis
inducida por la TFD puede ocurrir en forma independiente de caspasas (Furre et al,
2006; Vittar et al, 2010). Debido a las diversaspuestas a la TFD reportadas resulté de
interés @terminar la via apoptética inwmrada en la linea celular estudiada.

Para ello se evalud la expresion de gagpasa -3 y caspasa -8, que participan en
las viasintrinseca y extrinseca, respectivemte. En la Fig. 11.14 se muestra una
disminucién en la expresion de procasp8sauando las células fueron sometidas a la
TFD, indicando que esta proteina estaridiggpando en los eventos que conducda a

morfologia apoptotica obseada luego del tratamiento.

TFD
0" 5 10" 20°
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Fig. 1.14. Expresion de procaspasa-3 evaluada mediaattern blot, en la fraccion citosdlica de
células no tratadas o tratadas con distintospiesrde irradiacion. La &accion de proteinas se
realizd 1 h post-TFD.
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Con respecto a caspasa-8, eradgtecto la forma clivada (activa) en las células
tratadas con TFD, observandose solamentexfaesion de la misma en un control
positivo en el cual las células fueron tratadas durante 24 h con Staurosporiiva 10
(Fig. 11.15) (Belmokhtar et al, 2001).

TFD

Fig. 11.15. Expresion de caspasa-8 evaluada medimmstern blot, en la fraccion citosolica de
células no tratadas o tratadas con distintospiende irradiaciéon. La &accion de proteas se
realiz6 1 h post-TFD. (Stau: control positivo con staurosporingVl,®4 h).

[1.2.5. Expresién de Bcl-2

Se observé un aumento en la expresiénBcl-2 inducido por I&FD (Fig.
[1.16). El rol de la proteina anti-apoptdi Bel-2 en la TFD resulta ambiguo. Mientras
que en ciertos casos una sobreexpresioBal® se asocido a una disminucion en la
apoptosis inducida por la TFD, en otrag)a elevada expresion de esta proteina
aumento6 el grado de muertelular por la TFD (Oleink et al, 2002). Ademas, en
numerosos trabajos se demostrd que Bcl-@retargetde la TFD utilizando una gran
variedad de FS (Kessel y Castelli, 2001s&ad et al, 2005, Marchal et al, 2007). Esta

proteinase detect6 en todos los tigos de irradiacion y en el control.

TFD
0" &5 10" 20°

i S —

Fig. 11.16. Expresién de Bcl-2 evaluada mediante wasblot, en la fraccion citosolica en células
no tratadas o tratadas con distintos tiemposrediacion. La extraccion de proteinas se realiz6 1 h
post-TFD.
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[1.2.6. Participacién lisosomal en la apoptosis

Tradicionalmente la ruptura de los lisosmrse asociaba al proceso de muerte
por necrosis, ya que durantedpoptosis€stos se mantenian estructuralmente intactos.
Sin embargo en trabajos de los ultimd$osa se demostré que la relocalizacion de
proteasas lisosomales como la catepsinaBdesde el lisosoma hacia el citoplasma,
puede participar en la ejecuciéon de la apsf® (Johnson et al, 200Guicciardi et al,
2004). Este proceso se atribuye a divergsdimulos como el estrés oxidativo,
principalmente la produccion de peroxide hidrégeno o la activacion de p53, entre
otros (Yuan et al, 2000; Stokaat 2001). Si bien en lasloé&s en estudio previamente
demostramos que el principatiside localizacion de la PplXs la mitocondria, relta
interesante investigar una posible paracign lisosomal en el proceso de miee
celular inducido pota TFD-ALA.

Se estudid la morfologia lisosomal pd$D segun el mismo criterio empleado
previamente para el estudio deplarticipaddn mitocondrial. Se realiz6 la incubacion
con ALA conjuntamente con la sonda LysoTracker Green durante la Gtima media hora
de incibacién. La irradiaciorse realiza en presencia Besonda, de modo que si se
produce la disrupcién del lisosoma la soeddiberada al citosol y emite fluorescencia

aun fuera de la organela mostrando un patron uniforme.

Fig. I1.17. Fluorescencia correspondiente a LysoTrackeren en células no tratadas (A) o tratadas

con TFD 10 min (B) en presencia de la sonda. Las células cultivadas sobre cubreobjetos fueron
incubadas con ALA durante 2,5 h, continuando la incubacién durante 0,5 h con la adicién de la
sondaflu orescente LysoTracker Green 150 nM yduegdiadas 10 min. lssimagenes se tomaron
inmediatamente después del tratamiento. Barra de escala. 10
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Segun se observa en la Fig. 11.17, el gmatde fuorescencia se ve notablemente
alterado luego de realizar la TFD.nSembargo, la marcacidbn no se presenta
complgamente uniforme, sino que se vismaluna relocalizaciéon de las organelas hacia

la periferia de la célula.

A fin de evaluar la participacion lisosainen la induccion de apoptosis las
células se coincubaron cehinhibidor de catepsin@, pepstatina A (PA, 1Q0M) vy el
ALA durante 3 h y luego fueron irradiadas. Debido a que la disrupcién lisosomal se
considera un evento tempraan el proceso de apoptodss células fueron analizadas
inmediatamente post TFD. Se midi6 el hide apoptosis utilizando An/IP (Fig. 11.18)

Fig. 11.18. Marcacion para apoptosis luego de prebacion con PA y posterior TFD-ALA. Las
células fueron coincubadas con PA y ALA y luego irradiadas 10 min. Inmediatramente después del
trataméento fueron tripsinizadas y la suspension se centrifugd para resuspender en buffer binding.
Luego se agreg6é An/IP y se analiz6 por citometria de flujo. Células sin tratamiento (A), TFD 10
min (B), TFD 10 min + PA (C).

Segun estos resultados, la PA nodujo efectos significativos sobre la
induccion de muerte celular por apopso6TFD 10 min: 17,3 = 4,2%; TFD 10 + PA:
21,9 + 5,1%). Lo cual sugiere que el dafsmsiomal observado en la Fig. 11.17 es un
efecto secundario del entorno prooxidante gghe por la TFD, lo cual es consistente

con la disrupcion parcial de los lisosomas discutida previamente.
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I1.3. Autofagia post TFD

La autofagia se propuso inicialmentem@md un mecanismo que en situacion de
deprivacion de nutrientepamitiria a las célula digerir los propios componentes y asi
favorecer la supervivencia. Sin embargotti@ado importancia en los ultimos tiempos
como i mecanismo de muerte celular. Rarticular, la induccién de autofagia por
TFD es un fenémeno no menor en el efectitianoral del tratamieto. (Reiners et al,
2010).

Previamente se habia observado en la morfologia celular 24 h post TFD una
marcada vacuolizacion del citoplasmarm@ las células eran irradiadas en sudXE
min) (Fig. 1.2 D). También se habia detado un aumento en la expresion de la
proteina antiapoptoticBcel-2, involucrada en la regulacid@re la autofagia, tan pronto
como 1 h después del tratamiento en unasdites 10 min (Fig. 11.15). Estos hallazgos
hacen que sea relevante el estudio de la induccion de muerte celular por autofagia post
TFD.

[1.3.1. Vacuolas autofagicas

La induccién de autofagia, frecuentemente se evidencia por la presencia
vacuola de digestion celular con contenido acidico, las cuales presentan
indefe¢ iblemente una dohbteembrana, que fadistingue de lasacuolas normalmente
presentes en una célula viable. Para detectar el incremento de vacuolas acidicas en las
célulast ratada se emple6 monodansileagtrina (MDC), un compuesto fluorescente
que es captado por este tipo de vesaguoiultilamelares (Munafo y Colombo, 2001).

Mediante este ensayo se observo un patron notablemente mas puntillado tanto en
las células tratadas con Rapaina (inductor de autofagiaontrol positvo, Fig. 11.19
B) como en las tratadas con TFD (Fig. 11.1900 respecto a lagllas sin tratar (Fig.

[1.19 A), indicando una posible induccién derfmcion de vacuolas acidicas luego del

tratamiento fotodinamico.
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Fig. 11.19. Marcacion de células A549 con MDC para la deteccion de vacuolas acidicas. Las células
fueron tratadas con TFD-ALA como se desaripreviamente y luego marcadas con MDC 500 nM
e incubadas 30 min a 37°C. Luego de dos lavados con PBS se visualizaron al microscopio de

fluorescencia.Células sin tratamiento (Y, células tratadas con Rapamicina (&fml, 24 h) (B
v E) TFD 10 min(C vy F). Barra de escala: 1Q0n.
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Fig. 11.20. Morfologia subcelular pomicroscopia electrénica de tsmision de células A549 1 h

post TFD-ALA. Las células fueron tratadas ddrD-ALA como se describioé previamente y luego
fijadas con glutaraldehido y tetréxido de osmio previo a la inclusién, deshidratacion y montaje.
Células sin tratamiento (A - C), TFD 10 min (D - F), TFD 20 min (G - I). Aumentos: A, Dy G:
7000X. B, Ey H: 50000X. Cy F: 85000X. I: 140000X.
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Sin embargo, la manera de detectaraté#ntemente la prescia de vacuolas
autofagicas es verificar la presencia @acuolas de doble membrana mediante
microscopia electronica. De esta forma es posible visualizar la ultraestructura de estas
vesciculas acidicas.

Como se observa en la Fig. 11.20, la marfgh subcelular normal de la linea, es
con un citoplasma altamente granuloson mitocondrias redoeddas con crestas
visibles (M), aparato de Gy (G) de gran tamafio rodeadle vesciculas y reticulo
endoplasmatico liso (REL) conspicuo. En camba morfologia subcelular se presenta
muy alterada luego de una irradiacion te y 20 min, con gran vacuolizacion del
citoplasma. De estas estructuras, numerosas vacuolas presentaron doble membrana y
contenido celular dentro, indiedo la posibilidad de una véatofagica de respuestdaa
TFD-ALA, lo cual es avalado por la tidn con monodansilcadverina. Para confirm

estos resultados, es relevante estudiar laesifn del marcador de autofagia LC3.

11.3.2. Deteccién de LC3-II

El marcador de autofagia LC3 (Lighhain 3) fue originalmente identificado
como una subunidad de proteinas asosiadanicrotubulos. Luego se descubrié que
correspondia al homdlogo de Atg8 en levaduras, que es un componente fundamental en
el proceso autofagico. El clivaje de B®&umano como modificacién postraduccional
ocurre durante la autofagia y produce larfa citosélica LC3-1. A medida que progresa
el proceso autofagico, LC3 es convertidoG8-II mediante lipidacion por Atg7 y Atg3,
lo cual lleva a su asociacion con la membrdeavacuolas autofagicas. Por lo tanto la
conversion de LC3 a su forma LC3-1l es mmdicador de autofagia (Ichimura et al,
2000; Rubinsztein et al, 2009).
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Fig. 11.21. Expresion de LC3-l y LC3-1l evaluada medieaWestern Blot, en la fraccion citosélica
en células no tratadas o tratadas con distintogptisrde irradiacion. La &accién de proteinas se
realizd 1 h post-TFD.

Como puede observarse en la Fig 11.21, el clivaje de LC3 y la aparicidon de la
forma LC3-1l al cabo de 1 h de realizadd’ ED-ALA, confirman el proceso autofagico

visualizado anteriormente ctanpresencia de vacuolas.
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CONCLUSDNES

La TFD induce cambios mimldgicos globales en las células que pueden

visualizarse 1 h luego del tratamiento.

Tanto la morfologia general como maorfologia nuclear se ven fuertement
afectadas por la TFD-ALA. Se observa condensacion nuclear, desprendimiento del
sustrato, reduccion de tamafio celular, aumentta granularidad y con dosis iguales o
menors a la Dlgg se observa vacuolizacion del citoplasma, 24 h después del

tratamiento.

La externalizacion de fosfatidilserina la tincion diferencial indican que el
mayor porcentaje de las células que mueren por TFD lo hacen a través de un proceso

apoptotico.

Esta afirmacion es consistente con désminuciéon en la expresion de
procaspasa-3, aunque no con el aument®de2 conforme aumenta el tiempo de

irradiacion.

La pérdida de integridad mitocondrial verificada por diversas técnicas
(externalizacion de sondas flescentes) sugiere que la pr@ferencial de induccion de

apoptosis por TFD-ALA es la via intrinseca.

La liberacion de citocromo c¢ al citoplasma, es independiente del tiempo de

irradiacion, sugiriendo que es un eventapeano respecto del inicio de la TFD.

Habiéndose observado disrupcién de lagntad mitocondrial, se estudio el
efecto del inhibidor de catepsina D, pepista A, a fin de evaluar la participacién
lisosomal en la induccion depoptosis. Este agente nvd efectos significativos sobre
los porcentajes de apoptosis, indicando qu#aéb a lisosomas no es un iniciador del

proceso de muerte sino una cengencia secundaria del mismo.
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La observacion de un patron de flescencia puntillado para la MDC y la
disrupcion de la morfologia subcelulamctiormacion de vacuolas de doble membrana
llevo a la presuncion de un proceso autofapmst-TFD, lo cual se verfific6 mediante
la expresiéon de LC3-II.

Se observo un aumento en la expresiomBde2 inducido por la TFD. Si bien
estos reultados parecian no concordar con lo descrigo muchos trabajos en los que
se ha demostrado que el incremento ereXpresion de esta proteina se asocia a
mecanismos de supervivencia, alguaatores reportaron lo contrario.

Utilizando células de la lam MCF10A, Kim et al.Z012) demostraron que la
sobre-expresin de Bcl-2 se correlacionaban un aumento en la apoptosis inducida por
TFD. En estudios clinicos se observé are pacientes con cder de esofago, los
tejidos que presentaron mays niveles de Bcl-2, fueron los mas susceptibles a los
efectos de la TFD (Koukourakis et al, 2001).

Las evidencias obtenidas hasta el menmto, indican que los cambios en la
expresion de Bcl-2 inducidos por la TFBgn variables, y muchas veces no pueden
interpretarse en forma aislada, sino tenieedocuenta la complejidad de procesos que
determinan la induccion de apoptosis (Gkkret al, 2002). El hecho de que Bcl-2 se
encuentre amentado como consecuencia de la TFD podria contribuir a la muerte
celular por autofagia, puesto que ésta saifiegta por lo general cuando hay presencia
de facbres antiapoptéticos.

Las vias de sefalizacion de apoptosislpageneral, inhiben la muerte celular

por autofagia, de modo que los indiciastofagicos aqui reportados podrian estar

relacionados con mecanismos de res(@tedy y He, 2012)
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CAPITULO Il

Especies reactivas de oxigeno
l.1. Produccion de especies réaas de oxigeno post TFD

La produccién de ROS es un mecanismmgartido por muchas de las terapias
no quirargicas del cancer incluyendo la quiraiapia, radioterapia y la TFD. Debido a
la capacidad de estas especies de laratla muerte celular mecanismos tanto
prooxidantes como antioxidantes han sido pegos como tratamientos antitumorales
(Wang y Ji, 2008). Las ROS conforman los pipales agentes iniciadores y efectores
de dafio celular post TFD: erpesial, el oxigeno singuletédy), una especie altamente
reactiva y de corta vida media cuyo efecto deéocplazo y corto alcance es el inicio de
una cadena de reacciones de formacion s &ROS (Sharman et al, 2000). Especies
reactivas y prooxidantes coneb peréxido de hidrégeno ¢B,) o el anién superdxido
(O2) son generadas como productoedéas reacciones fotoquimicas.

Los FSs capaces de inducir muertdulee son aquellos cuya ubicacion
subcelular permite un dafo localizado, sewed® rapido inicio. Al excitarse luego de
la irradiacion se generan ROS que act@wafiando las funciones de la organela,
conviertiéndola en el sitio priamio de inicio de muerte ledar. Este hecho explica que
FSs con distinta localizacién subcelular digpadiferentes vias dauerte. En el caso
de la PpIX enddgena, su a@giFS se inicia mayormente en las mitocondrias, un sitio

de gran relevancia respecto del metabolismo del oxigeno.

[11.1.1. Produccién de oxigeno singulete

Segun lo previamente expuesto, unoloe agentes fundamentales del dafio
oxidativo post TFD es el oxigeno singulet®,) Para poder detectar su produccion, se
realizo el tratamiento fotodinamico comodsscribié anteriormente y las células fueron
inmediatamente analizadas por citometiélujo (Fig. Ill.1, Tabla 111.1).

Dada su alta reactividad, el andlisis la produccion de esta especie no se
realizd 1 h post tratamiento, como en lapegiencias previas, sino que las células
fueron analizadas inmediatamente después del tratamiento utilizando MVP como agente

de deteccidn de esta especie reactiva.
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Fig. lll.1. Histogramas correspondientes a fluoreseedei MVP. Las células fueron tratadas con
TFD-ALA 5 min (negro), 10 min (verde) o 20 min (azul), control no tratado (rojo). Luego fueron
tripsinizadas inmediatamente e incubadas con MVRM(ara ser analizadas en un citometro de

flujo Partec PAS Il

Control 0,6+1,2%
TFD 5 min 83,7£23%
TFD 10 min 83,5+2,1%
TFD 20 min 67,1+£1,8 %

Tabla. 1lI.1.

Cuantificacion de células positivas para fluorescencia de MVP

. Los valores se

expresan como % respecto del control de célulasadas y representanraedia + SD: desviacién

estandar

Irradiaciones de 5 0 10 min no muestran diferencias significativas entre si; a los

20 min, se observa una disatién de la produccién d€©,, que puede atribuirse a la

inestabilidad de estaacie. La produccién d&, parece ser un evento “todo o nada”

independiente de la dosis luminica y lahitante el periodo quura la irradiacion.
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[11.1.2. Produccién de peréxidos

Si bien el'O, es considerado el mayor disparadel dafio oxidativo en la TFD,
otras especies reactivas como el peréxido de hidrogef®)(estan involucradas en los
efectos citotoxicos. No s6lo por su accion oxidante por si mismo, sino también porque
tiende a formar aductos con algunos carbolodraaminoacidos y Bas nitrogenadas, y
tiene la capacidad de reaccionar con el hiemda llamada reaccion de Fenton (1),

generando otra especie de al@ctavidad, el radial hidroxilo (OH) (Torres, 2002).

(1) Fe?+ H,0, — Fe3+ OH +°OH

La formacién de peréxidos, como ei®3, amplifica el efecto iniciador déD,.

Por lo tanto, la presencia de estas otapecies implica una progresion en las
reacciones fotoquimicas que se sucederan dando lugar a dafios severos en los
componentes celulares (Price et al, 20@9jin de detectar la presencia de@, las

células tratadas con TFD-ALA se marcaron copDIEFDA y se analizaron por
citometria de flujo (. 111.2, Tabla Il.2).

Segun los resultados obtenidos, la formacion ge, umenta en las células
irradiadas respecto de las cékikin tratamiento, de modoeglos porcentajes de células
positivas para los tiempos de 10 y 20 min de irradiacion no difieren entre si y son
mayores que los porcentajes para el pende 5 min. Este dltimo tiempo de
iluminacién, de acuerdo a lo que se ammlreviamente, resulta insuficiente para
inducir muerte celular mas alla de un 3@@nque si activa la generacion y propagacion

de especies reactivas.
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Fig. Ill.2. Histogramas correspondientes a fluorescencia gBCHFDA. Las células fueron
tratadas con TFD-ALA 5 min (negro), 10 min (verde) o 20 min (azul); control no tratado (rojo).
Luego de 1 h de finalizado el tratamiento las células fueron tripsinizadas y cargadas con
H,-DCFDA 2 uM para ser analizadas en utémetro de flujo Partec PAS IIl.

Control 1,4+£0,4 %
TFD 5 min 46,5+1,8%
TFD 10 min 78,5+6,5%
TFD 20 min 70,1+4,3 %

Tabla. Ill.2. Cuantificacion de células ptigas para fluorescencia deBCFDA. Los valores se
expresan como % respecto del control de célulasadas y representanraedia + SD: desviacién

estandar

[11.1.3. Produccién de anién superoxido

El anion superéxido (9 no soélo es altamente reactivo, sino que
espontaneamente dismuta a § H,O, o es cataliticamente convertido por la enzima
superéxido dismutasa (SOD). El, s capaz de reaccionar aun mas rapido con
compuestos como el radical de NO, domna peroxinitrito, altamente dafino.

Con el objetivo de detemt la presencia de;Q las células tratadas con TFD-

ALA se marcaron con HE y se analizaron porroigtria de flujo (Fig. 111.3, Tabla II.3).
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Se observa que la produccién dega®@menta conforme aumenta el tiempo de

irradiacion, a diferencia dedatras dos especies reacticaantificadas previamente.
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Fig. 111.3. Histogramas correspondientes a fluores@nea HE. Las células fueron tratadas con
TFD-ALA 5 min (negro), 10 min (verde) o 20 min (azul); control no tratado (rojo). Luego de 1 h de
finalizado el tratamiento las células fueron tripsinizadas y cargadas con p# Rara ser

analizadas en un citémetde flujo Partec PAS llI.

Control 0,6 +0,4 %
TFD 5 min 441+0,8%
TFD 10 min 53,1+3,7%
TFD 20 min 79,6 £6,8 %

Tabla. 111.3. Cuantificacion de células positivas pamofiescencia de HE. Los datos se expresan
como % respecto de células no tradasgpyasentan la media = SD: desviacion estandar
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l.2. Modulacion de muerte celular post-TFD

Las ventajas de la TFD basada en ALAiden en parte, eel hecho de que la
PplIX, el Unico FS endogeno, es eliminado del sistema entre 24 y 48 h después de su
administracion, generando minima fotosengiadion cutanea en Igacientes a los que
se les aplica el tratamiento (Juzenatuyeniene, 2010; Davila, 2011). La importancia
de poder modular el resultado de la TFDosianto a muerte celular, reside en que
posibilita reducir el dafio en los tejida® malignos, y a su vez, brinda informacion
sobre cuales son los agentes que mddiatiminacién de las células tumorales.

Con el objetivo de modular la muerte calybor TFD, se analizaron una serie de
agentes antioxidantes en rangos de concentracion no citotoxicos o fotosensibilizantes

por si mismos.

[11.2.1. Grados de proteccion de antioxidantes

Los antioxidanates no enzimaticos sorstancias capaces de neutralizar un
anico radical libre por molécula y soOkctian a concentraciones elevadas. Se los
clasifica en hidrosolubles y liposolubldsos primeros reaccionan con moléculas en
medios acuosos como el citosol, ntras que los liposables tienen mayor
participacion en la proteccion frente gkroxidacion lipidicgroducida por las ROS.

Los antioxidantes tienen distintos mecanismos de accién: pueden interrumpir la
reaccion en cadena iniciada por radicaleg$ilr secuestrar a los agentes prooxidantes y
evitar que se propaguen (Kappus y Sies, 1981).

El rol de los antioxidantes en la TFD es controversial. Pueden presentar un
efecto protector frente al dafio oxidatipmvocado por la TFD o pueden contribuir a
incrementar su toxicidad, frecuentemente mesencia de metales cataliticos. La
produccion de oxigeno singulete predomina emaihento de la irradiacion cuando los
antioxidantes pueden considerarse verdmlagentes reduct@ey por lo tanto,
protectores. A medida que tsmurre el tiempo, y el oxige se agota, sobreviene la
condicion de hipoxia y aumenta la contriburcide los radicales libres. Mientras mas
tarde se agregue el antioxidante desde ehembo de la irradiacion mas tiende a ejercer

una acciéon prooxidante (Buettner y Jurkiewicz, 1996).
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Algunos de ellos presentan cierta seledtid o especificidad en las especies
reactivas que secuestr, aunque no es una cualidptbpia de estos agentes. Por
ejemplo, el triptéfano es un aminoaciddaalente susceptible a la oxidacion por
oxigeno singulete (Ronsein et al, 2008), rreem que el manitol es un reconocido
secuestrante de radical hidroxilo (Perotti et al, 2002).

Los agentes antioxidantes seleccionaduara realizar los experimentos
planteados fueron: glutatién reducido (GStptéfano (Trp), manitol (Man), ascorbato
(Asc) y Trolox (Trx), un analogo hidrosoluble ldevitamina E (Fig. 111.4). El tiempo de
irradiacion seleccionado paraalizar la TFD-ALA fue dd.0 min. Una dosis mayor que
la DLsp, que permite observar dafio celular y ada recuperar las células con minima
pérdida para su analisis.

El objetivo de los experinmos que se muestran antiouacion es determinar
qué compuestos antioxidantes y en gagdaciones son capaces de ejercer un efecto
protector frente al tratamiento fotodinamiadin de obtener agentes moduladores del
dafio celular.

Para determinar las concentraciones dbdjo para cada aotidante se sigui6
el esquema experimental que se indica en la Fig. lll.5. EI mismo consiste en identificar
las concentraciones de antioxidante que l@sucitotoxicas (por si mismos o en
presencia de ALA) o con actividad fotosensibilizante, a fin de descartarlas para los
experimentos subsiguientes. Luego se réddzTFD-ALA en presencia y en ausencia
de los compuestos en las concentracioseleccionadas y se calculd el grado de
proteccion (GP) para cada antioxidante en caxteentracion. EI GP se define como el
cociente entre el porcentaje de viabilidadular post TFD en presencia y en ausencia
del antioxidante. Este valor puede resultarl:dp cual implica que el antioxidante no
tiene efecto sobre la TFD; b) Menor a€n cuyo caso, el aottidante estimula la
muerte celular post TFD; dylayor a 1: indicando que lpresencia del antioxidante
ejerce un efecto protector frerdgkdaro inducido por la TFD.

Se incluy6 un control en el que se inculralos antioxidantes en todo el rango
de concentraciones no citotéxicas conjurgata con ALA 1 mM, durante 3 h con el
objetivo de verificar que la presencia detos agentes no alterara la sintesis de

porfirinas (Fig. I11.6).
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Fig. ll.4. Aantioxidantes emphdos en experimentos de proténcirente a TFD-ALA. Glutation
reducido (A). Triptéfano (B). Ascorbato (C). Manitol (D). Trolox (E).
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la determinacién de GPs de antioxidantes frente a
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Fig. lll.6. Efecto de antioxidantes sobre la produccién de porfirinas. Las células fueron
preincubadas 1 h con los diferentes compuestos en el rango de concentraciones indicado e
incubadas con ALA 1 mM durante 3 h en medio sin suero. Finalizada la incubacion, las porfirinas

intracelulares se extrajeron yauificaron espectrofluorometricamte. Los valores representan la
mediaz SD: desviacion estand

Puede verse en la Fig 1.6 que ningu®los antioxidantegrodujo variaciones
significativas en la produccién de ponfiais inducidas por ALA, en el rango de
concentraciones ensayadas, por lo qualesrarta un efecto porfirinogénico de los
mismos.

El GSH es uno de los antioxidantes enddégenos mas ampliamente involucrado en
la detoxificacion de compuest oxidantes donando electrena través de sus grupos
tiol, convirtiéendose a su forma oxidada (GSSEste sistema de defensa antioxidante
incluye también a la glutation reductasegtaima encargada de regenerar el GSH.

Ninguna de las concentraciones de GSH utilizadas mostr6é citotoxicidad o
fotoactividad, por lo que etfecto protector del GSH fuesteado en todo el rango
(Fig. lll.7). Se observé que este agente reatulsrindd una proteccion leve frente a la
TFD, alcanzando un GP maximo de 1,4 + 0,2 en la concentracion 1 mM (Tabla 111.4).
Ha sido previamente reportado que la inhiicde la sintesis de GSH utilizando BSO
(I-butionina sulfoximina) potencio la twidad de la TFD, con su correspondiente
aumento en la apoptosis y la generacioiR@s (Kimani et al, 2012). Sin embargo, la

administracion de GSH exdgeno no parecertéa misma relevancia que la
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disponibilidad de GSH enddgeno como defefrente al dafio oxidativo inducido por
TFD. Mé&s aun, concentraciones mayores aM tienen un efecto que promueve la
muerte celular por TFD.
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Fig. IIl.7. Efecto del GSH en la vibilidad celular. 4 &élulas fueron incubadas 3 h con GSH en
presencia o en ausencia de ALA 1 mM e iluminadas 10 min o mantenidas en oscuridad. Luego se
realiz6 el ensayo de MTT (A). Los datos se egspn como porcentaje respecto del control sin ALA

y sin iluminacién. GPs de GSH frente a TFD-ALA de 10 min (B). Los valores representan la media
+ SD: desviacion estandar

Contrariamente a lo esperado por su@tcelativamente especifica de oxidarse

frente al oxigeno singulete (McLear y yien, 1989; Perotti et al, 2002) el Trp no
brindé6 GP mucho mayores a 1 (Fig. I11.27).
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Fig. 111.8. Efecto del Trp en la vibilidad celulatas células fueron incubadas 3 h con Trp en
presencia o en ausencia de ALA 1 mM e iluminadas 10 min o mantenidas en oscuridad. Luego se
realizo el ensayo de MTT (A). Los datos se espn como porcentaje respecto del control sin ALA

y sin iluminacion. GPs de Trp frente a TFD -ALA de 10 min (B). Los valores representan la media
+ SD: desviacion estanda
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El Asc, en cambio, logré reducir notaimente la muerte celular por TFD
alcanzando un GP de hasta 2,6 £ 0,1 (Fig.lll.9). Diversos resultados fueron reportados
acerca de la combinacion de TFD y ABe. algunos casos, el Asc administrag@ivo
durante 10 dias previos al tratamiento fatddnico resultdé en una mayor reduccion de
los tumores respecto de la TFD solamente, lo cual se atribuye a la liberacion de Fe y Cu
de sus complejos con las proteinas comsecuencia de la TFD (Wei et al, 2012).
Mientras que otros autores, en concadia con nuestros resultados, reportan una
importante proteccion por parteldesc frente al fotodafio tanto vivo comoin vitro
(Frank et al, 2006; Grimm et al, 2011), sugiriendo su uso en pacientes para evitar la

fototoxicidad cutanea.
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Fig. 111.9. Efecto del Asc en la vibilidad celular. Las células fueron incubadas 3 h con Asc en
presencia o en ausencia de ALA 1 mM e iluminadas 10 min o mantenidas en oscuridad. Luego se
realizo el ensayo de MTT (A). Los datos se espn como porcentaje respecto del control sin ALA

y sin iluminacién. GPs de Asc frente a TFD -ALA de 10 min (B). Los valores representan la media
+ SD: desviacién estandar
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El Man es un reconocido secuestranté@ld cuya aplicacion previa a la TFD
generalmente resulta en una disminucion lalemuerte celular (Ding et al, 2004;
Chekulayeva et al, 2011). De un modo iEmal Trp, el Man no ejercid6 mayores
efectos en el resultado de la TFD-ALyg que su mayor GP fue de 1,1 + 0,1 con muy

poca variacion en el rango de corcaciones utilizdo (Fig. 111.10).
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Fig. I11.10. Efecto del Man en la vibilidad celular. Las células fueron incubadas 3 h con Man en
presencia o en ausencia de ALA 1 mM e iluminadas 10 min o mantenidas en oscuridad. Luego se
realizo el ensayo de MTT (A). Los datos se espn como porcentaje respecto del control sin ALA

y sin iluminacién. GPs de Man frente a TFD -ALA de 10 min (B). Los valores representan la media
+ SD: desviacién estandar

El Trx (derivado debi-tocoferol) es un anaologo hafoluble de la vitamina E.
Junto con los carotenoides, los tocofesokon los agentes mas efectivos en la
inactivacion delO, (Devasagayam y Kamat, 2002). Nuevamente, su efecto en la TFD
es controvertido, aunque son menos los casos en que este agente favorece la TFD
(Potapenko y Kyagova, 1998). Generalmerk,Trx es un agente efectivo en la
proteccion frente al dafio oxidativo inid@ por la TFD, siempre que se encuentre
presente durante la irradiacion (Kesselup].1996; Yoo et al, 2011). Incluso se utiliza
en la practica clinica para mejorar la recuperacion del tratamiento fotodindmico de la

maculopatia asociada a la edad (Scorolli et al, 2002).
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Fig. lll.11. Efecto del Trx en la vibilidad celular. Las células fueron incubadas 3 h con Trx en
presencia y ausencia de ALA 1 mM e iluminadas 10 min o mantenidas en oscuridad. Luego se
realizo el ensayo de MTT (A). Los datos se espn como porcentaje respecto del control sin ALA

y sin iluminacion. GPs de Trx frente a TFD -ALA de 10 min (B). Los valores representan la media
+ SD: desviacién estandar.

Es notable el efecto de este compuesto sobre el porcentaje de supervivencia post
TFD. No sOlo ejerce un efecto protecteino que éste se potencia a mayores
concentraciones alcanzando un GP de 3,5 zd),ias alto de todos los compuestos
probados. Por lo tanto el Tise perfila como uno de la@ntioxidantes mas efectivos
junto con el Asc en la proteccion frente &kED-ALA, por lo cual se analizara el efecto
de los mismos sobre la produccion de R@%in de dilucidar cu&ks son las especies
mas relevantes en la ejecucion del fotodafo.

En la tabla I1l.4 se sintetizan los valsrde GP para los stintos antioxidantes,
mostrando un claro efecto peator para Asc y Trx, y es@® nulo efecto para los
restantes antioxidantes.

GSH 09+0.1 ND 1.3+0.2 ND 1.4+0.2 0.5+0.2 0.4+0.2
Triptofano 0.7+0.1 0.8+0.1 1.0+£0.1 09+0.1 11+01 CcT CT
Ascorbato 1.2+0.1 1.6+0.1 2402 2301 26+0.1 CcT CT

Manitol 09+0.1 ND 0.8 £0.1 0.8+0.1 09+0.1 1.1+£0.1 CT

Trolox 1.0+£0.2 1.0+£0.2 1.3+£0.2 28+0.3 35+0.1 2.7%0.2 ND

Tabla. 11.4. Valores de GP para antioxidantes en distintas concentraciones.
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[11.2.2. Efecto de antioxidantes entauerte celular post TFD

Como se comenté previamente, algunos antioxidantes pueden actuar como
moduladores de la TFD, reduciendo laeme celular cuando se hallan presentes
durante la irradiacion. Esta cualidad perniiteestigar la posibilidd de restringir el
dafio fotodinamico y caracterizar el grado deigi@acion de las ROS en el inicio de los
eventos que llevan a la muerte celular.

El objetivo de los siguientesxperimentos fue determinar si la muerte celular
por TFD puede ser modulada por la presedei@ntioxidantes en su concentracion de
maximo GP.

La integridad de las células que recibieron TFD-ALA en presencia de
antioxidantes es claramente mayor que dae no recibieron dicha incubacion. Esta
observacion destaca el rol preponderante de la generacion y propagacion de ROS para el
desarrollo de los eventos de muerte celular.

La tincion morfologica diferencial emgdndo NA/BE revela la proporcion de
células viables y dafadas luego de laDTEn presencia de antioxidantes en las
concentraciones determinadas segun su méaximo GP (Fig. 111.12).

Segun esta técnica, el GSH y el Trp fmdos compuestos menos efectivos en
la disminucion de células afectadas poif kD, mientras que el Asc y el Trx son los
pretratamientos que mas células viahpessentan, aunque con altos porcentajes de
células apoptéticas viables. Estos resultadwsconsistentes consl@P obtenidos para
el Asc y el Trx en la seccion anterior. Puede observarse también que aquellos
antioxidantes como el GSH, Man y Tigue segun el ensayo de MTT (funcionalidad
mitocondrial) presentaron GP alrededor de 1, pueden ejerceecatn pfotector que si

se evidencia en esta técnica basadaedificaciones de la morfologia celular.
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Fig. II1.12. Tincion diferencial de células A549 1 h post TFD-ALA 10 min. Las células tratadas
con TFD fueron tripsinizadas y aaialicuota de la suspension se le agreg6é la mezcla de NA/BE. Se
contaron al menos 200 células bajo el microscopio de fluorescencia para cada tratamiento. Sin
antioxidantes (A), GSH 1 mM (B), triptéfano 1 mM (C), ascorbato 1 mM (D), manitol 10 mM (E),
trolox 1 mM (F). Barra de escala: 20f.

70
*
60 =

|

Qo AR S
) x@@ xf\ﬂQ s E <<+

50
40
30
20

Celulas(%)

LIl

TFD 10 min

Fig.ll.13. Cuantificaciébn mediante tincion con NA/BE de células viabisazul), apoptoticas
tempranas® celeste), apoptoticas tardia® Yerde) y necroticas verde oscuro) 1 h post TFD-

ALA 10 min con los distintos antioxidantes. Los valores se expresan como porcentaje respecto del
control no iluminado, y representan la media + SD: desviacién estandar (*p<0,05 y *p<0,01
respecto del control con TFD).
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Mediante la marcacion con An/IP es iptes también diferenciar las células
viables de las apoptoticas y necréticasymitiendo a la vez registrar la morfologia
celular segun tamafio y granudkd (Fig. I11.14 y 111.16).

La proporcién de células que aparecen en l@ramtes correspondientes a
apoptosis (An e IP positivas) se ven significativamente disminuidas cuando los
antioxidantes Trp, Asc o0 Trx estuviergmresentes durante laradiacion. Estos
resultados estan de acuerdmdos valores de GP obtenidasteriormente para Asc y
Trx (Fig. 111.15).

De un mod similar a lo observado cda tincion de NA/BE, los antioxidantes
Trp, Asc y Trx revelan en estos resultadosdpacidad de reduaignificativamente los
porcentajes de células apoptéticas luego de @& 10 min (Fig. I11.15). Si bien el Trp
no presentdé GPs mayores a 1, ambas técmoa®ldgicas le atribuyen cierta capacidad
protectora en cuanto a los proegsle muerte celular post TFD.

La dispersion de la luz por parte ds lulas varia segun su granularidad y su
tamafio. Células mas granulares (positivageke8SC) y pequefas (negativas en el FSC)
representan una morfologia tipicamente apaatéPuede observarse en la Fig. 111.16
(A) que las células tratadas con TFD 10 priesentan estas caracteristicas. En cambio,
las que fueron preincubadas con los antioxiela Asc y Trx presentan histogramas que

remiten a aquellos de las césino tratadas (Fig. I11.17).
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Fig. 11l.14. Marcacion para apoptosis 1 h post TFDAALO min con los distintos antioxidantes.

Las células tratadas con TFD fueron tripsinizadisspspension se centrifugd y se resuspendio en
buffer de binding. Luego se agregd An/IP y se analizaron por citometria de flujo. TFD realizada sin
antioxidantes (A), con preincubacion con GSH 1 mM (B), triptéfano 1 mM (C), ascorbato 1 mM

(D), manitol 10 mM (E), trolox 1 mM (F).
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Fig.lll.15. Cuantificacion mediante ciwetria de flujo por marcaci@on An/IP de células viables

(m azul), apoptoticas temprangl Celeste), apoptéticas tardia® Yerde) y necréticasi verde

oscuro) 1 h post TFD-ALA 10 min con los distintos antioxidantes. Los valores se expresan como
porcentaje respecto del control no iluminado, y representan la media + SD: desviacion estandar
(*p<0,05 y *p<0,01 respecto del control con TFD).
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Fig. 111.16. Histogramas de dispersion de la luz por células A549 1 h post TFD-ALA 10 min.
Luego del tratamiento las células fueron tripsinizadas y analizadas en un citémetro de flujo Partec
PAS Ill. La TFD se realizo sin antioxidantes (A), con preincubacion con GSH 1 mM (B), Trp 1
mM (C), Asc 1 mM (D), Man 10 mM (E), Trx 1 mM (F) .

Fig. l1l.17. Histograma de dispersion de la luz poutad A549 no tratadas. Las células fueron
tripsinizadas y analizadas encittmetro de flujo Partec PAS IlI.

Estos resultados verifican qlee proteccion ejercida pdos antioxidantes tiene
un efecto global en la célula, conservanelo las células tratadas con TFD vy
antioxidantes una morfologia slar a la de células no tratadas. Indican ademas, de un
modo indirecto, que la geneiféan y propagacion de ROSrseesponsables mayoritarios

de iniciar el dafio celular.
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[11.2.3. Efecto de antioxidantes éa produccion de ROS

Los antioxidantes pueden tener roles amrdrtidos en la modulacion de la TFD.
Aquellos que efectivamente reducla muerte celular probablemente ejerzan su efecto
mediante la disminucién de alguna espexactiva o radical libre. Por ello deben
encontrarse disponibles en la célula desdmahento de la irradiacion, considerando
gue la generacién de ROS es un evemtptano, practicamente inmediato a la TFD.

El objetivo de los siguientes experimes fue investigar la capacidad
secuestrante de los antioxidantes en lasa®ivatadas con TFD-ALA (y asi plantear un
posible mecanismo de modulacion) y su especificidad respecto de las ROS.

Se analiz6 el efecto de Asc y Trx en la producciéri@e el principal agente
iniciador de reacciones fotoguicas en la TFD, utilizando el compuesto MVP (Fig.
111.18).

Solo el Asc logré reducir gificativamente la produccién d6,, mientras que

las células pretratadas corxTro mostraron diferencias cdas células que recibieron

s6lo TFD (Tabla IlI.5). Si bien segun resultados previos ambos antioxidantes lograron

reducir la muerte celular, producirian esecéd mediante la indgacion de distintas
especies reactivas.

Siendoel 'O, una de las especies reactivas fundamentales en el inicio de las
reacciones fotoquimicas, sealiz6 el mismo experimento preincubando con los
antioxidantes (GSH, manitol y triptéfano) goe presentaban alt®eP. Se observé que
ninguno de ellos fue capaz dierar la produccion de @eno singulete, obteniéndose

histogramas superpuestos con el de la TFD sin antioxidantes (histogramas no

mostrados).
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Fig. Il1.18. Histogramas correspondientes a fluoreseedeiMVP. Las células fueron tratadas con
TFD-ALA 10 min (negro) Unicamente o junto con Asc 1 mM (verde) o Trx 1 mM (azul); control no
tratado (rojo). Luego de la TFD las células @retripsinizadas inmediatamente e incubadas con

MVP 10uM para ser analizadas en un citometro de flujo Partec PAS Ill.

Control 1,1+1,2%
TFD 10 min 81,8+9,3%
TFD 10 min + Asc 9,7+2,1%
70,9+05 %

TFD 10 min + Trx

Tabla. Ill.5. Cuantificacion de células positivas péltsorescencia de MVP. Las células fueron
tratadas con TFD-ALA 10 min Unicamente, o junto con Asc 1 mM o Trx 1 mM. Luego de la TFD
se tripsinizaron inmediatamente y se incubaron con MVPuMIOpara ser analizadas en un
citdmetro de flujo Partec PAS Ill. Los valoreses@oresan como porcentaje respecto del control de
células no tradas, y representamizdia + SD: desviacion estandar
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En el caso de la produccion de peréxidbsomportamiento de los antioxidantes
es inverso. El Trx resulta maficiente que el Asen la reduccion des peroxidos (Fig.
[11.19, Tabla 111.6).
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Fig. 11.19. Histogramas correspondientes a fluorescencia gBDCGFDA. Las células fueron
tratadas con TFD-ALA 10 min (negro) Unicamente o junto con ascorbato 1 mM (verde) o trolox 1
mM (azul); control no tratado (rojo). Luego de 1 h post TFD las células fueron tripsinizadas e
incubadas con HDCFDA 2 uM para ser analizadas en un citéroale flujo Partec PAS lll.Partec

PAS IIl.

Control 0,7+0,2%
TFD 10 min 65,8 +10,2 %
TFD 10 min + Asc 52,2+28%
TFD 10 min + Trx 21,6 +0,6 %

Tabla. 11.6. Cuantificacion de células positivas para fluorescencia 8BCGFDA. Las células
fueron tratadas con TFD-ALA 10 min Gnicamente, o junto con Asc 1 mM o Trx 1 mM. Luego de 1
h de finalizado el tratamiento se tripsinizaron y se incubaron ¢dDCGRDA 2 uM para ser
analizadas en un citometro de flujo Partec RASLos valores se presentan como porcentaje
respecto de un control de células no tratadagpyesentan la media + SD: desviacion estandar
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En cambio el e @es inactivado por el Asc pero por el Trx (Fig. 111.20, Tabla
11.7).
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Fig. 111.20. Histogramas correspondientes a fluorescencia de.&$kcélulas fueron tratadas

con TFD-ALA 10 min (negro) Unicamente o junto con ascorbato 1 mM (verde) o trolox 1 mM
(azul); control no tratado (rojo). Luego de 1 h post TFD las células fueron tripsinizadas e incubadas
con HE 2uM para ser analizadas en un citometro de flujo Partec PAS Ill.

Control 1,4+0,4 %
TFD 10 min 56,2+2,8%
TFD 10 min + Asc 2,8+£0,3%
TFD 10 min + Trx 346+0,8 %

Tabla. 1Il.7. Cuantificacion de células positivas para fluorescencia de HE. Las células fueron
tratadas con TFD-ALA 10 min Unicamente, o junto con Asc 1 mM o Trx 1 mM. Luego de 1 h de
finalizado el tratamiento se tripsinizaron e incubaron con HiEM2para ser analizadas en un
citdmetro de flujo Partec PAS Ill. Los valorespgesentan como porcentaje respecto del control de
células no tradas, y representamizdia + SD: desviacion estandar.
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Como se vio en el Capitulo I, lagfmlarizacién de la membrana mitocondrial
es una medicion indirecta de la prodaéccide ROS y su disrupcion contribuye a
establecer un estado de éstioxidativo. Por este motivee estudid el efecto de los
antioxidantes sobre dim luego de la TFD mediante $@nda fluorescente Rh 123. Las
células con®m intacto presentan altos nivelate fluorescencia. Al sufrir la
despolarizacion mitocondrial la fluorescensia pierde y el histograma se desplaza

hacia la izquierda del eje.
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Fig. lll.21. Histogramas correspondientes a fluores@edei Rh 123. Las células fueron tratadas
con TFD-ALA 10 min (negro) Unicamente o junto con ascorbato 1 mM (verde) o trolox 1 mM
(azul); control no tratado (rojo). Luego de 1 hfidalizada la TFD, las células fueron tripsinizadas

e incubadas con Rh 123 LM para ser analizadas en un citdmetro de flujo Partec PAS III.

Control 1,1£0,1%
TFD 10 min 31,7+11,1%
TFD 10 min + Asc 135+1,3%
TFD 10 min + Trx 83+0,2 %

Tabla. 11.8. Cuantificacion de células negativas patoféscencia de Rh 123. Las células fueron
tratadas con TFD-ALA 10 min Unicamente, o junto con Asc 1 mM o Trx 1 mM. Luego de 1 h de
finalizado el tratamiento se tripsinizaron e incubaron con Rh 128Vilpara ser analizadas en un
citometro de flujo Partec PAS Ill. Los valorespsesentan como porcentaje respecto del control de
células no tradas, y representamizdia + SD: desviacion estandar.
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Los resultados muestran variaciones los histogramas para los distintos
antioxidantes (Fig. 111.21). El Asc mantigneego de la TFD, una gran proporcion de
las células con s®m intacto, pero otra poblaciéh3,5 + 1,3 %) se halldespolarizada
(correspondiente a células muertas, Fig28IC). En cambio el Trx ejerce un efecto

protector reflejado en un higframa intermedio entre las células tratadas y no tratadas.
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Fig. ll.22. Histogramas de dispersion de la luz por células A549 1 h post TFD basada en ALA. (A)
células sin tratamiento, (B) TFD 10 min Unicamente o junto con ascorbato 1 mM (el circulo indica las
células muertas negativas para Rh 123) (C) o trblaxM (D). Las células tratadas con TFD fueron
tripsinizadas y analizadas en citdbmetro de flujo Partec PAS IlI.

Estos resultados indican que losstigitos antioxidantes poseen cierta
especificidad por la cual reducen las ROBrgtejen de la muerte celular por TFD, y
demuestran que si bien ¥, ha sido reportado como ptincipal agente dafiino, la
inactivacion de otras ROS como los peroxidos o.¢b@bien reduce la muerte celular.

El Asc resultd altamente efectivo en la reducciéon@ey O, pero no en la
reduccion de peroxidos. En cambio, el Trauj los niveles de perdxidos pero no de
las otras especies reactivas. En cuant®ral aunque el Asc no mostro diferencias
significativas, ambos antioxida# reducen el porcentajle células con mitocondrias

despolarizadas (Fig. 111.23).
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Fig. 111.23. Efecto de Asc y Trx en la produccion de ROS post TFD. Las células fueron
preincubadas con Asc y Trx 1 mM durante 1 h y tratadas con TFD-ALA 10 min. Luego fueron
tripsinizadas y analizadas en un citometro d® fRgrtec PAS lll. Los valores representan la media

+ SD: desviacion estandar. (*: excepto para Rh 123, se cuantifica % células negativas).

El Asc es un donor de eleatres, y al hacerlo, se coevte en la especie radical
ascorbiio que es relativamente poco reactivgug al perder secuencialmente el segundo
electrén se convierte esiehidroascorbato, que es matabkke. La formacidon de estas
especies esta mediada por agentes como el oxigeno molecular y el aitdto@on
especies reactivas del nitrégeno y metales celntobre y el hierro. El &cido ascoérbico
reacciona con cierta afinidad con #H (kops/ M™* seg™ = 1,1.13% ph 7,4) y el @
(Kobs/ M seg™ = 2,7.16, ph 7,4) (Davies et al, 1991; Biner y Jurkiewicz, 1996) lo
cual es consistente con los resultados obteien los que el Asc es capaz de reducir
los porcentajes de Oy 'O, ambas species derivadas directamente del oxigeno
molecular. Al ser el Asc una molécula pequeftadrosoluble, por ltanto disponible en
la célula, es probable que actle en los primeros pasos de la cadena de generacion de
ROS, evitando su propagacion otorgandole asltarG® frente a la TFD. Por otro lado,
se ha reportado su habilidad para reducggyclar el tocoferol en sistemas vivogugh
M™* seg™® = 2.10, ph 7,4) (Buettner, 1993; Buettner y Jurkiewicz, 1996), vinculandolo

con el otro antioxidante ddto GP ensayado, el Trx.
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El Trx ha sido reportado como un ageatgioxidante, en particular frente a
estrés oxidativo inducido por,8., (Forrest et al, 1994; Peifo et al, 2007). Dado que
es el analogo hidrosoluble da vitamina E, carece de porcion de anclaje a la
membrane plasméatica, donde ejerce su priteamontra la peroxiacion lipidica. Sin
embargo, conserva e incluso supera la ddpdcantioxidante de la vitamina E y del
tocoferol. De hecho es utilizado como estandar en presenciaGdepbra calcular la
capacidad antioxidante relativa dezclas o extractos no definidos en su composicion
guimica (Huang et al, 2005). El mecanismo @locual el Trx previene el dafio celular
consiste en una inactivacion directa delOk (Peus et al, 2001) y no a otros
mecanismos como induccion de enzimas antioxidantes o accion antioxidante a nivel
extracelular (Hamad et al, 2010). Segun estos antecedentes, el Trx puede ser mas
efectivo en la neutralizam de los efectos del 3, respecto de otraspecies reactivas.

La incubacién con ambos antioxidanpesviamente a la TFD-ALA de 10 o 20
min resultd en un efecto protector superia dichos antiodiantes por separado
(Fig.l11.24), consistentemente con la posibilidad de que el Asc reduzca y recupere al
Trx.

—
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Fig. 111.24. Efecto de Asc y Trx en la viabilidad celulpost TFD por separado y combinadbas

células fueon preincubadas con Asc y/o Trx 1 mM durante 1 h y tratadas con TFD-AI0A200

min. Al cabo de 1 h se relizd el ensayo de MTT. Los valores Los valores se presam@
porcentaje respecto del control de células no tradas y representan la media £ SD: desviacién
estandar.
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CONCLUSIONES

La produccion de ROS post TFD es un ¢wetlave para el gatillado de los
procesos de muerte celular. Séegéaron valores elevados de RGS,( O, perdxidos)

como consecuencia del tratamiento.

Unicamente el @ mostré un comportamiento dosis luminico-dependiente. En el
caso defO,no se observaron diferencias segun lesfios de irradiacién excepto para
20 min, probablemente debido a la inestahdidde esta especiea produccion de

peréxidos mostro escasa diferencia entre los tiemposadieicion aplicados.

La modulacion de la induccion de RO flevada a cabo con distintos agentes
antioxidantes, previo ajuste de sus GP tkeal dafo celular por TFD. Fue posible
reducir la generacion de ROS y la induccionsiguiente de muerte celular mediante el
empleo de antioxidantes. Esto indica unaig@acion inequivoca de las ROS en el
inicio del fotodafio y a la vez provee una harienta Util para odular el dafio a los
tejidos por TFD y minimizar su efecto en los tejidos no tumorales.

Entre los antioxidantes ensayados, et f®l Trx fueron seleccionados por sus
altos GP, si bien el mecanismo por el caslos agentes reducen el dafio celular es
diferente. El Asc actuaria en los primepsos de la cadena de generacion de ROS,
evitando su propagacion, y el Trx es mas efeativ la neutralizacion de los efectos del

H.O, respecto de otras especies reactivas.

El Asc resulté altamente efectivo en la reducciéon@ey O, pero no en la
reduccion de peréxidos. En cambio, el Traduj los niveles de perdxidos pero no de
las otras especies reactivas. En cuant®ral aunque el Asc no mostro diferencias
significativas, ambos antioxida# reducen el porcentajie células con mitocondrias
despolarizadas ya que contribuyen a pratedel dafio mitocondrial a través de la

reduccion de distintas ROS.
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La combinacion de Asc y Trx en sus centraciones de maximo GP resulté en
un efecto protector superior a dichos antilaxites por separado. Este efecto puede ser
tomado en cuenta para evitar la fotoseilghcion de tejidos normales, teniendo en
cuenta que segun la via de administacempleada, estos antioxidantes podrian

disminuir significativamente la eficecde la TFD en el tejido tumoral.
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CAPITULO IV
Vias de supervivergicelular post TFD-ALA

La TFD ha sido aprobada para el tratartdede numerosas patologias, muchas de
ellas, tumorales. En especial, en esteocés aparicion de células resistentes es un
efecto no deseado inherente a todas lapis antitumorales (Milla et al, 2011).

La supervivencia de las células al tratartoefotodinamico depende en gran medida
del balance entre la expresion de I|psoteinas antiapoptétis o factores de
supervivencia y las proteinpsoapoptéticas (Karmakar at, 2007) que se expresan en
respuesta a la TFD. Habiendo estudiadoelestos tempranos en respuesta a la TFD,
los siguientes experimentopumtan a identificar cualidades que confieren a las células

la capacidad de sobrevit tratamiento fotodinamico.

IV.1. Células resistentes a TFD-ALA

IV.1.1.TFD con porfirinas enddgenas a partir de ALA

Para llevar a cabo el olio propuesto, se generd Ulinaje celular resistente a
TFD-ALA mediante ciclos replos de irradiacion y recupcion segun se indica en el
esquema de la Fig. IV.1. Las poblacionesuleeés resultantes de cada ciclo de
irradiacion fueron criopreserglas y ensayadas para ser pustaente evaluadas en su
capacidad de resistendrante a un nuevo desafio.

En la Fig. IV.2 puede notarse que la adaqidsi de resistencia a TFD de 20 min es
un proceso progresivo, y que, como era deeesse, a mayor cantidad de ciclos se
enriquece la poblacion cddu en células resistentes. En adelante cilulas tilizadas
en los experimentos corresponden a célulaadastcon 12 ciclos de irradiacion (C-12),
cuya supervivencia a post TFD es elevada aun para el mayor tiempo de irradiacién (20

min).
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Fig. IV.1. Esquema experimental para la obtencion de células A549 resistentes a TFD-ALA de 20
min. Las células crecidas en frascos de 75faeron incubadas durante 3 h a 37°C con ALA 1 mM
estéril en medio sin suero y luego irradiadas. Al cabo de 1 h se reemplazé el medio por medio fresco
con 10% de suero. Luego de 24 h las células fueron tripsinizadas permitiendo la re-adhesiéon de las
células sobrevivientes. La confluencia fue recuperada luego de entre 5 y 10 dias con renovacion
periddica del medio de cultivo para reiniciar los ciclos de irradiacion.
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Fig. IV.2. Curva de supervivencia celular 1 h post TEBs células control (no tratadas) y resultantes

de 6, 8 0 12 ciclos de TFD se incubaron con ALA 1 mM en medio sin suero durante 3 h y fueron
irradiadas durante distintos tiempos. Al cabo de 1 h se realizo el ensayo de MTT. Los valores
representan la media + SD: desviacion estandar.
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Una vez obtenidas las lineas resistentes, se estudio la sintesis de porfirinas en
células, con el objetivo de determinar si la resistencia esta relacionada con una
alteracion en el camino metabdlico del hemo.

La sintesis de porfirinaa partir de concentraciones crecientes de ALA en
células resistentes C-12 alcanzé al iggaé en la linea parealt un plateau a una
concentracion 0,5 mM de ALA pero el nivmaximo de porfirinas acumuladas fue
menor en un 50 % respecto del obtenidolan células contto(Fig. IV.3). Este
resultado indica que la condici@mimaria de seleccion delatas resistentes reside en
una menor capacidad de sintesis derfirinas a partir de ALA exdgeno.
Correspondientemente, la cinética de acumulacion de porfirinas fue menor en las células
C-12 sobrevivientes al trata@mto de TFD-ALA (Fig. 1V.4).
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Concentracion ALA (mM)

Fig. IV.3. Curva de acumulacion de porfirinas luego de incubacién con concentraciones crecientes de
ALA. Las células fueron incubadas con ALA emcentraciones crecientes{ta 10 mM) en medio

sin suero durante 3 h y luego se realiz6 la extractédporfirinas intracelulagey la cuantificacion en
espectrofluorémetro. Los valores representan la media + SD: desviacion estandar.
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Fig. IV.4. Cinética de aumulacion de porfirinas. Las células fueron incubadas con ALA 1 mM
durante distintos tiempos (0,5 a 8 h) en medio simosy luego se realizé kxtraccion de porfirinas
intracelulares y la cuantificaciéen espectrofluorémetro. Los veds representan la media + SD:
desviacion estandar.

IV.1.2.TFD con porfirinas exdégenas a partir de PpIX

Teniendo en cuenta que las célulasistentes a TFD-AR presentan menor
acumulacion de porfirinas endogenas, resultagasmte investigar si la suplementacion
exogena de PplX restita la sensibilidad al tratamienfotodindmico. Para ello, células
sensibles y células resistented Zfueron incubadas 3 h con Ppl¥Ns, concentracion
gue permite obtener una curva de respue3taD de acuerdo a los ensayos previos.

Como puede observarse en la Fig. IV.9ptasensibilizacion con PplX exdgena
induce una recuperacion paraig la sensibilidad a TFD en las células C-12, sugiriendo
que la administracion de PplIX exdgenanpensa en parte la menor produccion de
porfirinas de esas células. Ademas, en coodeas en las cualessl&élulas control son
sensibles a la accién fotodindAmica de ldXPpxogena, las células resistentes C-12
responden solo parcialmente. Segun se mgsviamente, la incorporacion de PplX
exdgena a la célula no es un proceso efieiey se acumula preferentemente en la
membrana celular. Para investigar la posiatidle que diferencia la incorporacion
de PplX, den cuenta de la diferente respu@bservada en ambos tipos celulares, se
cuantifico la cantidad de porfirina intracelulluego de 3 h de incubacién con PpIX

5 uM realizando dos lavados pies con PBS (Tabla IV.1)
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Los resultados muestran que la cantidaghaidirinas intracelulares acumuladas
en ambos tipos celulares es comparable y suficiente para desencadenar un proceso
fotodinamico, por lo que se descarta que la menor sensibilidad de las células C-12 frente

a la TFD-PpIX se deba a unamoe acumulacion de la porfirina.

Supervivencia (%)
(0]
o

Control-PplX | *+ — — ———
20 | —-e— ciclo12- PpiX
——— Control - ALA

—3— Ciclo12- ALA

0 I 1 L
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Tiempo irradiacién (min)

Fig. IV.5. Curva de supervivencia celular 1 h post-TFD. Las células (control y C-12) se incubaron
con ALA 1 mM o PplX 5uM en medio sin suero durante 3 h y luego fueron irradiadas durante

distintos tiempos. Al cabo de 1 h se realiz6 el ensayo de Mislvalores representan la media + SD:
desviacion estandar.

PpIX intracelular
77,1+£2,2 80,6 +4,8
(ng / 10° céls.)

Tabla. IV.1. Cuantificacion de PplX intracelular en células sensibles y resistentes a ALA-TFD. Las
células fueron incubadas con PpIXuM durante 3 h en medio sin suero y luego se realiz6 la

extraccion de porfirinas intracelulares y la difamacion en espectrofluorémetro. Los valores
representan la media + SD: desviacion estandar.
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IV.1.3.TFD con porfirinas exégenas a partir de Vp

Como hemos visto en el Cap Il la ¥p un FS ampliamente utilizado en la TFD
de neovascularizaciones cml@les y degeneracibn macular asociada a la edad
(DMAE), (Framme et al, 2006; Yoon et al,d&) ya que en tiempos cortos desde su
administracion (15 min) tiende a localizawrse el tejido vascular, sellando los vasos
sanguineos que causan estaslpgias. Pero si es engaldo como FS con tiempos mas
largos de incubacién (3 h) se favorecddealizacion tisular dumoral (Chen et al,
2005).

Las células resistentes a TFD-ALA presentaron una respuesta parcial a la
TFD-PpIX. Por otro lado, la TFD-Vp b& sido previamente puesta a punto en
concentracion y tiempo de incubacion. Corcl@l, se planted el objetivo de aplicar
TFD-Vp en células supervivientes a 1Zloes de TFD-ALA y determinar si esa
resistencia puede ser superada.

La TFD-Vp disminuyé sighiicativamente la viabilidad y no mostré diferencias
en la respuesta de células control yatlas con 12 ciclos de TFD-ALA (Fig.lV.6),
indicando que no se genera resistenciaada con otro FS. Nuevamente, la capacidad

de incorporacion del FS no se vio afectaddas células resettes (Tabla 1V.2).
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Fig. IV.6. Curva de supervivencia celular 1 h poBD. Las células secubaron con Vp 4@g/mi
en medio sin suero durante 3 h y fueron irradiadas durante distintos tiempos. Al cabo de 1 h se realizo
el ensayo de MTT. Los valores representan la media + SD: desviacién estandar.
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Tabla. 1V.2. Cuantificacién de Vp intracder en células sensibles y resistentes a ALA-TFD. Las
células fueron incubadas con Vp 46/ml durante 3 h en medio sin suero y luego se realizo la
extraccion de porfirinas intracelulares y la difamacion en espectrofluorémetro. Los valores
representan la media + SD: desviacion estandar.

IV.2. Caracterizaciéon de células resistentes a ALA-TFD

IV.2.1.Morfologia celular y subcelular

Las células resistentes a TFD-ALA no straron diferencias notables en las
tinciones morfolégicas utilizadas (azul ddutdina, Hoechst) respecto de las células
sensibles (imagenes no mostradas). Porrtotase procedié a un alisis estructural a
fin de analizar diferencias masdis entre ambos tipos celulares.

En células no tratadas (Fig. IV.7 A& Fig.lv.8 A) la diferencia mas
representativa es un citoplasmas profuso en las célulessistentes C-12 respecto de
las sensibles, consistente con lo remhwtgpor Sharkey et al (1993) para células
resistentes a TFD-Photofrin. En células #@as se identificaron organelas como el
aparato de Golgi, mitocondrias de aspecircular y reticulo endoplasmatico liso y
rugoso. En células resistentes no fue posible ditinguir organelas y en cambio se observo
un citoplasma homogéneo con algunos espg®adsucleares y elementos rodeados de
membrana que podrian ser mitocondrias péga y sin crestas como lo observaron
Arum et al (2011) en células de cancervdgga murino tratadas con TFD a partir de
hexil-ALA. Tanto la morfologia nuclear nw las prolongaciones en la membrana son
estructuras conservadas en @udensibles y resistentes.

En cambio, al aplicafFD-ALA 20 min, se observa marcadas diferencias
morfologicas. Las células sensibles sen veotablemente alteradas 1 h luego del
tratamiento, (Fig. IV.7 C y D) algunas @#las con nucleos condensados y otras con
nucleos de escasa densidagtgbnica (Tian et al, 2006). £anembranas celulares se



Resultados y Discusiones Vias de supervivencia celular post TFD-ALA

muestran irregulares y sin las prolongaciopespias de las células no tratadas. El
citoplasma se presenta con numerosas vacyabsnentos de alta densidad electrénica
y sin organelas visibles (Tapajos et al, 2008go de 24 h se observa menor densidad
electrénica y mayor niumero de vacuolas, nasctle ellas, de doble membrana (Fig.
IV.7EyF).

En las células C-12, en cambio no se olmséam pérdida de prolongaciones 1 h
post TFD-ALA (Fig. IV.8 C y D) ni la péridale densidad elednica a las 24 h de
aplicado el tratamiento. La membrana eacl presenta irregularidades pero no se
observan nucleos condensados. El citoplasma de estas células presenta numerosas
vacuolas, elementos de alta densidaldctronica y espacioxitoplasmaticos y
perinucleares al cabo de 24bst TFD-ALA (Fig. IV.8 Ey F).

Las células resistentes dsminuyen significativamente su viabilidad post TFD
y son indistinguibles de las células selesikal microscopio 6ptico. Sin embargo, estos
resultados indican que a nivel estructutal,respuesta a TFD-ALA es claramente
diferente en ambos tipos celulares. Las células resistentes desarrollan cambios en su

organizacion subcelular pero, a diferencia de las seasiwaservan su viabilidad.
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Fig. IV.7. Imagenes de microscopia electronica destrasion de células sensibles a TFD-ALA sin
tratamiento (A y B), 1 h post TFD-ALA 20 min (C y D) 0 24 h post TFD-ALA 20 min (D y F). Las
células fueron cultivadas en placas de 10 cieybiadas con ALA 1 mM dante 3 h en medio sin

suero irradiadas 10 min y luego fijadas en glutaraldehido 2,5% segln para su procesamiento y
visualizacion al MET seguln se detalla en M&\Vumentos: panel izquierdd2000X (A), 7000X (C)

y 3000X (D); panel derecho 30000X.
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Fig. IV.8. Imagenes de microscopia electrénica destrasion de células resistentes C-12 a TFD-
ALA sin tratamiento (A y B), 1 h post TFD-ALA 20 min (C y D) 0 24 h post TFD-ALA 10 min (D y
F). Las células fueron cultivadas en placas demOincubadas con ALA 1 mM durante 3 h en medio
sin suero , irradiadas 10 min y luego fijadas en glutaraldehido 2,5% segun para su procesamiento y
visualizacion al MET segun se detalla en M&\Wumentos: panel izquierdo, 12000X; panel derecho

30000X; inserto D, 30000X; inserto F, 140000X.
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IV.2.2.Migracion celular

El ensayo de la herida es una técnica que permite analizar la capacidad
migratoria de las células a través de urtguealizado sobre la monocapa. Numerosos
trabajos han reportado una capacidad migeatbmetastasica redda luego de la TFD
(Yang et al, 2007; Casas et al, 2008; &taal, 2009). El objetbo de este ensayo fue
determinar si la TFD-ALA provoca cambios en la capacidad migratoria de las células
control A549 y C-12, ya sea en uno o en vaciotos de tratamigto fotodinamico.

Debido a que la TFD de 20 min dafia faerente a las células sensibles, no fue
posible utilizar dicho tiempo de irradiacién este ensayo, sino que se redujo a 10 min
a fin de conservar una monocapa y vissliefectos en la miacion celular. Se
observé tanto en células sensibles comsistentes C-12 una disminucion de la
cobertura de la herida luego de laDFRLA de 10 min (Fig.IV.8 y Fig. 1V.9). Sin
embargo, los sucesivos ciclos de TFD eanfirieron a las délas una reduccion
significativa en la capacidad de mig@ti mas adn, luego de 24 h, las células

resistentes muestran un mayor cierre deetida que las célulagnsibles (Fig. IV.9 B).



Resultados y Discusiones Vias de supervivencia celular post TFD-ALA

Fig. IV.9. Ensayo de la herida en células sensibles a TFD-ALA. La herida se realiz6 en células no
irradiadas (A-C) o 1 h luego de TFD de 10 min (D-F). Las imagenes se tomaron inmediatamente
luego de realizar la herida (A y D), o luego de 24 h (By E) 0 48 h (C y F). La tincion se realiz6 con
azul de toluidina como se describid previamente. Aumento: 400X

Fig. IV.10. Ensayo de la herida en células resistenf#SBxALA. La herida se realiz6 en células no
irradiadas (A-C) o 1 h luego de TFD de 10 min (D-F). Las im&genes se tomaron inmediatamente
luego de realizar la herida (A y D), o luego de 24 h (By E) 0 48 h (C y F). La tincidn se realiz6 con
azul de toluidina como se describid previamente. Aumento: 400X
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IV.3. Muerte y supervivencia celular

IV.3.1.Externalizacion de fosfatidilserina

La viabilidad de células C-12 no se radsjgnificativamenteluego de un nuevo
tratamiento fotodinamico (Fig. 1V.2). Se liea en estas células la marcacién con An/IP
para detectar la externalizée de fosfatidilserina (signde induccion de apoptosis) a
fin de determinar si la supervivencia obseva&n el ensayo de MTT se refleja en una
menor proporcion de muertelular por apoptosis.

Como se observa en las Fig. IV.§1V.12, la TFD-ALA de 10 o 20 min no
redujo significativamente la proporcién delutés viables (negativas para An e IP)

respecto del control sin tratamiento.

Fig. IV.11. Marcacién con An/IP para apoptosis pdst TFD-ALA en células resistentes. sin
tratamiento (A), TFD 10 min (B), TFD 20 mi(C). Las células tratadas con TFD fueron
tripsinizadas y la suspension sentrifugd para resuspenderlas buffer binding. Se agregdé
Annexina V-FITC e IP y se analizaron por citometria de flujo.

En las Fig. IV.12 y 13 se muestran cuantificaciones de células viables y
apoptoéticas respectivamentemparando la respuesta délulas resistentes C-12 con
células sensibles como cortrBesulta evidente una ntada reduccion en la apoptosis

post TFD-ALA para ambos tiempos de irradiacion.
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Fig.IV.12. Cuantificacion de células vikds 1 h post TFD-ALA a digtos tiempos de irradiacion
mediante marcacién con An/IP y andlisis por roiétria de flujo (*p<@5 respecto de células
control). Los valores representan la media + SD: desviacion estandar.
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Fig.IV.13. Cuantificaciéon de células apoptéticash post TFD-ALA a distintos tiempos de
irradiacion mediante marcacion con An/IP y analmis citometria de flujo (*p<0,01 respecto de
células control). Los valores represent@ media + SD: desviacion estandar.
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IV.3.2.Integridad mitocondrial

En base a las observaciones de mi@pgc electronica spropuso analizar la
integridad mitocondrial en células resistes a TFD-ALA mediante marcacion con
Rh 123.

Las células sensibles a TFD-ALA presaon 40% de células con mitocondrias
despolarizadas al cabo de 1 h posDTée 20 min segun la marcacion con Rh123
respecto del control de células no tratadés)(Mientras que las células resistentes no
tratadas estan desplazadas un 7% respedss @élulas sensibldgcia despolarizacion
positiva, indicando que aun sin aplicarse TFD se detectan células con mitocondrias
alteradas.

Al aplicar TFD-ALA de 20 min, ambos pispde células normales y resistentes
C-12, presentan porcentajes similares deaaspacion (40%) en comparacion con sus
respectivos controles. Estossultados indican que lasld@s resistentes presentan
alteraciones en su integridad miodrial (como se observd por microscopia
electronica), impidiendo la retencién de RRB3 y que esos cambios no afectan su

viabilidad post TFD-ALA segun se mostr6 previamente en los ensayos de MTT.

o
Elom 2751
cv: 3384
Mt 4491
047831188 (1.0 %)

M1

Events

Fig. IV.14. Histogramas correspondientes a fluoresizede Rh 123 de células sensibles a TFD-
ALA no tratadas (rojo) o 1 h post TFD 20 min (negro) y células resistentes a TFD-ALA C-12 no
tratadas (verde) o 1 h post TFD 20 min (azls células fueron tratadas con TFD-ALA,
tripsinizadas al cabo de una hora e incubadas con Rh 128V1para ser analizadas en un
citometro de flujo Partec PAS Il
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En la inmunodeteccion de citocromo @Q(HV.15) en fraccioes citoplasmaticas
de células resistentes sometidas a TFRAmin, se observaron intensidades de bandas
similares a las observadas en céluts ningun tratamiento, sugiriendo que las
alteraciones mitocondriales de las célulasstestes no conllevan a la liberacion de esta
proteina con sus correspondientes consecueraida iniciacion de la apoptosis. La
disociacion de estos eventos (despolarizamdncondrial y liberacién de citocromo c)

ha sido previamente reportada por GhiDleinik (2001) luego de la TFD.

IV.3.3.Expresién de factores asados a apoptosis y autofagia

La liberacion de citocromo c al citopitaa es uno de los eventos iniciadores de
la muerte celular por apoptosis a traw#s la via intrinseca. Como se discutio
anteriormente, los niveles de citocromodetectados en el citoplasma de células
resistentes tratadas con 20 min de TFD-A&#n similares a los hallados en células
control no tratadas. Esta observacion es consistente con la intensidad de la banda
correspondiente a procaspasa-3, que muesteaintensidad similar a la de células
control no tratadas (Fig. 1V.15).

La proteina antiapopt@th Bcl-2 se encuentra expags en similaintensidad
luego de la TFD de 20 min tanto en eBlulas resistentes como en sensibles
probablemente ejerciendo un efecto pro-supervivencia. En ambos casos, es posible
detectar LC3-Il, marcador de vacuolas autofagicas, lo cual esta de acuerdo con las
observaciones de microscomkectronica, que revelaron merosas vacuolas de doble
membrana con contenido celular.

En determinaciones anteriores se mospu@ las células resistentes acumulan
menos porfirinas que las sensiblexgnclo cual, la prodecion de ROS por
fotosensibilizacion mediada por PplX debe senor. Para verificar esta hipotesis se
analiz6 por citometria de flujo la produccién’@® que es una de las especies reactivas
iniciadoras de dafio por TFD.

Segun se observa en la Fig. 1V.16 lasiled resistentes swtidas a TFD de 20
min muestran un patrén similar al de célutasitrol (no tratadas) con dos poblaciones
celulares: una negativa y una posit para MVP (3,7 £ 45 %) que es
significativamente menor al porcentaje obséio en células sensibles (67,1 + 1,8%).
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Fig. IV.15. Inmunodeteccién de citocromo ¢, procasg@s®cl-2 y LC3-1 /LC3-ll evaluada
mediante western blot, en la fraccién citosélieacélulas sensibles (S) y resistentes (R) a TFD-

ALA no tratadas (0") o tratadas con TFD-ALA de 20 min. La extéecde proteinas se realizé 1 h
post-TFD. (Las bandas mostradas en esta figura provienen de un mismo gel para cada proteina y
correponden a un mismo peso molecular pero se hallan en calles separadas en el gel original. Los
geles completos se muestan en el Anexo).
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Fig. IV.16. Histogramas correspondientes a fluoresizede MVP de células sensibles a TFD no
tratadas (rojo) o tratadas conR0 min (negro) y células C-I2sistentes a TFD-ALA tratadas
con 20 min de irradiacion (verde). Las célufagron tratadas con TFALA, tripsinizadas
inmediatamente e incubadas con MVPLM para ser analizadas en amémetro de flujo Partec
PAS III.
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IV.3.4.Expresion de factores asiados a supervivencia

En el escenario planteaghara las células resistesta TFD-ALA se determind
una disminucién en la induccion de apoppgero no de autofagia post TFD y una
alteracion a nivel mitocondrial que no ingaliliberacion de citoomo c. Los siguientes
experimentos tienen como objetivo analizardspuesta a TFD, no en base a la muerte
celular, sino a la supervivencia.

NFxB es un factor sensible al estagmox (Schreck et al, 1991). En células
normales, NKB se encuentra inactivo, secuestrasio el citoplasma por proteinas
inhibitorias (kB a, B, y). Diversos estimulos como estrés, citoquinas o productos
bacterianos activan las ksas de inhibidores de NB, llamados t, (IKK) que
fosforilan a los inhibidoresesultando en poliubiquitinacién y consecuente degradacion
por proteasoma. Por lo cual, el factor qubblige para traslocarse al nucleo (Pereira y
Oakley, 2008). NkB puede conformarse como homo o heterodimero, cuyas
subunidades pertenecen a una familia de 5 miembros: p50, RelA o p65, p52, c-Rel y
RelB que comparten una region conserva@a300 aminoacidos, implicada en la
dimerizacion, la unién axB, translocacién nuclear y wm al ADN (Matroule et al,
2006).

Este factor inductor de genes de supencia esta asociadud estado oxidativo
de la célula y tiene, en consecuencia, gréevaamcia en la supemencia post TFD. Por
lo tanto, se analiz6 laxpresiéon del inhibidorkB y la subunidad p65 de MB en las
fracciones citosdlicas y nucleares respectivamente de células sensibles y resistentes
C-12.

Las células sensibles pretmon niveles elevados d&B en el citoplasma,
excepto para el tiempo de 5 min, que esirdto tratamiento que presentd un nivel
apreciable de expresion nuclear dexBF En cambio, en las células resistentes, se
observa presencia de NIB en todos los tratamientos y ehcontrol, con un patrén de
bandas de IkB similar al de células selesibPuede decirse que la presencia deB\F
en el ndcleo de células sensibles ocuae @osis subletales (5 min) menores a ladDL
(7 min). Mientras que las células resisésnresponden incrementando la presencia de

NF«B en el ndcleo con los distintos tiemmiesincubacion. En este caso también
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coinciden niveles menores del inhibidoredrtitoplasma con niveles mayores dexBF

en el nucleo para el tiempo de 5 min.

NFkB
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Fig. IV.17. Expresion de 4B en fracciones citoplasmaticas y ®B- en fracciones nucleares
evaluada mediante western blot, en células skess{B) y resistentes (R) a TFD-ALA, no tratadas
(0") o tratadas con TFD-ALA de 5 a 20 min. é&xraccion de proteinas se realizé 24 h post-TFD.
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CONCLUSIONES

Fue posible obtener y mantener una poblacelular derivada de la linea A549
resistente a TFD-ALA mediante cicloscesivos de irradiacion y recuperacion. Esta
caracteristica se evidencialarelevada viabilidad observadan tiempos de irradiacion
de 20 min. Las células resistentes masin menor acumulacion de porfirinas,
sugiriendo que esta propiedad puede ser uorfae seleccion al aplicar los ciclos de
TFD.

LA TFD-PplX produjo en estas célulagna recuperacion parcial de la
sensibilidad a TFD indicando que pueden texros mecanismos de resistencia. En
cambio, la TFD-Vp provoco una disminucionldeviabilidad celular en ambos tipos de
células, sensibles y resistentes, indd@ que los ciclos d&FD-ALA no indujeron
resistencia cruzada con otro FSs de localimamitocondrial. El esidio de resistencia
cruzada a FSs en células con resistemdadida es complejo e intervienen diversos
mecanismos, sin embargo, el comportansiesbservado en estas células para TFD-
PpIX y TFD a partir de otros FS fue sian al observado en otras lineas celulares
(Mayhew et al, 2001Casas et al, 2006)

En la morfologia general de las células se observaron diferencias notables
entre células sensibles y resistentes. Miemfuasal estudiar la nnfwlogia subcelular, la
identificacion de organelas duposible solo en célulasnsgbles. La respuesta a TFD-

ALA de células sensibles y resistentes fue notablemente distinta a nivel subcelular, ya
gue éstas Ultimas conservaron un citoplasma homogéneo, con presencia de vacuolas y
elementos de alta densidad electronica, mientras que las sensibles presentaron una gran
desorganizacion de las estructuras pt#gsmaticas y abundantes vacuolas. Estas
observaciones sugieren que luego de sugsdratamientos las células modifican su

respuesta a TFD a nivel subcelular.

Con respecto a los parametros asociadapoptosis las células resistentes C-12
respondieron a la TFD practicamente sinraltsus proporciones de células viables. Sin
embargo presentaron niveles detectablesdégpolarizacion mitocondrial, pero sin
liberacién de citocromo c altoplasma. Esto puede debe a que una poblacion de las
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células resistentes es capaz de gendaren respuesta a la TFD. Al igual que en
células no tratadas, las células resistembegresentan activacion apreciable de caspasa-
3, indicando que la muerte por apoptosisestd inducida, lo cual condice con la
expresion de la proteina antiapoptética BcEn cambio si hay conversién de LC3-II,
consistentemente con la observacion de elasude doble membrana en la microscopia

electronica.

Fue posible detectar lpresencia del factor NBB en el nucleo de células
resistentes sometidas a TFD-ALA en todcs tiempos de irradiacion e incluso en el
control sin TFD. En cambio en las célulassbles, Gnicamente con la dosis mas leve
de TFD fue posible observar la localizatinuclear de este factor. El patron de
localizacion nuclear de NdB condice con los niveles cit@ggdméaticos de su inhibidor
IxB. Estos resultados sugieren que la actracie este factor asiado a supervivencia
es un evento mas relacionado con un efectoga lplazo de la TFD, mientras que las
células que reciben un Unicatamiento fotodinamico solactivan esta respuesta con
dosis no solo subletalesino también menores a la RBlo cual ha sidaeportado para

otras lineas celulareB4pozzi et al, 2011)
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SEGUNDA PARTE
CULTIVOS TRIDIMENSIONALES

CAPITULO V
Cultivo en Esferoides multicelulares (EMCs)

Los cultivos en esferoides son agregados tridimensionales compactos que muestran
diferencias en las tasas de prolifedaci densidad celular, oxigenacion y estado
nutricional a través del volumettel esferoide, asi como necrosis espontaneas en su
centro, si se alcanza el tamafio addouaEstos gradientes pueden favorecer el
desarrollo de subpoblaciones celulares redistes agentes citot@ds (West y Moore,

1992). Por otro lado, este modelo se despojado de factores dependientes del
individuo, como ocurre en modelos anieml(Zelenkov et al, 2007), y es a su vez
notablemente mas representativo a niespresion génica y respuesta frente a

tratamientos que un cultivo bidimensal (Friedrich et al, 2009).

En gran medida, la relevancia del miodde esferoides multicelulares (EMCs)
reside en tres aspectos principales que generan un entorno comparable al de
microtumores y son a su vez cualidades gian influencia enel resultado del
tratamiento fotodinamico:

- Desarrollo de matriz extracelular e irteciones celulares (Smalley et al, 2006;

Elliot y Yuan, 2011)
- Establecimiento de la resistencia nudtular (Desoize y Jardillier, 2000; Gil-
Cardeza ML et al, 2010)

- Generacion de gradientesiféthhaeuser et al, 2010)

Numerosos trabajos proponen un mecanisd® resistencia a tratamientos
antitumorales mediada por la propia aregtura tridimensional del EMC, lo cual
sugiere una via de supervivencia a TFDralt@va a la expresion de factores de
sobrevida (West y Moore 1992; Bateakt2000; Desoize y Jardillier, 2000).

Los experimentos presentados en eafgtulo tienen como objetivo determinar

las condiciones de crecimiento adecuadas para la obtencion de EMCs para luego
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investigar si la TFD-ALA en esferoides presenta resistencia multicelular, y en ese caso,
los mecanismos que conllevan a la sobmevittniendo en cuenta que el modelo
tridimensional es fisioldgicamente mas representativo que los ensayos realizados en

cultivos en monocapas (bidimensional).

V.1.0Obtencién de esferoides

Como se puntualiz6 previamente ela Introduccion, existen diversas
aproximaciones metodolégicas para la obtendé EMCs. Entre elg el cultivo sobre
sustratos no adherentes como el agar,uea técnica de bajo costo y sencilla
implementacion, por lo cual se adoptémm metodologia pardniciar el cultivo
tridimensional.

Con el objetivo de determinar la densidad celular 6ptima para la formacion de
esferoides, se prepararon placas de 6 pocillos cubiertas con 2 ml de agar:RPMI (1:1) y
sobre esta matriz no adkate se sembraron dermitbs celulares entre 1X1p 1x1¢
céls./ml. Los cultivos fueron monitoreaddsrante 15 dias, renovando dos tercios del
medio cada 48 h.

Al cabo de 7 dias se tomaron muestradodecultivos y mediante el software de
adquisicion de imagenes y datos QCapRie se determinaron los diametros mayor y
menor de al menos 10 EMCs para cada dedsie siembra. Se tomd el diametro
mayor como medida de tamafo del EMC yca&uld la relaciorentre el didmetro
mayor y menor para obtenerauaproximacion a la esfericidlale la estructura (Tabla
V.1).

1x10* 113,3+ 75,1 1,2+0,6
2x10* 294,6 + 38,6 1,1+0,3
5x10* 466,6 + 41,8 1,1+0,2
1x10° 756,3+12,2 1,6+0,8

TablaV.1. Diametro mayor y relacién al diametro menor de esferoides segun la densidad inicial de
siembra al cabo de 7 dias de iniciado el cultivas valores representan la media + SD: desviacion
estandar.
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La densidad de siembra de 1%t@ls./ml fue descartada por el reducido tamafio
de los esferoides y la elevada dispersidnetisional. Muchas de las células sembradas
permanecieron aisladas en suspensién. La siembra dé t&K)Yml también fue
descartada debido a que se obtienen estsaitly irregulares y tienden a fusionarse.
En cambio, las densidades de 2 y 3xdéls./ml presentaron buena relacién entre los
diametros mayor y menor (cercana aalipque una siembra inicial de 5%i&ls./ml

permite obtener EMCs de mayor tamafio.

La formacion de EMCs debe prolongagsor un tiempo tajue no solo permita
la aglomeracion celular, sino también la caetacion de la estruatay de modo que se
establezcan las condiciones propicias paradestel efecto de la TFD en este modelo.
El tiempo en el cual se alcanza un bggado de compactacion es a los 7 dias de
iniciado el cultivo a partir dia densidad celular previamte seleccionada (Fig. V.1).

Fig.V.1. Formacion de esferoides a partir del dia de siembra (A), en el dia 2 (B), dia5 (C)ydia7 Dy
E) Densidad de siembra: 5X1€¥ls./ml. Barra de escala: 206n..

A fin de estandarizar la siembra y permitir comparaciones entre EMCs y
monocapa, se cuantificaron las células pramedr EMC. Para ello, los EMCs de al
menos 10 pocillos fueron contabilizadoslyego tripsinizados hasta obtener una
suspension celular homogénea. Alicuotas ti& ®sspension fueron contadas mediante

la técnica de Tripan blue incluyendo@rconteo las células muertas.

Densidad de siembra 5x10” céls. / ml
Cantidad promedio de EMCs por pocillo 42,2 +18,7
Cantidad promedio de células por EMC 1866,1 + 194,6
Porcentaje promedio de células muertas 121+24

TablaV.2. Cuantificacion de células por EMC al catte 7 dias de iniciado el cultivo.
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De la Tabla V.2 se deduce que aba@ade 7 dias de cultivo se obtiene una
densidad final de células en EMCs de aproximadamente 7,8&E¥ml, indicando que
hay proliferacion celular, aunque a una tagecho menor que las células en monocapa
(tiempo de duplicacion: 22 h) y con un maymrcentaje de células muertas (en una

monocapa saludable no alcanza el 5%).

V.2.Curva de crecimiento

Con el objetivo de identificar el tiempo de viabilidad del cultivo de EMCs se
midié el diametro mayor de atenos 10 esferoides cada dia, a partir del dia 3 (cuando
comienzan a observarse aglomeraciones) y ledslia 15, siendo el @i0 el de siembra.

La medida del didmetro es un indicador adecude la viabilidad del esferoide, puesto
gue una reduccion del diametro implica la jpdle células superficiales que forman el
cordon de proliferacion (Borat-Floeck et al, 1991).

La densidad de siembra de 5%iéls./ml permiti6 obtener esferoides compactos,
con buena esfericidad aunquencderta dispersion en dotamafos. A los 7 dias de
cultivo, la variabilichd en tamafios se registrd entre 200 y @89 de didmetro
(Fig.V.1). Transcurridos los 10 dias, eltouo comienza a deteriorarse; se observa un
aumento del diametro promedio de los esties y las células pierden cohesion. Luego
de 15 dias la estructura se desarma parciaémese pierden célulatesde la superficie
(Fig.V.2) aunque bajo condiciones de agilacseria posible prolongar la viabilidad del

cultivo y aumentar el tamafio final de los EMCs.
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Fig.V.2. Variacion del tamafio promedio de EMCs en funcion del tiempo de crecimiento. Las células

se sembraron en agar:RPMI (1:1) en una densidad de * &€/ ml y se monitoreé bajo
microscmio el diametro maor durante 15 dias. Los valoresnesentan la media £ SD

Para los siguientes experimentos i dl dia 7 del cultivo como punto final
para tratar a los EMCs segun las diferentes condiciones establecidas. En esta fase, los
EMCs se encuentran aproximadamente en la mitad de su periodo viable, lo cual implica
que hay una cierta capacidad proliferativa de las células masasxtdenmodo que es
comparable a la fase en la que se utilizan las células en monocapa para llevar a cabo los

experimentos.
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CONCLUSIONES

Se establecieron las condiciones deiwanlien esferoides de la linea celular
A549.

Se selecciond una densidatlular de siembra de 5xX10céls./ml como
procedimiento estandar para el cultivo de vien base al tamafio y la esfericidad
obtenida en esas condiciones de cultivo.

Se establecié un tiempo de crecimiento de 7 dias para los EMCs que de acuerdo
al nimero total de células contabilizadasresponde aproximadamente a una fase de
crecimiento que se encuentra en la chidal periodo de viabilidad del cultivo.

Aln en etapas viables, el cultivoepenta porcentajes de células muertas
mayores respecto de la monocapa, que podraresponder a célulakel interior del
EMC.

La homogeneidad de tipo celular que prean los esferoides y la ausencia de
vasculatura, permite estudiar los efectoslaldFD sobre las ddélas tumorales y su
diferenciacion en la conformacién tridimensibris por estas razones que el modelo de
esferoides es relevante pataestudio de la TFD.
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CAPITULO VL.

TFD con porfirinas enddgenas a partir de ALA en EMCs

La incorporaciéon del FS, o de su precutsiotdégico a nivel intratumoral es uno de
los condicionantes principales en la efectddle la TFD. Si la distribucion del FS no
es homogénea o es derivada en mayor prapoalisistema reticaendotelial, la accién
antitumoral de la TFD se vera notafvlente reducida (Xiao et al, 2005).

El modelo de EMCs permite el estudio ldedinamica de los FS en una estructura

tridimensional, similar a la de microtunesr, independientemenrde la vasculatura.

VI.1. Sintesis de porfirinas en EMCs a partir de ALA

La sintesis de porfirinas paddrverse alterada por lasttibucion de las células en
los EMCs respecto de las ciélsien monocapa. El ALA esa molécula hidrofilica que
presenta escaso transporte a través daeelabrana plasmaética, por lo cual es probable
que la arquitectura de las células en EMEstrinja la produccién de PplX. Con el
objetivo de evaluar cusitativamente la sintesis de fiobnas en ambas conformaciones
del cultivo, las porfirinas sintetizadaa partir de ALA fueron cuantificadas

espectrofluorométricamente prewatraccion quimica con HCI 5%.

VI.1.1.Curva de concentracion

La sintesis de porfirinas se evalw distintas concentraciones de ALA
(0,5-2,5 mM) que no resultan toxicas para laleglcon un tiempo fijo de incubacion de
3 h en las dos conformaciones de crecimoiertanto en el cultivo de células en

monocapa como en ECMs.
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N

Porfirinas (pg / célula)
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Fig.VI.1. Sintesis de porfirinas en funcion dectancentracion de ALA. Las células A 549 crecidas

en monocapa y en EMCs, se incubaron con diferentes concentraciones de ALA en medio sin suero.
Luego de 3 h de incubacion a 37°C, encuoslad, se extrajen y cuantificaron
espectrofluorometricamente las fidnas intracelulares. Paralelamagtesferoides de tres pocillos
fueron utilizados para conteo de células (vivasyertas) por tripdn blue, a fin de relativizar la
cantidad de porfirinas por célula. Los valores representan la media + SD: desviacion estandar.

Puede observarse en la Fig VI.1 queeérultivo en monocapa se llegé a un
plateau en la sintesis gerfirinas a una concentraci@e ALA 0,5 mM, mientras que
en el cultivo en esferoides la mismaog#uvo con ALA 1mM. Estos resultados indican
un leve retraso en la satar@dn de sintesis de PplX dos EMCs, aunque la cantidad
total de porfirinas que se acumulan no difiere significativamente entre las células en

monocapa y EMCs en el randge concentraciones ensayado.
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VI.1.2.Curva de tiempo de incubacién

Se estudié la sintesis gerfirinas en las dos modalideside cultivo, a distintos
tiempos de incubacion (3-16 h) con unacantracion fija de ALA 1 mM (Fig. VI.2).

0,5

0.4

0,3

0.2 F

Porfirinas (pg / célula)

—e— Monocapa
—e— Esferoides

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Tiempo (h)

Fig.VI.2. Sintesis de porfirinas en funcion del tiempo de incubaciéon con ALA. Las células A 549
crecidas en monocapa y en EMCs, se incubaron con diferentes concentraciones de ALA en medio sin
suero. Luego del tiempo de incubacion (0,5 a 16 h) a 37°C, en oscuridad, se extrajeron y cuantificaron
espectrofluorometricamente las fixmnas intracelulares. Paralelamagtesferoides de tres pocillos
fueron utilizados para conteo de células (vivaswyertas) por tripdn blue, a fin de relativizar la
cantidad de porfirinas por célula.Los valores @gpntan la media + SBesviacion estandar.

A plazos cortos (3 h) se observo que ainanto de la sintesis de porfirinas en
funcién del tiempo de incubacion, es simif@ara ambos tipos de cultivo, pero a
tiempos largos (16 h) la cinética de eBi$ en la monocapa es mayor que en los
esferoides, (0,41 + 0,01 pg porf / cél. monocapa ; 0,28 + 0,10 pg porf / cél. esferoides).

La extraccion quimica de porfirinas intracal@s mostré que aunque el plateau de
sintesis de porfirinas se alcanza antekenonocapa que en los esferoides, la cantidad
de porfirinas sintetizadaso varia significativamente entre ambas modalidades de
cultivo (Fig. V1.1 y VI.2). Esta diferencia en el tiempo de saturacion podria deberse a
un leve retraso en la llegada del ALA a tdulas del interiodel esferoide, que no
repercute en la cantidad final de porfirinagetizadas. Para el tiempo de incubacion de
3 h, que es la condiciébn empleada para la posteradiacion, lomiveles de porfirinas
acumulados son similares en tiss modalidades de cultivo.
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VI.3. Determinacion de Dig

Habiendo establecidodacondiciones de incubacién parssiatesis d@orfirinas en
EMCs de manera que sean comparablesla®mrondiciones previamente establecidas
para la monocapa, se procedio a evaluardhiMiad celular luegde distintas dosis de
TFD-ALA.

Para determinar la Bb en los esferoides, los mismos fueron previamente
disgregados con tripsina ysembrados en placas nuevas.

Las curvas de supervivencia post TFQ(se el ensayo de MTT mostraron en el
cultivo 3D un ligero corriménto (2 min) de la D y para una irradiacion de 20 min

una mayor supervivencia de células efermédes (31,9 + 8,7%) respecto de la
monocapa (9,3 £ 0,8%) (Fig. VI.3).

100 ¢ —e— Monocapa
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Fig.VI.3. Curva de supervivencia celular 1 h post-TFD-ALA. Las células en monocapa y los EMCs se
incubaron con ALA 1 mM en medio sin suero durante 3 h y fueron irradiados durante distintos
tiempos. Al cabo de 1 h se realiz6 el ensayo de MTT. Los valores se expresan como porcentaje
respecto del control no iluminado, y representan la media + SD: desviacion estandar
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Debido a que el método de MTT debid selaptado al modelo de esferoides, se
empled el ensayo de fosfatasa acida (AFHiedrich et al 2007 y 2009) que permite
evaluar la viabilidad celular empleandarocedimientos similares para las dos
modalidades del cultivo,rsinecesidad de disgregar los EMCs (Fig. VI.4).

La diferencia de superviveia celular para una misma dosis de TFD es evidente
mediante ambos ensayos, MTT y APH, sirbargo, los resultados de APH muestran
una mayor supervivencia celular en m@os largos de irradiacion (20 min),
especialmente en la monocapa (APH: 22,3 £ 2,5.%; MTT: 9,3 + 0,8%). Se observa un
corrimiento de la Dby para la monocapa de 7 a 8 miny de 9 a 12 min en kg DL

correspondiente a los esferoides.
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Fig.VI.4. Curva de supervivencia celular 1 h post-TFD-ALA. Las células o los EMCs se incubaron
con ALA 1 mM en medio sin suero durante 3 h y fueron irradiadas durante distintos tiempos. Al cabo
de 1 h se realiz6 el ensayo de APH. Los valeesexpresan como porcentaje respecto del control no
iluminado, y representan la media + SD: desviacion estandar

Los distintos ensayos de viabilidad celuldTT y APH utilizados para evaluar el
efecto de la TFD en los EM(Big. V1.3 y 4) revelan una spuesta diferencial entre la
monocapa Yy los esferoides, reflég en un corrimiento de las Bl de
aproximadamente 2 min para estos ultimosstrando asi los cultivos 3D, una mayor
resistencia a iguales dosis luminicde TFD; este efecto es mas pronunciado

especialmente a partir de los 10 min de irradiacion.
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Esta resistencia asociada a la multigeidad puede estar vinculada a factores
como la distribucion de la PplX induciger el ALA (pero no sus niveles de sintesis,
Fig VI.1), la accesibilidad de la luz elas distintas zonaslel esferoide o la
disponibilidad de oxigeno para el inicite las reacciones tfmguimicas; factores
condicionantes de kefectividad de la TFD (Olive purand 1994; West y Moore, 1992;
Kamuhabwa et al, 2003).

VI.4. Distribucion de PpIX endégena en EMCs

Si bien la sintesis de porfirinas no muestra diferencias significativas entre las
células en monocapa y en esferoides, es importante indagar qué zonas del esferoide son
las responsables de esa sistgsuesto que de presentara distribuciérheterogénea,
por ejemplo mayormente en las capas supeldiidel esferoide, la efectividad de la
TFD se veria restringida Unicamente a datulas capaces de captar y metabolizar el
ALA. La distribucion en esferoides hsido estudiada para FS como hipericina,
Photofrin, ftalocianinas, y derivados @& A, siendo en algunos casos uniforme y en
otros casos heterogénea, dependiendd=8el el tipo celular (Bigelow et al, 2001,
Kamuhabwa et al, 2003, Xiao et al, 2005).

A fin de visualizar la distribuciéon déa fluorescencia propia de la PplX,
esferoides incubados con ALA 1 mM duraf&h fueron incluidos en agar-RPMI y se
observaron al microscopio confocal entidi®s planos partiendo desde la superficie
hacia el interior del esferoide ¢~i VI.5). Se incluyd un control con SA
1 mM, inhibidor de la sintesis de porfieis a partir de ALA,para verificar la
especificidad de la fluorescencia de la PplIX.

Se observo una distribucion uniforme dentensidad de fluorescencia en todos
los planos analizados del esfiele. La incubaciomon SA inhibe en todos los planos la
sintesis de PplIX a partir de ALA, indicandoe la fluorescencia skebe a la captacion
y metabolizacién de este precursor. Se utilizé6 un tiempo de incubacion de 18 h para
favorecer la relacion entrefsd de fluorescencia y sefidé fondo en la imagen. La
distribucion de la fluorescencia a las 3 hsewsilar a la de 18 h, aunque con menor
intensidad.

En el capitulo siguiente se intigaran los otros posibles factores
condicionantes de lkaficacia de la TFD.
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Fig.VL.5. Distribucion de PpIX endogena a partir de ALA 1 mM en EMCs. Los EMCs fueron
incubados con ALA 1mM durante 18 h, incluidosagrar:RPMI y montados para su visualizacion por
microscopia confocal. Se analizaron distintos planos del EMC desde la superfiaie:(AD 20 um

(B), 40um (C) y 60um (D). Control sin ALA (E). Coincubacién con ALA y succinilacetona 1 mM
en planos de m (F), 20um (G) y 30um (H) desde la superficie del EMC.
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CONCLUSIONES

Los EMCs son capaces de captar y metadokl ALA de manera similar a las
células en monocapa en un tiempo de incidimade 3 h. Alcanzando el plateau de
sintesis de porfirinas a una concentragl@nALA levemente mayor que en el cultivo
bidimensional. En cambio, a largo plazo (16 la monocapa presenta una cinética de
acumulacion mas rapida que los EMCs, pbddaente debido a una mayor exposicion

de superficie en contacto con la droga.

Se encontré6 un corrimiento de +2 min de lasPLpara el tratamiento
fotodinamico de esferoides y un porcentdgesupervivencia 20¥ayor en EMCs para
el mayor tiempo de irradiacion (20 min). Anteplasibilidad de que esta diferencia fuera
un artefacto de la adaptacion del au&t de MTT a EMCs (dado que implica
disgregacion y adhesion deslaélulas provenientes de EMCs tratados), se realizé el
ensayo de APH. El comportamiento olselo resultd el mismo, confirmando la
respuesta diferencial a la TFD de los EMEspecto de las células en monocapa.

El ALA es una molécula permeable, hidlich y pequefia, capaz de alcanzar las
capas internas del esferoide. Segun estsgtaglos, una conceattion de ALA1 mMy
un tiempo de incubacion de 3 h permiteandiciones comparables entre células
cultivadas en monocapa y en EMCs, ya lggeporfirinas se distribuyen uniformemente
en estos udltimos. Por lo tanto, la sintedis porfirinas, tanto cualitativa como

cuantitativamente no es responsabléadesistencia multicelular observada.
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CAPITULO VI
Muerte celular por TFD gartir de ALA en EMCs

El modelo de EMCs difiere de los dutis en monocapa, en la conformacion
tridimensional de las células. Por ese mmtia posibilidad de aplicar TFD en EMCs
permite establecer si la arquitectura del ealiy el contacto entre las células ofrecen un

entorno mas cercano a la respuesta al tratamiento.

VII.1. Morfologia e histologia post TFD-ALA

Como primera aproximacion aktado general y la funcialidad de los esferoides
post TFD-ALA se realizaron tinciones morfolégs tanto en esferoides intactos como

en cortes histologicos.

VII.1.1. Tincién diferencial para ApoptosisNecrosis en EMCs intactos

La disminucion en la viabilidad cetwr post TFD se verifica en el aspecto
externo de los esferoides, mostrando célglas se desprenden de la superficie y un
aumento de la transparenda la estructura (Fig. VI. A-D). El fotodafio producido
por la TFD se visualiz6 mediante tinciériedencial con NA/BE que permitié detectar
la presencia de células muertas (de fluomseenaranja) en la superficie de los
esferoides, las cuales aumentan con elpgeme irradiacion, asi como la pérdida de

compactacion de la estructura del esferoide (Fig. VII.1 E-H).

VII.1.2. Morfologia nuclear en EMCs intactos

Al realizar la tincion con Hoechst é&eMCs previamente fijados en metanol y

permeabilizados con Triton se observé la morfologia nuclear de las células de la

periferia y las capas mas externas de la dshiaicSegun se observa lanFig. VII.2, el



Resultados y Discusiones Muerte celular por TFD a partir de ALA en EMCs

nimero de células con nulcleos condensadasnan abundante como en las células en
monocapa para los tiempos de irraddaciaplicados, aunque sde verifica el

desprendimiento de células de la superficie.

A

0'®"

100 pm

Fig.VIl.1. Morfologia general (a-D) y tincién difereial con NA/BE (E-H) en esferoides sin
tratamiento (A y E), o tratados con TFD durante 5min (B 'y F), 10 min (Cy G) o0 20 min (D yH). Lo
EMCs fueron resuspendidos en medio sin suero, incubados con ALA 1 mM durante 3 h e irradiados
en un banco de tubos fluorescentes. Al cabo de 1 h, se resuspendieron en PBS y se tifieron con NA/BE

para su observacion al microscopidfiderescencia. Barra de escala: 100.

Bl

100 um

Fig.VIl.2. Morfologia general (A-D) y tincion nuclear con Hoechst (E-H) en esferoides sin
tratamiento (A y E), o tratados con TFD durante 5min (B'y F), 10 min (Cy G) o0 20 min (D yH). Lo
EMCs fueron resuspendidos en medio sin suero, incubados con ALA 1 mM durante 3 h e irradiados
en un banco de tubos fluorescentes. Al cabd de se los fij6 en metanol y se permeabilizé con
Tritén. Luego se realizé la tinciébn con Hoechst 3358 para su observacion al microscopio de
fluorescencia. Barra de escala: 100.
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VII.1.3. Tincidn con hematoxilina-eosina

Mediante tincion con hematoxilina-enai se analizaron las caracteristicas
histoldgicas de esferoides sin tratamientoatados con distintas dosis de TFD. Segun
se observa en cortes de esferoides nodiatala estructura presta una superficie
uniforme y compacta, con estrecha ingagin de las célulagiue componen el
esferoide. Se ven también indicios de @ifeciacion secretora, mostrando vacuolas de
secrecion y abundantes granulos en ldsla® individuales. Asimismo, se observan
areas huecas en el centro de algundsr@des, con signos de secrecion. Esta
caracteristica es consistentada naturaleza histolégica de la linea celular, proveniente
de un tumor epitelial de tipo adenocarcinoma (Fig VII.3).

Al aplicar dosis crecientes de TFD sbservan nucleos condensados y con
tinciones atipicas, con la cromatina dispaest la periferia dentcleo. A medida que
aumenta el tiempo de irradiacion se eviaruna pérdida progresiva de compactacion
de la estructura y se piertdedistincion de los limites celres; aumenta la granularidad
del citoplasma y se observagrcantidad de nucleos condados. En todos los tiempos
de irradiacion es posible wetar células aparentemenintactas que conviven con

células claramente dafadas.
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Fig.VIL.3. Tincién con hematoxilina-eosina en cortes histologicos de esferoides sin tratamiento (A 'y
B), o tratados con TFD durante 5min (C y D), 10 min (Ey F) 0 20 min (G y H). 1 h luego de la TFD

los EMCs fueron fijados en formol 10% y procesados para su inclusion en parafina. Las flechas
indican nlcleos apoptéticos o areas de dafio celular. Las imagenes corresponden a aumentos de 100X
(panel izquierdo), 600X (panel derecho).
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VII.1.4. Tincién del acido periddo de Schiff (PAS)

A fin de verificar las propiedades secretodas cultivo, y analizar el efecto de la
TFD sobre las mismas, se realizo la timcide PAS (reaccion del &cido periédico de
Schiff), que permite visualizar mucopolisadas de secrecion (Figll.4). La tincion
de PAS es frecuentemente utilizada pardiajnostico y la clasificacion de tumores de
pulmén como adenocarcinom@¥arnock et al, 1988; Dukiet al, 2011).

En los esferoides no tratados se observa una fuerte marcacién de células positivas
para PAS, confirmando la presencia pleductos de secrecion en las areas huecas
observadas en la tincibn con hematoxilina-eosina.

En los esferoides tratados con dosis de&2b min de TFD se observa una pérdida de
la tincidn, lo cual es un indicador de dafio @luhdemas de una pérdida en la cohesién
celular. Con la menor dosis luminica aplicagiase aprecia una limitacion de la tincion
en la periferia del esferoide, que se dillgaemente hacia el centro. En cambio, en las
dosis luminicas mas altas, se observa magor heterogeneidad, en la que conviven
escasas células secretoras remanentes con células que han perdido esta capacidad, lo
cual se refleja en la palida tidci que presentan e citoplasma.

VII.1.1. Inmunodeteccién de Ki67

La pérdida de productos de secrecion srckulas del esferoide indica que la TFD
podria alterar la funcionalidad de las células tumorales. Por este motivo, se evaluo la
capacidad proliferataiva de las células elnesferoide luego de aplicar TFD-ALA
mediante inmunodeteccion de Ki67, una praeéxpresada Unicamente en células en
fases del ciclo celular. Es también un caaor de uso diagnostico y prondéstico para
analizar el estado prolifertad de tumores de pulmon (Ciancio et al, 2012; Khojasteh et
al, 2012).
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La deteccion de Ki67 en esferoides cohtndica una mayor presencia de células
proliferativas en la periferia formando umsaperficie que da aspecto compacto al
esferoide, con marca nuclear intensa, observandose menos células positivas hacia el
centro. En cambio, en los esferoides tratados, las células positivas se restringen a la
periferia y muestran una morfologia relatnente conservada, aunque en algunos

casos, con tincion atipicait@plasmatica). Se evidencia también una pérdida en la

cohesion celular con el aumento detlempos de irradiacion (Fig. VII.5).

Fig.VIl.4. Tincion con PAS en cortes histologicos de esferoides sin tratamiento (A), o tratados con
TFD durante 5min (B), 10 min (C) o 20 min (D). 1 h luego de la TFD los EMCs fueron fijados en
formol 10% y procesados para su inclusidon en parafina. Las imagenes corresponden a aumentos de
100X.
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Fig.VIL.5. Deteccién inmunohistoquimica de Ki67 en cohissoldgicos de esferoides sin tratamiento

(A), o tratados con TFD durante 5min (B), 10 min (C) o 20 min (D). 1 h luego de la TFD los EMCs
fueron fijados en formol 10% y procesados paranclusion en parafina inmunodeteccién con un
anticuerpo policlonal de cabra 1:400 (Santa Cruz). Las imagenes corresponden a aumentos de 100X.

VIIL1.1. Inmunodeteccion del factanducido por hipoxia (HIF 1)

Las células tumorales se adaptan adadicion hipoxica propia de los tumores
induciendo genes involucrados en la angiegén o el metabolismo de la glucosa
mediante la expresion del factor deanscripcion inducild por hipoxia (HIF),
constituido por dos subunidades, Hi&d HIF1{f (Zhou et al, 2011). Su activacion
incrementa la capacidad invasiva y el potehgietastatico de las células y en muchos
casos, su inhibicion esta agma a la disminucion del ecimiento tumoral (Semenza,
2003).
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Numerosos trabajos demuestrarcdg@acidad de expresion de Hl&kn células
A549 en respuesta a hipoxia, aunque endiones normales deultivo los niveles
basales de expresion no son detectables (Zhak) 2008; Oike et al, 2012; Schilling et
al, 2012; Ye et al, 2012).

En los siguientes experimentes evalud la expresion de Hllelen EMCs
mediante inmunocitoquimica antes y despde distintas dosis de TFD-ALA.

Segun los resultados obtenidos, los ENd@&ssentan una expresion moderada de
HIF1-a, con localizacion nuclear (Fig. VII.6)a distribucion de la marca en el
esferoide no es uniforme, sino que se observan numerosas células con marcacion y
células contiguas no marcadas. Con un tiedwaoradiacién de 5 min no se detecta un
cambio significativo en l&xpresion de HIF1:, aunque se ve un leve aumento de la
cantidad de células con marca nucl&ar cambio, tanto para tiempos de 10 como de 20
min de irradiacion se observa la pérdida la marca y los cambios morfolégicos
previamente descriptos.

Al cultivar las células de modo tridimensional, ocurre un cambio desde el
metabolismo aerdbico al hipéxico que incluyeiagiones en el pdtfde expresion de
proteinas asociadas al mantenimiento dettai@sra y el aprovechamiento de energia,
entre ellas: VEGF, Ki6{Takagi et al, 2007f3-catenina (Weiswald et al, 2010), HIF1-
a (Marushima et al, 2011).

El tratamiento fotodinAmico sublet@lodria no sélo no tener efecto en la
eliminacién de las células tumorales sina b contrario, favorecer la resistencia
mediada por factores de supervivenclagaomo HIF segun se ha reportado también
para tratamientos de radiaa@ia (Schwartz et al, 2011)quimioterapia (Doublier et al,
2012). En cambio tiempos de irradiacion similares o superiores asgarikcadamente
afectan la expresion de HIF en toda la estmacdel esferoide, con lo cual se confirma
una disrupcién funcional generalizada de lauesura junto con laisminucién de Ki67

y de la capacidad secretora de mucopolisacaridos.

Segun indican estos resultados, la estracinterna y la diferenciacién de las
células en el esferoide senvalteradas por la TFD-ALAsefialando que el efecto no es

anicamente superficial, sino también en las capas internas del esferoide.
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Fig.VIl.6. Deteccién inmunohisgjuimica de HIFXk: en cortes histologicos de esferoides sin
tratamiento (A y B), o tratados con TFD durante 5 min (Cy D), 10 min (Ey F) 0 20 min (Gy H). 1 h
luego de la TFD los EMCs fueron fijados en formol 10% y procesados para su inclusiéon en parafina e
inmunodeteccién con un teuerpo policlonal de conejo D@ (Cell Signalling). Las imagenes
corresponden a aumentos de 250X (A y C), 100X (E y G), 400X (B y D) y 1000X (F y H).
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VII.2. Apoptosis y Necrosis post TFD

En los ensayos realizados en monocapa fue posible caracterizar los mecanismos que
llevan a la muerte celular. Al cambiardanformacion del cultivo, podria establecerse
una respuesta diferencial a la TFD medipdala resistencia multicelular. El objetivo
de los siguientes experimentos fue investigps mecanismos de muerte celular en

EMCs en respuesta a la TFD-ALA y caanarlos con los observados en monocapas.

VII.2.1. Tincién diferencial para ApoptosisNecrosis en EMCs disgregados

Al realizar la tincion de las células prowentes de los esfddes disgregados se
observé una mayor proporcion délulas viables comparasl con un mismo tiempo de
irradiacion en células en monocapa. Asita un tiempo de irradiacion de 20 min, que
en la monocapa resulta letal para granepdetla poblacion celuld88,2 + 0,4% células
apoptaticas), se observo en los esferoidel,7 + 2,4% de células apoptéticas al cabo
de 1 h post TFD, el cual es signdtivamente menor (Fig. VII.7 y 8).
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Fig. VII.7. Tincion diferencial con NA/BE de células provenientes de monocapas (A-D) o EMCs
(E-H) sin tratamiento (Ay E) 0 1 h post TFD de 5 min (B y F), 10 min (Cy G) y 20 min (D y H).
Las células o los EMCs tratados con TFD-ALA se tripsinizaron y a una alicuota de la suspension se
le agreg6 la mezcla de NA/BE. Se contaronn@nos 200 células bajel microscopio de
fluorescencia para cada tratanto. Barra de escala: 20fn.
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Fig.VIl.8. Cuantificacion de células apoptéticas moentes de monocapas o de esferoides
disgregados 1 h post TFD a distintos tiempos de irradiacion mediante tincion con NA/BE Las valore
representan la media + SD: desviacion estandar. (*p<0,05 respecto del mismo tiempo de ixadiacion
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VII.2.2. Externalizacion de fosfatidilserina

La marcacion con An/IP revel6 diferergiaignificativas entre la proporcion de
células apoptéticas totales provenientesramocapas (64,2 + 5,5%) y de esferoides
(1,5 + 0,9%) para el tiempo de irradiacion2feminutos. (Fig. V1.9 y 10, Tabla VII.1).

El bajo porcentaje de célglaapoptéticas detectadas naade esta técnica no implica
que la mayoria de las células del esfexasdbrevivan al tratamiento, puesto que los
porcentajes de células positivas para [&i@den la membrana, signo de necrosis) son
elevados (42,2 + 7,1%, TFD 20 min). Emonjunto, resulta evidente una mayor
sobrevida de células en EMCs respectedlalas en monocapa, aunque la distribucion
de las células apoptéticas y neaas difiere marcadamente entre ambas
conformaciones del cultivo.

Los esferoides no tratados presentaron una poblacion celular que se separa de la
poblacion viable, con una marcacion levemente mas positiva para IP (Tabla VII.1,
Fig.VI.9). A medida que aumenta el tiempge irradiacion, se reduce el nimero de
células viables y aumenta en proporcién poblacion celular positivpara IP y con un
leve corrimiento correspondiena Annexina. Esta observéwisefiala la presencia de
células no viables (y probablemenecroticas) en EMCs control.

Estos resultados indicarian un mecanismo de muerte celular diferente para las
células en monocapa y las provenienteeskeroides disgregados, predominando en
estos ultimos la disrupcion parcial de la integridad de la membrana plasmatica frente a
la condensacion y “blebbing” que predomaralas células de monocapas. Es probable
que el conteo visual de células apoptéticas provenientes de EMCs basado en tincién con
NA/BE no permita distinguir claramente esttpos de muerte, llevando a un conteo

sesgado por exceso délulas apoptéticas.
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Fig. VII.9. Marcacion con An/IP de células provenientes de monocapas (A-D) o EMCs (E-H) sin
tratamiento (Ay E) 0 1 h post TFD de 5 min (B y F), 10 min (Cy G) y 20 min (D y H). Las células

o los EMCs tratados con TFD-ALA se tripsinizaron y resuspendieron en buffer de binding. Se
agreg6 Annexina V-FITC e IP para su andlisis por citometria de flujo
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Fig.VIl.10. Cuantificacion de células apoptoticasopenientes de monocapas de esferoides
disgregados 1 h post TFB distintos tiemposle irradiacion mediante marcacion con An/IP Los
valores representan la media + SD: desviacién estandar. (*p<0,05 respecto del mismo tiempo de
irradiacion.
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Viables 97,2+0,1* 741%58 91,4+15* 691+83 66,1+4,1 62,6+121 27,1+3,6 558+114%*
Apoptosis temprana 1,1+0,1 1,1+1,1 26+18 1,8+1,3 95+21%* 1,6+1,2 6,1+4,2 1,3+1,1
Apoptosis tardia 1,1+0,1 1,7+1,1 32+172 21+1,2 17,2+21%* 1,2+13 594+13% 12+1,1

Necrosis 05+0,1 24,7+4,3* 28+16 29,9+52* 72+0,1 346+53%* 87+19 422+8,4%*

Tabla VII.1. Cuantificacion de células viables, apoptéticas y necrgpicasnientes de monocapas 0
de esferoides disgregados 1 h post TFD a thistiiempos de irradiacion mediante marcacién con
An/IP. (*p<0,05 respecto del mismo tiempo de irradiacidwf valores representan la media + SD:
desviacién estanc.

VII.2.3. Integridad mitocondrial

Si el mecanismo de muerte celular post TFD en los EMCs no es la via clasica o
intrinseca que se observo previamente endalulas en monocapa, los marcadores de
apoptosis asociados a este mecanismo aebeefflejar ese comportamiento. Con el
objetivo de estudiar la via apoptética indéna en los EMCs se analizd por citometria
de flujo la retencion de Rh 123 en mibodrias y la liberacién de citocromo c al
citoplasma.

No s observaron diferencias en Ibsstogramas de células tratadas y no
tratadas, indicando que no ocurre la desjzaaion de la membrana mitocondrial en
células de EMCs (Fig.VII.11). La deteccién@cromo c en el citoplasma es también
un signo de disrupcion ddim. Se observa presencia deociomo ¢ en el citoplasma
aunque en menor proporcion respecto deéulas en monocapa. (Fig. VI1.12).

Estos resultados respaldan la baja proporcion de células apoptéticampreei

observada.
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Fig. VII.11. Histogramas correspondientes a fluoresizede Rh 123 de células provenientes de
EMCs no tratados (rojo) o 1 h post TFD 10 min (negro) o 20 min (verde). Las células fueron
tratadas con TFD tripsinizadas al cabo de una hora e incubadas con Rh {iRB pEda ser
analizadas en un citémetde flujo Partec PAS llI.
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Fig. VII.12. Expresion de citocromo ¢ evaluada mediamdstern blot, en la fraccion citosdlica de
células en monocapa o provenientes de EMCs no tratadas o tratadas con TFD-ALA con distintos
tiempos de irradiacion. La extraccion geteinas se realizé 1 h post-TFD.

VII.2.4. Expresion de caspasas

La expresion de caspasa-3 es una deptateasas clasificadas como efectoras,
asociada a la activacion de la via intraasePara la activacion de esta caspasa es
necesario el clivaje de su precursor, prpaga-3. Como se sefial6 previamente, la
desaparicion progresiva del precursor gtecaspasa-3 indica lactivacion de esta
proteasa en células tratadas en monocapa. En cambio, en extractos de EMCs no se

observa una disminucién signifioaa del precurso(Fig. VII.13).
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Fig. VII.13. Expresion de procaspasa-3 evaluada mediaestern blot, en la fraccion citosolica de
células en monocapa o provenientes de EMCs no tratados o tratados con TFD-ALA con distintos
tiempos de irradiacion. La extracciéngi®teinas se realizé 1 h post-TFD.

VII.2.5. Expresion de Bcl-2

La proteina Bcl-2 es parte de una fiiande proteinas pro y antiapoptoticas. En
particular, Bcl-2 tiene un efecto antiapojotque ejerce inhibiendo a otros miembros
proapototicos de la misma familia y evitando la disrupcion de la membrana
mitocondrial. En las células en monocapa se observo previamente un aumento en la
expresion de Bcl-2 en los tiempos magdar de irradiacion (10 y 20 min), sugiriendo
un efecto pro-sobrevida en respuesta a la injuria fotodinamica. En cambio, en los EMCs
la expresion de Bcl-2 se detecta aén células no tratadas y no se altera
significativamente hasta el tiempo de 20 mingkaual puede verse un leve incremento
en la expresion (Fig. VII.14). La falta garticipacidon mitocondrial en los EMCs (como

se vio en VI1.2.3) podria asociarse axpresion de Bcl-2 (Strappazzon et al, 2012).

Monocapa Esferoides
TFD 0 5 10" 200 0O 5 107 20
Bcl-2

Fig. VII.14. Expresién de Bcl-2 evaluada mediante western blot, en la fraccion citosoélica de células
en monocapa o provenientes de EMCs no tratados o tratados con TFD-ALA con distintos tiempos
de irradiacién. La extracciéon de proteinas se realizé 1 h post-TFD.
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VII.2.6. Detecciéon de LC3-II

En las células tratadas en monocappus detectar una conversion parcial a la
forma LC3-1l, mientras que en los EMCs, es de mayor intensidad la banda
correspondiente a LC3-ll specto de LC3-I. Lo questaria indicando un proceso
autofagico en los EMCs en msesta a la TFD-ALA (Fig. VII.15).

Monocapa Esferoides
0’ 5 10" 200 0° 5 10" 20°

LC3-I

LC3-Il | - M

Fig. VII.15. Expresion de LC3-1 y LC3-lévaluada mediante westermoblen la fraccidn citosélica
de células en monocapa o provenientes de EMCs no tratados o tratados con TFD-ALA con distintos
tiempos de irradiacion. La extraccion geteinas se realizé 1 h post-TFD.
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VII.3. Produccion de especies reactivdes oxigeno post TFD en EMCs

Habiendo estudiado previamente la proddicae distintas ROS como consecuencia
de la TFD en células en monocapa, seestran a continuacion experimentos cuyo
objetivo fue estudiar la prodoiéon de ROS en EMCs. Lasgionibilidad de oxigeno es
una de las limitaciones del modelo de €]y puede condicionar el resultado de la
TFD, siendo uno de los principales ejes de este tratamiento junto con el FS y la dosis
luminica (Dubessy et al, 2000; Madsen et al, 2006).

VII.3.1. Produccién de oxigeno singulete

Una de las principales ROS en iniciaagcionar el dafo celular por TFD es el
0, (Sharman et al, 2000) cuya producciéndriser evaluada mediante la sonda MVP
(Fig. VII.16).

Anteriormente se observé un marcadmanto respecto del control negativo en
la monocapa, pero en el caso de los EMCs, el porcentaje de células positiv&s para

fue menor al 10% en todos los tigos de irradiacion (Fig. VII.17).

VII.3.2. Produccion de peroxidos

A diferencia de lo observado en las caétuen monocapa, las células de EMCs
presentan valores basales elevados dixkrs. En los histogramas correspondientes a
los controles negativos se ebpgan dos picos (Fig.VIl.18) des cuales el mayoritario
corresponde a marcacion positiva parallFDA. Por este motivo, no fue posible
detectar variaciones en laogiuccion de peréxidos causagar la TFD (Fig. VII.19).

Esta condicion parece ser propia de la conformacion del cultivo, y no consecuencia del
estrés oxidativo produaidpor el tratamiento.
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VII.3.3. Produccion de anion superoéxido

Se evalud la generacién de; @n esferoides disgregados y en monocapa
mediante la sonda sonda HE (Fig. VII.20).

Se observa un aumento significativo respetel control negavo a partir de 10
min para el @ en las células en monocapa mientras que en los esferoides el porcentaje
de celulas positivas fue menor al 5% edds los tiempos de irradiacion (Fig.VIl.21),
mostrando un comportamiento similar al observado para la producci®a.de
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Fig. VII.16. Histogramas correspondientes a fluores@edei MVP de células no tratadas (rojo) o
tratadas con TFD 5 min (negro), 10 min (verd&)Oomin (azul). Las células fueron tratadas con
TFD-ALA, tripsinizadas inmediatamente y cargadas con MVRuMlOpara ser analizadas en un

citometro de flujo Partec PAS Il
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Fig.VI.17. Produccién de'O, en células provenientes de monocapas y de EMCs no tratados o
tratados con TFD-ALA 5, 10 o 20 min. Los valores representan la media #:38x0(05*: p< 0,01
en relacién a sus respectivos coles de células no tratadas).
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Fig. VII.18. Histogramas correspondientes a fluorescencia £2CGFDA de células no tratadas
(rojo) o tratadas con TFD-ALA 5 min (negro), 10 min (verde) o 20 min (azul). Las células fueron
tratadas con TFD, tripsinizadas al cabo de 1 h e incubadas £BCFDA 2 uM para ser
analizadas en un citémetde flujo Partec PAS llI.
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Fig.VII.19. Produccion de kD, en células provenientes de monocapas y de EMCs no tratados o
tratados con TFD-ALA 5, 10 o 20 min. Los valores representan la media + SD: desviacién estandar.
(*: p<0,05%: p< 0,01 en relacion a sus respectivos controles de células no tratadas).
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Fig. VII.20. Histogramas correspondientes a fluoresizede HE de células no tratadas (rojo) o
tratadas con TFD-ALA 5 min (negro), 10 min (verde) o 20 min (azul). Las células fueron tratadas
con TFD, tripsinizadas al cabo de 1 h e incubadas con tME 2ara ser analizadas en un citémetro

de flujo Partec PAS Il
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Fig.VIl.21. Produccién de © en células provenientes de monocapas y de EMCs. no tratadas o
tratadas con TFD-ALA 5, 10 o 20 min. Los valores representan la media * $B0(05;*: p< 0,01
en relacién a sus respectivos colds de células no tratadas).
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VII.3.4. Efecto de antioxidantes entauerte celular post TFD

Los experimentos de deteccibn de :RQ@e realizaron en paralelo con la
incubacion con antioxidantes de alto gradgudeeccion (ascorbato y trolox, resultados
no mostrados). No se observo diferenciaifigativa entre la presencia y la ausencia
del antioxidante. Sin embargo, pudo obserans efecto protector por parte de estos
antioxidantes a nivel superi@t en las capas &xnas del esferoide (Fig. VII.22) que

aparentemente se comportan de mgidolar a las células en monocapa.

Fig.VIl.22. Tincion diferencial con NA/BE en esferoides tratados con TFD-ALA durante 10 min en
ausencia de antioxidantes o en presencia de ascorbato 1 mM (B) o trolox 1 nMiMgEMCs se
resuspendieron en medio sin suero y se preincubaron 1 h con ascorbato o trolox 1 mM, luego se
continué la incubacion con ALA 1 mM, 3 hy se irradié en un banco de 2 tubos fluorescentes. Al cabo
de 1 h, se los resuspendié en PBS y se realizé la tincion con NA/BE para su observacion al

microscopio de fluorescereciBarra de escala: 19dn.
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CONCLUSIONES

La morfologia de los EMCs luego dedalicacién de la TFD-ALA, presenta a
nivel superficial, desprendimiento de ldés y abundantes células muertas con
disrupcién de la membrana y nucleasndensados tan pronto como 1 h luego del
tratamiento, en concordancia con resid& previamente reportados (Zelenkov et al,
2007).

En la tincidén histologica se constata dafio que se extiende hacia las capas
internas del esferoide, con una pérdidagpesiva de compactacion de la estructura
conforme aumenta el tiempo de irradiaciém las células individuales se detectan
algunas sin dafio y otras con ndcleos condlssg citoplasma granular, lo cual da
cuenta de una heterogeneid#el poblaciones celulares & estructura del esferoide
(Desoize et al, 1998).

Llamativamente, aun en la reducida estura de un esferoide, en comparacion
con un adenocarcinoma, se observa uraraticiacion de células secretoras, con
vacuolas, y areas acelularessaerecion, positivas para PABdicando la presencia de
mucopolisacaridos. Esta cualidad esfe al modelo de EMCs una relativa
representatividad de las cooidines fisiolégicas del aocarcinoma de pulmén y su
respuesta a TFD. Esta diferenciacion ssda con un tratamienfotodinamico de 10
min indicando una alteracion directa sobrefisdologia de la célula tumoral. Cabe
aclarar que las células en monocapa soraa=p de liberar secreciones, aungque en
menor medida (Carterson et al, 2005)ns@acan levemente con PAS (Carterson et al,
2005; Birben et al, 2012), y a su vez caredenla diferenciacion glandular que se
observa en el EMC en las areas centraleslulares donde se detectd presencia de

mucopolisacaridos.

En esferoides no tratados puede notarse una activa renovacién celular y
proliferacion que se refleja en la abundami@ca de Ki67, indicando que se trata de
una estructura dindmica y en crecimientoctaho se observé para otros tipos celulares
(Takagi et al, 2007; Cerwinka et al, 2018En cambio, los EMCs tratados con TFD
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muestran un cordon de células proliferasiven la periferia y escasa marca hacia el
interior de la estructura. ®ien el dafio fotodinAmico irdé inicialmente en la capa
superficial del esferoide, parecen ser esaslas las Unicas capaces de conservar su
capacidad proliferativa, permitiendo la recuperaciéon y el recrecimiento de la estructura
(Hirschberg et al, 200&elenkov et al, 2007).

El factor inducible por hipoxia, HIFd&- se expresa en respuesta a escasa
disponibilidad de oxigeno y regula la expbdesde factores proangiogénicos y de
sobrevida (Sanabria et al, 2012). Los EM no tratados presentaron un perfil
heterogéneo de expresién de HIF, segidio un proceso adaptativo a la condicion
hipoxica propia del modelo luego de siete diasultivo. Con dosis luminicas bajas, la
expresion de HIF no se altera e incluso se observa un incremento en la cantidad de
células con marca nuclear; pero con dosis mayores o iguales goJdeDiarca no es
detectable. Estos resultados sugh que el contexto y el microambiente en el cual se
aplica la TFD en los EMCs es priori propicio a la supervivencia al tratamiento. Se
expresa HIF (Ji et al, 2006), escasa digpbdad de oxigeno que dificulta la
generacion de ROS (Dubessy et al, 2000asrcentrales acelulares y diferenciacion
funcional, células proliferatas, signos de apoptosis disminuidos (Kim et al, 2011:
Finocchiaro et al, 2004) (alta viabilidaeégun tincién diferencial, escasa condensacion
nuclear, menor liberacion de citocromo c @toplasma respecto de células en
monocapa, falta de despolacion mitocondrial, escasati@acion de caspasa-3, baja
marcacion de Annexina) y expresa Bcl2LC3-Il que contribuye a los procesos
autofagicos (Sanabria et al, 2012). A menoslguwosis de TFD sea lo suficientemente
alta como para alterar la funcionalidad de las células y evitar el progreso de los

mecanismos de sobrevida.

La escasa disponibilidad de oxigeno ERCs, como modelo avascular de
microtumores, se postula como el factoriamte de la efectividhde la TFD (Dubessy
et al, 2000; Kamuhabwa et 2006) (no asi la distribucion d&plX, ni la accesibilidad
de la luz en el modelo empleado) ya que daga generacién de ROS en respuesta a la
TFD (especialmentéO, y O,) y en consecuencia, la activaciéon de vias de muerte
celular apoptética. Con estaavile muerte parcialmente suprimida, la respuesta a TFD

en los EMCs se manifiesta con indiciosadgofagia y muerte celular por necrosis.
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El contexto celular previamente degtoi no es soélo propio del modelo de
EMCs sino también de tumores pequefios o en estadios tempranos en los que la
vascularizacion es escasa y la TFD resulds efectiva(Fig. VI1.23) (Koukourakis et al,
2001). Por lo cual la sensibilidad a la TFDestos tumores puede sstudiada a traves
de la representacion en el modelo de EM@s un cierto grado de fidelidad en cuanto a

caracteristicas histologicas y su insplicia en el éxito de la terapia.
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Fig.VIl.23. Comparacién entre tinciones histolégicasneaterial de biopsias de adenocarcinoma de
pulmén humanas (A-D) y EMCs de células A549 (E-H). Tincion de PAS (Ay B; E y F. Tomado de
sitio web del Dr. Pool - Riverside Medical CenterKankakee, lllinois]lJSA), inmunodeteccién de
Ki67 (C y G. Tomado de Sterlacci&t 2011), inmunodeteccién de Hllel(D y H. Tomado de HIF-
1o/ARNT (D28F3) XP™ Rabbit mAb datasheet, Cell Signalling, USA).
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ANEXO
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Fig. Anexo.Expresion evaluada mediante western blot de citocromo c, procaspasa-3, Bcl-2, LC3-I
y LC3-Il y b-Actina (control de carga de proteinas) en extractos citosoélicos de células sensibles a
TFD-ALA cultivadas en monocapa (MC-S) o erfeesides multicelulares (EMCs) y de células
resistentes a TFD-ALA (MC-R) no tratadas atédas con TFD-ALA con distintos tiempos de
irradiacion. La extraccion de proteis se realizd 1 h post-TFD. Se muestran los geles enteros para

cada inmunodeteccion.
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CONCLUSIONES GENERALES

Los estudios de sintesis y distribucida porfirinas endoges sintetizadas a
partir de ALA en las células de adeaccinoma de pulmon humano A549, demostraron
que la acumulacién de PpIX aumenté cotiezhpo de incubacion ka concentracion de
ALA hasta alcanzar un plateau con 1 mM s 3ah, tanto en el cultivo en monocapas
como en EMCs. Estudios de microscopia ooafindicaron que las mitocondrias son el
principal sitio de localizacion de Ppl¥nddgena pero no de PplX administrada
exdgenamente (membrana plasmatica) lo caatlice con una mayor efectividad de la
TFD-ALA respecto de la TFD-PplX e inclusespecto de la TFD4¥, cuya localizacién
también es mitocondrial (Kessel et al, 1997).

Los EMCs presentaron una capacidad de sintesis de PplIX similar a las células en
monocapa Y la distribucion de PplIX fue umifee en todas las capas de la estructura,
indicando que la sintesis g@erfirinas no condiciona la efectividad de la TFD en este
modelo (Madsen et al, 2000).

En cambio, las células resistentes olutasiluego de 12 cimé de TFD-ALA,
acumularon niveles menores del FS endégesugiriendo que en este caso la
efectividad de la TFD est4 asociada aranor capacidad de sintesis de porfirinas,
sumado a que esta acumulacion disminuidaenobservo cuando el FS es una porfirina

exdgena.

La TFD-ALA redujo significativamente Isupervivencia celular de manera dosis
luminica dependiente aunque en menor meeid&BMCs y en células resistentes.

En respuesta a la TFD-ALA se detect6 la generacién de ROS tales@gris
y peréxidos, y esa produccion pudo ser modulpdr agentes antioxidantes de alto
grado de proteccion como Asc y Trx, con econsecuente aumento en la viabilidad
celular. Las implicancias de este efecto protecdican en que deecuente el uso de
agentes antioxidantes para minimizarf@bdafio a los tejidos normales (McLear y
Hayden, 1989; Hogikyan y Hayden, 1991; Wanyi, 2008; Petri et al, 2012;) y segun
la via de administracion de los mismos, paddesminuir la efectividad de la TFD en el

tejido tumoral.
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Los diversos eventos asociados a apdptobservados 1 h luego de la TFD
(reduccién del tamafo celular, irregutbriles en la membrana plasmatica,
condensacion de la cromatirtgspolarizacion de la membemitocondrial, liberacién
de citocromo c al citoplasma, extermakion de fosfatidilserina y activacion de
caspasa-3) sugieren que en condiciones emtéia TFD-ALA la via preferencial de
muerte celular es la via apoptética intrinseca. Esta conclusién es consistente con la
localizacion mitocondrial del FS enddgeno, lhafale expresion deaspasa-8, asociada
a la activacion de la via extrinseca; y lagale participacion lisosomal en la iniciacion
de apoptosis.

En los EMCs, la respuesta diferehamdservada no puede adjudicarse a una
distribucion heterogénea del FS ni a la acdédsldl de la luz en el interior de la
estructura, dado que se detectaron célaleeyadas en todas las capas del EMC en
cortes histolégicos y fluorescencia correspentt a PplX en todos los planos por
microscopia confocal. Por lo tanto, un fadioritante de la eficacia de la TFD en el
modelo 3D puede asociarse a una reduciddymcion de ROS que impide el inicio de
los mecanismos de muerte por apoptosis. Otros factores como la diferenciacién
secretora de las células o dapresion nuclear de HIFd-en los EMCs no tratados
pueden contribuir a reducir la eficacia dd ED respecto de las células en monocapa.

La respuesta a TFD-ALA de las célulasistentes pudo ssuperada sélo en
parte cuando se suplementé el FS exdgenamente, indicando que otros mecanismos
pueden tener importancia en la resistencimata expresion deattores pro-sobrevida
(NFxB). Sin embargo, la induccion de resrstia a TFD-ALA no genera resistencia
cruzada con otros FS como la Vp. Estos redaliasugieren la posibilidad de considerar
combinaciones de FSs que compartan caraitesssimilares de excitacion y emision o
alternar ciclos de TFD con distintos FSse¢tratamiento de tumores con TFD a fin de
minimizar la ocurrencia y prokfacion de células resistentes.

Los indicadores morfoldgicos y bioquimgcde apoptosis se vieron disminuidos
en los EMCs (junto con un aumento enpeoporcion de necrosis) y las células
resistentes tratadas con TFD, aunque no asidociados a autofagia, sugiriendo que la
alteracion de las organelalss condiciones de hipoxia lps desarreglos de la via
apoptotica redirigen a la célula hani@canismos de muerte alternativos.
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En el presente trabajo se estudiaron mecanismos de muerte celular que
definieron una via de muerte apoptoéticaiimgeca coexistente con una via autofagica,
que podria estar asociada a mecanismos de rescate en dosis subletales de TFD
(Krammer y Verwanger, 2012). A su vez, sstudiaron dos modelos diferentes de
mayor supervivencia a la TFD-ALA: Uno ddlos -el de EMCs- es, como sugieren
algunos autores, un modelo desistencia multicelular adquiridgOlive y Durand,

1994; Desoize et al, 1998), en el que Unicamsatmodificd la argtectura del cultivo,

con consecuencias notables en la difeamién histolégica y laespuesta a TFD. El
otro, es un modelo desistencia celulainducida o clasicgDesoize et al, 1998) en el
gue mecanismos moleculares como en estgo, la activacion de factores pro-
supervivencia tales como NB, participan en el mantenimiento de la resistencia. Estos
modelos representan herramientas Utiles pa comprension de los mecanismos de
muerte y supervivencia celular que se iancluego de la TFD asi como también la

modulacion de su eficacia.
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