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l‘ Estudio de la accion citotoxica del tratamiento combinado de Saccharomyces cerevisiae con
m\ ultrasonido y endoperoxidos.
(/Add Introduccion

1. Introduccion

1.1. Cancer

El cancer no es una sola enfermedad; es el nombre de una variedad de, por lo menos, cien
enfermedades muy distintas entre si y que se produce por el crecimiento anormal y desordenado
de las células del cuerpo. Esto es causado por alteraciones celulares ocurridas cuando la clave
cromosomica genética ha sido alterada, por lo que las células reciben mensajes erréneos. La
célula cancerosa pierde el control de su propio desarrollo, de modo que se divide en mas células a
mayor velocidad que el resto de tejidos a los que pertenece, sin cumplir las funciones para las que
han sido creadas.

Este crecimiento anormal de las células puede llegar a formar masas de tejidos llamadas
tumores. El cancer se desarrolla en diferentes etapas, y probablemente intervienen diferentes
factores para convertirlo en un tumor visible. Es importante saber diferenciar los tumores
benignos, o no cancerosos, de los malignos, o cancerosos. La diferencia entre los tumores
benignos y malignos se puede ver en la Tabla 1.

Tabla 1: Diferencias entre tumores benignos y malignos

TUMORES BENIGNOS TUMORES MALIGNOS

Algunos son de crecimiento lento, pero con
frecuencia son de crecimiento muy rapido

Son de crecimiento lento

Solo crecen hasta determinado tamafio Crecen de manera progresiva e invasiva
No destruyen células normales Destruyen células, tejidos y érganos
Crecen de manera ordenada Crecen de manera desordenada

Se propagan a los tejidos de otros 6rganos del

No se propagan a otros tejidos . .
cuerpo como metastasis

Normalmente no producen efectos Si no se controla su crecimiento ocasionan la
secundarios graves muerte

Base de datos: (http://incancerologico85.internet.gamma.axesnet.net/documentos/762_cancer.pdf).

Los tumores malignos se conocen por su capacidad de invadir y destruir tejidos y érganos
tanto cercanos como los que estan lejos del tumor original. Las células del cancer atacan el tejido
sano y nunca dejan de multiplicarse. La muerte se produce cuando la propagacion del cancer dafia
los tejidos y drganos vitales como el higado, los pulmones o el cerebro, entre otros, de tal manera
que estos érganos dejan de funcionar progresivamente.
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1.1.a. Causas que originan cancer

En general, el cancer no se origina por una sola causa, sino que en su generacion operan
multiples factores; por eso se dice que el cancer es una enfermedad multifactorial. De manera
amplia, las causas del cancer se clasifican en dos categorias: externas e internas. Las causas
internas se conocen como una predisposicidon genética, lo que quiere decir que en ciertas familias
se hereda un gen anormal que hace que sus miembros presenten una alta probabilidad de
desarrollar cancer. Esto ocurre solo en un pequefio porcentaje (5%-10%) del total de casos.
Cuando en una misma familia varios miembros presentan cancer a edad temprana (antes de los
50 afios), se debe buscar una causa hereditaria. En la actualidad se sabe que la mayoria de los
canceres son ocasionados por causas externas, es decir, por exposiciones a sustancias quimicas o
a agentes fisicos o bioldgicos que afectan los genes de las células, transformandolas en
cancerosas. En la Tabla 2 se pueden apreciar los diferentes factores de riesgo a los que se les
atribuye el cancer.

(http://incancerologico85.internet.gamma.axesnet.net/documentos/762_cancer.pdf).

Tabla 2: Factores de riesgo asociados al
cancer y porcentaje de atribucion

FACTORES PORCENTAIJE
DE RIESGO ATRIBUIDO
Dieta 35
Co'nsunjlo de 30
cigarrillos
Infecciones 10
Rayos solares 3
Alcohol 3
Ocupacién 4
Radiacién 1
Contaminacion 2
Medicamentos 1

Base de datos: (http.//incancerologico85.internet.gamma.axesnet.net/documentos/762_cancer.pdf).

El cancer tiene un comportamiento distinto en cada persona, que depende del 6rgano
afectado y de la etapa en que haya sido diagnosticado. Puede darse a cualquier edad, pero es mas
probable que afecte a personas de edad avanzada, por lo general a partir de los 55 afios. El cancer
también puede presentarse en jovenes y nifios y, de hecho, es la segunda causa principal de
muerte de nifos de edades comprometidas entre uno y quince afos. Afortunadamente, con un
tratamiento oportuno, el cdncer en los nifos tiene altas probabilidades de curacion.

)
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1.1.b. Tratamientos mas utilizados para el cancer

Un tratamiento adecuado, debe proporcionar una alta posibilidad de alivio rdpido o
prevencion del sintoma por un periodo prolongado, empleando poco tiempo para dicha mejoria,
lo cual resulta en una baja mortalidad, (Stoll B.A, 1987). Desafortunadamente, solo algunos
procedimientos cumplen estas estrictas premisas; sin embargo, en cada paciente, su patologia y
sintomatologia deben ser estudiadas en forma individualizada para evaluar con cual
procedimiento podria beneficiarse; estos tratamientos incluyen cirugia, quimioterapia,
radioterapia, inmunoterapia y recientemente implementada, la fototerapia.

1.1.b.1. Cirugia

La principal estrategia para el tratamiento curativo del cancer es la extirpacién de todas las
células malignas mediante una intervencion quirdrgica. En el pasado, esto implicaba la extraccion
de todo el tejido afectado y de la mayor cantidad posible de tejido potencialmente afectado,
incluidos los tejidos vecinos y los ganglios linfaticos. Para algunos tumores, y en especial el cancer
de mama, no es precisa una cirugia tan ablativa (mastectomia) en la mayor parte de los casos. Las
mejoras en las técnicas quirdrgicas, los conocimientos en fisiologia, en anestesia y la
disponibilidad de potentes antibidticos y hemoderivados, han permitido realizar cirugias mas
limitadas, con menos secuelas y mas pronta recuperacion. Sin embargo, muchos canceres estan
demasiado extendidos en el momento del diagndstico para que la cirugia curativa sea posible. Si
la extensidn local del tumor afecta a tejidos vecinos que no pueden ser extraidos, o si existen
metadstasis a distancia, la cirugia no serd un tratamiento curativo. Sin embargo, puede ser
beneficiosa para el alivio sintomdtico de ciertas situaciones como la obstruccidn, o puede tener el
objetivo de disminuir la masa tumoral para permitir una mejor respuesta al tratamiento
quimioterapéutico o radioterapéutico sucesivo, (http://www.cancer.gov/images/documents/
c484a70a-2c39-4ce0-8344-e4b43fe655d4/Fs7_1s.pdf).

Efectos secundarios: Los efectos secundarios de la cirugia dependen del tipo de intervencién y del
estado de salud general del paciente antes del procedimiento. Siendo los mas frecuentes el dolor,
la fatiga, la hinchazon, la rigidez y el drenaje alrededor del sitio de la cirugia. Asi como el
sangrado vy la infeccidn, que pueden ocurrir en el sitio de la incision. Por otra parte, el linfoedema
puede ocurrir después de una diseccion de los ganglios linfaticos; esta patologia es la acumulacién
anormal de liquido en un brazo o una pierna debido a una obstruccidn en el sistema linfatico,
(http://www.cancer.net/patient/All+About+Cancer/Cancer.Net+Features/Treatments,+Tests,+and
+Procedures/Side+Effects+of+Cancer+Surgery).

1.1.b.2. Radioterapia

La radioterapia (también llamada terapia con rayos X o irradiacién) es el uso de un tipo de
energia (llamada radiacién ionizante) para destruir las células cancerosas y reducir el tamafo de
los tumores. La radioterapia lesiona o destruye las células en el drea que recibe tratamiento al
dafiar su material genético y hacer imposible que crezcan y se dividan. Aunque la radiacién dafia
las células cancerosas asi como las normales, muchas células normales se recuperan de los
efectos de la radiacion y funcionan adecuadamente. El objeto de la radioterapia es destruir el
mayor numero posible de células cancerosas y limitar el dafio que sufre el tejido sano de
alrededor. La radioterapia, por su accién local, es de las mejores opciones para el tratamiento
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neoplasico (Delclos L., 1976; Richter and Coia 1985), ya que su toxicidad en muchos casos esta
localizada. Para iniciar radioterapia, ademas de la evaluacién de sintomas a tratar, extension de la
enfermedad y efectos colaterales que pueden ser causados, hay tres factores con mayor
influencia en el valor potencial de esta practica (Hendrickson and Sheinkop, 1975), como son la
radiosensibilidad del tumor, la tolerancia a la radiacidon de los tejidos normales vecinos y la
cantidad de centigreys (cGy, equivalente a radianes como medida de radioterapia) recibidos
anteriormente. En algunos casos, el objeto de la radioterapia es la destruccién completa de un
tumor. En otros, el objetivo es reducir el tamafio del tumor y aliviar los sintomas. En cualquier
caso, los médicos planifican el tratamiento para limitar lo mas posible el dafio al tejido sano.
Alrededor de la mitad de los pacientes con cancer reciben algun tipo de radioterapia. Se puede
usar la radioterapia sola o en combinacidon con otros tratamientos de cancer, como la
guimioterapia o la cirugia. En algunos casos, es posible que el paciente reciba varios tipos de
radioterapia, (http://www.cancer.gov/images/documents/c484a70a-2c39-4ce0-8344-e4b43fe
655d4/Fs7_1s.pdf).

Efectos secundarios: La radioterapia puede producir una variedad de efectos secundarios que
pueden incluir cansancio, reacciones leves en la piel, malestar estomacal y diarrea o deposiciones
liquidas. Otros pueden ser hinchazén, enrojecimiento o irritacidn de la piel, caida del cabello, tos
o dificultad para respirar (si la radiacion se aplica en el cuello o el area del térax), llagas en la boca
(si la radiacion se aplica en la cabeza) y problemas digestivos (si la radiacién se aplica en el area
abdominal). Estos desaparecen una vez finalizado el tratamiento. Ademas, la radioterapia puede
causar efectos secundarios a largo plazo que pueden incluir el riesgo de desarrollar un cancer
secundario, infertilidad, problemas cardiacos, problemas gastrointestinales, fibrosis pulmonar
(formacién de cicatrices o engrosamiento del tejido pulmonar), problemas neuroldgicos,
problemas tiroideos u osteoporosis. Ademas, los pacientes que ya recibieron radiacion en el térax
deben tener en cuenta que tienen un riesgo mayor de desarrollar cancer de mama y de pulmon,
(http.//www.cancer.net/patient/All+About+Cancer/Cancer.Net+Features/Treatments,+Tests,+and
+Procedures/Side+Effects+of+Cancer+Surgery).

1.1.b.3. Quimioterapia

La quimioterapia es el suministro de medicamentos antineoplasicos para el tratamiento del
cancer, se caracteriza por atacar células en rapido crecimiento sin distincion entre normales o
neoplasicas. En general esta asociada con una variedad de sintomas que pueden causar deterioro
de la calidad de vida de los pacientes, pero también se puede relacionar con prolongacion de la
sobrevida, (Ramond et al., 1985). Durante la divisidn celular es mas probable que se produzcan
alteraciones en las células. En general, esta es la fase en la que actla la quimioterapia, alterando
la divisién de las células tumorales e impidiendo su multiplicacién, y por tanto destruyéndolas.
Con el tiempo, esto se traduce en una disminucidon o desaparicion del tumor maligno. Las
finalidades de la quimioterapia son fundamentalmente dos, por un lado es curativa ya que el
propdsito es curar la enfermedad, pudiendo para ello emplearse como tratamiento Unico o
asociado a otros tratamientos. Un paciente se considera curado cuando no existe evidencia de
células tumorales durante mucho tiempo. Por otro lado puede ser paliativa donde se pretende
controlar los sintomas producidos por el tumor. Su objetivo primordial es mejorar la calidad de
vida de enfermo vy si fuera posible, aumentar también su supervivencia,
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(http://www.todocancer.com/NR/rdonlyres/AE47F4E2-970E-4E07-AE02-
70B835445295/0/quia_quimioterapia.pdf).

Efectos secundarios: Los efectos secundarios de la quimioterapia dependen del paciente y la dosis
utilizada, pero pueden incluir fatiga, riesgo de infecciones, nduseas, vomitos, pérdida del apetito y
diarrea. La diarrea no tratada puede ser grave e incluso mortal si se llega a la deshidratacion y la
malnutricidn. Se ha comprobado que, dependiendo del medicamento, algunos pacientes también
pueden experimentar cosquilleo o adormecimiento en los brazos y las piernas, caida temporal del
cabello, llagas en la boca, e incluso anemia por afectacion de las células de la médula ésea,
(http.//www.cancer.net/patient/All+About+Cancer/Cancer.Net+Features/Treatments,+Tests,+and
+Procedures/Side+Effects+of+Cancer+Surgery). Los efectos secundarios a largo plazo estan
asociados con dafios permanentes en los drganos al corazén, pulmdn, higado, rifiones o sistema
reproductor. También puede afectar al sistema nervioso central modificando la concentraciény la
memoria de las personas. En los nifios en particular que han recibido quimioterapia pueden tener
problemas de desarrollo. Cambios en el sistema nervioso pueden desarrollarse meses o afios
después del tratamiento. Por Ultimo, los sobrevivientes de cancer tienen un riesgo mas alto de
desarrollar canceres secundarios.

1.1.b.4. Trasplantes de medula ésea y células madres

El trasplante de sangre y de médula ésea es un procedimiento médico no quirurgico, cuya
duracion es de semanas a meses, mediante el cual se reemplaza la médula enferma por tejido
sano. En el caso de los enfermos de cancer, el objetivo es eliminar todas las células cancerosas. En
el caso de las personas con enfermedades genéticas, el objetivo es corregir la enfermedad
genética subyacente

(http.//www.cancer.net/patient/All+About+Cancer/Cancer.Net+Features/Treatments,+Tests,+and
+Procedures/Side+Effects+of+Cancer+Surgery).

Efectos secundarios: Infeccién por la inmunodeficiencia que se genera; la mayoria de las
infecciones se producen durante las primeras cuatro semanas del trasplante. Ademas de la
infeccidn y el posible rechazo del injerto, otros efectos secundarios pueden ocurrir. Estos incluyen
fatiga, llagas en la boca, dolor de garganta, diarrea, nduseas y vémitos, bajo recuento sanguineo,
pérdida de cabello, cambios en la pigmentacién de la piel y erupcién cutanea.

1.1.b.5. Inmunoterapia

La inmunoterapia es el tratamiento que utiliza sustancias inmunomoduladoras producidas
por el organismo o en el laboratorio empleando sistemas in vitro, con el propésito de potenciar el
sistema inmune del paciente afectado y asi restaurar las defensas naturales del cuerpo contra el
cancer, (http://med.unne.edu.ar/catedras/cirugia_i/clases/ntc.PDF). Esta practica estd indicada
para tumores en los cuales otros tipos de tratamientos no tienen ninguna efectividad, como el
melanoma maligno y el carcinoma renal, (Wang et al., 1998). Para efectuar la inmunoterapia es
corriente la utilizacion de anticuerpos monoclonales, interferones (alfa, beta y gamma) e
Interleuquinas, infusiéon de linfocitos de un donante, alotrasplante de células madre de intensidad
reducida e incluso algunas vacunas terapéuticas para el cancer (http://www.leukemia-
lymphoma.org/attachments/National/br_1259003723.pdyf).
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Efectos secundarios: Se ha descripto, en particular para los Interferones; indican que inducen una
toxicidad de facil manejo, caracterizada por un sindrome parecido al resfriado comun, con fiebre,
malestar general y astenia, (Krown S., 1987). Mientras que el empleo de las interleucinas produce
efectos colaterales severos por administracion endovenosa, lo que hace que generalmente estos
tratamientos se tengan que aplicar en unidades de cuidados intensivos (Thompson J. A., 1987).

1.1.b.6. Terapia fotodinamica:

La terapia fotodinamica se basa en la aplicacién de una fuente de energia en forma de luz
con una determina longitud de onda, sobre un tejido previamente fotosensibilizado mediante un
compuesto quimico, en presencia de oxigeno; de modo que se generan grandes cantidades de
radicales libres y especies reactivas del oxigeno (ROS) que producen muerte celular. La longitud
de onda necesaria para activar el fadrmaco fotosensibilizador suele estar entre los 600 y los 800
nm. Esto se debe a que la hemoglobina absorbe casi toda la luz por debajo de los 600 nm y a
mayores longitudes de onda la energia es insuficiente para generar radicales. La profundidad que
alcanza la irradiacion depende de la longitud de onda, del flujo administrado, de la capacidad de
absorciéon del tejido y de las caracteristicas intrinsecas del farmaco utilizado (espectro
fotométrico, coeficiente de extincion, vida media)

(http://scielo.isciii.es/pdf/aue/v31n6/v31n6a09.pdf). La terapia fotodinamica es una técnica
doblemente selectiva pues: i) se consigue una alta concentracidén del farmaco fotosensibilizante
en el tejido diana (tumoral); y ii) se circunscribe la radiacidn sobre un volumen concreto de tejido.

Efectos secundarios: La terapia fotodinamica es una técnica relativamente nueva como terapia
para el cancer, por lo cual no se hay registros cientificos consistentes que refieran a efectos
secundarios para considerar. Lo que se puede rescatar de esta terapia como desventaja, es la
escasa penetracion de la luz visible en los tejidos bioldgicos, siendo esta la principal limitacion
para la aplicacién clinica, (Ali et al., 2001; Yow et al., 2007).

1.1.b.7. Terapia sonodinamica:

La terapia sonodinamica es un concepto muy reciente, que se refiere a la capacidad del
ultrasonido para producir efectos citotdxicos sobre las lineas celulares (Kessel et al., 1996). La
citotoxicidad se puede mejorar por la presencia de drogas sonosensibilizadoras que en presencia
de oxigeno y por accién del ultrasonido producen especies reactivas del oxigeno (ROS). El gran
poder de penetracion del ultrasonido en los tejidos bioldgicos permite superar las limitaciones
que posee la fotodindmica en la aplicacion clinica, (Yumita and Umemura, 2003; Rosenthal et
al., 2004; Hiraoka et al., 2006; Kuroki et al., 2007). Se supone que el efecto citotdxico, esta
mediado en gran parte por la cavitacién inercial (Kessel et al., 1994), este proceso consiste en
crear una burbuja de gas en un liquido por ultrasonido, que se derrumba rapidamente
produciendo una onda de choque con una liberacién de calor intenso (equivalente a miles grados
Kelvin) (Wortington et al., 1997). Las moléculas de agua que rodean la burbuja de cavitacion se
descomponen en H y OH (pirdlisis), estas moléculas se recombinan realizando una oxidacion
directa, formando H,0, H,0, y H,; o pueden reducir las drogas sonosensibilizadoras o las
biomoléculas celulares, (Suslick K.S., 1990).
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1.2. Ultrasonido

El SONIDO es una vibracién mecanica que oscila en la franja audible entre 16 y 20.000
Hertzios. El Hertzio (Hz) es una unidad de frecuencia: 1Hz =1 oscilacidn o ciclo por segundo (c.p.s).
El sonido posee propiedades ondulatorias a semejanza de las ondas electromagnéticas como la
luz, y presenta efectos diversos de interaccion con el medio, tales como refraccion, reflexién,
atenuacion, difraccién, interferencia y emision.

El ULTRASONIDO (US) es cualquier sonido con una frecuencia mas alta a 20.000 Hz, por lo
gue no es audible para el oido humano y al igual que el sonido, viaja a través de un medio con una
velocidad definida; el ultrasonido es una vibracién mecdanica de la materia que se transmite en
forma de ondas de presidn. Las caracteristicas del fendmeno sonoro estan relacionadas con su
fuente de produccién y su medio de propagacién
(http://www.imagelearning.com.ar/comunidad/index.php?option=com_content&view=article&id
=558:fisica-ultrasonido-co).

1.2.a. Bases fisicas del ultrasonido
El ultrasonido puede ser caracterizado a través de ciertos parametros tales como:

velocidad, frecuencia, longitud de onda, amplitud, periodo e intensidad.

1.2.a.1. Velocidad

La velocidad de propagacion es la distancia recorrida por la onda dividido por el tiempo
empleado para recorrer esa distancia. La velocidad del ultrasonido en un tejido determinado
depende de la densidad y elasticidad del medio que a su vez varian con la temperatura. La
relacidn es directa, es decir, a mayor densidad del medio, mayor sera la velocidad de transmisién
del ultrasonido.

1.2.a.2. Frecuencia

Es el nimero de oscilaciones (vibracidon o ciclo) de una particula por unidad de tiempo
(segundo). Como los ultrasonidos son ondas de alta frecuencia, se utiliza como medida basica el
Megahertzio (MHz) que es igual a un millén de Hz.

1.2.a.3. Longitud de onda

Es la distancia que existe entre dos puntos que se encuentran en el mismo estado de
vibracién (Figura 1). La longitud de onda, la velocidad y la frecuencia se relacionan con la formula
siguiente:

A=VI/f

Donde A es la longitud de onda, V la velocidad de propagacién de la onda por el medio y f la
frecuencia. Debido a que la velocidad es constante para cada medio y frecuencia de emisién (si la
temperatura es constante) con la férmula podemos calcular la longitud de onda del haz.
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Figura 1: Esquema de la transmision de la onda. A: Longitud de onda (cm). A: Amplitud. T: Periodo (seg).

1.2.a.4. Amplitud

Es el maximo cambio producido en la presion de la onda, es decir la distancia maxima que
alcanza la particula vibratoria desde su posicién inicial de reposo (altura de la curva sinusoidal.
(Figura 1).
La amplitud se relaciona con la intensidad. De este modo si aumentamos la intensidad de una
onda determinada aumentaremos su amplitud. Durante la transmisidn de las ondas, por efecto de
su interaccién con el medio, disminuye la intensidad de la onda en funcién de la distancia
recorrida y como consecuencia se produce una disminucion de su amplitud. La amplitud, modo de
vibracién y velocidad de las ondas se diferencian en los sélidos, liquidos y gases debido a las
grandes diferencias que entre las distancias de sus particulas internas. La unidad fisica que se
emplea para representar la amplitud del ultrasonido es el belio, sin embargo en la practica se
utiliza el decibelio (dB) que es la décima parte del belio
(http://www.imagelearning.com.ar/comunidad/index.php?option=com_content&view=article&id
=558 fisica-ultrasonido-co).

1.2.a.5. Periodo
Es el tiempo de una oscilacion completa, es decir lo que tarda el sonido en recorrer una
longitud de onda (Figura 1).

1.2.a.6. Intensidad

Es la energia que pasa por segundo a través de una superficie de drea unidad colocada
perpendicularmente a la direccion de propagacién del movimiento. Equivale a la potencia de una
onda dividido por la superficie de accidn. Proporcional al cuadrado de la amplitud. No es uniforme
en el tiempo ni en el espacio. Se mide en W/cm?®.

La intensidad disminuye con la distancia a la fuente sénica.
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1.2.b. Generacion de ondas ultrasénicas

La produccion y recepcién de ultrasonido se realiza por medio de transductores. Estos son
materiales piezoeléctricos, que por sus propiedades pueden relacionar energia eléctrica y
mecanica. La produccién de las ondas ultrasénicas se realiza por los ciclos sucesivos de
contraccion — expansion que sufren estos materiales cuando se les aplica un campo eléctrico. Del
mismo modo, cuando se comprimen y expanden se generan cargas eléctricas que permiten la
deteccion de las ondas ultrasdnicas. El ultrasonido se propaga en forma de ondas longitudinales,
en este tipo de ondas la direccién de propagacidn coincide con la de vibracién (Figura 2). La onda
se transmite en forma de ciclos sucesivos de condensacidn y enrarecimiento de la materia.

Figura 2: El ultrasonido se propagan en forma de ondas longitudinales. Las moléculas del tejido atravesado
sufren ciclos de expansidn y compresion (barras verticales). La distancia entre dos puntos consecutivos que
se encuentran en el mismo estado es la longitud de onda (A : longitud de onda).

Para que se propaguen por un medio, este debe tener dos propiedades: la inercia y la elasticidad.
A diferencia de las ondas audibles, el ultrasonido no puede transmitirse por el aire con la misma
eficiencia que en medios con mayor densidad, ya que cuanto mayor es la frecuencia, la onda
necesita una mayor densidad/soporte del medio para su transmision. Por su naturaleza
ondulatoria, el ultrasonido va a presentar los fendmenos de reflexion, refraccidn, difraccién,
interferencia y ademas puede ser “enfocado”
(http://www.imagelearning.com.ar/comunidad/index.php?option=com_content&view=article&id
=558:fisica-ultrasonido-co).

1.3. Cavitacion

Historicamente, la cavitacidon se ha clasificado en dos tipos, no inercial e inercial. Las
cavidades inerciales son burbujas de gas que crecen por la resonancia y pueden ampliarse hasta
un maximo antes de colapsar violentamente.

La temperatura y la presidn que experimenta el material contenido dentro de las cavidades
de implosion pueden alcanzar valores superiores a 50002C y 800 atm. Estas condiciones extremas
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pueden inducir a una multitud de reacciones quimicas dentro de los alrededores de las burbujas,
como una concentracidon de energia suficiente como para generar luz, la radiacion
electromagnética conocida como sonoluminiscencia, (Duco y col., 2003; Rosenthal y col., 2004;
Duco y col., 2008,).

Los efectos quimicos del ultrasonido, a diferencia de lo que ocurre en fotoquimica, no
provienen por la interaccién directa de las ondas con especies moleculares. El mas importante
proceso acustico no lineal de la sonoquimica es la cavitacidon que involucra tres etapas:

I.  Nucleacion
Il. Crecimiento de la burbuja
lll. Colapso por implosién

La nucleacién corresponde a la formacién de cavidades en el seno de un liquido y es un
proceso que depende de la fuerza tensil del mismo. Las cavidades se forman por efecto de la
presidon negativa de una onda de expansidon acustica solo en ciertos puntos del liquido que
presenten algun tipo de “falla”. Finalmente algunas burbujas de tamafio dado durante el ciclo
positivo de compresion acustica pueden culminar implotando; esto produce un incremento de la
temperaturay la presion local.

Las reacciones sonoquimicas pueden ocurrir en tres regiones diferentes. El primero es en el
interior de la burbuja de gas, en las que prevalecen las altas presiones y temperaturas. En estas
condiciones tienen lugar las reacciones tipicas de pirolisis. En soluciones acuosas, los radicales
hidroxilos, los atomos de hidrogeno y oxigeno se forman por la disociacién térmica del agua. La
segunda region es la interfaz entre el colapso de la burbuja de gas y la mayor parte del disolvente,
donde existen también altas temperaturas y gradientes de presidn. La eficiencia relativa de
solutos no volatiles a descomponerse térmicamente en el interfaz del colapso de una burbuja
depende de su capacidad para acumularse en la interfase gas/solucién de las burbujas de
crecimiento. En la tercera region, donde las temperaturas y presiones son normales, los radicales
libres formados en las burbujas de cavitacidon pueden reaccionar con los solutos y producen
productos similares a los que se forman en una reaccién quimica (Wu and Nyborg, 2008).

1.4. Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs)

Los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs) y sus derivados estan asociados al
aumento en la incidencia de diversos tipos de canceres en el hombre.

Los HAPs son compuestos organicos formados por dos o madas anillos aromaticos
condensados. Los anillos pueden estar en formas rectas, anguladas o racimadas. La estructura
condensada mas sencilla, formada por solo dos anillos es el naftaleno, (Figura 3).

Figura 3: Molécula de Naftaleno
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1.4.a. Formacion de los HAPs

Los HAPs se forman por pirolisis o combustidn incompleta de materia orgdnica que
contiene carbono e hidrogeno. La composicidn de los productos de la pirosintesis depende del
combustible y el tiempo de permanencia a altas temperaturas. Los combustibles que forman
HAPs son el metano y otros hidrocarburos, asi como hidratos de carbono, ligninas, péptidos, etc.
Sin embargo, los compuestos insaturados y las estructuras ciclicas suelen favorecer la formacion
de aquellas moléculas. Una vez que los HAPs se forman se liberan de la zona de combustidn en
forma de vapores y debido a sus bajas presiones de vapor, la mayoria de los ellos se condensa en
el acto sobre particulas de hollin o forman entre si particulas muy pequefias. En la atmdsfera los
HAPs son transportados a grandes distancias por los vientos, (Stellman y McCan, 1998; Ellenhorn
M. J., 1997).

1.4.b. Estabilidad de los HAPs

Los sistemas conjugados de orbitales it de los HAPs son los responsables de su estabilidad
guimica. Son sdlidos a temperatura ambiente y su volatilidad es pequefia. Dependiendo de su
caracter aromatico los HAPs absorben la luz ultravioleta y producen un espectro fluorescente
caracteristico. Son solubles en muchos disolventes organicos, pero practicamente insolubles en
agua, tanto menos cuanto mayor sea su peso molecular, (Stellman y McCan, 1998; Ellenhorn M.J.,
1997).

Quimicamente, los HAPs reaccionan por sustitucion del hidrogeno o por adicidn cuando se
produce la saturacién, conservandose el sistema de anillos. La mayoria de los HAPs sufren
fotooxidacion, siendo esta una forma para eliminarlos de la atmosfera. La reaccion de
fotooxidacion mas frecuente es la formaciéon de “endoperdxidos”, (Stellman y McCan, 1998;
Ellenhorn M.J., 1997).

1.4.c. Efectos sobre la salud de los HAPs
No todos los HAPs han mostrado poseer efectos carcinogénicos, genotdxicos o mutagenos y
muchas veces el factor se atribuye a la presencia conjunta de mds de un compuesto de la familiay

de algunos de sus derivados, principalmente los nitroderivados, (Mastandrea y col., 2000), (Tabla
3).
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Tabla 3: Factores de riesgo asociados al cancer y porcentaje de atribucion

HAPs Carcinogenicidad Genotoxicidad Mutagenicidad
J Fenantreno | L +
. Antraceno N N =
. Pireno N L +
. Benzofluoros | | ?
o Benzo[a]antraceno S S v
. Benzo[e]pireno ' L i
J Benzol[a]pireno s s +
o Dibenz[a]antraceno S S +
J Benzo[ghl]perileno I I *

(S= suficiente; I= insuficiente; N= no carcinogénico; L= limitados.)
Mutagenecidad (Test de Ames): + (positivo); - (negativo); ? (inconcluso).
Base de datos: (Mastandrea y col., 2000).

1.4.d. Importancia de la molécula 9,10-peroxi-9,10-difenilantraceno (DFAO:) en la
generacion de ROS

La fotosintesis de endoperdxidos a partir de hidrocarburos aromaticos es conocida desde
hace mucho tiempo. Asi, la sintesis de 9,10-peroxi-9,10-difenilantraceno ¢ DFAO, (Figura 4),
puede ser hallada en trabajos de (Wasserman and Larsen, 1972; Khan y col., 1986). Se trata de
irradiar adecuadamente un sensibilizador en un solvente apropiado que genere oxigeno singlete
molecular en presencia de un derivado antracénico. La incorporaciéon de oxigeno singlete
molecular ocurre a través de un conocido proceso de adicion 4+2. La descomposicion térmica de
estos compuestos regenera el hidrocarburo de partida ademas de producir una mezcla de oxigeno
en el estado fundamental y excitado (oxigeno singlete) cuya proporcién depende de la naturaleza
del endoperdxido de partida, (Balci M., 1981), La reaccién de termdlisis ha sido estudiada en sus
aspectos cinéticos y termodindmicos por varios autores. Asimismo se ha demostrado que muchas
reacciones térmicas pueden ser llevadas a cabo a través de la interaccién de moléculas con
ultrasonido (Mason T.J., 1988).
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+10,

Kl

DFA DFAQO,

Figura 4: Produccion de moléculas 9,10-peroxi-9,10-difenilantraceno (DFAO,)

1.5. Radicales Libres

Los Radicales Libres (RL) son moléculas que en su estructura atémica presentan un electrén
no apareado, pueden existir de forma independiente y debido a la inestabilidad de su
configuracion electrdnica, son generalmente muy reactivos. Esta reactividad es la base de su
toxicidad y de su corta vida media, (Boots y col., 2008).

La generacion de RL no se ha relacionado siempre con su toxicidad debido a que la funcidn
gue desarrollan presenta dos caras opuestas, por un lado actian como mediadores y reguladores
a concentraciones fisioldgicas, mientras que a concentraciones elevadas pueden actuar como
potentes oxidantes citotdxicos.

En los sistemas vivos se generan muchos tipos de radicales libres, siendo los mas conocidos
los radicales del oxigeno. Se utiliza el término Especies Reactivas del Oxigeno (reactive oxygen
species, ROS) como nombre colectivo para referirse a las especies derivadas del oxigeno,
incluyendo tanto los derivados radicales como los no radicales, (Tabla 4). La presencia de un (') en
una especie reactiva indica que ésta posee un electrén no apareado, es decir, que es un radical.
De forma andloga existen Especies Reactivas del Nitrégeno (RNS), del Cloro (RCIS) y del Bromo
(RBrS), (Halliwell B., 2006).

ROS Simbolo

e Anidn superdxido 0O,

. e Hidroxilo ‘OH
Radicales . Alcéxido RO
* Perdxido ROO
e Perodxido de hidrogeno H,0,

No radicales e Ozono O;
e Oxigeno singlete ‘A0,

Tabla N2 4: Especies reactivas del oxigeno fisioldgicas. (Halliwell B., 2006).
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1.5.a. Dafios producidos por los radicales libres

Cuando el organismo se ve desbordado por un exceso de RS (especies reactivas),
practicamente cualquier estructura bioldgica que lo integran (ADN, ARN, proteinas, carbohidratos
y lipidos) puede convertirse en diana de la accién de estas especies reactivas y resultar daifadas,
(Diplock et al., 1998). El daifo causado por el ataque de ROS y RNS puede originar lesiones en el
ADN, perdida de funcién de enzimas, incremento de la permeabilidad celular, disrupcion de la
sefializacion de la célula y, en ocasiones, muerte celular por necrosis o apoptosis, (Kim et al.,
2006).

No todas las especies reactivas presentan la misma capacidad de reaccién o son igual de

reactivas. Ciertos compuestos como H,0,, O, y NO’, reaccionan de forma relativamente

selectivas con solo ciertas moléculas bioldgicas in vivo, mientras que el radical ‘'OH es altamente
reactivo, ya que reacciona instantdneamente con cualquier molécula que encuentra, (Kohen and
Nyska, 2002). Otra caracteristica que diferencia a las ROS es el sitio donde actuan; los radicales
libres reaccionan casi al instante en el lugar de su formacion debido a su elevada reactividad. Se
estima que el tiempo de vida de oxigeno singlete intracelular es de unos 10 — 40ns, que
corresponde a una distancia de difusidn de 10 — 20nm, (Redmond and Kochevar, 2006) (Figura 5);
mientras que los ROS no radicalarios, como el H,0,, pueden atravesar membranas bioldgicas y
extender asi su campo de accidn y su posible toxicidad a zonas alejadas de su lugar de formaciony
durante periodos de tiempo mas largo, (Kohen and Nyska, 2002).

Tiempo de Vida

Reactividad

Distancia de Difusion

‘OH 170, 0, H,0,

Figura 5: Tendencia del tiempo de vida, reactividad y distancia
de difusién en las células de las ROS mas comunes

1.5.b. Especies reactivas del oxigeno: su asociacion con el estrés oxidativo

A excepcion de aquellos organismos llamados anaerobios, que estan adaptados para vivir
en ausencia de oxigeno, los microorganismos, los animales y las plantas aerobias requieren
oxigeno para obtener energia quimica (ATP), esencial para la vida. Sin embargo, cuando la
concentracion de oxigeno es mayor que la presente en la atmosfera, los organismos aerobios se
enfrentan con la paraddjica situacion de que el oxigeno, es al mismo tiempo un agente téxico
(Halliwell and Gutteridge, 1989; Scandalios J.G., 2005).
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La toxicidad del oxigeno es consecuencia de la formacién de aquellas especies reactivas del
oxigeno. En 1954 se postulé que la mayor parte del dafio producido en organismos vivos por el
oxigeno a altas presiones, se debia a la formacién de radicales libres del oxigeno (Gerschman y
col., 1954; Gilbert D.L., 1981). Estas se generan como resultado del metabolismo intracelular
normal, fundamentalmente en las mitocondrias y los peroxisomas, asi como a partir de una gran
variedad de sistemas citosélicos enzimaticos. Ademds, numerosos agentes externos son capaces
de generar la formacién de ROS en el organismo (Figura 6) un sofisticado sistema enzimatico y no
enzimatico actua regulando los niveles de ROS en el organismo para mantener un equilibrio en la

célula.
Fuentes endogeras Defensas Fuentes exdgenas
Lipoospenasas {CAT. 500} Tosinas ambicnibs
Citocrorma (G5H. Wit A.C.E)
Menos
Funcion fisiologica dafada Homeostasis Funcion fisiologica dafada
Crecimients y Dafio celular ":;“ de "'“""““"i
Diemi i — Sherakiva rme=tabolisma rommal S
Dismirucion sistema de defensa
— =
Emejecimiento  Enfermedad Muerte celulsr

Figura 6: Produccion de moléculas ROS y su asociacién con funciones fisiolégicas (Valdivieso M.U., 2006)

Niveles de ROS por debajo de valores homeostaticos celulares pueden alterar las funciones
fisiolégicas de proliferacion y de defensa celular.

De forma similar, cuando existe un incremento de los niveles de ROS, tanto por un aumento
de su concentracién como por una disminuciéon en los mecanismos de defensa, se pierde el
balance entre la aparicion de especies nocivas y la capacidad de la célula de evitar su
acumulacién, originandose una situacién conocida como estrés oxidativo (Sies H., 1985). En estas
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condiciones, las especies reactivas del oxigeno reaccionan con las macromoléculas de las células
modificando su estructura y su funcién, dando lugar a alteraciones que pueden originar
enfermedades, envejecimiento y muerte celular.

1.6. Saccharomyces cerevisiae

Las levaduras son hongos unicelulares que representan un puente bioldgico entre bacterias
y organismos superiores, manteniendo las ventajas de los microorganismos en cuanto su facil
manipulacién y crecimiento rapido.

Saccharomyces cerevisiae es quizas la levadura mas importante para la humanidad, ya sea
por su utilizacion desde hace miles de afios en la produccidon de pan y bebidas alcohdlicas por
fermentacién, o por ser uno de los organismos eucariéticos modelo mas intensamente estudiados
a nivel de su biologia celular y molecular.

Debido a su relevancia y amplio conocimiento a nivel genético, el primer genoma eucariota
completamente secuenciado fue el de esta levadura (Goffeau y col., 1996). Estudios
comparativos de las secuencias permitieron estimar que el 23% de su genoma es similar al de los
humanos.

La reproduccién de las levaduras, en especial las utilizadas industrialmente, es
normalmente asexual, a través de la gemacion, pero la reproduccidn sexual también se puede dar
en determinadas condiciones.

1.6.a. S. cerevisiae y estrés oxidativo

Las levaduras tienen una gran similitud con las células animales tanto a nivel
macromolecular como de organulos, y se ha demostrado que ciertos nimeros de proteinas de las
levaduras tienen funciones intercambiables con sus homadlogas humanas.

En S. cerevisiae, las respuestas ante el estrés producido por diferentes agentes
(temperatura, falta de nutrientes, etanol, oxidantes, metales pesados, pH, etc.) comparten
mecanismos comunes, aunque existen cambios genéticos y bioquimicos especificos dependiendo
del agente causante del estrés. S. cerevisiae detecta el estrés oxidativo y genera una respuesta a
nivel molecular induciendo los sistemas de defensa antioxidantes primarios y secundarios (Costa
and Moradas-Ferreira, 2001). En respuesta a este estrés oxidativo, se activan en la célula rutas de
transmisidn de sefial y factores de transcripcidn especificos, que aumentan la expresidon de genes
que codifican para las proteinas antioxidantes. Esta respuesta especifica al estrés oxidativo tiene
como funcién disminuir los niveles de ROS asi como reparar los dafos producidos por estos
oxidantes.

Las células disponen de enzimas especificas para la neutralizacidon de las distintas especies
reactivas, como la superdxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPX).
Ademads contribuyen en la prevencién del estrés oxidativo celular las tiorredoxinas y la
glutarredoxina.

La Tabla 5 muestra los genes, las enzimas y las proteinas reguladoras mas relevantes, que
constituyen los sistemas implicados en la respuesta a estrés oxidativo en S. cerevisiae, (Valdivieso
M.U., 2006).
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Tabla 5: Sistema antioxidante de S. cerevisiae
Nombre Gen Enzima Regulador
Glutation GSHI Glutzmilcistzinil sintetasa YAPL
GSHZ Glutabion sintetasa
GLRI Glutation reductasa YAzl
Tiorredoxina TRX1 Tiorredoxing (citoplasma)
TRXZ Ticrredoxina (citoplasma) YAPL/SKNT
TRR1 Tiorredoxin reductasa I (ctoplasma) YAP1/SKMNT
TRX3 Tiorredoxina (mitocondria)
TREZ Tiorredoxin reductasa II {mitocondna)
Glutarredoxina GRX1 Glutarredoxina {citoplasma)
GRYZ Glutarredoxing (citoplasma) YARL
ZRX3 GRx4 Glutarredoxina (nuden)
GRXE Glutarredoxina (mitccondnia)
Superdxido 5001 Cu-ZnS0D (citoplasma) YAP1/SKMNT
dismutasa ! : I
S002 Mn-S00 (mitocondna) YAPL/SKMNT
Catalasza CTA Catala=a A (peroxisoma) YAP1/SKMNT
cTT Catalasa T (mitocondna) YARL/SKMT
MSNZ/MSNL
Metalotioneina cuPl Metalotioneina ACE1l
CRSS Metalotioneina
Endonucieasa APNI Endonucleasa apurinica
Ruta pentosas ZWFI Glucosa-&-fosfato deshidrogenasa ¥aP1
L THLT Transcetolasa
RPE1 Ribulosa 5-fosfato epimerasa
Glutation GRX1 GPX3 glutation peroxidasa
peroxidasa : =2
GENZ glutation peroxidasa YAR1
Tiorredoxing TSA1 AHPI ticrredoxing peroxidasa YARL/SKMT
peroxidasa

1.7. Planteamiento del problema

Los tumores malignos siguen siendo una de las principales causa de muerte en todo el
mundo. Las modalidades terapéuticas para combatir el cancer tales como cirugia, quimioterapia,
radioterapia y terapias bioldgicas son inicialmente exitosas en la mayoria de los casos, sin
embargo, todavia es necesario mejorar su eficacia. En consecuencia se han generado nuevas
estrategias terapéuticas que incluyen la terapia fotodinamica (FDT) y la terapia sonodinamica
(SDT). Uno de las limitantes del tratamiento fotodindmico del cancer reside en la inapropiada
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penetracion de la radiacion electromagnética, pero esta imposibilidad no es tal para ondas
mecanicas. Algunos antecedentes sobre tratamientos sonodinamicos del cancer pueden ser
hallados en los siguientes trabajos (Rosenthal y col., 2004; Tu y col., 2005).

Recientes estudios han demostrado que el ultrasonido puede activar, de manera eficiente,
algunas moléculas sensibilizadoras para producir especies reactivas del oxigeno (ROS), las que
pueden desactivar las células cancerosas directa o indirectamente. Se conocen muchos
sensibilizadores utilizados en la investigacién actual, principalmente fotosensibilizadores, por
ejemplo, las porfirinas y sus derivados (Rosenthal y col., 2004; Hiraoka y col., 2006; Kuroki y col.,
2007; Wang y col., 2008).

En el Dpto de Quimica de la UNRC se logré descomponer endoperdxidos fotosintetizados y
naturales sometiéndolos a ondas mecanicas ultrasénicas con produccién de oxigeno singlete
molecular, con el propésito de evaluar su potencial para combatir células tumorales.

El potencial uso de un dispositivo “inteligente” de descarga de drogas en el tratamiento de
cancer depende de multiples variables. Si bien se ha demostrado que quimicamente es posible
provocar la formacién de particulas reactivas por la combinacidn de ultrasonido y endoperoéxidos
(Duco, Grosso, Soltermann, resultados atn no publicados), aun queda un importante camino por
recorrer.

Asi, el propdsito de esta Tesina Final fue estudiar la accion citotdxica, del dispositivo
guimico desarrollado, sobre un sistema bioldgico. Dada la limitacidén de la utilizacion de animales
enteros es que se eligid a las levaduras como medio bioldgico por las siguientes razones:
muestran una especial resistencia al ultrasonido y ofrecen la ventaja de tener un mantenimiento
simple, reproducible y relativamente mas econémico que otros sistemas celulares.

1.8. Hipotesis
Las moléculas reactivas del oxigeno (ROS) que se generan por el tratamiento de la molécula
sonosensibilizadora (DFAQO,) con ondas de ultrasonido (US) ejercen muerte fungica celular.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo General:

Demostrar que la molécula reactiva del oxigeno (‘AO, = oxigeno singlete) generada por
tratamiento con ultrasonido a partir de la molécula sensibilizadora DFAO, induce muerte de
Saccharomyces cerevisiae bajo diferentes condiciones experimentales.

2.2. Objetivos Especificos:
e Fotosintetizar la molécula DFAQ, a partir de DFA.
e Producir oxigeno singlete por sonosensibilizacion de DFAO,
e Propagar y mantener la cepa fungica.
* Determinar el titulo de la levadura por UFC/mL.
e Preparar del inoculo fungico
e Determinar la sensibilidad de la cepa fungica en funcién de;
¢ La energia de ultrasonido aplicada
¢ La concentracion de DFAO,
e La concentracién de 1,4-dioxano (solvente)
¢ La concentracién de DFA
e Determinar la muerte celular por accidén de las moléculas reactivas generadas desde
DFAO, tratada con ultrasonido a la energia estandarizada, con tres variaciones
metodoldgicas:
* Agregado del DFAO, en caldo YPD40% 24hs antes del tratamiento
¢ Agregado del DFAO, en caldo YPD40% con sonicaciéon inmediata
¢ Agregado del DFAO, en solucidn fisioldgica con sonicacién inmediata
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3. Materiales

3.1. Drogas
9, 10-Difenilantraceno (DFA). PM = 330,43 g/mol
1, 4 dioxano (solvente). PM = 88,11 g/mol
9, 10-peroxi-9, 10-difenilantraceno (DFAO,). PM = 360,43 g/mol

3.2. Cepa fungica
Se empled una cepa flngica, aislada de intestino de cerdo, perteneciente a coleccidn de
cultivos de la UNRC: Sacharomyces cerevisiae Rc 016.

3.3. Medios de cultivo
3.3.a. Agar yeast extract-peptone-dextrose (YPD40%)

Peptona.....ccccvviiicieniiiiiieiiie, 5g
Extracto de levadura .................. 5g
Dextrosa .....ccoeevvvvvveiieiiiiiinnns 40¢g
Agar — Agar....cccccviiieieeeieeeeeiin, 17g
Agua destilada c.s.p..cccccvveeeennnen. 1000 mL

3.3.b. Caldo yeast extract-peptone-dextrose (YPD 40%)

Peptona.....ccccvviiceiniiiiiieiien, 5g
Extracto de levadura .................. 5g
Dextrosa ......ccccvvvvvcienieieeeeeniiinn, 17g
Agua destilada c.s.p.....ccouueneennn. 1000 mL

El medio de cultivo (Yeast -estract-peptone-dextrose) se utilizd para el mantenimiento y
desarrollo de levaduras en los ensayos microbiolédgicos. Sacharomyces cerevisiae y otras levaduras
crecen bien en un medio minimo conteniendo sdlo glucosa y sales. La adicion de proteinas y
extracto de levadura permite un crecimiento mas rapido.

3.4. Soluciones
3.4.a. Solucion de agua peptonada

Peptona......ccccccenninnnnnnnn, lg
Agua destilada c.s.p. ..ueeeen..... 1000 mL
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La solucion se fracciond en tubos de vidrio de 9 ml y se esterilizada a 0,75 atmdsferas durante
20 minutos, y se conservd a 42C hasta su uso. Se utilizé para realizar diluciones seriadas de la
levadura en los diferentes tratamientos

3.4.b. Solucion fisioldgica

Agua destilada c.s.p....ccoeunnnnennn. .1000 mL

La solucién se esterilizdé a 0,75 atmdsferas durante 20 minutos y se conservé a 42C hasta su
uso. Se utilizd para lavar las células del caldo (YPD). También se la utilizd como diluyente de las
células fungicas en los diferentes tratamientos con ultrasonido.

3.5. Sonoprocesador

En todos los experimentos que implicaron el uso de ultrasonido se utilizé6 un procesador
ultrasénico Hielscher modelo UP200S. El tratamiento se llevd a cabo en erlenmeyers de 50 ml de
paredes gruesas. La esterilizacion de los mismos se asegurd por autoclavado a 0,75 atmodsferas
durante 20 minutos.

)
)
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4. Métodos

4.1. Fotosintesis del sonosensibilizador DFAQ: a partir de DFA.

Una solucién de DFA en 1,4-Dioxano de concentracién 4,4382 x 10° M, fue irradiada a 420
nm utilizando un Reactor Fotoquimico Rayonet como fuente de iluminacidén, y con una potencia
de 150 Watts por un lapso aproximado de 40 h. Durante la fotdlisis la solucidn irradiada fue
expuesta a una pequefia corriente de oxigeno saturada en 1,4-Dioxano (Diagrama 1).

DFA + 0, DFAO. - Molécula
1.4-dioxano Sonosensibilizadora
420 nm Condiciones
150 Watts { deFotdlisis
40 h

Diagrama 1: Fotdlisis para la generacion de la molécula sonosensibilizadora DFAO,

La ruptura de la aromaticidad del antraceno por la adicidn de oxigeno, que siguid la cinética
que describe la Figura 4 del apartado introduccién, se evidencié en el espectro UV-Visible.

4.2. Sonolisis de l1a molécula DFAO; mediante ondas ultrasdnicas

La disociacion de la molécula DFAO, en DFA y oxigeno singlete (Diagrama 2), se ha
demostrado que acontece eficientemente mediante la aplicacién de pulsos ultrasdnicos aplicados
bajo una potencia acustica de 21 W/cm?” (Duco y col. 2003; Duco y col., 2008). La eficiencia de esta
reaccion puede valorarse in vitro mediante la cuantificacibn del DFA formado por
espectrofotometria.
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DFAO, DFA  + 1AO,

Pulsos 0,5 segundos Condiciones
Potencia acustica 21 W/cm? de Sondlisis

Diagrama 2: Generaciéon de DFA y 'AO, (oxigeno singlete) a partir de DFAO,
por US.

4.3. Mantenimiento de la cepa fungica

La cepa fungica, cedida por docentes del drea Micologia del Dpto. de Microbiologia e
Inmunologia, fue crecida en caldo YPD 40% a 302C y mantenida en el mismo medio por repiques
sucesivos. Se considerd stock fungico.

4.3.a. Determinacion del titulo de levaduras por UFC/mL

La determinacién del titulo fungico se realizé siguiendo las especificaciones técnicas
descriptas por Gamazo et al. (2005). Brevemente, la cepa fue diluida en agua peptonada hasta la
dilucién 10°. Posteriormente, de cada una de las ultimas 3 diluciones se tomaron 100 uL, se
sembraron en forma independiente sobre superficie de placas de Petri conteniendo agar YPD40%.
Se incubd a 302C durante 48 h; luego se realizd el recuento en aquellas placas que contenian
entre 30 y 300 colonias. El titulo fungico fue expresado como Unidades Formadoras de Colonias
UFC/mL. Los ensayos se realizaron por triplicado.

4.3.b. Preparacion del indculo fungico

Para poder efectuar los ensayos de sensibilidad de la cepa fungica a la accion de las drogas
problema fue necesario realizar inicialmente la preparacién de un indculo fungico uniforme. Para
lograr ese propdsito, se tomd desde una placa de Petri, una colonia de Sacharomyces cerevisiae
que fue repicada en un tubo conteniendo 4 mL de caldo YPD40%, incubandose el sistema a 302C
por 24 h. Al cabo de ese tiempo y desde ese tubo, se tomd un inéculo que fue sembrado por
triplicado en tubos conteniendo también 4 mL de YPD40%, con el propdsito de amplificar la masa
critica de hongos mediante una incubacidn durante 24 h mas a la misma temperatura. Pasado el
tiempo de incubacion, el contenido de esos 3 tubos fue homogeneizado y trasvasado a un
erlenmeyer conteniendo caldo YPD40%. Empleando un espectrofotémetro con una longitud de
onda (D.O. = 600), se ajustd una suspension fungica que arrojé una lectura de 0,05 y que garantizo
una cantidad suficiente y fisiolégicamente adecuada para los ensayos posteriores.

4
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4.4. Determinacion de la sensibilidad de la cepa fungica en funcidn de:

4.4.a. La energia de ultrasonido aplicada.

Veinte mL del indculo preparado como se describe en el punto anterior fueron sometidos,
en ensayos independientes, a los siguientes niveles de energia de US: 1.000 Ws (t1), 4.000 Ws
(t2), 7.000 Ws (t3), 10.000 Ws (t4), 13.000 Ws (t5) y 16.000 Ws (t6) respectivamente. Todos, en
pulsos de 0,5 segundos y con una densidad de potencia acUstica de 21 W/cm? (20% de la potencia
maxima del procesador). El control negativo del sistema (CS) incluyé 20 mL del inéculo que no
recibié ninguna descarga de energia de US (0 Ws).

La determinacién de la accién de la energia de US sobre la viabilidad de la levadura fue
interpretada por reduccidn de titulo fungico de los sistemas tratados vs el CS, (Quiroga, et al.,
2001); cuantificando el titulo segun la descripcién metodoldgica del punto 4.2.a.

4.4.b. La concentracion de DFAO:

Considerando que DFAOQ, es la droga sustrato a partir del cual se genera la DFA y el oxigeno
singlete, se eligieron diferentes concentraciones de aquella sustancia, en el orden de los
microgramos y basados en la bibliografia de las terapias antimicrobianas (Muschietti et al., 2005;
Oussalah et al. 2007; Shan et al. 2007), para evaluar la influencia de la concentracién de DFAO,
sobre la viabilidad de la levadura seleccionada. Se realizo el ensayo para la determinacion de la
Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) en cultivos fungicos a pequefia escala mediante la técnica
de microdilucién en caldo segun Bammert and Fostel (2000). Brevemente, la experiencia se
desarroll6 empleando microplacas de 96 pocillos. Se utilizaron 8 concentraciones, en pg/mL de
DFAOQ,: 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1 y 0,5, empleando como solvente de dilucion el caldo YPD40%. En
ensayos realizados por sextuplicado (Diagrama 3, pocillos naranja), se enfrentaron 75 plL de cada
concentracion de la droga a 75 pl del indculo fungico con una D.O. = 0,1. Como control negativo
se trabajd el indculo fungico sdlo, con caldo de cultivo y sin droga (columna 11, pocillos violetas).
El sistema se llevd a incubar a 302C por 24 h. Finalizado el tiempo de incubacién, la accién del
derivado antracénico sobre la viabilidad fungica se interpretd por lectura en el lector de Elisa a
una D.O. = 600 comparando valores alcanzados en los sistemas tratados vs el control y restando la
lectura de la D.O de la droga sola diluida en caldo sin indculo, (filas G y H, color verde).

)
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Diagrama 3: Evaluacidn de la sensibilidad de Saccharomyces cerevisiae bajo diferentes condiciones
de tratamiento por el método de microdilucidn en caldo.
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Concentraciones decrecientes de DFAO, en caldo YPD40%
Concentraciones crecientes de 1,4-Dioxano en caldo YPD40%

® 75 pL de DFA + 75 pL de caldo YPD

* Inéculo fungico diluido al medio en caldo YPD (control desarrollo normal)
150 pL de caldo YPD (control del caldo)

75 UL de cada uno de los diferentes concentraciones (DFAO2 — 1,4-dioxano y DFA)
+ 75 pL caldo YPD (blanco de las diluciones)

4.4.c. La concentracion de 1,4-dioxano

Por la misma técnica de microdilucién en caldo se determiné el valor de CIM para el 1,4-
dioxano empleado como solvente de la droga DFAO, y DFA. A tal fin las concentraciones
porcentuales finales ensayadas de dicho solvente (v/v) en caldo YPD40%, fueron: 2, 3,4, 5,6y 9
(Diagrama 3, columna 9, rosa). Los pocillos G9 y H9 representaron el control de este ensayo que
incluyd el solvente a la mayor concentracion testeada (9% v/v), con caldo y sin inéculo.

4.4.d. La concentracion de DFA

La determinacién de la sensibilidad de la levadura a la accién de DFA fue realizada a una
concentracion fija de esta droga por considerar que la reaccién de generacién de la misma
acontece como se muestra en el Diagrama 2.
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De acuerdo a la estequeometria de esa reaccidon quimica, si se partiera de 64 pug/mL de
DFAQ,, y si la eficiencia de la reacciéon fuera del 100%, lo maximo de DFA presente en el sistema
seria esa concentracion. Esto justifico seleccionar una concentracion de DFA de 64 pg/mL.

En el Diagrama 3 la columna 10 representa el ensayo realizado por sextuplicado en donde
se enfrentaron 75 pL de DFA (128 pg/mL) a 75 L del inéculo fdngico con una D.O. = 0,1. Se
incluyé como control: la droga en caldo YPD40% y sin el inéculo fungico (pocillos G10 y H10). El
sistema se incubd a 302C por 24 h. La interpretacidn del resultado se efectud por visualizacidn
directa de presencia o ausencia de crecimiento fungico y se corroboré por lectura de la D.O. a 600
nm en un lector de Elisa.

4.5. Determinacion de la muerte celular por accion de las moléculas
reactivas generadas desde DFAQO:; tratada con ultrasonido a la energia
estandarizada.

Hubo tres variaciones metodoldgicas para estos ensayos y en todos los casos la eficiencia
del tratamiento ultrasénico fue evaluado inmediatamente por el recuento de formacién de
colonias en capsulas de Petri segliin descripcidon metodoldgica del punto 4.3.a.

4.5.a. Agregado del DFAO: en Caldo YPD40%, 24 h antes de la sonicacion
Las experiencias se llevaron a cabo empleando 20 mL del inéculo microbiano con una D.O. =

0,05 que fue enfrentado, en ensayos independientes, a concentraciones decrecientes de DFAO,:
16, 8, 4, 2 y 1 pug/mL. El sistema se incubd durante 24 h a 30°C y luego se expuso a las ondas
ultrasénicas aplicadas con una energia de 10.000 ws. El ensayo incluyd los siguientes controles:

a) Indculo sélo sin droga ni exposicion al US: Control de desarrollo fungico normal

b) Indculo + DFAO, (16 pig/mL) sin exposicidn al US: Control de inocuidad de la droga

¢) Indculo sin droga con exposicién al US: Control de inocuidad del US.

4.5.b. Agregado del DFAO: en Caldo YPD40% con sonicacion inmediata

Las experiencias se llevaron a cabo empleando 20 mL del inéculo microbiano con una D.O. =
0,05 que fue incubado durante 24 h a 302C y luego enfrentado, en ensayos independientes, a
concentraciones decrecientes de DFAO,: 16, 8, 4, 2, y 1 ug/mL para ser inmediatamente expuesto
a las ondas ultrasénicas aplicadas con una energia de 10.000 Ws. El ensayo incluyd los mismos
controles descriptos en el punto anterior.

)
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4.5.c. Agregado del DFAO: en solucion fisiolégica con sonicacion

inmediata

Las experiencias se llevaron a cabo empleando 160 mL del indculo microbiano el que fue
incubado durante 24 h a 302C en caldo YPD40%. Al cabo de ese tiempo el medio fue removido por
centrifugacién a 2.000 rpm. El precipitado conteniendo las levaduras fue colectado en esterilidad
y resuspendido en 160 mL de solucidn fisiolégica estéril, la que fue fraccionada de a 20 mL en 8
erlenmeyer. Cinco envases fueron reservados para enfrentarlos, en forma individual, a las 5
concentraciones de prueba de DFAO, (16, 8, 4, 2 y 1ug/mL). Los 3 envases restantes se reservaron

para el disefio de los mismos controles del sistema ya descripto.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Fotosintesis del sonosensibilizador DFAO: a partir de DFA.

La eficiencia de la reaccion para generar la molécula sonosensibilizadora DFAO, fue muy
buena ya que el rendimiento en la produccién de endoperdxidos fue del orden del 98%. La lectura
al espectro visible revelé que partiendo de una concentracion inicial de DFA = 4,40 x 10> M, se
obtuvo una concentracién final de DFA = 6,85 x 10°, por lo que la concentracion de
endoperdxidos (DFAO,) fue de 4,30 x 10> Este rendimiento éptimo ha sido reportado por otros
investigadores cuando han generado DFAO2 a partir de hidrocarburos aromaticos, (Khan et al.,
1986; Wasserman and Larsen, 1972).

5.2. Sonolisis de la molécula DFAO; mediante ondas ultrasonicas

La cuantificacién de los productos de reaccidon generados mediante sonolisis de la molécula
DFAO, revelé una produccién exitosa de O singlete del orden del 80%, con el mismo nivel de
eficiencia reportado por Duco y col., (2008).

5.3. Mantenimiento de la cepa fangica

Con el procedimiento descripto en el apartado 4.2. de métodos logré mantenerse la cepa
fungica problema en dptimas condiciones de viabilidad.

5.3.a. Determinacion del titulo de levaduras por UFC/mL

La determinacion del titulo fungico en la mayoria de las experiencias indicé valores del
orden 3 x 10’ UFC/mL. El andlisis macroscdpico de las colonias desarrolladas en el agar se condijo
con las caracteristicas morfoldgicas ya descriptas para la levadura empleada, Figura 7.
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Figura 7: Aspectos macroscopicos del desarrollo de colonias fungicas
tipicas de Saccharomyces cerevisiae

5.3.b. Preparacion del in6culo fingico

Durante la preparacién del indculo fungico los ensayos revelaron un desarrollo dptimo de la
levadura que indicé un buen estado fisiolégico del microorganismo garantizando la continuidad
de las experiencias. El criterio de seleccion de un valor de D.O de 0,05, leido al espectrofotdmetro
con una longitud de onda de 600 nm, estuvo basado en el andlisis de datos bibliograficos (NCCLS
2002; Yin et al 2006).

5.4. Determinacion de la sensibilidad de la cepa fiingica en funcién de:
5.4.a. La energia de US aplicada

Los valores de viabilidad celular alcanzados luego de la aplicacién de diferentes niveles de
energia de US se muestran en la tabla siguiente.
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Tabla 6: Sensibilidad de Saccharomyces cerevisiae a la accién de diferentes niveles de energia ultrasdnica.

PARAMETROS

TRATAMIENTOS
Energia aplicada (Ws)

To T, T, Ts Ta Ts Te
EVALUADOS
0 1000 4000 7000 10000 13000 16000
UFC/mL 3,18x 10’ 2,69 x 10 2,61x 10 2,05 x 10’ 2,25 x 10 1,36 x 10 1,18 x 10
T
% V'ab'l'qad 100 84,7 82,18 64,44 70,84 42,93 37,15
Promedio

En este estudio pudo demostrarse que a medida que se incrementd la energia disipada en

la solucién, disminuyd la viabilidad celular porcentual calculada segun la reduccidn del nimero de

UFC/mL en los diferentes tratamientos respecto del sistema control sin tratar. Los datos, que

fueron analizados por andlisis de regresion lineal, permitieron construir el Grafico 1 cuyo analisis

confirma cierta relacion dosis-respuesta.

% Vlabllldad

2 3 &

120+

1

:

10.000 Ws ~ 60% Viabilidad

0 2000 4000 8000 10000 12000 14000 16000 18000
Ws

Grafico 1: Efecto del ultrasonido aplicado a diferentes energias (Ws) sobre la viabilidad porcentual de S.

cerevisiae

Como se observa, la intrapolacion dentro de la curva muestra que una energia de US igual a

10.000 ws arrojaria un porcentaje de levaduras viables préximo al 60%. Se destaca este valor de

energia pues con ella se ha logrado demostrar en ensayos previos que es la energia minima
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necesaria para asegurar la generacion de ROS a partir del endoperdxido estudiado (DFAO,) (Duco
y col. 2008).

Podria interpretarse que un porcentaje de muerte celular del orden 40% es importante, no
obstante la interpretacion de los ensayos posteriores no se veria comprometida porque el valor
de la potencia del desarrollo fungico se mantuvo constante y alto (10’ UFC/mL) y la viabilidad
flngica superd el 60%. Este valor muestra una importante cantidad de microorganismos que me
permite realizar recuentos confiables.

5.4.b. La concentracion de DFAO;

En el enfrentamiento de las diferentes concentraciones de DFAO, con las células flngicas se
pudo demostrar que hubo un excelente crecimiento de la levadura frente a todas las
concentraciones de droga empleada (Figura 8).

1.4- Control
dioxano DFA cle caldo

tt 1

DFAO,

A

Control de
Controles de DFAO,, 1,4-dioxano y DFA crecimiento fungico

Figura 8: Aspectos macroscépicos del desarrollo de Saccharomyces cerevisiae sometida a diferentes
condiciones de tratamiento y evaluado por el método de microdilucién en caldo.

La turbidez registrada a la lectura en el espectrofotdmetro reveld valores similares en los
diferentes tratamientos vs el sistema control, indicando que DFAO, no modificé la viabilidad de
Saccahromyces cervisiae en las condiciones de ensayo desplegadas. Por otra parte, el buen
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desarrollo de la cepa problema sin droga, corroborado por la adecuada turbidez del medio, indicé
la sostenida viabilidad del microorganismo seleccionado. En el tratamiento control, la ausencia de
contaminacién microbiana, confirmé buen manejo experimental durante el desarrollo de las
experiencias.

Del conjunto de resultados obtenidos en este punto se infiere que el valor de CIM de DFAO,
seria > 64 ug/mL. Este dato es muy importante pues muestra que la molécula sonosensibilizadora,
al no interferir con la viabilidad del microorganismo, se puede utilizar con el propdsito perseguido
de generar oxigeno singlete.

5.4.c. La concentracion de 1,4-dioxano

En el tratamiento de las células fungicas con las diferentes concentraciones del solvente
1,4-dioxano, fue posible visualizar desarrollo de la levadura en las 3 concentraciones mas bajas de
dicho solvente (Figura 8). Cantidades mayores al 4% v/v ejercieron una total inhibicion del
microorganismo (pozos D, E y F9). Los datos resultan relevantes pues la cantidad necesaria del
solvente para disolver aun la mayor concentracién de DFAO, (64 pig/mL) no supera el 4% v/v. Esto
garantiza que ninguno de los dos componentes del sistema estén ejerciendo per se, accion
fungitdxica y permite seguir evaluando el potencial de la molécula sonosensibilizadora DFAO,
para uso terapéutico.

5.4.d. La concentracion de DFA

Como se observa en la Figura 8, una concentracién alta y fija de DFA no modific la
capacidad del microorganismo de crecer adecuadamente. Hubo completo desarrollo fungico en
todos los pocillos (A-F10). Este resultado permitid continuar con ensayos de sensiblidad del
microorganismo frente al oxigeno singlete asumiendo que la maxima concentracién de DFA que
se puede generar en la reaccién de sonolisis no afecta la viabilidad del microorganismo.

5.5. Determinacion de la muerte celular por accién de las moléculas
reactivas generadas desde DFAQ: tratada con ultrasonido a la energia

estandarizada.

Mediante los ensayos anteriores fue posible estandarizar las condiciones controladas que
permitieran evaluar la accién de oxigene singlete que se genere por el US, sobre la viabilidad de
Saccharomyces cerevisiae.
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5.5.a. Agregado del DFAO: en Caldo YPD40%, 24 h antes de la sonicacion

Para este disefio experimental los resultados obtenidos, que se exhiben en la Tabla 7

fueron empleados para la construccidn del Grafico 2.

Este experimento fue disefiado sabiendo que la droga no resultd citotdxica empleada a 16

pg/mL, y asumiendo ademas que al estar el microoganismo en contacto, antes de la sonicacidn,

con la droga y en condiciones optimas de desarrollo, la misma seria internalizada y estaria

disponible para generar oxigeno singlete que resultaran letales para la levadura.

Tabla 7: Sensibilidad de S. cerevisiae a la accién de diferentes concentraciones de DFAO, sonosensibilizada

24 h posteriores al crecimiento fungico.

TRATAMIENTOS CONDICIONES DEL SISTEMA PARAMETROS EVALUADOS
Energia (Ws) Tiempo (seg) UFC/mL Viabilidad (%)
Control de
Crecimiento 0 0 7X10’ 100
Fungico Normal
Control de
Inocuidad de 0 0 6,2 X 10’ 88
droga (16 pg/mL)
Control de
Inocuidad de US 10000,19 793 5,03 X 10’ 72
(10000 Ws)
CS:Z?Zt;fL;Tn:Se Energia (Ws) Tiempo (seg) UFC/mL Viabilidad (%)
1 10003,28 732 3,37 X 10’ 48
2 10010,35 801 2,75 X 10’ 39
a4 10001,22 756 3,1 X10’ 44
8 10009,25 763 4,76 X 10’ 68
16 10002,78 798 3,73 X 10’ 53
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{Z5] cd: control inocuidad 16 pg/mL DFAO,
) cs: control inocuidad US = 10000 Ws
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Grafico 2: Efecto sobre la viabilidad de S. cerevisiae de diferentes concentraciones de DFAO, sometida a US
(10000 Ws) previa incubacion del sistema por 24 h a 302C

Como se observa, el desarrollo de la cepa fungica en el sistema control fue éptimo. De igual
forma la incorporacién de la droga DFAO, empleada a 16 jig/mL no comprometiod el crecimiento
de la levadura; mientras que el US aplicado a 10000 Ws disminuyd ese crecimiento en promedio
no mas alla del 35%. Todos estos datos corroboran los resultados previamente mostrados.

Los tratamientos de Saccharomyces cerevisiage con DFAO, empleada a diferentes
concentraciones mas US, generd modificaciones en el desarrollo fungico. El andlisis comparativo
de los resultados alcanzados parece apropiado realizarlo en funcién del desarrollo del hongo en
todos los tratamientos con la droga vs al hongo crecido sin ella pero con US, por ser justamente
esta variable parte esencial del sistema de ensayo. Pudo demostrarse que DFAO,
sonosensibilizada no interfirié en el crecimiento del hongo siguiendo un modelo dosis-respuesta.
Solo las concentraciones de 2 y 4 pg/mL indujeron disminucion del desarrollo fungico, con
diferencias significativas respecto del control (p< 0,05). La droga empleada a 1 pig/mL no produjo
alteracion significativa del crecimiento del hongo, esta circunstancia podria deberse a que esa
concentracion ha sido muy baja como para generar la suficiente cantidad de oxigeno singlete que
modifique la fisiologia del microorganismo. Llamativamente altas concentraciones de DFAO, no
modificaron sustancialmente el crecimiento fungico. Podria especularse que a altas cantidades de
DFAQ, se generen moléculas ROS que activan los mecanismos normales de defensa del huésped.

Mas alla de toda especulacidn, y analizando el conjunto de los resultados alcanzados podria
decirse que el sistema asi disefiado no resulté ser un modelo éptimo para demostrar que el
oxigeno singlete generado desde DFAO, induzca citotoxicidad. Asumiendo ademds que como el
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US fue aplicado a todo el sistema luego de que el microorganismo estuviera en contacto 24 h
antes con DFAOQ,y que esta circunstancia podria llevar a que la levadura la metabolice, es que se
planted otro ensayo experimental.

5.5.b. Agregado del DFAOz en Caldo YPD40% con sonicaciéon inmediata

Los resultados alcanzados en estas experiencias se vuelcan en la Tabla 8 y se emplearon
para la construccion de Grafico 3.

Tabla 8: Sensibilidad de S. cerevisiae a la accién de diferentes concentraciones de DFAO, en caldo YPD40% y
sonosensibilizada inmediatamente.

TRATAMIENTOS CONDICIONES DEL SISTEMA PARAMETROS EVALUADOS
Energia (Ws) Tiempo (seg) UFC/mL Viabilidad (%)
Control de
Crecimiento 0 0 7,06 X 10’ 100
Fungico Normal
Control de
Inocuidad de 0 0 6,07 X 10’ 85
droga (16 pg/mL)
Control de
Inocuidad de US 10000,99 778 4,66 X 10’ 66
(10000 Ws)
cg:zecl;ztl(’z‘g"/on:se Energia (Ws) Tiempo (seg) UFC/mL Viabilidad (%)
1 10003,28 752 3,46 X 10’ 49
2 10006,11 805 2,56 X 10’ 36
4 10006,72 765 2,82 X10’ 40
8 10000,00 760 4,53 X 10’ 64
16 10005,55 779 3,73 X 10’ 53
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Grafico 3: Efecto sobre la viabilidad de S. cerevisiae de diferentes concentraciones de DFAO, en caldo
YPD40% y sometida a US (10000 Ws) inmediatamente.

El analisis de los resultados revelaron que el comportamiento del microorganismo frente a
las diferentes concentraciones de la droga sonosensibilizada inmediatamente fue similar al
desplegado cuando el sistema se sometid a ultrasonicacion estando presenta la droga 24 h antes.

Con los datos obtenidos mediante este disefio experimental se descarta que la posible
internalizacidn y/o metabolizacién de la droga haya influido en los resultados. Es posible que la
poca accion citotdxica del oxigeno singlete generado, se deba a una efecto protector de los
solutos del medio que interfieren su accidn letal. Ante esta duda es que se planted realizar las
experiencias sometiendo al microorganismo a la accidn de DFAO, disuelta en solucién fisioldgica
basado en los antecedentes experimentales de Tsukamoto et al. , 2004.
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5.5.c. Agregado del DFAO: en solucidon fisiolégica con sonicacion
inmediata

Los resultados alcanzados en estas experiencias se vuelcan en la Tabla 9 y se emplearon
para la construccion de Grafico 4.

Tabla 9: Sensibilidad de S. cerevisiae a la accidn de diferentes concentraciones de DFAO, en solucion
fisioldgica y sonosensibilizada inmediatamente.

TRATAMIENTOS CONDICIONES DEL SISTEMA PARAMETROS EVALUADOS
Energia (Ws) Tiempo (seg) UFC/mL Viabilidad (%)
Control de
Crecimiento 0 0 6,25 X 10 100
Fungico Normal
Control de
Inocuidad de 0 0 6,50 X 10 100
droga (16 pg/mL)
Control de
Inocuidad de US 10000,3 662 7,90 X 10° 1,2
(10000 Ws)
Cg:lc-\?zt:zcgl;amnlje Energia (Ws) Tiempo (seg) UFC/mL Viabilidad (%)
1 10012,01 623 4,4X10° 0,7
2 10001,28 630 6,7 X 10° 1
a4 10005,27 669 2,03 X10° 3,3
8 10007,93 691 6,08 X 10° 1,1
16 10010,19 703 1,84 X 10° 3
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afico 4: Efecto sobre la viabilidad de S. cerevisiae de diferentes concentraciones de DFAO, en solucién
fisioldgica y sometida a US (10.000 Ws) inmediatamente.

Los resultados indican que todas las concentraciones de la droga resultaron letales sobre la
levadura. También se vio dramaticamente afectado el crecimiento del microorganismo cuando se
lo enfrentd exclusivamente a las ondas ultrasdnicas y sin droga. Esto permite inferir que la accién
letal seria ejercida en realidad por el US en si mismo.

El haz de ultrasonido va perdiendo intensidad conforme va avanzando por el medio. Esta
pérdida por unidad de longitud se denomina atenuacion. La atenuacion se produce por diferentes
factores, desde la propia absorcién de ultrasonido por el medio hasta las diversas reflexiones que
puedan producirse por heterogeneidad del medio. También se producen dispersiones y pérdidas
de direccién por refraccibn que lo hacen ineficaz a efectos terapéuticos,
(http://www.sld.cu/galerias/pdf/sitios/rehabilitacion-fis/ultrasonidos.pdf).

Como la droga fue administrada en solucidn fisioldgica, el sistema carece de los
componentes quimicos complejos que forman parte del medio de cultivo de la levadura, los que,
actuando como solutos, estarian ejerciendo proteccion sobre el hongo, atenuando el US, tal como
se deduce en las dos experiencias anteriores.

Los datos compilados de las tres experiencias ultimas se vierten en la Tabla 10.
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Tabla 10: Sensibilidad de S. cerevisiae a la accidon de diferentes concentraciones de DFAO, sonosensibilizada
bajo diferentes condiciones de trabajo.

Crecimiento fingico expresado en UFC/mL para los tratamientos
Tratamientos DFAO, + US previa DFAO, + US DFAO, + US
incubacién 24 h en inmediatamente en inmediatamente en
caldo caldo solucion fisiolégica
Contr’ol (!e Crecimiento 7,00 x 107 6,07 x 107 6,25 x 107
Fungico Normal
Control de Inocuidad 6,20 x 107 5,76 x 107 6,5x 10
de droga (16 pg/mL)
Control de Inocuidad 7 7 *
5,03 x 10 4,15x 10 2
de US (10000 Ws) U3ty
[1 pg/mL] DFAO, 3,63x 10 3,42 x 10 1,85x 10°¥
[2 pg/mL] DFAO, 2,70 x 10’ 2,56 x 10 6,7x10°F
[4 pg/mL] DFAO, 3,10 x 10’ 2,82 x 10’ 2,03 x 10°%
[8 ug/mL] DFAO, 4,77 x 10 3,97 x 10’ 6,80 x 10°*
[16 pg/mL] DFAO, 4,16 x 10’ 3,27 x 10 1,85 10°%

* Diferencia significativa respecto al control de crecimiento fungico (p<0,001).

Claramente se observa que el efecto protector de la solucién fisioldgica no existié porque
hubo una disminucién marcada del nimero de células del orden de 1 y 2 logaritmos tanto en las
levaduras sometidas a la accidn de las diferentes concentraciones DFAO, como al US administrado
solo, sin droga, respecto de los sistemas controles sin tratar.

El US aplicado a 10000 Ws en solucién fisioldgica fue altamente letal. Este resultado no
sorprende pues investigaciones efectuadas para evaluar la inactivacion de Saccharomyces
cerevisiae por irradiacién ultrasénica han demostrado una alta tasa de muerte celular, cercana al
90%, cuando se aplicé la radiacidn en agua mineral, (Tsukamoto et al., 2004). Con esta explicacion
pareceria inapropiado elegir esta energia, sin embargo es la cantidad minima y necesaria de US
que demanda la conversion de DFAO, en oxigeno singlete, por ello es que se utilizd de esta
manera.

La explicacidon de tan alta tasa de muerte microbiana se le podria atribuir al hecho de que
mediante el US se desencadena el proceso de cavitacién con una gran formacidon de moléculas
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ROS. No solo se generaria el oxigeno singlete desde la DFAQO, sino que habria otras moléculas
reactivas como OH y perdxidos producidos a partir del agua del sistema que representa el
solvente de la solucién fisiolégica. Al haber mayor produccién de ROS y una menor atenuacién se
justifica la diferencia de viabilidad celular cuando el microorganismo se encuentra en solucién
fisiologica respeto de su crecimiento cuando se encuentra en el caldo YPD40%.

Discusion General

En términos generales todo el estudio tuvo como objetivo disefiar un modelo in vitro,
empleando células eucariota de facil manipulacién en el laboratorio y a bajo costo, para medir la
eficiencia de la sonoconversion de DFAO, en DFA y en oxigeno singlete y cuantificar el poder
citotoxico de esta ultima molécula.

Los ensayos de citotoxicidad in vitro son utiles para definir la citotoxicidad basal, por
ejemplo la habilidad intrinseca de un componente para causar muerte celular como consecuencia
del dafio severo de las funciones celulares (Eisenbrand et al., 2002).

Cuando se efectian algunas consideraciones relacionadas a las pruebas de citotoxicidad in
vitro, es valido decir que existen muchos blancos celulares para el dafio, pero generalmente, estos
mecanismos convergen y producen una respuesta celular comun, que es la muerte celular.

En relacién a los tumores malignos, que siguen siendo una de las principales causas de
muerte en todo el mundo, existe como se indicé diferentes modalidades terapéuticas aplicables
para combatir su malignidad. Desde el avance de la ciencia se destacan ultimamente como
nuevas estrategias citotdxicas la fotodindmica y sonodindmica. Las moléculas sonosensibilizadoras
cobran relevancia desde su capacidad para generar algunos productos de reaccion que al
interactuar con estructuras celulares influyan en su viabilidad. Asi, la DFAO, como hidrocarburo
aromatico policicloco es motivo de estudio en los ultimos tiempos, como potencial generadora de
oxigeno singlete bajo condiciones de ultrasonicacion.

Su eficacia se aborda en el laboratorio con el propdsito de aplicarla a futuro como una
sustancia que permita controlar y/o inhibir el desarrollo de células tumorales. La investigacion
estd en sus inicios de forma tal que resulta necesario evaluar los posibles disefios metodolégicos
gue permitan conocer su aplicabilidad terapéutica asociada al ultrasonido.

Los estudios aqui realizados han demostrado que bajos todas las condiciones
experimentales solo fue posible evaluar dafio citotoxico significativo sobre Saccharomyces
cerevisiae cuando el microorganismo estuvo en solucidn fisioldgica. No obstante, dicha accién no
fue selectiva pues la muerte se registré asociada mas a US que a la presencia del oxigeno singlete.
Cuando el microorganismo en cambio se sometid a la accidon de la droga en un medio rico en
proteinas no pudo demostrarse que la molécula sonosensiblizadora fuera realmente efectiva. Es
probable que los solutos del medio ejercieran una citoproteccion en relacién al oxigeno singlete.
De igual forma, cuando el mismo fue eficaz al destruir algunas células, los productos de desecho
generados por la lisis celular pudieron neutralizar la accidon citotdxica del oxigeno singlete. No se
ha discutido aqui la capacidad innata del microorganismo de influir en la capacidad de accién de
las moléculas ROS, ya que es conocido que S. cerevisiae detecta el estrés oxidativo generando
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activacion de rutas de transmision de sefial y factores de transcripcion especificos, que aumentan
la expresion de genes que codifican para las proteinas antioxidantes.

Es probable que si el microorganismo se encuentra en un medio de crecimiento dptimo, su
fisiologia también sea dptima y asi pueda defenderse de la agresion de moléculas extranas. Debe
considerarse ademas la presencia de la pared celular que podria estar contribuyendo a su
resistencia a la accidn citotdxica evaluada. La molécula DFAO, pudo no haber ingresado y al ser
sonicada los productos reactivos generados hayan reaccionado con las proteinas del medio y no
con las proteinas vitales de la levadura. Ademas, no debe ignorarse la escasa vida media de las
moléculas ROS y su gran reactividad con diferentes solutos (Redmond and Kochevar, 2006). La
atenuacion y la buena fisiologia de la célula eucariota bajo estas condiciones experimentales no
permitieron mostrar la eficacia del oxigeno singlete como molécula asesina luego de la
sonosensiblizacion de DFAO,.

Desde todas estas experiencias puede concluirse que los disefios experimentales no han
permitido definir un modelo dptimo para cuantificar la citotoxicidad desde la sonosensibilizacién
de DFAO,. Por tal motivo, la proyeccion experimental deberia ser abordada mediante el empleo
de células eucariotas en cultivos celulares, tal cdmo se observa en numerosas investigaciones
(Feril Jr. et al. 2004; Rosenthal et al. 2004; Wang et al. 2010).
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6. CONCLUSIONES

¢ Como la produccién de endoperdxidos fue del orden del 98% se concluye que la eficiencia
de la reaccion en las condiciones establecidas para generar la molécula

sonosensibilizadora DFAQO, fue muy buena.

¢ La cuantificacién del O singlete como producto de reaccién generado mediante sondlisis

de la molécula DFAQ, reveld una produccion exitosa, del orden del 80%.

¢ La cepa fungica, en caldo YPD40%, sometida a la accién de energia ultrasénica aplicada
en valores crecientes revelaron cierta relacién dosis-respuesta e indicaron que 10.000 Ws

comprometio sélo el 40% de la viabilidad celular.

¢ El excelente crecimiento de Saccharomyces cerevisiae frente a todas las concentraciones
empleadas de droga DFAO, (1-64 pug/mL) muestra que esta molécula sonosensibilizadora,
al no interferir con la viabilidad del microorganismo, se puede utilizar con el propésito de

generar oxigeno singlete.

¢ Como el solvente 1,4 dioxano resultd toxico en proporciones superiores al 4% v/v se
garantizdé que no interferiria sobre la viabilidad del microorganismo porque en ensayos

posteriores fue empleado a concentraciones menores.

¢ El excelente crecimiento de Saccharomyces cerevisiae frente a una Unica concentracion
de DFA (64 pg/mL) muestra que esta molécula no interfiere sobre la viabilidad del

microorganismo cuando se produce a efectos de la sonolisis.

¢ Los estudios de sensibilidad de la cepa fungica a la accién de DFAO, bajo diferentes
condiciones experimentales revelaron que la droga no seria incorporada por el
microorganismo en virtud de que el crecimiento fungico fue similar cuando el sistema
fue sometido a sondlisis inmediatamente o después de 24 h de incorporada la molécula

sonosensibilizadora.
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¢ Presumiblemente existiria poca difusion del oxigeno singlete al interior de la levadura

pues el mismo reaccionaria con los solutos del medio afectando su accidn citotoxica.

¢ El efecto protector de las sustancias quimicas que componen el caldo de cultivo se pierde
cuando la cepa es enfrentada a DFAO, en solucion fisioldgica. El incremento de la muerte

celular en este medio revela ademas el efecto citotdxico aditivo de otras moléculas ROS.

¢ Los modelos experimentales para evaluar la utilizacion de 9,10-peroxi-9,10-
difenilantraceno (DFAO,) como molécula sonosensibilizadora, generadora de oxigeno
singlete (*A0,), para una futura utilizacién en el tratamiento de tumores; no permitieron
evidenciar la accion citotdxica del *AO, sobre Saccharomyces cerevisiae, demostrando que
la energia ultrasénica minima necesaria para sonosensibilizar a DFAO, posee cierta

toxicidad sobre el sistema celular empleado como diana.
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