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RESUMEN

La terapia fotodinamica (TFD) es una modalidad terapéutica, basada en la
administracion de un fotosensibilizador (FS) seguido de su activacion con luz visible. Esta
activacion promueve la formacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) induciendo la
muerte de células o tejidos tumorales. Esta terapia es empleada principalmente en el
tratamiento de enfermedades pre-malignas y malignas; en particular en dermatologia esta
dirigida fundamentalmente al tratamiento de carcinomas del tipo no melanoma y de lesiones
precursoras. Si bien la TFD tiene un excelente resultado clinico, los FS aprobados y las
lamparas utilizadas para la activaciéon de los mismos, tienen un elevado costo limitando el
acceso general a esta terapia. Por lo tanto, la busqueda de un FS ideal sigue siendo en la
actualidad el objetivo de estudio de un gran niimero de investigaciones.

En el presente trabajo de tesis doctoral nos propusimos como objetivo general abordar
el estudio de la eficacia de dos fotosensibilizadores: riboflavina (RF) y su éster derivado tetra-
acetato de riboflavina (RFTA) en el tratamiento fotodindmico en células humanas de
carcinoma escamoso (SCC-13) y células epidérmicas hiperproliferativas de modelos murinos.

La TFD con RF y RFTA aplicada en células SCC-13 provocé una marcada
disminucién de la viabilidad y de la proliferacion, alterando el ciclo celular y generando
arresto en las fases G2/M. Asimismo, a nivel ultraestructural se evidenciaron cambios
morfolégicos caracteristicos de la muerte celular por apoptosis incluyendo condensacion de la
cromatina, contraccion celular, fragmentacion nuclear y formacion de cuerpos apoptéticos. En
el mismo sentido, la TFD-RFTA indujo un aumento en el nimero de células TUNEL
positivas y en la externalizacion de fosfatidilserina, ambos indicadores de apoptosis. Ademas,
mediante analisis bioquimicos, se determiné que la apoptosis desencadenada era dependiente
de caspasa, observando disminucion de la expresion de pro-casapasa 3 y Bcl-2 (proteina anti-
apoptotica) y aumento en la expresion de citocromo ¢ en citoplasma.

Por otro lado, el andlisis de la produccion de especies reactivas (ER) por la TFD-
RFTA, dio como resultado un aumento significativo en los niveles de distintas ER
intracelulares, particularmente de anioén superdxido, principales inductores de la toxicidad
generada por la terapia. Ademas, pueden promover apoptosis activando diferentes cascadas
de sefializacion, incluida a la familia de proteinas quinasas activadas por mitdgenos
(MAPK), por lo que evaluamos la relacion de estos parametros luego de la aplicacion de

la TFD. Estos ensayos demostraron que las ERO generadas con la terapia no indujo cambios



en la fosforilacion de p38M**¥. En contraste, la aplicacion de la TFD-RF o -RFTA promovié
un aumento en la expresién ERK1/2 fosforilada asociada al aumento de las ERO.

Finalmente, se abordd el estudio del efecto de la TFD-RFTA sobre Ila
hiperproliferacion epidérmica en modelos murinos evaluando los cambios sobre la
proliferacion y muerte celular. Los resultados revelaron que el tratamiento terapéutico de
TFD-RFTA fue efectivo en la disminucion de la proliferacion epidérmica y aumenté en el
numero de células TUNEL positivas, indicando que el tratamiento induce un incremento en la
muerte de las células.

En conclusion, este trabajo de tesis proporciona nuevos avances en el conocimiento
sobre la aplicacion RFTA en la TFD como una nueva alternativa de fotosensibilizador. Como
asi también dar lugar a estrategias terapéuticas para el tratamiento de enfermedades
superficiales de la piel, induciendo principalmente la muerte celular apoptética, evitando

inflamacion y dafio al tejido sano circundante.
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TERAPIA FOTODINAMICA

La fotoquimioterapia es una practica habitual en distintos campos de la Medicina y
consiste en la combinacidon de sustancias fotosensibles y luz. Dentro de ésta se incluye la terapia
fotodinamica (TFD), una modalidad terapéutica basada en la fotooxidacion de materiales
biologicos inducida por la activacion luminica de un fotosensibilizador (FS) localizado
selectivamente en células tumorales, de forma que al ser iluminadas con luz de adecuada
longitud de onda (A) y en dosis suficiente, dichas células resultan dafiadas [1].

Este método requiere de la conjuncidn de tres elementos esenciales a saber, un FS, una
fuente de luz y oxigeno [2, 3]. Dichos elementos son individualmente inocuos, pero en
combinacién pueden iniciar una reacciéon fotoquimica que culmina en la generacién de
productos altamente reactivos como especies reactivas de oxigeno (ERO), en especial oxigeno
singlete (‘05), radical anién superéxido (‘Oy), radical hidroxilo (OH) y peréxido de hidrogeno
(H20) [4].

Desde hace algunos afios esta terapia ha sido aplicada exitosamente en varios campos de
la Medicina incluida oncologia, oftalmologia y dermatologia [S]. En particular, en este Gltimo
campo ha crecido su popularidad, debido principalmente a la facilidad de acceso de la
exposicion luminica en la piel y la sencillez del uso topico de FS sobretodo en el tratamiento de

lesiones premalignas y malignas asi como en enfermedades inflamatorias e infecciosas.
FOTOSENSIBILIZADORES

Los FS son moléculas que se activan por la luz y se localizan preferentemente en los
tejidos o células diana. Cada FS tiene un espectro especifico de accién, que depende de la
longitud de onda que absorbe, para producir un estado electronico excitado, en el que la
molécula tiene un alto nivel de energia y es mucho mas reactiva. La eleccion del FS dependera
del tipo de cancer que se vaya a tratar y del estado clinico del paciente. Los FS utilizados en
esta terapia estin basados en estructuras tetrapirrolicas similares a protoporfirina contenidas en
la hemoglobina. Las cualidades de los FS son muy importantes para la efectividad del
tratamiento fotodindmico; un FS ideal debe reunir las siguientes caracteristicas: a) localizarse
especificamente en las células diana; b) presentar distribucion homogénea en el tejido a tratar;
c) poseer alta liposolubilidad para poder difundir a través de las membranas biologicas; d) que
el lapso de tiempo entre su administracién y la acumulacién maxima en dichos tejidos sea lo
mas breve posible; €) presentar vida media corta y rapida eliminacion de los tejidos normales; f)

activacion a longitudes de onda con penetracion dptima tisular; g) producir alto rendimiento en
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la generacion de oxigeno singlete o de ERO en general y h) demostrar ausencia de toxicidad en
la oscuridad [6].

Estos compuestos son clasificados de acuerdo a sus caracteristicas en FS de primera,
segunda o tercera generacion [7]. Los de primera generacion derivan de la hematoporfirina
(Photofrin), inicialmente fueron usados como FS de administracion sistémica por via
intravenosa y la fototoxicidad prolongada resultante, que puede durar entre 6 y 10 semanas, y la
poca selectividad tumoral [8], han limitado su uso [9-11].

Con la necesidad de buscar compuestos que tuvieran una absorbancia de mayor longitud
de onda para incrementar la penetracion tisular y una mejor metabolizacion en los tejidos para
evitar los efectos secundarios, surgieron los FS de segunda generacion. Este fue el punto de
partida para el uso de la TFD en dermatologia por via topica, con lo que se evita ademas la
fotosensibilidad generalizada, comenzando con la administracion del acido & aminolevulinico
(ALA), el cual ha sido el FS mas utilizado en el tratamiento de lesiones cutaneas marcando un
importante avance en tal procedimiento terapéutico [12]. En este caso, el ALA es incorporado
por todas las células sean en células neoplasicas o malignas, y convertido enzimaticamente a FS
activo conocido como protoporfirina IX [8], ésto se denomina «fotosensibilizacién enddgena»
[12]. Dentro de los FS de segunda generacion se encuentran las ftalocianinas que presentan
caracteristicas Optimas para el tratamiento del cancer. Las mismas cuentan con una absorcion de
la luz de 660-770 nm, alto rendimiento cuantico para la generacion de oxigeno singlete, y
acumulacién prolongada dentro de las células [7]. Sin embargo, la mayoria de los derivados de
ftalocianinas presentan una alta hidrofobicidad, lo que limitan su eficacia clinica [13] y
problemas farmacocinéticos como baja distribucion en los tejidos derivada de la agregacion de
la molécula [14].

En este contexto, surgieron los FS de tercera generacion, una generacion adicional de FS
que representa una clase emergente y una nueva area de investigacion. Estos son FS de segunda
generacion conjugados con un transportador que lleva el FS especificamente al tejido tumoral.
Estos moléculas portadoras incluyen monosacaridos [15], péptidos [16], lipoproteinas de baja
densidad (LDL) [17], anticuerpos [18], nanoparticulas poliméricas [19] y polimeros [20] lo que

mejora alin mas la penetracion en la célula a tratar y la selectividad tumoral de estas sustancias.
Mecanismo de la localizacion tumoral selectiva de los fotosensibilizadores

El principio de la TFD se basa en la captacion selectiva de un FS que se localiza en

células o tejidos tumorales especificos [3]. Por lo tanto, el fendmeno por el cual los FS pueden
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localizarse selectivamente en los tejidos tumorales se ha investigado intensamente desde un
comienzo [21] y continta aun en estudio [22]. Los mecanismos implicados en este proceso son
muy complejos ya que se han observado grandes variaciones en la selectividad incluso para con
el mismo FS con diferente estructura molecular, en distintos modelos tumorales, durante o
después de su aplicacion [23]. Los FS con diferentes farmacocinética parecen tener variaciones
en la capacidad de localizacion en el tumor [24], probablemente debido a la acumulacidn
selectiva en la lesion proliferativa a causa de la mayor permeabilidad en la neovascularizacion
[25], ya que se han sugerido algunas propiedades distintivas de las células neopléasicas en
comparacion con el tejido normal, tales como valores de pH relativamente bajos [26],

sobreexpresion de receptores de LDL/E apoB [27] y poco desarrollo de drenaje linfatico [28].
REACCION FOTOQUIMICA

La fotosensibilizacion supone la generacion, mediante absorcion de luz, del estado
excitado del FS empleado, de manera que éste, durante el tiempo de vida en esta condicion, es
capaz de ceder o transferir su exceso de energia a otra molécula presente en el medio
circundante, obteniéndose un estado excitado de la misma [29]. La accién fotodindmica
consiste basicamente en que tras la absorcion de luz, el FS es transformado desde su estado
basal a un estado electronicamente excitado e inestable (estado singlete), con una vida media de
10 a 10” segundos (Figura 1). El FS excitado puede volver a su estado basal emitiendo luz en
forma de fluorescencia o en estado triplete puede interaccionar con moléculas circundantes
dando lugar a dos tipos de reacciones fotooxidativas: reaccion tipo I por transferencia de
electrones, que origina radicales libres del oxigeno, los cuales inician reacciones en cadena de
radicales libres [30], y reaccién tipo II mediada por la transferencia de energia al oxigeno
molecular dando lugar a la formacion de oxigeno singlete [31].

Ambas reacciones ocurren simultineamente y en competicion, sin embargo, parece que €l
oxigeno singlete es el mayor responsable del dafio tisular producido durante la TFD. El oxigeno
singlete tiene una vida media corta (<0,04 ps) y un radio de accién de 5 a 20 nm, un escaso
tiempo si tenemos en cuenta el diametro de una célula tumoral (£ 10 pm). Ademas, es una
molécula muy reactiva que rapidamente reacciona con muchos tipos de biomoléculas,
especialmente en las membranas celulares; los lipidos insaturados, el colesterol y algunos
aminoacidos, como el triptofano, la histidina y la metionina, son especialmente vulnerables
[32]. Dependiendo de la cantidad y localizacion de las ERO en el tejido diana, estas pueden

modificar funciones celulares generando diversos cambios bioquimicos y morfolégicos en las
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células sobre las que actGa o inducir la muerte celular [33-35]. Desde el punto de vista
bioquimico, la peroxidaciéon lipidica y la inactivacion de las proteinas serian los efectos

principales de las ERO producidas en el proceso fotodindmico [36].

Energia

FS Fotosensibilizador
Estado singlete

T, Estado triplete

hv  Absorcién de un fotén

2 hv Absorcion de dos fotones
Estado basal

Distancia inter-atdmica —————n—_p

Figura 1. Diagrama de energia Perrin-Jablonski de un FS que ilustra la reaccién fotoquimica. La
absorcion de un fotén hace que la molécula pase a un estado excitado electronicamente (S;). Desde alli
puede reaccionar con moléculas vecinas, pasando a un estado de transicién excitado (T,), o relajarse y
regresar al estado Sy. Los FS en estado T, tienen mayor tiempo de vida media que en S;; por lo cual el
estado de triplete a menudo media las reacciones biolégicamente importantes. E1 FS en estado triplete
puede interactuar con el oxigeno molecular por dos vias, Tipo 1 y Tipo I, lo que conduce a la formacion
de ERO y de oxigeno singlete ('0;), respectivamente. Adaptado de Celli ez. al. [37].

FUENTES DE LUZ

La eficiencia de la TFD depende ademas de la correcta aplicacion de la luz en presencia
de oxigeno en el tejido diana [38]. El desarrollo de fuentes de luz con los parametros
dosimétricos adecuados, en general, con laseres o con diodos emisores de luz (LEDs), son los
componentes claves de la Optima practica clinica. Las fuentes de luz deben estar orientadas

clinicamente para dar suficiente dosimetria en el tejido a tratar generando efectos secundarios
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minimos en el tejido normal [23]. Sin embargo, los principales obsticulos de los equipos
empleados son el costo, la complejidad, la disponibilidad y la falta de tecnologia que es

sumamente importante para el desarrollo de equipos efectivos [39].
Penetracion de la luz en el tejido

Una fuente de luz con un espectro de emision que corresponda con el espectro de
absorcion del FS junto con una adecuada penetracion en los tejidos determina una efectividad
maxima de la TFD. La penetracion de la luz en la lesion depende tanto de la longitud de onda
de la luz utilizada (a mayor longitud de onda, mas penetracién) como del tipo de tejido el cual
puede modificar la absorcion por los siguientes factores: absorcion optica de cromoforos
tisulares endogenos (hemoglobina), la dispersion optica dentro del tejido y tipo de FS [40].

La region entre 600 y 1200 nm de longitud de onda, se denomina la ventana optica de
tejido ya que longitudes de onda inferiores a 600 nm son absorbidas mayormente por la
hemoglobina. Sin embargo, sélo longitudes de onda de hasta 800 nm pueden generar '0,,
porque aquellas mayores no presentan energia suficiente para iniciar una reaccion fotodinamica
[41]. Los FS pueden tener mas de una longitud de onda a la que se producira suficiente
absorciéon y una cantidad igualmente suficiente de oxigeno singlete producido (eficiencia
cuantica). Por lo tanto, el uso de TFD, requiere que se adopten apropiadamente estos factores
[42]. En la figura 2, se representa un esquema del tejido de la piel con la variada penetracion de

la luz de acuerdo a la longitud de onda emitida.

Haz deluz

Reflexién
1=

50-150 um

10 mm

Figura 2. Propagacion de la luz a través del tejido de piel, se observa que mientras mayor es
la longitud de onda, mayor es la penetracion en el tejido. Adaptado de Agostinis et. al. [4].
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Dosimetria de la luz

La eleccion de la fuente de luz debe basarse en las caracteristicas de absorcion del FS
(espectros de excitacion y de emision) y en el tipo de enfermedad a tratar: ubicacion, tamafio de
las lesiones, accesibilidad y caracteristicas del tejido. La eficacia clinica de la TFD depende de
la dosis luminica, de la densidad de potencia y del tiempo de exposicion a la luz. El producto de
la potencia de la fuente luminosa por el tiempo, equivale a la densidad de energia (J/cm?). Por
lo tanto, uno de los requisitos principales para el tratamiento de tumores con TFD es contar con
una dosis de luz homogénea y suficiente para irradiar la lesion, la cual debe contar con una
adecuada concentracion del FS administrado [43]. Se debe tener en cuenta que la intensidad de
la luz en el tejido disminuye de forma exponencial con respecto a la distancia que recorre. En
cuanto a la dosis de luz a administrar en cada lesion, se debe considerar que con niveles muy
bajos se produce un dafio tisular subletal que puede ser reparado, mientras que a dosis
demasiadas altas se produce una depleciéon de oxigeno que disminuye la eficacia terapéutica.

Por tanto, es necesario ajustar la dosis de luz para cada fuente luminica y tipo de patologia [11].
Mecanismo de accion inducido por la TFD

La eficacia de la TFD resulta de la conjuncion del tipo de muerte celular, el dafio
vascular, la inflamacion y la respuesta inmunitaria del huésped. El dafio fotodinamico esta en
estrecha relacion con la localizacion del FS en el momento de la fotoactivacion. En general, las
porfirinas con cadenas laterales cationicas se localizan en la mitocondria, mientras aquellas con
un cardcter mas anionico se localizan preferentemente en los lisosomas, siendo las primeras
mas fototoxicas. En cuanto a la forma de induccion de la muerte celular se ha demostrado que
los FS que se localizan en la mitocondria inducen apoptosis [44], mientras que los que se
ubican en la membrana plasmatica causan necrosis con la exposicion a la luz [2]. Estudios
realizados in vitro han comprobado que si se administran dosis bajas de luz, la muerte celular se
produce por apoptosis, mientras que si la dosis es alta se produce por necrosis [45].

Como un resultado del dafio directo inducido por la TFD en el endotelio vascular, se
genera hipoxia, anoxia y deprivacion de nutrientes a las células alteradas. La respuesta
inflamatoria aguda es el principal proceso de proteccion involucrado en este contexto. Su rol
principal es perturbar la homeostasis, garantizar la eliminacién de células dafiadas y promover

posteriormente la cura local con la restauracion funcional del tejido.
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TFD EN LA CLINICA

La TFD es una modalidad terapéutica minimamente invasiva aprobada para el tratamiento
clinico de varios tipos de enfermedades oncoldgicas y no oncoldgicas [46]. Es un método
terapéutico utilizado cada vez con mayor frecuencia en dermatologia clinica [47]. Las
principales ventajas de la TFD sobre otros tratamientos convencionales contra el cancer, es que
tiene muy baja toxicidad sistémica debido a que los FS solo se activan en presencia de la luz; es
capaz de destruir selectivamente las células tumorales y como tratamiento puede ser aplicado ya
sea solo o0 en combinacioén con otras modalidades terapéuticas, tales como la quimioterapia, la

cirugia, la radioterapia o inmunoterapia [48].
Cancer de piel

El cancer de piel es una patologia causada por la formacion de células malignas en los
tejidos de la piel. La piel se compone de tres capas: epidermis, dermis y tejido adiposo
subcutaneo. Cada componente tiene una compleja estructura y funcion, que pueden presentar
variaciones de acuerdo a la edad, el género, la raza y la localizacion anatomica. La epidermis es
un epitelio plano estratificado que presenta varios estratos celulares: estrato basal, espinoso,
granuloso, lucido y comeo (Figura 3). La mayoria de las células en la epidermis son los
queratinocitos (90 a 95%). El resto de las células epidérmicas son no queratinocitos (5 a 10%) e

incluyen melanocitos, células de Langerhans y células de Merkel [49].

Figura 3. (A) La piel se compone de una capa epidérmica (e) de la cual se especializan anexos
(foliculos pilosos, h; glandulas sudoriparas, g; y las glandulas sebaceas, s) y descienden en la dermis
subyacente (d). (B) Proyeccion de la capa epidérmica y dermis superficial subyacente demuestran la
maduracién ascendente progresiva de las células basales (b) en células epiteliales escamosas del estrato
corneo (sc). Melanocitos dendriticos (m) que contienen melanina, células de Merkel que contienen
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granulos neurosecretores y células dendriticas de Langerhans (LC). La dermis subyacente contiene
vasos pequefios (v), fibroblastos (f), células perivasculares (mc) y dendrocitos (DC), potencialmente
importantes en la inmunidad y reparacion cutanea. Adaptado de Kumar et. al. [50].

De acuerdo a las células que los originan, los tumores epidérmicos malignos (TE) se
clasifica en melanomas, proveniente de melanocitos, y en no melanoma proveniente de otro
tipo de células epidérmicas (Figura 4). Dentro del tipo no melanoma (TENM) se incluyen a:
carcinoma basoceluar (CBC), carcinoma de células escamosas (CCE) y carcinomas de células
de Merkel [51].

Estrato Cdrmeo
Estrato Ldcido

Estrato Granuloso 4 #

Estrato Basal

Figura 4. Esquema de la epidermis indicando sus estratos y los diferentes tipos de
tumores epidérmicos malignos segin las células que le dan su origen.

El uso més aceptado y amplio de la TFD en el céncer es en dermatologia clinica
principalmente para el tratamiento de los TENM. Estas son las neoplasias mas comunes que se
producen en la poblacién blanca y su incidencia ha ido en constante aumento en todo el mundo
desde la década de 1960 [52]. La mayoria de estas lesiones pueden ser eliminadas con éxito con
la escisioén quirargica, pero el desarrollo de metastasis conlleva una alta morbi-mortalidad. Por
lo tanto, el diagnostico precoz y el tratamiento de los TENM son primordiales en la clinica, y la
TFD constituye una herramienta terapéutica real para el logro de esos objetivos.

Los CBC crecen lentamente y de forma progresiva. El crecimiento es local pudiendo
extenderse a tejidos y estructuras adyacentes, incluyendo nervios, hueso o incluso cerebro en
los casos histolégicamente mds agresivos. Sin embargo la metdstasis en este tipo de tumor es
extremadamente rara. Los CCE representan la segunda forma mas comun de céncer de piel en
la poblacion blanca, y son mads peligrosos que los CBC, ya que la posibilidad de generar
metdstasis es mayor. Pueden experimentar tanto crecimiento local como a distancia en forma de
metdastasis, aunque ésta es infrecuentes si se sigue un tratamiento adecuado. Los CCE de labio,
oreja y cuero cabelludo presentan una mayor tasa de metastasis, pudiéndose observar

adenopatias regionales debidas tanto a una sobreinfeccion de la lesién como a la diseminacion
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metastésica [53]. El riesgo de metastasis de los CCE varia con el contexto clinico en el que se
presenta la lesion, es menor para los tumores que surgen en la piel dafiada por el sol, y tienen
menos de 2 cm de didametro. Para lesiones en la piel no expuesta al sol, la incidencia de
metdstasis es aproximadamente del 2-3% [54].

Las terapias actuales para los CCE incluyen la escisién quirtrgica, la crioterapia, la
electrocirugia, los tratamientos topicos (5-fluorouracilo e imiquimod), la radiacién y la TFD. La
TFD es muy recomendada para el tratamiento de los CCE in situ [55, 56], ya que se demostrd
mayor eficacia y menos cicatrices en comparacion con la crioterapia o con otros tratamientos
topicos [57]. Ademas es muy efectiva cuando hay numerosas lesiones especialmente en zonas
donde multiples cirugias se traducirian en la morbilidad (por ejemplo, en las extremidades
inferiores) [47]. Ademas la TFD es muy efectiva para tratar queratosis actinica (QA) [58].
Ackerman y otros han propuesto que las QA son expresiones morfoldgicas de carcinoma de
células escamosas, mientras que Cockerell ef. al. han sugerido renombrarlas como “neoplasia
intraepidérmica queratinocitica” [59]. Estas representan las lesiones mas comunes que afectan a
los sujetos de piel clara en areas del cuerpo expuestas al sol, como el rostro y el cuero

cabelludo.
Ventajas de la terapia fotodindmica

La mayor ventaja de este tratamiento es que es muy selectivo, lo que permite que sélo se
trate el area afectada. presentando excelentes resultados cosméticos. Es una terapia no invasiva
y tiene la posibilidad de tratar multiples lesiones simultdneamente, pudiéndose repetir varias
veces, incluso es posible aplicarla en 4reas con previa exposicién a radiacién ionizante.
Numerosos estudios demuestran incluso una mejora en el aspecto estético de las zonas tratadas.
Uno de los objetivos del uso de esta terapia es la de mejorar diferentes aspectos cosméticos de
la piel, especialmente en las zonas mas expuestas al sol. Asimismo la TFD tiene un bajo
potencial de dafio a nivel del ADN ya que se requieren longitudes de onda correspondientes al
espectro visible; ademas, al utilizarse FS que no se acumulan en forma significativa en el
nucleo celular, la TFD evita de esta manera inducir mutaciones o carcinogénesis [60].

Esta terapia es muy selectiva, lesionando sélo las células en las que se encuentra la droga
y dejando intacto el tejido circundante. Su naturaleza no invasiva, las altas tasas de curacion y
los excelentes resultados cosméticos son las claves del éxito de esta terapia. Sin embargo, el
elevado costo del tratamiento limitan el acceso a la TFD solo a un grupo selecto de pacientes

[61, 62].
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MUERTE CELULAR INDUCIDA POR LA TFD

El grado de fotodafio y la citotoxicidad después de la TFD in vivo es multifactorial y
depende de las caracteristicas del FS, su localizacion en el momento de la irradiacion, la dosis
administrada, la dosis de luz empleada, el tiempo entre la administracion del FS y la irradiacion,
el tipo de tumor y su nivel de oxigenacién [3, 63, 64]. Los efectos antitumorales de la TFD
resultan de tres procesos interdependientes: los efectos letales directos sobre las células
tumorales, la destruccion de la vascularizacion del tumor causando isquemia de la neoplasia y
la activacion de una respuesta inmune no especifica [2, 65]. La figura 5 esquematiza el
mecanismo de accion de la TFD en células tumorales. Mediante la manipulacién de la dosis de
luz, el tiempo de iluminacion después de la administracion del FS o una combinacion de éstos,
es posible modular el papel desempefiado por cada uno de estos factores en el deterioro final de

la lesion proliferativa.

Estado excitado

singlete Estado
Triplete

““““ NN
s Célula
*’m dendritica
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'ﬁnulneos. Neutréfilo

Figura 5. Mecanismo de accion de la TFD en tumores. El oxigeno singlete ('0,) al reaccionar puede
matar directamente las células tumorales mediante la induccion de necrosis y/o apoptosis, destruir la
vascularizacion del tumor, y producir una respuesta inflamatoria aguda que atrae polimorfos nucleares
neutréfilos y células dendriticas. Esquema modificado de Castano et. al. [66].

La destruccion celular directa del tumor por la TFD es causada por el dafio irreversible
de sitios vitales subcelulares, como son la membrana plasmatica, lisosomas, mitocondrias,
aparato de Golgi y reticulo endoplasmico (RE). Como la mayoria de los FS no se acumulan en
los nucleos celulares, la TFD tiene bajo potencial de causar dafios en el ADN, generar

mutaciones y carcinogénesis en comparacion con otras terapias como la radiacion X [64]. En
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fotodafio. Puesto que el oxigeno singlete tiene una vida media muy corta en las células, sus

dianas intracelulares estan situadas cerca de los lugares donde se encuentra el sensibilizador
[67]. Algunos estudios han informado sobre la relocalizacion de ciertos FS después de la
irradiacién, lo que sugiere que ademds del sitio principal, el fotodafio puede propagarse
rapidamente a otras localizaciones subcelulares [68]. La naturaleza molecular de los sitios de
foto-oxidacion tiene una profunda influencia en las vias de sefializacion y en el tipo de muerte
celular iniciada por la TFD. Generalmente, los compuestos fotoactivos localizados en
mitocondrias 0 en RE promueven la apoptosis, dentro de un cierto umbral de estrés oxidativo,
mientras que aquellos localizados en la membrana plasmatica o lisosomas, pueden retrasar o
bloquear la muerte celular programada y generar necrosis [69]. Ademas la autofagia puede ser
inducida por la TFD en el intento de reparar y sobrevivir al fotodafio lo cual puede ser
convertido en una sefial de muerte celular si la respuesta inicial falla [70-72]. Por lo tanto, los
mecanismos letales iniciados por el proceso de fotosensibilizacion incluirdn tres principales

tipos de muerte celular como apoptosis, necrosis y autofagia.
Necrosis y TFD

La necrosis de las células cancerosas por la TFD es causada por el dafio irreversible en la
membrana plasmatica y organulos intracelulares, tales como mitocondrias, lisosomas, aparato
de Golgi y RE. La necrosis puede ocurrir después de una alta dosis de FS y/o de luz, pero esto
generalmente se trata de evitar con el fin de suprimir el dafio a los tejidos normales. La
morfologia caracteristica es de oncosis, que define una morfologia con hinchazon
citoplasmdtica, ruptura mecanica de la membrana plasmatica, dilatacion de organelas
(mitocondrias, RE y aparato de Golgi), asi como la condensacion moderada de la cromatina

[73].
Autofagia y TFD

La autofagia presenta vacuolizacién masiva del citoplasma y no genera condensacion de
la cromatina. Se caracteriza por el secuestro de material citoplasmico dentro de autofagosomas
para su degradacién por las enzimas lisosomales. Los autofagosomas por definicién, son
estructuras subcelulares de doble membrana y contienen partes de citoplasma como citosol y
restos de orgdnulos [74]. Tal morfologia es lo que permite que sean distinguidos por

microscopia electrénica de transmision de otros tipos de vesiculas como endosomas, lisosomas
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0 cuerpos apoptadticos [75]. La fusion entre autofagosomas y lisosomas genera autolisosomas,
en los que tanto la membrana interna autofagosomal y su contenido luminal se degradan por
hidrolasas lisosomales 4cidas. Este proceso catabolico marca la culminacion de la via de la
autofagia. Otro marcador de vacuolas autofagicas es la redistribucion de una proteina de fusion

LC3-GFP en estructuras vesiculares las que pueden ser autofagosomas o autolisosomas [75,
76].

Apoptosis y TFD

La apoptosis es un mecanismo de muerte celular programada. Numerosos investigadores
la han descripto en el tejido diana posterior a la TFD [64]. Consiste en una cascada de eventos
moleculares que conducen a la muerte celular ordenada sin generar una respuesta inflamatoria,
por lo que la célula requiere ATP para llevarla a cabo [77-79]. El inicio de la apoptosis
involucra una compleja red de vias de sefializacion, tanto intrinseca como extrinseca en la
célula individual, que se regula por factores pro y anti-apoptéticos [77]. Tras la absorcion de
uno o mas fotones, el FS excitado inicia una de las dos reacciones posibles (tipo I y/o II)
produciendo ERO [80]. Estas moléculas oxidan diversos sustratos celulares, que afecta a las
funciones celulares y que resultan en la muerte celular. La apoptosis es un proceso
morfoloégicamente caracterizado por la condensacion de la cromatina, la escision del ADN
cromosémico en fragmentos internucleosomales, el encogimiento celular, la formacion de
ampollas en la membrana, la formacién de cuerpos apoptoticos sin ruptura de la membrana
plasmética, la exposicion de fosfatidilserina a la cara exterior de la membrana plasmatica, y la
fagocitosis por las células vecinas.

Los FS localizados en las mitocondrias pueden causar dafio inmediato al ser irradiados, ya
que interaccionan con una serie de proteinas anti-apoptéticas y proteinas pro-apoptoticas, lo que
provoca la liberacion de moléculas y la activacion de caspasas (por sus siglas en inglés:
cysteine-dependent aspartate-directed proteases) [33]. Todas las caspasas se sintetizan como
proenzimas 0 zimogenos y se activan en respuesta a una sefial apoptotica ya sea como caspasas
iniciadoras o caspasas efectoras [81]. La apoptosis via caspasa dependiente puede se extrinseca
o intrinseca, en la que las caspasas iniciadoras -8, -10 y -9 activan directamente las procaspasas
efectoras -3 y -7 [81].

La via extrinseca es activada por la union de los ligandos FasL, TNF-a y TRAIL con los
receptores de muerte en la superficie celular como Fas, TNF-RI y los receptores TRAIL,
respectivamente. Este hecho genera la homotrimerizacion del receptor que, a través de proteinas

adaptadoras (como FADD) y con la formacion de un complejo de sefializacion de induccion de
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muerte (DISC) que recluta las caspasas iniciadoras -8 y -10 e inducen su activaciéon por
dimerizacion.

En la via intrinseca las mitocondrias ocupan un papel central y, aunque son organelas
esenciales para la produccion de energia metabolica en forma de ATP, numerosos estimulos
intrinsecos y extrinsecos activan diferentes vias de sefializacién para inducir la
permeabilizacion de las membranas mitocondriales (PMM). Esta permeabilizacion genera la
liberacién al citosol de varias proteinas apoptogénicas, almacenadas en el espacio
intermembrana mitocondrial [82, 83], activadores de caspasas como citocromo ¢, Omi/HtrA2 y
Smac/DIABLO asi como factor inductor de apoptosis (AIF) y endonucleasa G (Endo G), que
actian de una manera independiente de caspasas [84]. El citocromo c, mediante la unién a
Apaf-1 y en presencia de ATP, conduce al reclutamiento y la activacion de la procaspasa-9 a
través de la formacién de un complejo llamado apoptosoma. Una vez libre en el citosol,
Omi/HtrA2 y Smac/DIABLO antagonizan la actividad de los inhibidores endogenos de las
caspasas (IAP) promoviendo asi la activacion de la caspasa, mientras AIF y EndoG translocan
al nicleo, donde median la condensacion de la cromatina y la fragmentacion del ADN a gran
escala, de forma independiente de la sefializacion de caspasas [85, 86]. La induccion de la
permeabilidad de la membrana mitocondrial interna (MMI) puede consiguientemente generar la
pérdida del potencial de membrana mitocondrial (Aym) y la hinchazén osmética de la matriz
que puede conducir a la ruptura de la membrana mitocondrial externa (MME), posiblemente
debido a que la misma tiene un drea de superficie mas pequefia en comparacion con la de la
MMI, lo que resulta en la liberaci6on de factores apoptogénicos de las mitocondrias. El
desacoplamiento mitocondrial, daria lugar a una drastica caida en los niveles de ATP citosdlico,
y la consiguiente pérdida de la viabilidad [68]. La figura 6 resume las vias de sefializacion que
conducen a la apoptosis descripta previamente.

La familia de proteinas Bcl-2 han sido consideradas como uno de los principales
reguladores en la ruta intrinseca del proceso apoptético [77]. Debido a la homologia compartida
entre cuatro regiones conservadas llamadas homologias Bel-2 (BH) dominios 1-4, esta familia
es dividida en 3 grupos: uno con actividad anti-apoptética, es decir que promueven la
supervivencia celular e incluye a Bcl-2, Belxy, Belw y Mcl-1. Los otros grupos presentan
actividad pro-apoptética, uno con dominios BH1-3 como Bax y Bak, y el otro con dominio
BH3 como Bim, Bid, Bmf, NOXA, PUMA [79]. El balance entre los miembros pro- y anti-
apoptéticos de esta familia influye de manera significativa en la susceptibilidad de las células
tumorales malignas a la apoptosis luego de la TFD [87]. Se sabe que la TFD puede inducir

fotodafio en las proteinas anti-apoptéticas y activar los miembros pro-apoptoticos
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desencadenando la muerte [64]. La activacion de Bax y Bak implica la homo-dimerizacion y
oligomerizacion dentro de la MME, lo que conduce a la formacién de poros mitocondriales y a
la liberacion de proteinas apoptogénicas [88]. Por lo cual alteraciones en la expresion de los
miembros de las proteinas de la familia Bcl-2 posterior a la TFD han sido reportadas en
diversas lineas celulares y tipos de tumores [89]. Los FS que se acumulan en los lisosomas o en

el RE pueden inducir la activacion de caspasas mediada por Bax [24].
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Figura 6. Vias de sefializacion que conducen a la muerte celular por apoptosis. Dependiendo del tipo de
estimulo apoptdtico, se pueden activar diferentes vias como la via extrinseca o intrinseca. La via
extrinseca mediada por los receptores de muerte o la via mitocondrial o intrinseca, ademas pueden
inducirse otras vias por la liberacion mitocondrial de la oxidorreductasa AIF y la endonucleasa
mitocondrial Endo G. Adaptado de Cell Signaling technology®.
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Participacion de la familia de la MAPKs en la apoptosis mediada por TFD

Las MAPKs, proteinas quinasas activadas por mitégenos, integran son una compleja red
de sefializacion celular que en ultima instancia regula la expresi6on génica en respuesta a
diversos estimulos extracelulares. Las tres familias de MAPK conocidas son: las quinasas
reguladas por sefiales extracelulares (ERK), las quinasas activadas por estrés c-Jun N-terminal
(INK), y la p38MAP% [90]. La figura 7 grafica la activacion de las diferentes vias de MAPK y los
posibles estimulos que conllevan a su activacion. La activacion de MAPKs por TFD ha sido

reportada en varias lineas celulares utilizando diferentes FS [24, 91, 92].
Via de las ERK 1/2 en la muerte celular

Esta familia presenta dos isoformas ERK1 y ERK2 y la cascada es activada por gran
cantidad de estimulos tanto extracelulares como intracelulares. A pesar de que la via de las
ERK ha sido siempre relacionada con la sobrevida en la gran mayoria de los tipos celulares,
también puede contribuir en la muerte celular [93-95]. Ademas, se describié que las ERO
pueden activar las Raf/MEK/ERK 1/2 e inducir apoptosis [96, 97].

Los mecanismos a través de los cuales la via de las ERK median la apoptosis,
permanece poco conocida y parece ocurrir a diferentes niveles del sistema de transduccion de
sefiales. Por un lado se postula que ERK podria actuar en la via intrinseca de la apoptosis a un
nivel por encima de la mitocondria, favoreciendo la liberacion de citocromo ¢ con la
consiguiente activacion de la caspasa 3 y culminando con aquel tipo de muerte celular [98].
Otros estudios indican que ERK 1/2 podria mediar la up-regulacién de Bax y p53 inhibiendo la
accion de proteinas antiapoptoticas como Bel-2 y Bel-xl en la mitocondria [99, 100]. Ademas
ERK 1/2 fosforila directamente p53, reforzando su rol pro-apoptético. Otros datos, también
vinculan la via ERK 1/2 con la activacion de la via extrinseca de la apoptosis, ya que esta

kinasa up-regula la expresion de TNFa y la activacion de la caspasa 8 [101].
Via de las INK

Estas quinasas fueron identificadas originalmente como proteinas quinasas activadas por
el estrés (SAPKSs). Posteriormente fueron denominadas como JNKs para enfatizar su rol en la
fosforilacion y activacion del factor de transcripcion c-jun. Las JNK son activadas en respuesta
a citoquinas, radiacion UV, la supresion de factores de crecimiento, agentes que dafian la
integridad del ADN y algunos factores de crecimiento presentes en el suero [102]. Ante

diversas situaciones con estimulos estresantes la activacion de las JNK puede tener importantes
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influencias a nivel celular, como la expresién alterada de genes, la muerte celular o
modificaciones en la proliferacion celular. Al igual que las ERK1/2, las INK pueden re-
localizarse en el nucleo luego de su activacion, pero en menor proporcion que las ERK. El rol
de JNK en la apoptosis ha sido bien establecido, sin embargo los mecanismos aun parecen
controvertidos y aparentarian ser especificos en cada tejido y ante cada estimulo [97]. Se ha
vinculado esta proteina con miembros pro y anti- apoptoticos de la familia Bcl-2, ya sea
inhibiendo los anti-apoptdticos, como activando los pro-apoptoticos. También se describié que

la caspasa 3 activa JNK [103].
Via de p38***%

La relacion entre la muerte celular por apoptosis y la via p38M4FX ha sido evaluada en
numerosos estudios [89]. La activacién de p38MAT* fue observada en células que estan
muriendo por apoptosis inducida por diferentes estimulos. Numerosos agentes

gMAPK 'y la inhibicién de ésta quinasa ha sido

quimioterapéuticos requieren la activacion de p3
relacionada con la apoptosis en respuesta al dafio en el ADN inducido por diferentes agentes
[104]. Por otro lado, la administracion de inhibidores de caspasas disminuye la activacioén de
p38 MAPK ‘por lo que esta tendria un rol ejecutor de la actividad de la caspasa, sin embargo, la
sobre-expresion de MKK6 induce un incremento en la actividad de esta enzima, lo que
indicaria que también participa como activador corriente arriba de la misma [105]. Otro
mecanismo por el cual participaria en la apoptosis es a través de la fosforilacién y regulacién de

Belxi, y del aumento en la activacion de p53 [106].
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Figura 7. Vias de sefializacién de las MAPK y los posibles efectos luego de su activacion [97].
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ESPECIES REACTIVAS DE OXiGENO Y TFD

La produccion de ERO es un mecanismo necesario en multiples procesos bioldgicos tales
como la sefializacion celular, el sistema inmune y la contraccion muscular [107]. Los complejos
I y III de la cadena respiratoria mitocondrial son los principales generadores de ERO en
condiciones fisiologicas, al producirse la oxidacion de los sustratos y el transporte de electrones
a lo largo de los diferentes complejos de la cadena de transporte de electrones. Algunos de ellos
escapan de este sistema provocando la reduccién del oxigeno molecular de forma incompleta y
dando lugar a la formacion del anidén superdxido (‘O;) el cual es liberado a la matriz
mitocondrial [108]. Este radical libre puede inducir la produccién de nuevas ERO, como el
peréxido de hidrogeno (H,0,). Esta molécula, a su vez, en presencia del ion Fe** y mediante la
reaccion de Fenton, puede originar el radical altamente reactivo hidroxilo (OH"). Esta actividad
parece estar relacionada con la capacidad de modular el Aym, porque cuanto mayor sea el valor
de la Aym, mayor es la probabilidad de formacién de ERO. Se sabe también que la tasa de
produccion de ERO es inversamente proporcional a la disponibilidad de ADP intra-
mitocondrial [109, 110].

La produccion excesiva de ERO induce un estado de dafio o estrés oxidativo, lo cual
puede inducir la oxidacion de los acidos grasos, proteinas y/o acidos nucleicos [111]. Frente a
este dafio oxidativo, la célula dispone de sistemas de defensa antioxidantes con el objetivo de
disminuir la concentracion de ERO o el dafio producido por los mismos. Los sistemas
antioxidantes que protegen a la célula pueden ser enzimaticos y no enzimaticos. Entre los
primeros se encuentra la superdxido dismutasa (SOD), la catalasa, la glutation-peroxidasa, la
peroxirredoxina y la tiorredoxina. Existen varias formas de la SOD: la MnSOD, que se localiza
en la matriz mitocondrial, y la Cu,Zn-SOD, que se localiza en el citoplasma celular, catalizando
ambas la reaccion de dismutacion del superdxido a oxigeno y peroxido de hidrégeno [112,
113]. La catalasa se localiza preferentemente en los peroxisomas y cataliza la reaccion de
conversion del perdxido de hidrogeno a agua [114]. La glutation-peroxidasa se localiza tanto en
el citoplasma celular como en la mitocondria, y participa en la reduccion del perdxido de
hidrogeno y otros peréxidos convirtiendo el glutation reducido a su forma oxidada [115]. El
sistema de las peroxirredoxinas [116] y tiorredoxinas [117] catalizan la reduccion de perdxidos,
encontrandose en la mitocondria algunos de sus componentes. Entre los sistemas no
enzimdticos se agrupan una serie de moléculas que evitan la propagacion de las reacciones de
los radicales libres, como el glutatién, la vitamina E, la vitamina C, los B-carotenos, el acido

urico, la bilirrubina y la albamina [118].
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La cadena respiratoria (CR) consta de cinco complejos enzimaticos multiproteicos
localizados en la membrana mitocondrial interna. Los electrones procedentes de NADH vy
FADH, del ciclo de Krebs y de otras reacciones catalizadas por deshidrogenasas son
transferidos al complejo I (NADH - reductasa coenzima Q), el cual transfiere estos electrones a
la coenzima Q (CoQ), también llamada ubiquinona. Este complejo tiene una molécula de
flavina mono-nucleoétido (FMN) como grupo prostético y de seis a siete centros hierro-azufre
que participan en la transferencia de electrones. El NADH transfiere dos electrones, y la FMN y
la CoQ son capaces de aceptar uno o dos electrones a la vez porque sus formas semiquinona
son estables. El complejo II (succinato - coenzima Q reductasa) se compone de cuatro
subunidades de proteinas, entre ellas la enzima succinato deshidrogenasa, componente del ciclo
de Krebs. En este complejo, los electrones provenientes de FADH, son donados a la CoQ desde
alli son transferidos al citocromo ¢ a través del Complejo III (coenzima Q-citocromo c
reductasa). Este complejo contiene algunas subunidades con centros redox utilizados en la
generacion de energia y estan representadas por citocromo b, un centro de hierro-azufre y
citocromo ¢ [119]. El complejo IV (citocromo ¢ oxidasa) transporta los electrones donados por
la ferrocitocromo c al oxigeno molecular [120]. La reaccion redox del citocromo c y el oxigeno
molecular es irreversible, siendo el citocromo ¢ oxidasa una enzima clave en la produccién de
energia [121]. El complejo V o ATP sintasa es responsable de la sintesis de ATP, est4 formado
por un catalizador soluble que se encuentra en la matriz mitocondrial (F1-ATPasa) y un
componente de membrana (Fo- ATPasa), que contiene un canal de protones y es sensible al
antibidtico oligomicina [119].

Los complejos I, III y IV, ademas de participar en la transferencia de electrones, tienen la
capacidad de bombear protones desde la matriz mitocondrial al espacio intermembranas,
formando un gradiente electroquimico. Este gradiente provoca una polarizacion de la
membrana mitocondrial interna, que puede ser revertida por el flujo de estos protones a través
de la ATP sintasa (Fo) sintetizando ATP [119, 122]. ATP sintasa es una enzima funcionalmente
reversible que puede catalizar tanto la sintesis y la hidrdlisis de ATP [119]. La figura 8
esquematiza la ruta de sefializacion de apoptosis mediada por estrés oxidativo y la cadena

respiratoria mitocondrial con sus respectivos complejos.
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Figura 8. Ruta de sefializacion de apoptosis mediada por estrés oxidativo y mitocondria. Las ERO
producidas por la mitocondria puede desencadenar apoptosis por varios mecanismos que pueden
involucrar o no la activacion de factores de transcripcion, capaces de regular la viabilidad celular a
través de la expresion de genes tanto pro como anti-apoptoticos. Sea cual sea la via, el citocromo ¢ sale
de la membrana externa mitocondrial y forma el apoptosoma junto con la procaspasas-9 y el Apaf-1,
finalmente la apoptosis es desencadenada y ejecutada por caspasas efectoras. Adaptado de Parone ef al.
[123] y Fleury et al. [124].

PLANTEO DEL PROBLEMA

La busqueda de un compuesto fotosensible ideal para ser empleado en la TFD es un
tema de gran interés para numerosos grupos de investigadores [23, 125]. En la actualidad, los
FS empleados en la clinica tienen el inconveniente de ser compuestos muy costosos limitando
asi el acceso de esta terapia a un nimero selecto de pacientes. Con el objeto de aportar alguna
solucién a esta problematica, nos hemos propuesto obtener un FS de bajo costo que pueda ser
utilizado en el tratamiento fotodinamico.

La riboflavina (RF), es un compuesto hidrosoluble perteneciente al complejo vitaminico
B2, quimicamente denominado 6,7-dimetil-9-p-1-ribitil isoaloxazina. Este compuesto juega un

importante papel biolégico como sensibilizador fotoquimico, ya que participa en numerosas

23




INTRODUCCION

reacciones de 0xido-reduccion de una amplia gama de sustratos [126, 127]. Es un constituyente
natural de los organismos vivos, y existe en dos formas de co-enzimas flavinadenina
dinucleotido (FAD) y flavinadenina mononucleotido (FMN) que son usadas en reacciones

metabolicas redox por diferentes sistemas enzimaticos.

RIBOFLAVINA
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Figura 9. Estructura quimica de la RF y esquema representativo de los mecanismos tipo 1y tipo 1l de

RF irradiada en presencia de oxigeno molecular, siendo S un blanco de RF irradiada.

Cuando la RF es fotoactivada por la radiacion visible, alcanza un estado triplete
excitado, desde el cual puede interactuar directamente con un sustrato para generar intermedios
radicales y ERO tales como: aniéon superoxido ("O;’) radical hidroxilo (OH’) y peroxido de
hidrogeno (H;0;) (mecanismo tipo I). Ademas, este compuesto fotoactivado puede transferir
energfa al oxigeno molecular, generando asi oxigeno singlete ('O;) por un mecanismo diferente
(mecanismo tipo IT) [127-129] (Figura 9). Este Gltimo desempefia un papel importante en la
citotoxicidad generada por la TFD [130], ya que el 'O, es una especie altamente reactiva. La
RF, ademds de ser una vitamina esencial, ha sido descripta por su propiedad fotosensible en la
TFD como un eficiente inductor de varios procesos celulares tales como la produccién de ERO
y la muerte de células tumorales [131-136].

Sin embargo. debido al perfil hidrosoluble de la RF, su incorporacion en diversos tejidos
es baja, por lo tanto, muchos estudios han utilizado ésteres derivados de RF porque poseen

mayor hidrofobicidad aumentando su afinidad e incorporacion por las células y tejidos
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mejorando su penetracion [137, 138]. En particular, la riboflavina 2 ', 3', 4 ', 5'-tetraacetato
(RFTA) conserva las propiedades fotosensibilizantes de RF [139], ademas la modificacion de la
cadena de ribosa de la molécula de RF puede cambiar el rendimiento y la vida media de su
estado triplete excitado resultando ser una molécula més estable [140]. En la figura 10 presenta
la estructura quimica de este compuesto. Sin embargo, este compuesto todavia no ha sido
empleado en TFD. Ambos compuestos presentan espectros de absorcion similares, los cuales se
encuentran en el rango de 325 a 446 nm de A [141], por lo tanto, RF y RFTA podrian utilizarse
en el tratamiento fotodinamico de lesiones epidérmicas superficiales. El presente estudio se
centra en determinar la capacidad de RFTA para promover una mayor captacion celular
proporcionando una significativa actividad fotoquimica, por lo cual nos hemos propuesto

sintetizar dicho compuesto ya que los grupos acetilos aumentarian su capacidad de atravesar las

membranas celulares y acumularse en las células.

HC. O
T

Figura 10. Estructura quimica de la RFTA, FS que sera empleado
en TFD, en los diferentes modelos experimentales.

Otro gran inconveniente en la actualidad para la aplicacion de la TFD es el costo de las
fuentes luminicas utilizadas para la activacion de los FS. Por este motivo se planted desarrollar
una fuente de luz con las longitudes de onda especificas para activar RF y RFTA la cual es de
446 nm. A pesar de que la penetracion de la luz en el tejido es baja, existen numerosas
patologias superficiales de piel como carcinoma in situ de células escamosas y enfermedades
psoriasiformes que podrian ser tratadas beneficiosamente con TFD mediada por RFTA
empleando luz de 446 nm. Ademas, es de importancia que en esta terapia se desencadene la
muerte celular por un proceso programado, evitando una respuesta inflamatoria en el tejido
circundante causada por componentes citosdlicos vertidos al espacio intercelular a través de las

membranas plasmaticas dafiadas de las células necroticas [142].
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La RF y RFTA, compuestos fotosensibles, al ser activados con luz visible de 446nm
generan en el interior de las células tumorales, una cadena de reacciones quimicas que producen
ERO. Estos compuestos producen dafio oxidativo causando efectos citotéxicos culminando con

la muerte de las células.



OBJETIVOS



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar si la riboflavina y su éster derivado tetraacetato de riboflavina pueden ser
efectivos en el tratamiento fotodindmico de patologias epidérmicas hiperpldsicas y

neoplasicas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Modificar la molécula de riboflavina confiriéndole caracter lipofilico sin que pierda

las caracteristicas fotosensibles.

2) Evaluar el efecto citotoxico de la Terapia Fotodinamica mediado por riboflavina y

tetraacetato de riboflavina sobre la viabilidad y proliferacion de células epiteliales.

3) Caracterizar los tipos de muerte celular inducidos por Terapia Fotodindmica con
riboflavina y tetraacetato de riboflavina, identificando los mecanismos celulares y

moleculares implicados.

4) Establecer el tipo de especies reactivas de oxigeno predominante generado por la

activacion luminica de riboflavina y tetraacetato de riboflavina.

5) Inducir hiperplasia e hipertrofia farmacolégica en epidermis de ratones para
revertirla mediante la aplicacion del tratamiento fotodindmico con riboflavina y tetraacetato

de riboflavina.

6) Evaluar el efecto de la Terapia Fotodindmica con riboflavina y tetraacetato de

riboflavina sobre la proliferacion en queratinocitos hiperplasicos y neoplasicos.
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2.1 FOTOSENSIBILIZADORES

Los FS utilizados en este estudio fueron riboflavina (C;7H2oN4Og) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA) y un éster derivado de RF, riboflavina 2', 3', 4', 5'- tetraacetato (C5H2gN401).
La obtencion de RFTA se realizo por medio de una reaccion de acetilacion descripta
previamente [139] segiin modificaciones de la metodologia propuesta por Ogasawara et. al.
[143].

Se afiadieron 0,5 g de RF a 100 ml de una soluciéon de anhidrido acético [(CH3CO),0] y
acido acético glacial [C,H4O,] 1:1. Luego se adiciono gota a gota 1 ml de HC1O4. La mezcla
se mantuvo a 40 °C durante 2 h. La reaccion se enfri6 a 0°C afiadiéndole 10 ml de agua fria en
bafio de hielo y se realizaron 3 extracciones con 25 ml de CHCI; cada una. La fase orgénica se
lavd 4 veces con 25 ml de agua fria seguido de 25 ml de una solucion saturada de NaCl. El
disolvente se evaporé en estufa de 60°C. Tanto el producto como la RF se caracterizaron por
espectrofotometria UV-Visible entre 300 nm y 700 nm con una resoluciéon de 1 nm en
solucion con agua destilada o cloroformo respectivamente, y en medio de cultivo completo a
una concentracion de 5 x 10° M, pH 7.4.

En estudios en los cuales se emplean FS es de importancia determinar su fotoestabilidad
ya que la exposicion del FS a la luz puede cambiar sus propiedades de absorcion y
fluorescencia, lo que indica fotodegradacion y/o formacion de fotoproductos que resulta en
una disminucion de la fotoestabilidad [144]. Tales cambios pueden ser evidenciados por la
aparicion de nuevas bandas en el espectro de absorcion especifico del FS [145]. La
degradacién puede ser monitoreada por el cambio o la disminucioén del pico méaximo de
absorcion del FS. Por este motivo nos propusimos estudiar la fotoestabilidad de RF (5 x 107%)
y de RFTA (1,7 x 10° M), irradiando las solucién de dichos compuestos con diferentes
densidades de energia (4,5, 9 y 18 J/cm®?) realizando un espectro UV-visible posterior a cada

irradiacion.

2.2 FUENTE LUMINICA

Para realizar el presente trabajo se utiliz6 una fuente de luz desarrollada en el
Departamento de Bioingenieria del Centro de Microscopia Electronica, Facultad de Ciencias
Médicas, Universidad Nacional de Cordoba. La misma cuenta con 96 emisores LEDs (Light-
Emitting Diode) de alta potencia (1 w) con una longitud de onda de 446 nm, con una

superficie de irradiacién de 96 cm” (8 x 12 cm). La intensidad de irradiacion de la lampara a
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Scm de distancia es de 45 mW/cm’. Para corroborar el pico de emisién de la misma se realizd
un espectro de emision entre 400 y 500 nm con una resolucion de 2 nm. La figura 11 muestra

fotografias de la lampara descripta.

Figura 11. Fotografias de la fuente de luz desarrollada
con emisores LEDs de alta potencia, A 446 nm.

2.3 CULTIVOS CELULARES

2.3.1 Cultivo de células humanas normales y tumorales

En el presente trabajo se utilizaron células humanas de la linea celular SCC-13;
procedente de carcinoma escamoso facial y la linea celular HaCat de queratinocitos normales.
Ambas lineas celulares fueron cultivadas en medio DMEM alta glucosa (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Médium), suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (Gibco, Invitrogen,
Carlsbad, CA), 1% de glutamina, penicilina 100 unidades/ml y streptomicina 10 mg/ml
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) y 1% de piruvato de sodio 100mM (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA). Los cultivos celulares fueron mantenidos a 37 °C en atmédsfera himeda con 5%
de CO, y 95% de aire.

Las células se resembraron a una densidad de 3 x 10* células por pozo en placas de 96
pozos, 2 x 10° células por pozo en placas de 6 pozos y 5 x 10* células en placas de 24 pozos
sobre el mismo plastico o sobre cubreobjetos para técnicas de inmunodeteccion 24 h antes de

su utilizacion en los distintos protocolos.

2.3.2 Terapia fotodinamica en cultivo de células SCC-13

Con el objetivo de determinar la dosis de FS no téxica en oscuridad sobre células SCC-

13, las mismas fueron incubadas con RF o RFTA a diferentes concentraciones (25, 50, 100,

Sl



MATERIALES Y METODOS J

150 o 200 uM) por 3 h, y posteriormente se realizd el cambio de medio de cultivo e
incubacién por 24 h.

Para evaluar el efecto sobre la viabilidad celular de los diferentes FS activados con la
lampara en estudio, las células fueron incubadas con los FS durante 3 h e irradiadas a
diferentes densidades de energia (4,5, 9, 18 o0 27 J/em?). Se designaron células control a las
células que fueron mantenidas en DMEM sin FS y sin irradiacion, control luz células que
fueron irradiadas en ausencia de FS, control FS células incubadas con RF o RFTA sin
irradiacion, y TFD a las células incubadas con FS (RF o RFTA) e irradiadas. La figura 12

esquematiza los disefios experimentales descriptos.
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Figura 12. Esquema de los diferentes disefios experimentales llevados a
cabo in vitro con células SCC-13.
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Una vez finalizados los cultivos celulares, las células tumorales fueron incubadas y

procesadas de acuerdo a cada técnica realizada.

2.3.3 Andlisis del efecto de Ia TFD sobre la viabilidad y la proliferacion celular

2.3.3.1 Cuantificacion de la viabilidad celular por ensayo de captacion del rojo neutro

Esta técnica de evaluacion de citotoxicidad se basa en la inclusion por los endosomas
y lisosomas de las células viables de rojo neutro, un colorante supravital, no toxico. Cambios
en la acumulacion y retencién de dicho colorante implican un dafio en las membranas
celulares o la muerte de las células ya que no tienen la capacidad de retener dicho colorante en
su interior [146]. Para llevar a cabo esta técnica las células fueron cultivadas en placas de 96
pozos durante 24 h, hasta una confluencia de 70-80%. Luego de realizar los distintos
tratamientos, se reemplazé el medio de cada pozo por 100 pl de medio con rojo neutro (40
pg/ml) y se incubaron durante 2 h. Posteriormente. luego de descartar dicho medio, se
realizaron 3 lavados con PBS y se les adicioné solucion decolorante (etanol 96%. agua
desionizada y 4cido acético glacial). Por ultimo se efectud la determinacion analitica en un
lector de microplacas equipado con un filtro de 540 nm para medir la absorbancia del
colorante extraido de las células. En todos los casos se emplearon 4 pozos como minimo por

tratamiento y se realizaron al menos cuatro ensayos diferentes por tratamiento.
2.3.3.2 Cuantificacion de viabilidad celular por ensayo de reduccién del MTT

El MTT es un ensayo colorimétrico basado en la reduccion del Bromuro de 3-(4.5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), compuesto hidrofilico de color amarillo, a
formazdn, un compuesto azul hidrofobico. Este proceso es realizado por la enzima
mitocondrial succinato-deshidrogenasa de células metabdlicamente activas. La cantidad de
células vivas es proporcional a la cantidad de formazan producido. La capacidad de las células
para reducir al MTT constituye un indicador de la integridad de las mitocondrias y su
actividad funcional es interpretada como una medida de la viabilidad celular. Dicha capacidad
de las células de reducir al MTT después de su exposicién a un compuesto permite obtener
informacion acerca de la toxicidad del compuesto que se evalta. Por lo cual, para llevar a
cabo esta técnica las células fueron cultivadas en placas de 96 pozos durante 24 h, hasta una
confluencia de 70-80%. Luego de realizar los distintos tratamientos, se reemplaz6 el medio
por 100 ul MTT (0.1 mg/ml de HBSS) y se incubaron durante 2 h a 37°C. Posteriormente se
descartd dicho medio y se adiciond 100 pl/pozo de DMSO para disolver los cristales de
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formazan. Por dltimo se efectué la determinacion analitica en un lector de microplacas
equipado con un filtro de 540 nm para medir la absorbancia. En todos los casos se emplearon
4 pozos como minimo por tratamiento y se realizaron al menos tres ensayos diferentes por

tratamiento.
2.3.3.3 Ensayo de la incorporacién de bromodeoxiuridina

Para evaluar el efecto de la TFD sobre la proliferacion celular se analizo la
incorporacioén de bromodeoxiuridina (BrDU) mediante inmunocitoquimica. Células SCC-13,
adheridas a cubreobjetos de vidrios de 12 mm y tratadas de acuerdo a cada disefio
experimental, se incubaron con BrdU (3 mg/ml) durante 3 h antes de finalizar los protocolos.
Posteriormente las células se fijaron con formaldehido al 4% en PBS por 30 min a
temperatura ambiente, luego se lavaron con PBS y se permeabilizaron con Triton X-100 al
0,5% por 10 min. Luego, para bloquear la inmunoreactividad no especifica las células fueron
incubadas con PBS-BSA al 5% por 30 min a temperatura ambiente, y a continuacién con un
anticuerpo monoclonal contra BrdU (Amersham; Buckinghamshire, England) toda la noche a
4 °C en camara humeda.

Posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS y se incubaron las células con un
anticuerpo biotinilado dirigido contra IgG de raton (GE Healthcare; Buenos Aires, Argentina)
diluido 1/130, durante 1 h a 37°C. Finalmente se realizé la incubacién con el complejo
avidina-biotina peroxidasa (ABC; Vector; Burlingame, USA) durante 30 min a temperatura
ambiente. La peroxidasa unida especificamente se visualizd con una solucién conteniendo
diaminobenzidina (DAB, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 0,05% y H;0; 0,05% en PBS.
Después de lavar con agua destilada se realizé la contracoloraciéon con hematoxilina y el
montaje de los vidrios con glicerol. A fin de establecer el porcentaje de células BrdU positivas
se contaron con microscopio 6ptico un total de 3.000 células en campos elegidos al azar en 3
cubreobjetos para cada grupo. Los experimentos se realizaron por triplicado, al menos tres

réplicas por cada ensayo.
2.3.3.4 Analisis del Ciclo Celular

Para realizar el andlisis de las diferentes fases del ciclo, células SCC-13 fueron
desprendidas empleando la solucion TrypLE™ Express (Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA) y
fijadas en etanol/PBS (70% v/v). Posteriormente se realizé la centrifugacion de las muestras

(400 x g durante 5 min) y los pellets celulares se lavaron en solucién de citrato tamponada con
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fosfato pH 7,8. Finalmente, las células se incubaron con RNasa (ribonucleasa A 0,7 mM,;
Sigma Aldrich, St. Louis, USA) a 37°C durante 30 min, y se tifieron con yoduro de propidio
(75 uM; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) durante 1 h. La intensidad de fluorescencia se
analiz6 mediante citometria de flujo utilizando BD FACS Canto II y el andlisis del ciclo
celular del contenido de ADN se realizo mediante el programa ModFit LT (Verity Software,

Verity Software House, Topsham, ME, USA).

2.3.4 Caracterizacion morfolégica v bioquimica de la muerte celular

2.3.4.1 Estudio de la morfologia nuclear por microscopia de fluorescencia

Con el objetivo de analizar y comparar la morfologia nuclear de las células SCC-13
luego de los diferentes tratamientos se empleé la técnica de tincion nuclear con Hoechst
33258. Para ello 6. 12, 24 o 48 h posteriores a la finalizacion de los tratamientos las células
adheridas a los cubreobjetos de vidrios de 12 mm fueron fijadas con formol/PBS (3,7% v/v)
por 30 min. Luego de la fijacion se afiadi6 triton al 0,1% en PBS durante 10 min a
temperatura ambiente. Posterior a sucesivos lavados con PBS se realizo la tincién nuclear con
Hoechst 33258 durante 10 min y el montaje con fluoromount. La fluorescencia se visualizo
utilizando un microscopio Zeiss Axiovert 135. Las células en las diferentes fases de mitosis
fueron determinadas mediante la formacion y distribucién de los cromosomas mientras que
las células apoptoticas fueron caracterizadas por la condensacién de la cromatina,
marginacion en la membrana nuclear y la fragmentacion formando en algunos casos cuerpos

apoptoéticos.
2.3.4.2 Estudio morfolégico ultraestructural
Microscopia optica de alta resolucion y electrénica de trasmision

En el presente trabajo de tesis, las muestras de células SCC-13 fueron fijadas en
solucion de Karnovsky (formaldehido 4% y glutaraldehido 2% en solucién buffer de
cacodilato pH 7,4) [147]. El glutaraldehido fue previamente purificado por destilacién y el
formaldehido preparado por despolimerizacion de paraformaldehido en solucién acuosa a 80
°C con ligera alcalinizacion.

Posteriormente los pellets fueron lavados con buffer cacodilato y se post-fijaron con una
solucion de tetroxido de osmio al 1% en buffer cacodilato pH 7.4. A continuacién las

muestras fueron lavadas con buffer cacodilato y deshidratadas con soluciones de acetona
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(Merck, Argentina) de concentraciones de graduacion crecientes (50%, 70%, 90% y 100%)
para ser incluidas en resinas epoxi hidrofébicas con la siguiente composicion:

o Araldita 506 (48,5%)

e Anhidrido dodecenilsuccinico (48,5%)

¢ Dibutilftalato (0,5%)

e Acelerador dimetilaminobenceno (2,5%)

La polimerizacion de la resina se llevd a cabo en estufa durante 24 h a 60°C. La
morfologia celular se evalu6 en primera instancia mediante microscopia Optica de alta
resolucion (MOAR). Para ello, se obtuvieron cortes semifinos (500 nm de espesor) con
ultramicrétomo Jeol JUM-7 provisto de cuchilla de diamante. Estas secciones fueron
coloreadas con azul de toluidina (ATO 1% en borax al 1%) y observadas con microscopio
fotonico.

Para los estudios por microscopia electrénica de trasmision (MET) se realizaron cortes
finos (100 nm de espesor), los cuales fueron montados en grillas de niquel, contrastados con
citrato de plomo y acetato de uranilo y posteriormente observados y fotografiados en un

microscopio electronico Siemens 101 A o Zeiss LEO906E.
2.3.4.3 Deteccion in situ de DNA fragmentado

La cuantificacion de apoptosis se realizé por el método de deteccion in situ de DNA
fragmentado o técnica de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP
nick end labeling), la cual se basa en la deteccion de cortes del ADN a nivel internucleosomal
que ocurren en las etapas iniciales de la apoptosis, marcando los extremos 3'-OH libre
terminal con nucledtidos modificados (biotina-dUTP, DIG-dUTP, fluoresceina dUTP)
mediante una reaccién enzimatica [148]. La enzima desoxinucleotidil transferasa terminal
(TdT) cataliza la polimerizacion de desoxirribonucledtidos en el extremo 3' del ADN.

Las células SCC-13 adheridas a los cubreobjetos se fijaron con formaldehido al 4%, se
lavaron con PBS y se permeabilizaron triton 0,05% en PBS. Posteriormente, se realizo el
ensayo utilizando un kit comercial (In Situ Cell Death Kit de deteccion, POD; Roche) de
acuerdo a las especificaciones del fabricante. Brevemente, las células se incubaron con la
“mezcla de reaccion TUNEL” que contiene TdT y dUTP-fluoresceina. Después del lavado, el
marcador incorporado en los sitios dafiados del ADN, se revelé con un anticuerpo anti-
fluoresceina conjugado con la enzima peroxidasa. Después de lavar para eliminar el

conjugado excedente, el complejo inmune se visualizé mediante una reaccién con peroxido de
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hidrégeno-diaminobenzidina. Se realizo una contracoloracion con hematoxilina a fin de
determinar con mayor certeza las células positivas. Los cubreobjetos se montaron con glicerol
para su observacion al microscopio fotoénico y se realizé el recuento de un total de 3.000
células en campos elegidos al azar en 3 vidrios para cada grupo, a fin de establecer el
porcentaje de células TUNEL positivas. Los experimentos se repitieron tres veces. Las

imagenes fueron tomadas con una camara digital compacta Axiocam ERcSs Zeiss.
2.3.4.4 Deteccion de la externalizacion de fosfatidilserina

La deteccion de apoptosis se realizo por doble marcacion con anexina V unido a
ficoeritrina (anexina V/PE) y 7-aminoactinomicina D (7AAD) mediante citometria de flujo.
La anexina V se une especificamente al fosfolipido: fosfatidilserina, el cual se encuentra en la
cara interna de la membrana plasmaética y es expuesto en la cara externa de dicha membrana
cuando comienza el proceso de apoptosis. La redistribucion de la fosfatidilserina en la
membrana plasmatica es una caracteristica muy estudiada en células apoptéticas [149]. 7TAAD
permite determinar la integridad de la membrana plasmatica la cual se pierde en el proceso
apoptético tardio o en células necréticas. Desde un punto de vista metodolégico células
adheridas a placas de cultivos fueron recogidas empleando la solucion TrypLE™ Express
(Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA). Después de realizar los diferentes tratamientos 3x10°
células fueron resuspendidas en 50 pl de HEPES y luego incubadas con 3 ul de Anexina V-
PE por 30 min a temperatura ambiente. 7AAD fue afiadido inmediatamente antes del analisis
citométrico. La fraccion de células apoptéticas fue cuantificada en un citémetro de flujo y se
utiliz6 el software Lysis II para la adquisicion de datos y el anélisis de los mismos se realizo6

con el software Flowlo.

2.3.4.5 Estudio de proteinas involucradas en apoptosis y vias de seiializaciéon mediante
Western Blot

Para estudiar la expresion de diferentes proteinas se realizo electroforesis en geles de
poliacrilamida y posterior inmunodeteccién por Western Blot. Las células SCC-13 cultivadas
en placas de 6 pozos fueron lisadas utilizando un scraper con la siguiente solucion: SDS
(4%), EDTA (2 mM) y Tris (50 mM) en agua miliQ, pH 6,8. Los lisados fueron calentados
durante 5 min a 100°C y centrifugados (10000 x g a 4°C durante 10 min) para eliminar los
desechos celulares. Posteriormente, se congelaron las muestras por 2 h a -20°C, y luego de

descongelarlas a 60°C se procedié a centrifugarlas nuevamente a fin de descartar la posible
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presencia de fragmentos de ADN. Se retir6 una alicuota de sobrenadante de cada muestra y se
le agreg6 buffer de muestra (40% de glicerol, 100 mM Tris, azul de bromofenol, pH 6,8) en la
proporcién 25:100 (v/v) y PB-mercaptoetanol (concentracion final 8%). El contenido de
proteina se estimé por el método colorimétrico de Lowry [150], modificado por Peterson
[151].

Electroforesis en geles de poliacrilamida con duodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS);

Para realizar la electroforesis se sembro la misma cantidad de proteinas (50ug por calle)
para cada muestra en geles de SDS-PAGE al 10%. Para determinar el peso molecular de las
diferentes proteinas de interés, en el mismo gel se corri6 en paralelo una gama completa de
proteinas de peso molecular conocido. La corrida electroforética se realizd a voltaje constante
de 150 mV y amperaje de 15 mA durante 2 h. Posteriormente se realizaron las transferencias a
membranas de nitrocelulosa Hybond ECL (GE Healthcare Life Science, NJ, USA) utilizando
un aparato de transferencia semi-dry con amperaje constante de 1,2 mA/cm?® durante 1,5 h.
Para verificar la eficiencia de la transferencia, los geles se tifieron con azul de Coomassie y las

membranas con solucion de Ponceau.

Inmunodeteccion:

Las membranas de nitrocelulosa se bloquearon con 5% de albumina bovina (BSA) en
solucion salina tamponada con Tris (TBS) (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5). Las
proteinas de interés se detectaron después de la incubacion durante toda la noche con
anticuerpos especificos diluidos en TBS con Tween (TBS-T) + 2% de BSA en las siguientes
diluciones:

anti-Bax, anti-Bcl-2 (Biolegend, San Diego, CA, USA) y anti-caspasa-3 (Santa Cruz,
Biotechnology, USA), 1: 1.000.

anti-fosfo p38M*PK (Millipore, Billerica, MA, USA) y total- p38™F¥ (Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA) 1: 10.000.

anti-phospho-ERK 1/2 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 1: 2.000.

anti-Total-ERK 1/2 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 1: 40.000.

Posteriormente, las membranas se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente con los
correspondientes anticuerpos secundarios anti-conejo o anti-ratén (Millipore, Billerica, MA,
USA) conjugados con peroxidasa (HRP) para la deteccion de la forma total o de los sitios

fosforilados de las diferentes proteinas.
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El revelado se realiz6 por sistema de quimioluminiscencia LumiGLO (Cell Signaling
Technology, Beverly, MA, USA. La luz emitida fue capturada en placas fotograficas. Todas
las etapas de bloqueo y de incubacion fueron seguidas por tres lavados (5 min) con TBS-T
(Tris 10 mM, NaCl 150 mM, 0,1% de Tween-20, pH 7,5).

Las membranas fueron incubadas con el anticuerpo contra B-actina (Santa Cruz, CA,
USA), en una dilucién de 1: 2000 para verificar que se sembraron las mismas cantidades de
proteinas para cada muestra en el gel. El nivel de fosforilacién de p38 MA® y ERK 1/2 se
determindé como una relacion de la densidad optica (DO) de la banda fosforilada/la DO de la
banda total. El nivel de proteinas se determiné como una relacion de la DO de la banda de
proteina/DO de la banda de B-actina. Las bandas se cuantificaron utilizando el software Scion
Image®, NIH Image (Frederick, MD, USA.). El anticuerpo contra ERK 1/2 detect6 dos
bandas, una de 44 kDa y otra de 42 kDa, que corresponden respectivamente a las dos
isoformas de ERK, ERK1 y ERK2. Anti-p38MAPK detectd una sola banda de 38 kDa. Anti-
Bax detectd una sola banda de 21 kDa. Anti-Bcl-2 detecta una sola banda de 28 kDa. Anti-
caspasa-3 detecta una sola banda de 32 kDa. El anticuerpo anti-B-actina detecté una sola

banda de 45 kDa.

2.3.5 Estudio de produccion de ERO y daiio oxidativo generadas por la TFD

2.3.5.1 Deteccion de la generacion de oxigeno singlete

La capacidad de generar oxigeno singlete de RF y RFTA se analizé utilizando como
sondas 3-hidroxipiridina (3-OHP) y 9, 10-dimetilantraceno (DMA), respectivamente.
Posteriormente se irradiaron dos soluciones: (1) RF (3,4 x 10> M)/3-OHP (3,7 x10* M) y (2)
RFTA (1,7 x 10° M)YDMA (7,75 x10° M). Mediante espectrofotometria se midi6 la
disminucion de la absorbancia de la reaccion cada minuto para 3-OHP en un maximo de

absorbancia de 313 nm y cada 2 seg para DMA, en un maximo de absorbancia de 379 nm.
2.3.5.2 Deteccion de ERO intracelular

La produccion de ERO intracelular se detectd utilizando el compuesto fluorescente
diacetato de 2'-7'-diclorofluoresceina (H,DCFDA). El mismo es hidrolizado por las esterasas
intracelulares a una molécula no fluorescente, la cual puede oxidarse a diclorofluoresceina
(DCF) por la accién de ERO. La intensidad de fluorescencia fue detectada por microscopia de

fluorescencia o por citometria de flujo.
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Para evaluar si la terapia fotodinamica genera ERO las células SCC-13 se cultivaron en
placas de 6 pozos a una concentracién de 2.5 x 10> células/pozo. Se adiciond al medio de
cultivo 50 uM de RF o RFTA, y luego de 2 h de incubacion las células fueron expuestas al
derivado clorometilo de H,DCFDA (CM-H,DCFDA, 2,7 uM) durante 1 h a 37°C en
oscuridad. Posteriormente las células fueron irradiadas con diferentes dosis (4,5, 9 o 18
J/em®). Después de la incubacién por 0,5, 1 0 2 h, se evalud la fluorescencia emitida por la
sonda. La intensidad de fluorescencia fue detectada utilizando un microscopio de
fluorescencia en células crecidas sobre cubreobjetos, o fue cuantificada en citdmetro de flujo
FaCScan (Ortho Diagnostic System, Raritan, NJ). Para ésto, células tratadas en placas de 6
pozos fueron levantadas con TrypLE Express™ (Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA) antes de su
analisis. La intensidad de fluorescencia media (IFM) se utiliz6 como indice del nivel de ERO

intracelular producido por los diferentes tratamientos.
2.3.5.3 Deteccion de produccion de anion superoxido

La produccion de anion superdxido ('Oy’) citoplasmatico se determind mediante el uso
de colorante fluorescente dihidroetidio (DHE) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Este ensayo
se basa en la reduccion de etidio por el anion superéxido a un compuesto fluorescente [152].
Después de 6 o 12 h de finalizado los diferentes tratamientos, las células se incubaron con 10
uM de DHE en HBSS durante 30 min a 37 °C en la oscuridad. Posteriormente, las células se
lavaron con HBSS por 5 min y la intensidad de fluorescencia de DHE en placas de 24 pozos
se midio con una longitud de onda de excitacion a 488 nm y de emision a 585 nm, usando un
lector fluorométrico de microplacas TECAN Genios Microplate Reader (Tecan Group Ltd.,

Grodig, Austria).
2.3.5.4 Potencial de membrana mitocondrial (A¥m)

La generacion de ERO por parte de la mitocondria se encuentra intimamente
relacionada con el potencial de la membrana mitocondrial [153]. Al aumentar dicho potencial,
se produce un enlentecimiento del flujo electrénico a través de la cadena de transporte de
electrones, lo que favorece las reducciones incompletas del oxigeno y la formacién de ERO.
En este contexto, se propuso evaluar el A¥m en células SCC-13 sometidas a la TFD mediante
fluorometria y microscopia de fluorescencia utilizando un colorante cationico lipofilico de
carbociamina: JC-1  (5,5',6,6'-tetrachloro-1,1',3,3'-tetracthylbenzimidazolylcarbocyanine

iodide). Dicho compuesto puede ingresar selectivamente en las mitocondrias y a bajo
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potencial de membrana dentro de las mismas se presenta como un mondémero que tiene
emision de fluorescencia a ~ 525 nm, mientras que en mitocondrias polarizadas forma
agregados sobre la membrana con un maximo de emision de fluorescencia a ~ 590 nm [154].
La proporcion de ambas fluorescencias de JC-1 es dependiente sélo del potencial de
membrana, y no estd influenciada por el tamafio, forma o densidad mitocondrial. Estas
caracteristicas hacen de JC-1 un marcador sensible para el A¥m.

Para llevar a cabo este ensayo después de 6 o 12 h de finalizado los diferentes
tratamientos, las células se incubaron con 5 uM de JC-1 en HBSS durante 20 min a 37 °C en
la oscuridad. Posteriormente, las células se lavaron con HBSS y la intensidad de fluorescencia
de JC-1 en placas de 24 pozos se midi6 con excitacion a 550 y 485 nm y emision a 600 y 535
nm respectivamente, usando un lector fluorométrico de microplacas TECAN Genios

Microplate Reader (Tecan Group Ltd., Grodig, Austria).
2.3.5.5 Deteccion de grupos SH no proteicos

El glutation es un antioxidante endégeno que se encuentra en estado reducido (GSH) u
oxidado en proporcidn 9:1 en células sanas [155]. En el estado reducido, el grupo tiol de la
cisteina es capaz de donar un equivalente de reduccién a otras moléculas inestables, como las
ERO. En esta etapa el GSH se convierte en reactivo, y reacciona rapidamente con otro
glutation en el mismo estado para formar disulfuro de glutation (GSSG), el cual se regenera
por la enzima glutation reductasa. Un aumento en la proporcion entre GSSG/GSH se
considera un indicativo de estrés oxidativo.

El contenido de GSH se midié como tioles no proteicos (NPSH) de acuerdo con un
método previamente descrito [156], para lo cual, 3 o 14 h posteriores a los tratamientos
correspondientes se realizd un lavado con PBS 37°C y luego se le adicion6 a cada pozo PBS-
Tritéon 0,5% para la obtencion de los homogenatos celulares totales. El contenido de cada
pozo fue trasvasado a un ependorf con la adicion al medio de acido tricloroacético (TCA) al
10% en frio; posteriormente se centrifugaron las muestras (5000 x g) a 4°C durante 10 min, el
sedimento de proteina se desechd y los grupos tioles libres se determinaron en el
sobrenadante, para ello se tomaron 100 ul de cada muestra y se sembraron en placas de 96
pozo por duplicado. Posteriormente se adicionaron 75 ul de TFK 1 M pH 7 para neutralizar la
reaccion y 25 pl de acido 5, 5'-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB), el cual reacciona con los
grupos SH convirtiéndose en TNB. El desarrollo del color resultante de la reaccion entre el

DTNB y los grupos tioles alcanza un maximo en 5 min y es estable durante 30 min. Por lo
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cual en ese lapso de tiempo se leyé la absorbancia en 412 nm en un lector de microplacas
TECAN Genios Microplate Reader (Tecan Group Ltd., Grédig, Austria), utilizando una curva
de GSH como estandar. Los valores se expresan como porcentaje de control en ausencia de

tratamiento de pumol NPSH/mg proteina.
2.3.5.6 Determinacion de contenido de grupos carbonilos en proteinas

El dafio oxidativo a proteinas fue evaluado por la determinacion del contenido de
grupos carbonilos (CCP), basada en la reaccion con di-nitro-fenil-hidrazina (DNFH) [157].
Lisados de células SCC-13 fueron obtenidos de placas de 6 pozos luego de realizar los
tratamientos. Las muestras fueron centrifugadas a 22.000 x g por 20 min y divididas en tres
tubos previo a la toma de una alicuota para la cuantificacion de proteinas totales, la cual fue
realizada por el método mini-Bradford (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). A cada tubo se
le adicionaron 200 pl de TCA (20%); luego de agitarlos se los dejé en reposo en hielo durante
5 min. Se centrifugaron las muestras durante 5 min a 16.000 x g y el precipitado fue
resuspendido en 100 ul de NaOH 0,2 M. Posteriormente a cada muestra se le adicion6 DNFH
(4 pmol) en HCI1 (2 M) o HCI (2 M) en los tubos blanco, posteriormente fueron incubados en
oscuridad por 1 h. Las muestras fueron precipitadas con un volumen de TCA (20%) y
centrifugadas por 5 min a 16.000 x g. El precipitado de cada muestra fue lavado tres veces
con etanol:etil acetato (1:1 v/v) y re-disuelto en 1 ml de urea (8 M). Posteriormente, los tubos
fueron incubados a 37°C por 5 min para asegurar la completa disolucion del precipitado, la
densidad dptica de las muestras fueron determinadas con un espectrofotometro a 280 nm. La
diferencia entre la DNFH y el HCI fue usada para calcular los CCP. Los resultados fueron
calculados como nmol de grupos carbonilos/mg de proteina, usando en coeficiente de 22.000

x 10 mM™' ecm™ para hidrazonas aliféticas.
2.3.5.7 Respirometria de alta resolucion

El anélisis de la respiracion mitocondrial en células SCC-13 fue realizado a 37°C en un
oxigrafo de alta resoluciéon (2k-Oxygraph Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria). La
calibracion diaria del equipo se llevd a cabo con medio DMEM sin SFB. Las células se
insertaron en la camara a una concentracién de 250.000 células/ml en DMEM sin FBS. En
primer lugar, se procedié a la estabilizacion del consumo de oxigeno, para determinar la

respiracion basal, sin la adicion de sustratos o inhibidores de la respiracion, durante 25-30
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min. Después de este periodo, se observaron los siguientes pardametros de la respiracion
mitocondrial:

1) Respiracion Basal: Medido por el consumo de oxigeno, sin la adicién de sustratos o
inhibidores.

2) Producciéon de ATP estado IV de la respiraciébn mitocondrial: Este estado
representa el consumo de oxigeno causado por la transferencia de electrones a través de la
CR. En este estado al no haber sintesis de ATP, se evalué el consumo de oxigeno
(aproximadamente durante 4 min) después de afiadir 1 pl de oligomicina (4 mg/ml) en el
medio, ya que la oligomicina es un inhibidor de la subunidad FO de la ATP sintasa o
complejo V de la CR. El efecto inducido por esta inhibicion se caracteriza por una marcada
reduccion en el consumo de oxigeno [158].

3) Respiracion maxima: Este pardmetro representa el consumo de oxigeno observado
después de la adicion al medio de un desacoplador mitocondrial hidraxona carbonilcianeto-4-
trifluorometoxi-fenil (FCCP; 0,15 mM). Este compuesto desacopla la transferencia de
electrones de la fosforilacion oxidativa por la disipacion de protones que forman un gradiente
electroquimico a través de la membrana mitocondrial. Este parametro indica la capacidad
mitocondrial maxima para transferir electrones [159].

4) Capacidad de control respiratorio (respiracion méxima/estado IV): Indice
utilizado para determinar la contribucion de los diferentes estados respiratorios, calculado
mediante la respiracion méxima y la respiracion estado IV [160].

5) Produccién extramitocondrial de ERO: Indica el consumo de oxigeno en la
respiracion mitocondrial, representada por la reduccion incompleta de ERO. La produccion de
estas se observa después de la adicion de rotenona (1 mg/ml), que inhibe el complejo I de la
CR y antimicina A (5 mM) inhibidor del complejo III. Por lo tanto, con la cadena de
transporte de electrones inhibida, el oxigeno que se consume no se debe al paso de los
electrones por CR [159].

Los datos fueron recolectados a través DatLab 4,3 software (Oroboros Instruments,
Innsbruck, Austria), evaluando la concentracion y flujo de oxigeno después de la adicion de

inhibidores y desacoplantes de la cadena respiratoria mitocondrial.
2.4 DISENOS EXPERIMENTALES IN VIVO

Para llevar a cabo los ensayos in vivo, se utilizaron ratones alopécicos de la cepa

Crl:SKH-1-hrBR (Charles River Laboratories, Wilmington, MA, USA) de 6 semanas de edad.
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Los animales fueron criados en un bioterio con fotoperiodo (11 h de oscuridad y 13 h de luz)
y temperatura (25 + 2°C) controlados, con libre acceso a agua corriente y alimento
balanceado. Todos los procedimientos experimentales siguieron las especificaciones
establecidas internacionalmente para el uso y cuidado de animales de laboratorio, basados en

Guide for the care and use of laboratory animals (2011).

2.4.1 Efecto_del tratamiento fotodinamico con RFTA en un modelo de hiperplasia

epidérmica murina inducida farmacolégicamente

En primera instancia, se realizé la puesta a punto del modelo de hiperplasia epidérmica
en el lomo de ratones machos y hembras de la cepa BALB/c y en ratones hembras alopécicos
de la cepa SKH-1-hrBR. Se determind que la hiperplasia epidérmica 6ptima se logra con 3
aplicaciones topicas de 100 pl de una solucion de laurilsulfato de sodio (SLS) 10% en agua
destilada. Ademas, se planted estudiar la regresién espontanea de tal lesion evaluando si la
misma se revierte por si misma o si se mantiene y por cuanto tiempo una vez suspendido el
estimulo. Se realizaron 3 aplicaciones topicas de SIS cada 48 h y posteriormente tomas de

biopsias a los 8, 11, 15 y 19 d de iniciado el tratamiento.
Microscopia fotonica

Las biopsias de tejido epidérmico fueron fijadas en formol/PBS (4% v/v), deshidratadas
en una serie creciente de alcoholes e incluidas en parafina usando técnicas histolégicas de
rutina. Para el analisis morfoldgico se utilizaron cortes de 4 pm de espesor, obtenidos por
medio de un micrétomo tipo Minot y coloreados con hematoxilina-eosina (H/E) siguiendo
protocolos habituales. Para realizar los estudios histolégicos comparando la respuesta al
tratamiento de los distintos grupos experimentales, se tomaron microfotografias de cortes
histoldgicos y se realizaron 10 mediciones del espesor de la epidermis de 10 fotografias de
cada biopsia empleando el software Image], con el posterior andlisis estadistico

correspondiente.
2.4.1.1 Tratamiento preventivo

Se evalud el efecto de la TFD con RFTA como tratamiento preventivo de la generacion
de hiperplasia epidérmica, para lo cual se intercald la aplicacion de la TFD con el estimulo de
SLS para contrarrestar la disminucion espontanea de tal lesion. La TFD fue realizada en la

zona de piel tratada con SLS mediante la aplicacion topica de una solucion de RFTA (0,03%)
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en acetona/alcohol en gel (1:4). Los animales fueron mantenidos en oscuridad por 3 h e
irradiados con densidad de energia de 18 J/cm®. Pasadas las 48 h de la ultima aplicacion de
TFD, se tomaron biopsias de piel previa anestesia de los animales con 100 pl de una solucion
de ketamina/xilazina (10:1 mg/ml) (Figura 13). Los controles empleados fueron piel normal,

tratados con RFTA sin irradiacion e irradiados sin RFTA.

Modelo de hiperplasia epidérmica

SLS SLS SLS Biopsia

P
IR Fl FE N KR 'S BB R

Tratamiento preventivo de hiperplasia epidérmica

TFD TFD TFD

SLS 1 SLS SLS Biopsia
[ | [ ] N

S

N E KN KR En

Figura 13. Esquema del modelo experimental llevado a cabo para la induccion de hiperplasia
epidérmica y del tratamiento preventivo de dicha lesion.

2.4.1.2 Tratamiento terapéutico

En segunda instancia se evalud el efecto de la TFD (3 aplicaciones) como tratamiento
terapéutico para disminuir la hiperplasia epidérmica generada con SLS. Para este objetivo
luego de 4 aplicaciones con SLS los animales fueron tratados de forma intercalada,
empleando RFTA (0,03%) mantenidos en oscuridad durante 3 h e irradiados con 18 J/cm’
(Figura 14). La toma de biopsias y procesamiento del material fueron realizados como se

describi6 anteriormente.
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Modelo de hiperplasia epidérmica

SLS SLS SLS Biopsia

Ny
1~ 208 3 O 4 B s-0 o B 7 B0 s BN o B 1o B 11 BN 12 BN i3 BN 14 BN 15 W 16 |

Dias
Tratamiento terapéutico de hiperplasia epidérmica

TFD TFD TFD

SLS SLS SLS SLS l SLS l = l Biopsia
NS
R R EFE M RGE NG NN MO N NDN BTN PN NEN | 2N NI | N7

Figura 14. Esquema del modelo experimental llevado a cabo para la induccién de hiperplasia
epidérmica y del tratamiento terapéutico de dicha lesion.
2.4.1.2.1. Efecto del tratamiento terapéutico sobre la proliferacion de células

epidérmicas

La localizacion e intensidad de la expresion proteica in situ de Ki-67 fueron examinadas
mediante inmunocitoquimica debido a que esta proteina se expresa en células que se
encuentran en las fases G1, S, G2 y M, y esta ausente en la fase GO del ciclo celular. Para
llevar a cabo esta técnica se utilizaron biopsias de piel de ratones incluidos en parafina y
provenientes de los diferentes modelos experimentales. Las muestras fueron seccionadas con
un espesor de 4 pm y montadas en portaobjetos pre-tratados con silano y procesadas como se
describe a continuacién. Los cortes de tejido fueron desparafinados e hidratados con
inmersiones de 3 min de los portaobjetos en una serie de soluciones: xilol 100%, xilol/alcohol
100%, alcohol 100%, alcohol 95%, alcohol 90%, alcohol 70% y PBS. La recuperacion
antigénica se realizd en buffer EDTA pH 8 durante 3 min en microondas al 100% de potencia
(750 W) y 14 min en microondas al 20% de potencia; pasados los 20 min se realizaron
lavados con PBS. El bloqueo de la peroxidasa enddgena se realizé con H,O, 3% en metanol
por 15 min y el bloqueo posterior de uniones no especificas fueron realizadas con suero
normal de cabra 1:20 diluido en PBS-leche por 20 min a TA en camara hiimeda.

La incubacion con anticuerpo primario anti Ki-67 (Santa Cruz, Biotechnology, USA) 1:
100, fue por 1 h a TA y posteriormente toda la noche a 4 °C en camara humeda. Luego se
realizaron 3 lavados con PBS por 5 min cada uno y la incubaciéon con el anticuerpo
secundario conjugado con biotina (IgG anti-mouse, Amersham Pharmacia, USA) 1:130

durante 30 min a TA en camara humeda. Después de 3 lavados sucesivos las muestras se
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incubaron con el complejo avidina-biotina (Vectastain ABC complex, Vector, USA) por 30
min a TA y se lavaron con PBS. A continuaciéon se realizd6 la incubacién con
diaminobenzidina (DAB, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 0,05% y H,0; 0,05% en PBS por
10 min en oscuridad a TA y luego de realizar lavados con agua destilada y deshidratacion se
realizO el montaje con entellan (Merck, USA). Para demostrar la especificidad de las
reacciones inmunohistoquimicas, las secciones fueron incubadas con PBS-BSA 1%, en
reemplazo del anticuerpo primario. La cuantificacion se realizo sobre al menos 30 fotografias
de cortes de epidermis de cada animal a una magnificacién de 40X, obteniendo una longitud

de membrana basal de 5,9 + 2,1mm.
2.4.1.2.2. Efecto del tratamiento terapéutico sobre la muerte de células hiperplasicas

La apoptosis se detectd por inmunocitoquimica i situ mediante el método de TUNEL.
En secciones parafinadas de 5 um de epidermis de ratdn montadas en portaobjetos tratados
con poli-L-lisina. Los cortes fueron desparafinizados con xilol e hidratados con una serie
decreciente de alcoholes-PBS. La permeabilizacion del tejido se realizo efectuando la
digestion enzimatica con Proteinasa K libre de nucleasa (Roche, Mannheim, Alemania) a una
dilucion de 10 pg/ml en TRIS/HCl 10 mM, pH 7,4-8. Luego de dos lavados con PBS se
realizé el bloqueo de uniones inespecificas con PBS-BSA 5% durante 30 min.

Posteriormente se procedio a la aplicacion del Kit comercial siguiendo las instrucciones
sugeridas por los fabricantes (/n Situ Cell Death Detection Kit, POD. Roche, Mannheim,
Alemania). Finalmente, los inmunocomplejos fueron revelados con diaminobenzidina (DAB,
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 0,05% y H,0, 0,05% en PBS. Se realiz6 una contratincion
con hematoxilina y las secciones fueron deshidratadas y montadas para ser visualizadas al
microscopio fotonico. Como control positivo se utilizaron cortes tratados con DNAsa Tipo |
(Invitrogen, Carlsbad, CA) 5000 unidades/ml en Tris-Cl, durante 10 min a TA, ya que dicha
enzima genera cortes en la cadena de ADN a nivel internucleosomal y permite que los
extremos 3'-OH ADN queden libres. Los controles negativos se realizaron sobre cortes
histologicos sometidos a las mismas condiciones de reaccion pero reemplazando la enzima
TdT por agua destilada.

Las secciones histologicas fueron analizadas en un microscopio fotdnico Zeiss
Axioskop a una magnificacion de 40 X. El numero de células apoptoticas en epidermis se

calcul6 empleando la siguiente férmula:
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Apoptosis: células TUNEL-positivas

mm de membrana basal

El conteo se realizo sobre al menos 30 fotografias de cortes de epidermis de cada animal

a una magnificacion de 40 X, obteniendo una longitud de membrana basal de 5,9 + 2,1 mm.
2.4.2 Modelo de generacion de papilomas cutineos

La generacion de los papilomas cutaneos se llevd a cabo con una aplicacion topica del
iniciador de tumor 7,12-dimetilbenz(a) antraceno (DMBA, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
25 nmoles en 50pl de DMSO, y posteriores aplicaciones del agente promotor 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (PMA, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 3,4 nmoles en 25ul de
acetona dos veces por semana durante 10 semanas.

Para evaluar el efecto de la TFD, una vez establecidos lo papilomas a la semana 14, se
llevaron a cabo 5 sesiones de TFD una vez por semana, para lo cual se les aplicé topicamente
200 pl de una solucion de RFTA (0,03%) en acetona/alcohol en gel (1:4, v/v). Posteriormente
los animales fueron mantenidos en oscuridad durante 3 h y se los irradi6 con densidad de
energia de 18 J/cm®. Una vez finalizado el tratamiento se sacrificaron los animales y se evalud
la respuesta a la terapia fotodindamica mediante el analisis macroscopico del numero de
papilomas por animal, papilomas restantes después de la irradiacion y tamafio de los mismos

pre y post-irradiacion. La figura 15 esquematiza como se llevo a cabo el modelo descripto.

CONTROL

DMBA TPA Sacrificio
| EXREAREE N e

Tiempo en Semanas i &=

TERAPIA FOTODINAMICA

DMBA TPA TFD Sacrificio
' EEERRERERERRERY
: 512 1317 22

Tiempo en Semanas

Figura 15. Esquema del modelo experimental llevado a cabo para la
induccion y para el tratamiento de papilomas.
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2.5 ANALISIS ESTADISTICOS

Para validar los resultados obtenidos en los diferentes estudios se llevé a cabo el analisis
estadistico de los datos obtenidos para cada grupo. Se establecio la media + error estandar
para cada pardmetro evaluado y los valores fueron procesados estadisticamente mediante test-
t de Student o analisis de varianza (ANOVA) de una via, seguido por el andlisis post-hoc de
Tukey o de dos y tres vias por post-hoc de Bonferroni, aplicando el programa informatico
InfoStat 1,5 (Grupo InfoStat. Facultas Ciencias Agropecuarias, Universidad Nacional de
Coérdoba). Los graficos fueron realizados utilizando el software GraphPad Prism 6. Las
diferencias entre los grupos fueron comparadas aceptando como significativo un valor de

p<0,05.
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3.1 FOTOSENSIBILIZADORES Y FUENTE DE LUZ

3.1.1 Caracterizacion de los fotosensibilizadores e intensidad emitida por la

lampara a diferentes longitudes de onda

Para evaluar si la emision de luz generada por la lampara multi-LEDs es especifica para
activar dichos FS, se realizo el espectro de emision el cual refleja la intensidad relativa
emitida a diferentes longitudes de onda. Los resultados muestran que la lampara emite en el
rango azul del espectro visible con un pico de maxima intensidad a 446 nm (Figura 16A).
Para determinar el pico maximo de absorbancia de RF y RFTA se realizaron los espectros
UV-Visible de ambos FS en soluciones: RF (5 x 10° M) y RFTA (5 x 10”° M) en DMEM, pH
7,4 (Figura 16B). Los resultados muestran que tanto RF como RFTA presentan un pico

maximo de absorbancia a 446-447 nm.

Espectro UV-Visible de ambos fotosensibilizadores y espectro de
emision de la lAmpara multi-LEDs

2,00-
——RF B 4
——RFTA 1,751
1,50-
1,25

1.!1'.!]

0,50+
0,25+

0,00
400

Figura 16. (A) Espectro de emision de la ldampara multi-LEDs, en el cual se observa la intensidad
relativa emitida a diferentes longitudes de onda. (B) Espectro UV-Visible de RF y RFTA (50pM) en
medio de cultivo DMEM a pH 7.4 de 300 nm a 700 nm.

3.1.2 Fotoestabilidad de RFTA

La fotoestabilidad de RFTA luego de la irradiacion, fue analizada mediante espectros
UV-visible de RF (5 x 107) y RFTA (1,7 x 10” M). Los resultados permitieron demostrar que
de la irradiaciéon con diferentes densidades de energia (4,5, 9 y 18 Jr‘cmz), RFTA no

disminuye su pico maximo de absorbancia y no presenta bandas de absorbancia diferentes a la
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solucién sin irradiar: 0 J/cm?, lo que no ocurre con RF, ya que este FS pierde su estabilidad

luego de la irradicion con las diferentes dosis de luz (Figura 17).

Estabilidad de RF y RFTA posterior a la irradiacién
a diferentes dosis con 444nm
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Figura 17. Espectro UV-Visible de RF y RFTA demostrando la fotoestabilidad de los compuestos
irradiados con diferentes densidades de energia.

3.1.3 Determinacion de la generacion de oxigeno singlete por RF y RFTA

La capacidad de generar oxigeno singlete se empled como indicador del potencial
fotosensibilizador del compuesto, para lo cual RF y RFTA fueron fotoactivados con diferentes
dosis de luz en una solucion con 3-hidroxipiridina (3-OHP) y 9,10-dimetilantraceno (DMA)
respectivamente. Mediante espectrofotometria UV-visible se midié la disminucion de la
absorbancia de 3-OHP y DMA, generada por la fotooxidacién de ambos compuestos al ser
irradiados con la lampara en estudio. Esto permitié demostrar que ambos FS al ser irradiados
con la lampara en estudio generan oxigeno singlete al disminuir el pico de absorbancia a 313
nm en el caso de 3-OHP y a 379 nm en el caso de DMA (Figura 18 A-B).

La tasa de generacion de oxigeno singlete se calculd por la ecuacidon:
In(30HP/30HPy)=-kt y In(DMA¢/DMA,)=-kt, donde [30HP o DMA], y [30HP o DMA];
son las concentraciones de los dos compuestos antes y después de la irradiacion
respectivamente, 3-OHP (3,7 x10-4 M) y DMA (7,75 x10-5 M), los valores de & son las tasas
de generacion de oxigeno singlete y ¢ es el tiempo de la irradiacion. Mediante estos célculos
se determind que la tasa de generacion de oxigeno singlete es mayor para RFTA respecto a

RF (Figura 18 C-D).
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Figura 18. Espectro UV-visible para la determinacion de los rendimientos cuénticos de oxigeno
singlete de RF con 30HP (A) y de RFTA con DMA (B). Tasa de generacion de oxigeno singlete en el
tiempo por la irradiacion de RF (C) y RFTA (D).

3.2 TERAPIA FOTODINAMICA EN CELULAS HUMANAS DE CARCINOMA
ESCAMOSO

El dafio fotodinamico y la citotoxicidad generada luego de la aplicacién de la TFD esté
en estrecha relacion con diversos factores como: tipo celular, FS utilizado, dosis de FS
administrada, dosis de luz, tiempo entre la administracion del FS y la irradiacion y
localizacion del FS en el momento de la fotoactivacion [3, 64]. Debido a estos antecedentes se
realizd la puesta a punto del tratamiento fotodindmico empleando células de la linea SCC-13,
estableciendo las dosis 6ptimas de luz, concentracion de FS: RF y RFTA y los tiempos de
incubacion adecuados para generar la muerte celular por un proceso programado. El tiempo

de incubacion post-tratamiento fue particular para cada metodologia empleada.
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3.2.1. El tratamiento fotodinimico genera disminucién de la viabilidad celular de

manera dosis de luz dependiente

Para establecer la toxicidad de ambos FS en células SCC-13, se llevo a cabo el ensayo
colorimétrico de captacion de rojo neutro a diferentes concentraciones de RF o RFTA por un
lapso de 3 h en oscuridad. Los resultados obtenidos demuestran que RF y RFTA a una
concentracion de 50 pM, no causan toxicidad en las células tumorales. Sin embargo, cuando
las células fueron incubadas a concentraciones mas elevadas (150 pM) con el RF o RFTA, el
porcentaje de supervivencia celular disminuyé a 20,7 + 0,75 y 25,02 £ 6,03, respectivamente
en relacion al control (Figura 19). Por lo tanto, en base a las respuestas obtenidas, se
selecciond la dosis de 50 puM para llevar a cabo los ensayos de TFD, ya que dicha

concentracion no afecta la viabilidad celular en oscuridad.
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Figura 19. Viabilidad de las células SCC-13 luego de 3 h de incubacion con diferentes dosis de RF y
RFTA. El porcentaje de células viables se redujo de forma dosis dependiente con ambos FS. *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001, indican diferencias significativas con respecto al control, ANOVA de una via
seguido por el analisis post-hoc test de Tukey.

Tomando en cuenta los resultados previamente descriptos las células fueron irradiadas
con dosis crecientes de luz de 4,5 a 18 J/em®. Posteriormente se llevo a cabo el ensayo de
captacion de rojo neutro y de MTT ya que ambas técnicas evaltan diferentes parametros de la
viabilidad. Los resultados obtenidos demostraron que el porcentaje de supervivencia de las
células SCC-13 disminuye significativamente y de manera dependiente de la dosis de luz
tanto para RF como para RFTA (Figura 20). La disminuciéon de la viabilidad celular fue
significativamente mayor con RFTA respecto a RF con todas las dosis luminicas empleadas

con el ensayo de rojo neutro y con la dosis luminica mayor con el ensayo de MTT. En los
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controles luz, con diferentes dosis (2,25-18 J/em?), se observa que la viabilidad celular se
mantiene con valores similares al control, es decir células sin FS y sin irradiacion,

concluyendo que la irradiacion por si sola no genera ningun efecto sobre la viabilidad celular.
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Figura 20. Viabilidad de las células SCC-13 luego de 3 h de incubacion con RF y RFTA con
diferentes dosis de luz. (A) Estudio de la captacion de RF y RFTA por queratinocitos normales
(HaCat) y células tumorales (SCC-13) luego de 3 h de incubaciéon con los FS. Histograma de la
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emision de fluorescencia de RF y RFTA detectada por citometria de flujo. La viabilidad celular fue
evaluada con el ensayo de rojo neutro (B) y con MTT (C) 24 h post-irradiacién. El porcentaje de
células viables se redujo de forma dosis dependiente con ambos FS. ANOVA de una via, seguido por
post-hoc test de Tukey: *p<0,05; **p<0,001; ****p<0,0001 vs. control. (D) Viabilidad de células
HaCat y SCC-13 luego de la incubacion de RF y RFTA (50 uM), seguido por irradiacion con luz azul.
Los datos se expresan como viabilidad celular % respecto al control y se expresaron como media +
S.E.M. ANOVA de dos vias: interaccion entre el tratamiento y la intensidad de la luz [Fe0=52,37;
p<0,001]. ANOVA de tres vias: interaccion entre el tipo de células, el tratamiento y la intensidad de la
luz [Feg0=16:34; p<0,001]. Post-hoc test de Tukey -:-p<0,001 RF o RFTA en células SCC-13 vs.
células HaCat; ***p<0,001 vs. RFTA vs. RF en las células SCC-13.

Posteriormente para poder determinar el momento en que la TFD comienza a causar
los efectos de toxicidad sobre las células, se evalud la viabilidad celular con las diferentes
dosis de luz luego de 6, 12 y 24 h post-irradiacion (Figura 21). Los resultados muestran que la
TFD genera en células tratadas con RF una disminucion de la viabilidad a las 6 h post-
irradiacion con las dosis de luz mas altas (9 y 18 J/em?). En cambio las células incubadas con
RFTA exhiben pérdida de la viabilidad con todas las dosis de luz (4,5, 9 y 18 J/cm®). Cabe

destacar que ambos FS generan una disminucién de la viabilidad celular de manera tiempo

dependiente.

& RF (4.8 Jicm?) =B RFTA (4.8 Jicm?)
~&- RF (9 Jicm?) ~&- RFTA (9 Jlcm?)
=¥~ RF (18 Jicm?) =¥~ RFTA (18 Jicm?)
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Figura 21. Efecto de la TFD sobre la viabilidad celular después de 6, 12 y 24 h post-irradiacion
evaluada con rojo neutro. (A) Células tratadas con RF. (B) Células tratadas con RFTA. Los datos se
expresaron como media = S.E.M. de al menos tres experimentos diferentes.

3.2.2. El tratamiento fotodinamico genera disminucion de la proliferacion celular

Teniendo en cuenta que la TFD genera disminucién de la viabilidad en células SCC-13,
se evaluo la tasa de proliferacion luego de los diferentes tratamientos. Para cumplir con este
objetivo las células neoplésicas fueron incubadas con RF y RFTA durante 3 h e irradiadas con

4,5,9y 18 J/cm®. Luego de 24 h de incubacién post-irradiacion se realizo la cuantificacién de
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la proliferacion celular mediante la incorporacion de BrdU. Los resultados obtenidos
demuestran que el tratamiento con RF no indujo modificaciones en la incorporacion de BrdU,
mientras que el tratamiento fotodindmico con RFTA generd una significativa disminucion de
la tasa mitética en las células tratadas con las diferentes dosis de luz utilizadas respecto al

grupo control (Figura 22).
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Figura 22. Efecto del tratamiento fotodinamico sobre la proliferacion de células SCC-13. (A)
Micrografias representativas de la incorporacion de BrdU. Barra: 10 pm. (B) Los datos se expresan
como el nimero de células BrdU marcadas (% con respecto al grupo control: ausencia de FS y luz).
ANOVA de dos vias demostrando un efecto principal del FS (RF vs. RFTA) [F,25=57,88; p<0,0001].
Post-hoc test de Bonferroni: **p<0,01 y ***p<0,001 RF vs. RFTA en la misma condicién de
intensidad de la luz.

3.2.3. Ciclo celular

Para determinar si la citotoxicidad inducida por la TFD afecta la progresion del ciclo de
las células SCC-13, se analizo el contenido de ADN con ioduro de propidio después de 12 y

24 h de la exposicion al tratamiento (Figura 23).
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Figura 23. Analisis del ciclo celular por cuantificacion del contenido de ADN. La TFD induce arresto
en la fase S y G2/M del ciclo en células SCC-13, 12 y 24 h posteriores a la irradiacién con 9 J/cm®.

Posteriormente se cuantifico el porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo 24
h post-irradiaciéon. En el grupo control el porcentaje de células en fase G2/M fue de 14,2 +
1,58 aumentando significativamente a 40,96 + 3,33 en células sometidas a TFD-RF y a 23,1 +
4,04 en células tratadas con TFD-RFTA (p<0,05). Sin embargo, el analisis de la fase G0/G1
evidencio, en células controles un porcentaje de 49,68 + 3,73, observandose una disminucion

significativa posterior al tratamiento con TFD-RF (19,86 + 0,02; p<0,05) (Figura 24).

TABLA 1. Efecto de RF/RFTA-TFD sobre el ciclo celular

Grupo Células (%)

Go/G,4 S G,/M
Control 49,68+3,73 36,18+2,91  14,2+1,58
RF-TFD 19,86+0,02* 38,69+3,06 40,9613,33"
RFTA-TFD 46,0548,06 30,8544,3  23,114,04*

Los vaores representan la media+ E.E. de tres experimentos
*p<0,05vs Control.

Ciclo celular (% de células)

Ciclo celular

Figura 24. Distribucion celular en las diferentes fases del ciclo en células control y tratadas con RF y
RFTA irradiadas con 9 J/cm®. Los datos representan la media + S.E.M. (n = 3). ANOVA de una via
seguido por post-hoc test de Tukey: *p<0,05 vs. control.
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3.2.4 Caracterizacion morfolégica y bioquimica de la muerte celular inducida por TFD

3.2.4.1 La TFD genera cambios en la morfologia nuclear

Con el fin de determinar si la disminucién en la viabilidad celular por la TFD fue
inducida por muerte celular, se analizaron las caracteristicas morfologicas con tincion nuclear
fluorescente del ADN mediante Hoechst 33258. Las células SCC-13 fueron incubadas con RF
o RFTA (50 uM) durante 3 h, irradiadas con diferentes dosis de luz (9, 18 y 27 Jem?, 04,5, 9
y 18 J/em® respectivamente) e incubadas durante 6, 12, 24 y 48 h adicionales.

Las células control y control FS exhibieron morfologia normal y nucleos con
caracteristicas de diferentes fases de la mitosis: profase, metafase y anafase. Las células
tumorales después de la exposicion a RF e irradiadas presentaron morfologia normal y se
detectaron algunas células en diferentes fases de mitosis con las dosis luminicas de 9 y 18
J/em’. Sin embargo, algunas células presentaron nucleos con caracteristicas apoptéticas, al ser
irradiadas con las dosis luminicas mas alta (27 J/em®) tales como cromatina condensada y
fragmentacion de los nucleos a las 48 h de incubacion (Figura 25).

En contraste, en los tratamientos fotodinamicos con RFTA (50 uM, 3 h) e irradiadas con
las dosis luminicas de 4.5, 9 y 18 J/cm?, no se detectaron células en proliferacién, como con
RF, pero si se observd que la mayoria de las células presentaron caracteristicas apoptoéticas,
tales como condensacion, marginacion y fragmentacion de la cromatina formando en algunos
casos cuerpos apoptdticos a las 48 h con la dosis luminica mas baja (4,5 J/em?), a las 12 h con
la dosis media (9 J/cm?) y a las 6 h con la dosis més alta (18 J/em®) (Figura 26). En estos
modelos no se observaron células en mitosis con las dosis de luz empleadas. A partir de las 24
h en los tratamientos con 9 y 18 J/cm’ se observé una disminucion en la cantidad de células
debido a la pérdida de adhesién de las mismas al sustrato cuando estan en estadios avanzados

de muerte.
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Figura 25. Morfologia nuclear de células SCC-13. (A) Control oscuridad: células incubadas con RF
sin irradiacion. (B) Células neoplasicas luego del tratamiento fotodindmico con RF e irradiadas
durante 9, 18 y 27 J/cm?. Las flechas indican células en mitosis y las puntas de flecha indican células
apoptéticas.
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Figura 26. Morfologia nuclear de células SCC-13. (A) Control oscuridad: células incubadas con
RFTA sin irradiacion. (B) Células tumorales luego del tratamiento fotodinamico con RFTA e
irradiadas con 4,5, 9y 18 J/em?, tratamientos en los cuales no se observaron células en mitosis. Las
puntas de flecha indican células en apoptosis.

3.2.4.2 La TFD genera cambios en la morfologia celular

Con el objetivo de estudiar los cambios morfoldégicos celulares inducidos 24 h post-
irradiacion, las células SCC-13 fueron examinadas en primera instancia por MOAR (Figura
27).
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El grupo control present6 células con niicleos y membranas conservadas y en diferentes
fases de la mitosis. En las células tratadas con RF expuestas a dosis luminica de 9 J/ecm® se
observo que las mismas conservaban los nucleos eucromaticos con numerosos nucléolos,
citoplasmas con caracteristicas normales y algunas células en mitosis. Sin embargo, las dosis
luminicas mayores (18 y 27 J/cm?) generaron células apoptdticas. Por otro lado, el grupo de
células tratadas con RFTA y en todas las dosis de irradiacion utilizadas exhibié cambios

apoptoticos, destacandose que la dosis de 18 J/em®, originé ademés vacuolizacién celular.

RF (50uM; 3h)

9 Jicm? 18 Jicm? 27 Jicm?

RFTA(50puM; 3h)
4.5 Jicm? 9Jicm? 18 Jicm?

Figura 27. Microfotografias Opticas representativas de los distintos tratamientos (40 X). Células
controles sin FS ni luz, células sometidas a TFD con RF e irradiadas con 9, 18 y 27 Jem? y tratadas
con RFTA irradiadas con 4,5, 9 y 18 J/cm?, fijadas 24 h post-tratamiento. Barra: 20 pm.
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Para evaluar el efecto de la TFD sobre las células normales de la linea HaCat se evaluo
la morfologia nuclear y ultraestructural a nivel éptico. La figura 28 muestra que las células
tratadas con RF o RFTA por 3h e irradiadas con 9 J/em®, no presentaron cambios en la
morfologia nuclear en comparacaion con las células controles 24 horas posterior al
tratamiento. Sin embargo, en el estudio ultraestructural algunas células tratadas con RFTA-

TFD, presentaron condensacion de la cromatina, caracteristico de la apoptosis.

9 J/cm?

Control RF (50uM; 3h) RFTA (50puM; 3h)

Figura 28. Microfotografias representativas de fluorescencia y Optica de alta resolucion de células
HaCat sometidas a los distintos tratamientos. Células controles sin FS ni luz, células sometidas a TFD
con RF o RFTA e irradiadas con 9 J/cm?, fijadas 24 h post-tratamiento. Barra: 20 pm.

El andlisis ultraestructural de las células del grupo control demostr6 la presencia de
nucleos grandes activos, caracterizados por predominio de eucromatina de distribucion
homogénea y con diversa electrodensidad citoplasmatica. Ademads, se aprecian claramente

células en mitosis en metafase (c) y profase (d) (Figura 29).
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Figura 29. Micrografias de células SCC-13 correspondientes al grupo control. Barra: 2 pm.

Las células tratadas con RF o RFTA en oscuridad, presentaron morfologias similares a
las del grupo control. Sin embargo, después de la TFD con RF (9 y 18 Jem®) o RFTA (9
J/em?), las células exhibieron claras alteraciones a nivel nuclear y citoplasmatico, como
disrupcion de la membrana nuclear con condensaciéon de la cromatina en la periferia y
formacion de cuerpos apoptoticos. Ademas, algunas células tratadas con RFTA y expuestas a
la dosis mas alta de luz (18 J/cm®) presentaron pequefias vacuolas electrolticidas en el
citoplasma, organelas dilatadas y pérdida progresiva de la integridad de la membrana
plasmatica, todas ellas caracteristicas de células necroticas (Figura 30). Debido a este ltimo
hallazgo, se seleccioné la dosis de 9 J/cm® en los siguientes ensayos para evaluar la muerte

celular por apoptosis.
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9Jicm? 18 Jlem?

18 Jicm?

Figura 30. Micrografias de células SCC-13 correspondientes a los diferentes grupos experimentales,
células incubadas con RF o RFTA (50 pM) sin luz y células incubadas con RF y RFTA e irradiadas
con 9y 18 J/cm®. Barra: 2 pm.

3.2.4.3 Deteccion de apoptosis in situ por método de TUNEL

Este método se utilizo para detectar la fragmentacion de ADN causada por la muerte
celular apoptotica. Los resultados obtenidos demostraron que en los controles no hubo
presencia de células TUNEL positivas, mientras que si se detectaron en los tratamientos
fotodinamicos con ambos FS (Figura 31A); es de destacar que las células muertas se despegan

del sustrato, por tal motivo la cantidad de células que se observan los tratamientos suele ser
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menor al control. El grafico de la figura 31B representa un incremento de células TUNEL
positivas de los diferentes tratamientos en forma dosis de luz dependiente. A su vez se aprecia
que el tratamiento con RFTA generé un aumento significativo (p<0,05) de las células

positivas con respecto a RF en las tres dosis de irradiacién evaluadas.

Control
4.5 Jicm? 9 Jicm? 18 Jicm?

RFTA(50uM; 3h)
9 Jicm?
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Figura 31. Células apoptéticas determinadas mediante el ensayo de TUNEL 24 h post-TFD. (A)
Imagenes representativas de células TUNEL positivas (nacleos marrones) controles y sometidas a
TFD con RF y RFTA e irradiadas con 9 J/cm?. Barra: 8 um. Los datos se expresan como el nimero de
células TUNEL positivas (% del control: ausencia de FS y la exposicion a la luz) y se muestran como
media £ S.E.M. ANOVA de dos vias demostrando un efecto principal del tratamiento: RF vs. RFTA
[Fi11=11,95; p=0,0054]; asi como un efecto significativo de la intensidad de la luz [F;;;=5,69;
p=0,036]. Post-hoc test de Bonferroni: **p<0,01 4,5 vs. 9,0 Jem?.
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3.2.4.4 Externalizacion de fosfatidilserina en células sometidas a la TFD

Para detectar células que presentan externalizacion de fosfatidilserina en su membrana
plasmatica, indicador del proceso apoptotico, se realizé la marcacién de dicho fosfolipido con
anexina V unida a ficoeritrina. Los resultados obtenidos demuestran un aumento en la
translocacién de fosfatidilserina a las 24 h posteriores a la irradiacién con dosis de 9 J/em® en
células incubadas previamente con RFTA (28,88% células positivas para anexina V), respecto
al grupo control (5,32% células positivas para anexina V. Ademas, conjuntamente con la
marca de anexina V, hubo un aumento en la positividad para 7AAD en los tratamientos con
RFTA y luz 9 J/em® (8,96% células positivas) en relacion al grupo control donde se obtuvo un
4,79% de células positivas. El aumento de la marca simple de 7AAD en células tratadas con
RFTA-9 J/cm® indica un aumento en la cantidad de células necréticas, mientras que las
células tratadas con RF-9 J/cm® no exhibieron ninguna variacion significativa en comparacion

con el control (Figura 32).
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Figura 32. Cuantificacion de células con externalizacion de la fosfatidilserina y permeabilizacién de
la membrana plasmatica posterior a la TFD. Las células se incubaron con 50uM de RF o RFTA y se
expusieron a dosis de irradiacién de 9 J/em?, 24 h después se realizo la cuantificacién. Diagrama de
contorno de células marcadas con anexina V-PE y 7AAD por citometria de flujo. El cuadrante inferior
izquierdo (Anexina V-PE-/7AAD-) representa a las células viables, mientras que el cuadrante inferior
derecho (Anexina V-PE+/7AAD-) y superior derecho (Anexina V-PE+/7AAD+) muestran células en
apoptosis temprana y apoptosis tardia, respectivamente. El cuadrante superior izquierdo (Anexina V-
PE-/7AAD+) indica células en necrosis.
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3.2.4.5 Valoracion de la participaciéon de proteinas involucradas en el mecanismo

de muerte celular
Clivaje de poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP)

La apoptosis y la necrosis estdn asociadas con diferentes patrones de clivaje de
distintas proteinas nucleares. Una de ellas es la poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP). En el
proceso de apoptosis esta proteina se cliva en fragmentos de diferentes pesos moleculares,
siendo el més abundante el correspondiente a los 89 kDa. Si bien durante la necrosis, la
degradacion de la PARP también origina productos de distintos pesos moleculares, la banda
predominante corresponde a los 50 kDa [161]. Analizando el patréon de clivaje de PARP
utilizando un anticuerpo especifico que detecta los fragmentos de distintos pesos moleculares,
se detectaron fragmentos de la holoenzima de 112 kDa, de la enzima clivada de 89 kDa y sélo
débil expresion de fragmentos de 50 kDa. Como control positivo de clivaje de esta proteina,
se empleo doxorubicina (0,3 pg/ml; DL50), para lo cual las células fueron cultivadas con tal
compuesto durante 24 h. Los resultados obtenidos demostraron que el tratamiento con RFTA
genera clivaje de PARP, al presentar fragmentos de 89 kDa, mientras que el tratamiento con

RF no genera clivaje (Figura 33).

RF RFTA
Control gy/em? 18Jrem? 4.50/em? 9Jdicmz DOX

-----33:5?
— -

“+——8

——— —— W {-aclina

Figura 33. Efecto de TFD con RF y RFTA en el clivaje de PARP. Western Blot representativo de
células controles, y tratadas con RF y RFTA con diferentes dosis de irradiacion. Como control
positivo de apoptosis las células fueron incubadas con doxorubicina (DOX) por 24 h a una
concentracion de 0,3 pg/ml de medio de cultivo. B-actina fue utilizada como control de carga.

Activacion de Caspasa-3

Con el objeto de estudiar si durante el proceso de muerte celular inducida por la TFD
se produce la activacion de caspasa 3, se analiz6 mediante la técnica de Western Blot la

expresion de la forma inactiva o inmadura de caspasa-3 (procaspasa-3). Los resultados

68



RESULTADOS |

obtenidos demuestran una disminucion significativa en la expresion de pro-caspasa-3 (32
kDa) en el grupo RFTA irradiados con 9 J/cm? 24 h posteriores al tratamiento, respecto a los
grupos controles (p<0,05) (Figura 34A). Este hallazgo condujo a la evaluacion de la expresién
de dicha proteina a las 3, 6, 12, 18 y 24 h posteriores a la irradiacién para analizar en qué
tiempo los niveles de pro-caspasa-3 comienzan a disminuir. Los resultados obtenidos
demuestran una disminucion a partir de las 12 h, la cual se torna mas notoria a las 18 y 24

horas (Figura 34B).
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Figura 34. Efecto de TFD con RF y RFTA en la activacion de caspasa 3. (A) Western Blot
representativo y andlisis densitométrico de la expresion de procaspasa-3. Los niveles de expresion de
la proteina fueron determinados por densitometria. Los datos representan la media + S.E.M. de 6
experimentos independientes. ANOVA de dos vias seguido por el andlisis post-hoc test de DGC:
*p<0,05 vs. controles. (B) Western Blot representativo de la expresion de procaspasa-3, 3, 6, 12, 18 y
24 h posteriores a la irradiacion. B-actina fue utilizada como control de carga.
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Expresion de Bel-2 y Bax

La familia de proteinas Bcl-2 es considerada como uno de los principales reguladores en
la ruta intrinseca del proceso apoptético [77]. Este antecedente condujo a la evaluacién de la
expresion, mediante la técnica de Western Blot, de dos proteinas de esta familia: Bel-2 y Bax.
La primera con una clara funcién anti-apoptética se localiza en la membrana mitocondrial
externa manteniendo la integridad estas organelas e inhibe a proteinas pro-apoptdticas. De
este ultimo grupo de proteinas se analizé a Bax. Los resultados demuestran que la expresion
de Bcl-2 disminuye en los tratamientos con RFTA con 9 J/cm? comparado con los controles y
con el tratamiento con RF (p<0,05). Sin embargo, no se encontro alteracion de la expresion de

Bax en los diferentes grupos experimentales (Figura 35).
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Figura 35. Determinacion de la expresion de proteinas anti y pro-apoptoticas. (A) Western Blot
representativo y (B) analisis densitométrico de la expresion de Bcl-2. (C) Western Blot representativo
y (D) andlisis densitométrico de la expresion de Bax en células tratadas con RF y RFTA con 9 J/em?, y
sus respectivos controles. B-actina fue utilizada como control de carga. Los niveles de expresion de las
proteinas fueron determinados por densitometria. Los datos representan la media = S.E.M. de 7
experimentos independientes. ANOV A de dos vias seguido por el andlisis post-hoc de Tukey: *p<0,05
vs. control.

Expresion de citocromo ¢ en las células SCC-13

Las proteinas pro y anti-apoptdticas estan involucradas en la regulacion y formacion de
poros en las mitocondrias, y generan la liberacion al citoplasma de diversas proteinas

apoptogénicas como el citocromo ¢ [162]. Nos propusimos evaluar la distribucion de la
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molécula previamente mencionada en las células tratadas con RFTA-9 y 18 J/cm’. El
tratamiento de las células neopldsicas con RFTA gener6 cambios en la distribucién
citoplasmatica del citocromo c respecto al control. En este grupo la proteina de interés exhibi6
una localizacién focal, en tanto que el FS originé una distribucion difusa, la que fue mas

notoria en células irradiadas con 18 J/cm? (Figura 36).

RFTA (50uM; 3h)

Control 9 Jicm? 18 Jiem?

Figura 36. Micrografias de fluorescencia evidenciando la expresion de citocromo ¢ en células control
y tratadas con TFD-RFTA con 9y 18 J/cm®. Las células con fluorescencia verde difusa citoplasmatica
indican la liberacion de citocromo ¢ de las mitocondrias.

Expresion de MAPKs: Participacién de ERK 1/2 y p38™AFK

Diversos sistemas de sefializacion celular estan involucrados en los procesos de
supervivencia y/o de muerte celular. En particular, se ha sugerido que las MAPKSs juegan un
rol fundamental en la apoptosis y en otras formas de muerte celular. Con el objetivo de
analizar la posible participacion de p38MA*% y ERK 1/2 en el mecanismo de muerte celular
que predomind en nuestros modelos experimentales, nos planteamos determinar la expresion
de la forma fosforilada de estas proteinas (p-p38™4** y p-ERK 1/2).

Los resultados obtenidos muestran que la expresion de p-p38™A™ no evidencié cambios
significativos en cuanto a su expresion en células SCC-13 tratadas con FS e irradiadas con
dosis de luz de 9 J/em? (Figura 37A). Para corroborar que esta proteina no esta involucrada en

la respuesta de las células a la TFD, empleamos un inhibidor de la actividad catalitica de
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p38MAPX denominado SB203580 (5uM) durante 3h previo a la irradiacion. La viabilidad
celular fue evaluada 24h posterior al tratamiento, no observandose cambios en las células

tratadas con TFD (RF o RFTA) con y sin inhibidor (Figura 37B).
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Figura 37. Analisis por Western blotting de p38™A*® total y fosforiladas en células SCC-13 mediada
p gacp y

por los FS con o sin irradiacion. (A) Western Blot representativo y andlisis densitométrico de la
expresion de p-p38MAT¥ y total-p38MAPE. Los niveles de fosforilacion fueron determinados por analisis
densitométrico de la banda fosforilada sobre la banda total y los datos fueron expresados como
porcentaje del control. B-actina fue utilizada como control de carga. Los datos representan la media +
S.E.M. de 7 experimentos independientes. (B) Viabilidad de las células SCC-13 luego de 3 h de
incubacion con RF y RFTA, incubadas con SB203580 (5uM) inhibidor de la actividad catalitica
de p38MAPK,

Por otro lado se evalu6 si las ERK 1/2 cambian sus niveles de expresion en la forma
fosforilada luego del tratamiento, para evaluar su participacion en el proceso de muerte
observada. Los resultados indicaron un aumento significativo de p-ERK 1/2 en las células
tratadas con TFD-RFTA y TED-RF después de la irradiacion con luz a 9 J/cm’ respecto a los
diferentes controles (p<0,05) (Figura 38A). Posteriormente se realizé el estudio de la
viabilidad celular de los diferentes tratamientos incubando las células tumorales con un
inhibidor de MEK 1/2, U0126 (5uM) (Figura 38B). Los resultados obtenidos muestran que la
inhibicién de la via ERK 1/2 no seria la responsable directa de la muerte celular observada,
sino un sistema de defensa celular contra la toxicidad generada por la TFD. Por tal motivo, se
planteo evaluar si las ERO generadas por la TFD serian las responsables de la muerte celular

observada evaluando la viabilidad celular luego de la inhibicion de la produccion de ERO con
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un antioxidante Trolox (20uM) (Figura 38C). Los resultados obtenidos demuestran que las
células incubadas con el antioxidante presentan un porcentaje de células viables mayor a las
células sometidas a la TFD sin el antioxidante. Lo que nos permite concluir que las ERO son

las responsables de la toxicidad celular.
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Figura 38. Analisis por Western blotting de ERK 1/2 total y fosforilada en células SCC-13 mediada
por los FS con o sin irradiacion. (A) (1) Western Blot representativo y (2) analisis densitométrico de la
expresion de p-ERK 1, total-ERK 1, p-ERK 2, total-ERK 2. Los niveles de fosforilacion fueron
determinados por analisis densitométrico de la banda fosforilada sobre la banda total y los datos
fueron expresados como porcentaje del control. p-actina fue utilizada como control de carga. Los
valores representan la media = S.E.M. de 7 experimentos independientes. (B) Estudio de la viabilidad
celular de los diferentes tratamientos incubados con U0126 (SuM) inhibidor de MEK 1/2 y (C) con el
compuesto antioxidante Trolox (20uM). *p<0,05 indica diferencia significativa del control, RF, RFTA
e irradiacion (9 J/em?), por ANOVA de dos vias seguido por el anélisis post-hoc de Tukey, *p<0,05
indica diferencia significativa de RF-Luz comparado con RF-Luz-Trolox, y RFTA-Luz comparado
con RFTA-Luz-Trolox, por Test- t de Student, inferencia basada en dos muestras.

Posteriormente se planteo evaluar si las ERO producidas por la TFD, participarian en la

activacion de las ERK 1/2 (Figura 39). Para ello, se incubaron las células con el antioxidante
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Trolox y se evalué la expresion de p-ERK 1/2. Los resultados obtenidos demuestran que las
células con la pre-incubacion del antioxidante y posterior a la TFD-RF expresan niveles
menores de p-ERK 1 y p-ERK 2 en las células sometidas a la TFD sin el antioxidante.
Mientras células tratadas con TFD-RFTA expresan solo p-ERK 2 en niveles menores a las
c€lulas sometidas a la TFD sin el antioxidante. Lo que nos indica que las ERO serian las

responsables de la activacion de la ERK 1/2 al menos en forma parcial.
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Figura 39. Anélisis por Western blotting de ERK 1/2 total y fosforilada en células SCC-13, luego del
tratamiento con los FS con o sin irradiacion en presencia de un agente antioxidante. (A) Western Blot
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representativo y (B) analisis densitométrico de la expresion de p-ERK 1, total-ERK 1, p-ERK 2, total-
ERK 2. Los niveles de fosforilacion fueron determinados por analisis densitométrico de la banda
fosforilada sobre la banda total y los datos fueron expresados como porcentaje del control. B-actina fue
utilizada como control de carga. Los valores representan la media + S.E.M. de 7 experimentos
independientes. *p<0,05 indica diferencia significativa del control, RF, RFTA e irradiacion (9 J/cm?),
por ANOVA de dos vias seguido por el andlisis post-hoc de Tukey, *p<0,05 indica diferencia
significativa de RF-Luz comparado con RF-Luz-Trolox, y RFTA-Luz comparado con RFTA-Luz-
Trolox, por Test- t de Student, inferencia basada en dos muestras.

3.2.5 Terapia fotodinamica y la relacion con las ERO

3.2.5.1 Produccion intracelular de ERO

Para determinar si la fotoactivacion de los FS genera un aumento en la produccion de
ERO intracelular se empled el colorante fluorescente DCF-DA. La intensidad de
fluorescencia fue evaluada por citometria de flujo y por microscopia de fluorescencia. El
analisis de citometria de flujo mostré que en las células tratadas con TFD el pico de la sefial
se desplaza hacia la derecha indicando un aumento de la intensidad de fluorescencia de DCF-
DA en comparacion con las células control; ademas el aumento en la produccién de ERO esta
en correlacion con el incremento de las dosis de luz aplicada en presencia de los FS. Sin
embargo, el aumento de la intensidad de fluorescencia es mayor en las células tratadas con
RFTA en comparacidn con las células tratadas con RF (Figura 40A).

Las células control luz (células irradiadas con las diferentes dosis de luz 4,5, 9y 18
J/em? sin FS), no presentaron incremento en la intensidad de fluorescencia, indicando que la
luz por si sola no estimula un aumento en la produccion de ERO intracelular (Figura 40B).
Estos resultados se correlacionaron con los observados por microscopia de fluorescencia. Las
células tratadas con RF-18 J/cm® presentaron fluorescencia de DCF-DA a los 30 min la cual
disminuye a las 2 h. A diferencia de este resultado las células tratadas con RFTA-18 J/cm®
mostraron un notable aumento de fluorescencia a los 30 min, la cual va aumentando hacia las

2 h posteriores a la irradiacion (Figura 40C).
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Figura 40. Produccion intracelular de especies reactivas de oxigeno en células SCC-13 posterior a la
TFD. (A) Analisis por citometria de flujo de DCF-DA. (B) Intensidad de fluorescencia media de DCF-
DA después de la TFD con RF o RFTA con diferentes dosis de luz (4,5, 9 o0 18 J/cmz). ANOVA de
dos vias, control vs. RF vs. RFTA [F;5=10,99; p=0,0008], y efecto de la intensidad de la luz: 0 vs. 4,5
vs. 9,0 Jiem?, [F.15=19,75; p<0,0001]. Ademas, hubo una interaccion significativa entre el compuesto
y la intensidad de la luz [F, 3=4,07; p=0,0159], indicando que el efecto de los FS en la generacién de
ERO depende de la intensidad de la luz. Post-hoc test de Bonferroni: **p<0,01 y ***p<0,001 vs.
control en las mismas condiciones de intensidad de luz. (C) Imagenes representativas de microscopia
de fluorescencia donde se evidencia la expresion de ERO luego de la aplicacion de la TFD con RF o
RFTA.
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3.2.5.2 Produccion de anion superoxido citoplasmatico

La evaluacion de la produccion de anién superdxido citoplasmatico, mostré un aumento
significativo en la produccion del mismo a las 6 h posteriores a los tratamientos con TFD con
RF (p<0,05) y con RFTA (p<0,01) respecto a los controles (Figura 41), mientras que a las 12
h de finalizado el tratamiento, se observé un aumento significativo sélo en las células tratadas

con RFTA-9 J/cm? (p<0,05).
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Figura 41. Produccion de anion superdxido en el citoplasma de las células SCC-13. Cuantificacion e
imagenes representativas de la intensidad de fluorescencia de DHE, 6 h (A) y 12 h (B) posteriores a
los diferentes tratamientos. Los datos se expresan como unidades arbitrarias de fluorescencia, % con
respecto al control y presentados como media £ S.E.M. ANOVA de dos vias control vs. RF vs. RFTA,
[F230=19,2; p<0,0001], y efecto de la intensidad de la luz (0 vs. 9 J/cmz) [F1.30=40,34; p<0,0001].
Ademas, se observa una interaccion significativa entre el compuesto y la intensidad de la luz
[F230=15,11; p<0,0001}, lo que indica el efectos de los FS en la generacién de anién superdxido
dependen de la intensidad de la luz y viceversa. Post-hoc test de Bonferroni: **p<0,01 y ***p<0,001
indican diferencias significativas en comparacion con el control en la misma intensidad de luz.

3.2.5.3 Potencial de membrana mitocondrial

La generacion de ERO por parte de las mitocondrias se encuentra intimamente
relacionada con el A¥Ym [153]. Al determinar que la TFD genera aumento en los niveles de
ERO, se evalu6 si el tratamiento provoca alguna modificacion en el A¥m, empleando como
indicador la sonda fluorescente JC-1, debido a su capacidad para detectar posibles cambios de

dicho potencial en células vivas.
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Figura 42. Efecto de la TFD en el AYm mitocondrial de células SCC-13. La fluorescencia roja
representa la forma agregada mitocondrial de JC-1, lo que indica intacto A¥Ym y fluorescencia verde
representa la forma monomérica de JC-1, lo que indica la disipacion de A¥m. Relacion de la
intensidad de fluorescencia rojo/verde, 3(A), 6 (B) y 12 (C) h posteriores a los tratamientos. (D)
Imagenes representativas de microscopia de fluorescencia que muestran la colocalizacion de la
fluorescencia roja y verde de JC-1 en células control, tratadas con RF-9 J/em® y con RFTA-9 J/em?, 12
h posteriores a los tratamientos. ANOVA de una via seguido por el andlisis post-hoc de Tukey.

El A¥m en las células neoplésicas fue similar en los controles y en los tratamientos, a
las 3, 6 y 12 h posteriores a la irradiacion (Figura 42). Es decir que los tratamientos con TFD,

ya sean con RF como con RFTA, no indujeron un aumento en las regiones despolarizadas
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indicadas por la desaparicion de la fluorescencia roja, y por el aumento en la fluorescencia
verde comparadas con los controles. Las imdagenes observadas por microscopia de
fluorescencia a las 12 h muestran una distribucién homogénea y similar de la fluorescencia

roja y verde en todos los tratamientos.
3.2.5.4 Presencia de tioles totales no proteicos (NPSH)

El glutation es uno de los antioxidantes mas importante en los sistemas bioldgicos, por
lo cual se realiz6 la medicion de grupos tioles no proteicos (NPSH), ya que la diminucién en
sus niveles es indicativo de estrés oxidativo. Los resultados obtenidos demostraron que 3 h
posteriores a la irradiacion, las células tumorales no presentaron cambios en los niveles de
NPSH en ningun tratamiento respecto a los controles. Este hallazgo condujo a evaluar
nuevamente dicho pardmetro a las 14 h, para analizar si dichos niveles podrian variar en el
tiempo. De esta manera se demostrd que tanto los tratamientos con RF-9 J/cm® como con
RFTA-9 J/em?, generan un aumento en los niveles de SH (p<0,05) (Figura 43), a pesar de
haber observado previamente que dichos tratamientos estimulan la produccion de ERO

intracelulares,
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3.2.5.5 Efecto de la RFTA-9 J/cm’ sobre la fisiologia mitocondrial

A los fines de analizar la integridad mitocondrial se evalu6 su respiracion mediante
respirometria de alta resolucion. Los resultados obtenidos demuestran que la TFD con RFTA-
9 J/em® no generd efecto significativo sobre la respiracién basal de las células SCC-13
controles y tratadas, ni caus6 cambios en el consumo de oxigeno en el estado IV de la
respiracion, el cual fue medido luego de la adicion de oligomicina: inhibidor del complejo V
(Figura 44A).
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Figura 44. Efecto de la TFD con RFTA-9 J/cm? sobre el consumo de oxigeno mitocondrial en células
SCC-13. (A) Grifico representativo de la respiracion mitocondrial de células control y tratadas con
RFTA-9 J/cm’. La linea azul representa la concentracién de oxigeno (nmol/ml), mientras que la linea
roja representa la respiracion mitocondrial (pmol O,/seg/célula). (B) Cuantificacion del consumo de
oxigeno de la respiracion mitocondrial en estado basal, estado IV, estado III (respiracion celular
maxima) y en la generacion de especies reactivas de oxigeno extra-mitocondrial. Los datos
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representan la media = S.E.M. (n=3 experimentos independientes). ANOVA de una via seguido por el
andlisis post-hoc de Tukey: *p<0,05 vs. control.

Ademas, luego del tratamiento con RFTA-9 J/cm? la respiracion mitocondrial méxima
(Estado III), inducida por la adicion del desacoplante FCCP, no fue modificada. Mientras que
el tratamiento si generd un aumento significativo en la produccion de especies reactivas de

oxigeno, comparado con el control (p<0,05) (Figura 44B).
3.2.5.6 Efecto de la Terapia fotodinamica sobre la oxidacion de proteinas

Para evaluar si las ERO generan dafio en macromoléculas, determinamos el efecto de la
TFD sobre proteinas, en células controles y en células tratadas con RF y RFTA, con 4,5y 9
J/em?. Los datos obtenidos reflejan un aumento en el contenido de los grupos carbonilos de
todos los tratamientos evaluados con respecto a los controles (p<0,05) (Figura 45). Mientras
que se observo una diferencia entre los tratamientos de RF y RFTA con la dosis de luz de 9

J/em? (p<0,001), destacandose el valor de grupos carbonilos mayor para RF.
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Figura 45. Efecto de la TFD sobre el contenido de proteinas carboniladas en células SCC-13. Los
datos representan la media + S.E.M. ANOVA de una via seguido por el anlisis post-hoc de Tukey:
*p<0,05 vs. control; *#p<0,001 vs. RFTA.

3.3. EFECTO DE LA TFD CON RFTA EN MODELOS IN VIVO
3.3.1 Generacion de hiperplasia epidérmica por dermatitis de contacto quimica

En una primera etapa, se realizé la puesta a punto del modelo de hiperplasia epidérmica
en ratones alopécicos machos y hembras de la cepa SKH-1-hrBR. Determinamos que el
cambio epidérmico antes mencionado se logra con 3 aplicaciones topicas de SLS al 10%,

siendo maxima el 9 d.
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Ademas, nos planteamos estudiar la regresion espontanea de la hiperplasia epidérmica
una vez suspendido el estimulo. Los resultados demostraron que en ratones de ambos sexos,
la epidermis (um), disminuye en forma espontanea en el tiempo. No obstante, la epidermis
continua presentando diferencias respecto al control el dia 20 en hembras y hasta el dia 16 en

machos (*p<0,05) (Figura 46).
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Figura 46. Modelo de hiperplasia epidérmica. Esquema representativo del modelo empleado para el
estudio de la reversion hiperplasica generada por la ausencia del estimulo SLS. Medicién del espesor
en um de la epidermis de ratones y microfotografias representativas de las diferentes condiciones en
hembras (A) y en machos (B). 9, 13, 16, y 20 d posteriores al inicio del tratamiento con SLS. Barra:
100 pm. Los datos representan la media + D.E. ANOVA de una via seguido por el andlisis post-hoc
test DGC: *p<0.05 vs. piel de ratones normales.
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3.3.1.2 Efecto de la TFD-RFTA como tratamiento preventivo de la hiperplasia

epidérmica

Una vez establecidas las condiciones dptimas que generan la hiperplasia epidérmica en
los ratones de ambos sexos, nos planteamos evaluar el efecto de la TFD con RFTA como
posible tratamiento preventivo de tal lesion, ya que los ensayos in vitro nos permitieron inferir
que RFTA seria un FS mas eficaz que RF, al generar apoptosis en las células tumorales al ser
irradiados con dosis mas bajas de luz. Para realizar este analisis se intercalé la aplicacion de la
TFD con el estimulo de SLS durante 6 d y posteriormente, se evaluo el espesor de la
epidermis el octavo dia (Figura 47A).

Se demostr6 que la sola aplicacion de RFTA o de luz (18 J/cm?) en animales
estimulados con SLS, no generé cambios en el espesor de la epidermis, mientras que la TFD
atenuo la proliferacion inducida por SLS en ratones de ambos sexos, corroborando que es
necesaria la combinacion del FS y la luz para originar la reaccidon fotoquimica responsable de

la disminucion de la proliferacion (Figura 47B-C).
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Figura 47. Variacion en el espesor de la epidermis en ratones tratados con la TFD-RFTA como
tratamiento preventivo en un modelo de hiperplasia epidérmica. (A) Esquema del modelo empleado.
Medicién del espesor de la epidermis normal e hiperplasica (um) de ratones hembras (B) y machos (C)
tratados con RFTA, luz (18J/cm”) y RFTA-luz. ANOVA de una via seguido por el analisis post-hoc
test de Tukey: *p<0,01 vs. SLS, SLS-Luz, SLS-RFTA.

83



RESULTADOS

3.3.1.3 Efecto de la TFD-RFTA como tratamiento terapéutico de hiperplasia

epidérmica

En segunda instancia, nos planteamos analizar el efecto de la TFD con RFTA como
tratamiento terapéutico una vez establecida la hiperplasia epidérmica. En este modelo se
mantuvo el estimulo para contrarrestar la regresion espontanea de la epidermis. Luego de
realizar por tercera vez la TFD, el dia 15 se evalud el espesor de la epidermis de los diferentes
tratamientos (Figura 48A). La aplicacion tépica de RFTA y posterior irradiacién (18 J/cm?)
disminuy6 el espesor de la epidermis en un 53,94% en los ratones machos y en 54,71% en
hembras alcanzando valores cercanos a los de la piel de ratones controles (Figura 48B-D). La
figura 48 y muestran imagenes representativas de la piel de los animales hembras (C) y
machos (E) a diferentes aumentos en condicion control y tratadas con la terapia.
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Figura 48. Variacion en el espesor de la epidermis en ratones tratados con la TFD. (A) Esquema de la
generacion de la hiperplasia epidérmica, con posterior mantenimiento y aplicacion de la TFD. Andlisis
del espesor de la epidermis y microfotografias representativas de hembras (B-C) y machos (D-E). Se
observa claramente que en los animales sometidos a la TFD la epidermis es mas delgada que en los
animales tratados s6lo con SLS. Los datos representan la media £ S.E.M. ANOVA de una via seguido
por el andlisis post-hoc test de Tukey: **p<0,01 vs. SLS.

3.3.1.4 Efecto de la TFD sobre la proliferacion y muerte celular en un modelo de

hiperplasia epidérmica

Considerando que la TFD genera disminucion de la hiperplasia epidérmica, se valord la
proliferaciéon y la muerte de las células de esta capa de la piel luego del tratamiento
terapéutico con RFTA-18 J/cm®. La evaluacion de la proliferacion fue realizada mediante la
determinacién inmunohistoquimica de Ki-67 en ratones hembras con hiperplasia epidérmica
establecida y luego de la aplicacion de la TFD. El analisis de la expresion de tal marcador,
mostrd que la TFD no generé cambios significativos en la tasa de proliferacion respecto a la
epidermis hiperplasica de ratones que no recibieron la TFD. No obstante, se observd una
tendencia a la disminucion del nimero de células Ki-67 positivas en los animales tratados con

la TFD (Figura 49).
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Figura 49. Efecto de la TFD sobre la proliferacion celular en un modelo de hiperplasia epidérmica.
Cuantificacion de células Ki-67 positivas y micrografias representativas de epidermis de ratones
tratados con SLS (Control de hiperplasia) y SLS-TFD. Se observan en marron los ntcleos positivos
para Ki-67.
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También, en estos mismos disefios experimentales se evalu6 la muerte celular por
inmunomarcacion con la técnica de TUNEL. Los resultados revelaron un aumento
significativo de las células TUNEL positivas luego de la aplicacion de TFD en ratones
hembras con hiperplasia epidérmica en comparacion con los ratones afectados con la misma
lesion cutdnea y que no recibieron el tratamiento (p<0,05) (Figura 50). Estos hallazgos
analizados en conjunto nos permiten inferir que la reversion del fenémeno hiperplésico luego
de la aplicacion de la TFD fue debido a una disminucion de la proliferacion celular con un

aumento de la muerte celular provocados por el tratamiento.
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Figura 50. Efecto de la TFD sobre la muerte celular en un modelo de hiperplasia epidérmica.
Cuantificacion de células TUNEL positivas expresada en porcentaje por um de epidermis de ratones
tratados con SLS y tratados con SLS-TFD (RFTA-18 J/cm?®). Micrografias representativas de
epidermis de ratones tratados con SLS y con SLS-TFD. Se observan en marrén los nicleos TUNEL
positivos. Los datos representan la media + S.E.M. Test- ¢ de Student para muestras independientes:
*p<0,05 vs. control.

3.3.2 Modelo experimental de papiloma cutaneo

Con el objeto de evaluar el efecto de la TFD en otro modelo experimental de hiperplasia
en ratones, se considerd llevar a cabo el modelo de papilomas cutdneo ya que la RFTA es un
FS que podria ser efectivo en el tratamiento de lesiones superficiales de la piel. La generacion
de los mismos se realizd en ratones de la cepa SKH-1-hrBR mediante una aplicacion topica de
7,12-dimetilbenz(a) antraceno (DMBA, 25 nmoles) como iniciador de tumor y posteriormente
2 aplicaciones semanales del agente promotor 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) a

una dosis de 3,4 nmoles durante 10 semanas. A la semana novena de iniciado el tratamiento
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se observo la aparicion de papilomas en ratones de ambos sexos. Para evaluar el efecto de la
TFD sobre los papilomas, se realizé6 una aplicacién semanal del tratamiento durante 5
semanas. Los animales del grupo Control y del grupo TFD-RFTA, fueron sacrificados la
semana 22 y las biopsias fueron incluidas para su analisis morfolégico. La figura 51 muestra

los animales con papilomas y cortes histologicos de los mismos analizados por MOAR.
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Figura 51. (A) Esquema de aplicacion de DMBA/TPA para la generaciéon de papilomas (grupo
Control) y las sucesivas aplicaciones de TFD (grupo TFD). (B) Fotografias de ratones alopécicos
SKH-1-hrBR machos y hembras con papilomas, los cuales se comienzan a observar en la semana N°
10. (C) Micrografias a nivel éptico de biopsias de un papiloma. (D) Fotografias representativas de los
ratones con la aplicacion de RFTA, y la sucesiva irradiacion. En la ultima fotografia se observa
claramente la fluorescencia de RFTA sé6lo en la zona del papiloma.
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Los animales del grupo Control (DMBA/TPA), como asi también los tratados del
grupo TFD (DMBA-TPA/TFD-RFTA), fueron fotografiados semanalmente para registrar la
induccion y la progresion de los papilomas, tanto en hembras (n=6) como en machos (n=3)
(Figura 52).

HEMBRAS MACHOS

Figura 52. Fotografias representativas de la induccién y evolucion de los papilomas a lo largo del
tratamiento en ratones alopécicos SKH-1-hrBR hembra y macho. Al lado de cada fotografia se indican
el dia posterior al inicio del tratamiento en el cual fueron fotografiados. Las flechas naranjas indican
las sucesivas aplicaciones de la TFD.

Por ultimo se realizo la cuantificacion de estas lesiones proliferativas en grupo control y en

el grupo TFD, a los 60, 90, 120 y 150 dias de iniciado el tratamiento. Los resultados
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mostraron un patrén similar sin diferencias significativas, tanto en hembras como en machos

en los diferentes grupos experimentales (Figura 53).
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Figura 53. Cuantificacion del nimero de papilomas + S.E.M. en ratones hembras (n = 6) y machos
(n=3) en los grupos: Control (DMBA/TPA) y TFD (DMBA/TPA/RFTA-18 Jem?).
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Diversas lineas de investigacion se han enfocado en la busqueda de nuevos y
eficientes FS para ser empleados en la TFD [163-165]. Sin embargo no se ha encontrado atin
un FS ideal. Algunos de los puntos criticos para identificar una droga eficiente para esta
terapéutica se refieren a que la misma debe poseer alta liposolubilidad, producir alto
rendimiento en la generacion de ERO, demostrar ausencia de toxicidad en la oscuridad y ser
selectiva, es decir que debe tener la capacidad de acumularse en las células diana para causar
alli su efecto [23, 166]. El presente trabajo de tesis doctoral estuvo centrado en la evaluacion
de la eficiencia de dos FS aplicados en TFD: la riboflavina (RF), vitamina esencial
hidrosoluble y la riboflavina 2', 3', 4', 5'-tetraacetato (RFTA), un éster derivado de la misma.
Dichos compuestos fueron fotoactivados con una fuente luminica desarrollada en la
Universidad Nacional de Cordoba, con las caracteristicas optimas para dichos FS.

La RF ha sido seleccionada en varios estudios, debido a sus propiedades
fotosensibilizantes [132, 133, 167, 168]. Sin embargo son escasos los trabajos que relacionan
este compuesto con la TFD para tratar el cancer [136]. La mayoria de los FS empleados en
esta terapia se degradan durante la irradiacion por un proceso llamado fotoblanqueo,
disminuyendo de intensidad a lo largo del procedimiento [169]. Por lo tanto, la fotoestabilidad
de las RF para su uso en TFD es un punto importante a tener en cuenta. A pesar de que la RF
es un sensibilizador bien caracterizado y biologicamente relevante [127, 170], su
relativamente rapida degradacion en presencia de la luz limita su uso en aplicaciones
practicas, ademas de su baja incorporacion en las células debido a su hidrosolubilidad [138].
El lumicromo, producto principal de la fotodegradacion de la RF, es casi 100 veces mas
fotoestable y es mas eficaz en la produccién de 'O, que la RF [141]. Tomando en
consideracion estos antecedentes, se planted obtener un producto con las caracteristicas
fotosensibilizantes que presenta la RF pero que ademas sea fotoestable y posea caracteristicas
lipofilicas. Este compuesto: RFTA se obtuvo a través de una reaccion de acetilacion a partir
de RF, acido acético glacial y anhidrido acético, segin la metodologia propuesta por
Ogasawara et. al. [143]. Con el fin de estudiar la fotoestabilidad de la RFTA, se llevaron a
cabo experimentos para evaluar su absorcion y el proceso de fotoblanqueo luego de la
irradiacion con diferentes dosis luminicas. Los resultados obtenidos demostraron que esta
molécula se mantiene fotoestable luego de la irradiacion con las diferentes dosis luminicas
empleadas, ya que no se degrada y no presenta bandas de absorbancia diferentes a la solucion
con RFTA sin irradiar. Es por ello que se puede concluir que la RFTA es un compuesto
estable y no genera diferentes fotoproductos frente a la irradiacion con la ldmpara en estudio

por lo que podria ser un compuesto apto para ser empleado en TFD.
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En los ultimos afios se ha demostrado que los FS utilizados en la TFD varian
ampliamente su actividad dependiendo de su estructura quimica. Dichas diferencias se
encuentran incluso dentro de una serie de moléculas con caracteristicas estructurales y
fisicoquimicas basicas similares [171]. Por tal motivo, en el presente trabajo se opté por

analizar los efectos fotodinamicos de ambos compuestos: RF y RFTA, en paralelo.

La capacidad de los FS de generar 'O, es un indicador importante de su potencial en
TED [172]. El 'O, puede ser detectado utilizando un método quimico de fotooxidacion de
diferentes compuestos. Estudios preliminares muestran que la RF sensibiliza la fotooxidacion
de 3-OHP por un mecanismo que implica la generacion de '0,, asi como otras reacciones
competitivas que incluyen la 3-OHP y el fotoconsumo de RF [173]. Estos datos nos
condujeron a analizar si la activaciéon de la RF con la lampara en estudio seria capaz de
generar 'O evaluando la caida del pico maximo de absorbancia de 3-OHP. Para analizar dicho
parametro con RFTA fue necesario emplear un compuesto lipofilico a fin de generar una
solucion organica con RFTA. En este caso se determind la concentracion estacionaria de '0,
por actinometria, empleando como sustrato aceptor de 'O, el DMA, como ha sido empleado
en diferentes trabajos en los que evalian la generacion de esta ERO con diferentes FS, tales
como, rosa de bengala, acetazolamida, derivados de hematoporfirina, tetrahidroxi-
ftalocianina, entre otros [174, 175]. El seguimiento del consumo de la 3-OHP y del DMA se
realizd por espectrofotometria UV-visible de la maxima absorcién de ambos compuestos.
Para ambos FS, la intensidad de absorcion de 3-OHP y del DMA disminuy6 a medida que
aumentaba el tiempo de irradiacion. La tasa de generacion de '0, se calcul6 teniendo en
cuenta la concentracion de ambos FS previa y posterior a la irradiacion [176]. Los datos
obtenidos con RF y RFTA fueron similares a compuestos fotosensibles del grupo de las
ftalocianinas, en los cuales evaluan la generacion de '0, por los diferentes FS [177, 178].
Wang et. al. concluyeron que los compuestos con mayor tasa de generacién de '0, son FS
mads eficaces en ensayos de TFD in vitro, principalmente las ftalocianinas cuaternizadas que
tienen un gran potencial para ser utilizadas en la clinica [177]. Acorde a estos antecedentes, y
debido a que la RFTA presenta una mayor tasa de generacion de '0, podriamos sugerir que
este compuesto podria ser un FS mas efectivo que RF al ser utilizada en TFD.

Las fuentes de luz para excitar los FS juegan un papel importante en la eficacia de la
TFD. Si bien existen diferentes fuentes disponibles que podrian ser empleadas en esta terapia,
fue necesario el desarrollo de una fuente de luz especifica para los FS en estudio, ya que el

efecto 6ptimo de la luz depende de los picos de excitacion del farmaco FS utilizado, y del
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tejido diana donde se encuentre [179]. En el presente trabajo se utilizé una fuente de luz
desarrollada en el Departamento de Bioingenieria del Centro de Microscopia Electrdnica,
(Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Cérdoba). La misma cuenta con
emisores LEDs que emiten en una longitud de onda de 446 nm, determinada al realizar su
espectro de emision. Previamente, por espectrofotometria detectamos que el pico maximo de
absorbancia de ambos compuestos en el espectro visible oscila entre 446 y 447 nm, acorde al
estudio realizado por Remucal et. al. [141], quienes expresan que RF y RFTA presentan dos
picos maximos de absorbancia, uno en el rango UV de 373 nm y en el espectro visible de 446
nm. Al complementar el estudio de espectrometria de emision de la lampara con la
determinacién del pico maximo de absorbancia de la RF y de la RFTA, se puede inferir que la
lampara emite en una longitud de onda Optima para la activaciéon de ambos compuestos.

Los estudios in vitro representan una herramienta valiosa para el analisis de multiples
procesos bioldgicos y de mecanismos moleculares especificos tanto en condiciones
fisiologicas como patoldgicas. Tomando esta aseveracion se realizaron estudios de la eficacia
de la TFD en cultivos de células de carcinoma escamoso humano empleandose la linea SCC-
13. El CCE es uno de los CPNM con mayor morbimortalidad. Es por ello que el diagnéstico y
el tratamiento oportuno son de suma importancia para los pacientes, ya que estas lesiones
pueden progresar de CCE in situ a lesiones invasivas [180]. Los CCE pueden originarse a
partir de lesiones precancerosas como QA, habiéndose estimado que entre un 0,25% a un 20%
de estas lesiones pueden convertirse en CCE [181]. Clinicamente, 72-97% de los CCE
cutdneo surgen de QA pre-existentes [182]. La TFD es un tratamiento que ha demostrado ser
eficaz principalmente para lesiones cutdneas neoplasicas y pre-neoplasicas como: CCE, CCB,
QA y enfermedad de Bowen [183]. Teniendo en cuenta estos antecedentes y que ambos FS
estudiados en el presente trabajo de tesis doctoral fueron efectivamente fotoactivados con una
baja A del espectro visible, nos planteamos evaluar la eficiencia de la RF y de la RFTA en la
linea SCC-13. Ademés, esta terapia podria ser muy efectiva para tratar CCE in situ, lesion
superficial de la piel.

Una de la caracteristicas principales que debe cumplir un FS ideal es la de no generar
efectos citotéxicos de la droga en oscuridad, por lo cual se evaluaron dichos efectos en
cultivos celulares. Las concentraciones de los FS empleadas fueron de 25 a 200 uM, tal como
las utilizadas en células endoteliales [184], de leucemia promielocitica humana [133], y de
carcinoma cervical humano [138], experimentos en los que la RF fue el FS aplicado. En base
a los resultados obtenidos en nuestras condiciones experimentales, se opté por emplear

concentraciones de 50 uM para ambos compuestos, ya que dicha dosis en la oscuridad no
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generd efectos toxicos en las células. Ademas, una caracteristica importante de los FS en
TFD es su acumulacion preferencial en el tejido diana y la rapida eliminacion de los tejidos
normales maximizando la selectividad de la terapia [4, 185]. La captacion de los FS por las
células tumorales de la linea SCC-13 fue superior en comparacion con las células normales de
la linea HaCat, lo que indica que la TFD con RF y RFTA podria ser eficaz para tratar las
células tumorales. Posteriormente, la toxicidad de la irradiacién de RF y RFTA sobre las
células se evaluo dicho efecto sobre las células normales y tumorales. Ademas, la curva dosis-
respuesta a la luz mostré que el efecto fototdxico en las células aumenté en forma dosis de luz
dependiente con diferentes densidades de energia entre 2,25 y 18 J/cm®, siendo mayor en
SCC- 13 que las células HaCat, lo que sugiere que las células tumorales son més sensibles a la
TFD. Posteriormente, se realizaron ensayos de viabilidad celular. Las mismas dosis de luz se
lograron con tiempos cortos de irradiacion, ya que los LEDs de la lampara empleada son de
alta potencia, variando este tiempo sélo entre 1 y 8 min. Esta caracteristica brind6 una ventaja
importante en cuanto al tiempo empleado para llevar a cabo la TFD en estas condiciones, en
contraste a otras lamparas utilizadas en otros trabajos en los que irradiaron durante 2 h,
células de leucemia promielocitica y de carcinoma cervical humanas, incubadas con RF y un
éster derivado, la RF tetrabutirato, para lograr efectos toxicos [138]. La viabilidad celular no
se afectd con la sola irradiacién o incubacién de las células neoplasicas con los FS. Sin
embargo, cuando las células fueron expuestas a la combinaciéon de RF o RFTA con la
irradiacion en diferentes dosis, se observd una marcada disminucion de la viabilidad celular
de manera dosis de luz dependiente. Es de importancia destacar que al emplear RFTA el

efecto fototoxico fue mayor, con las diferentes dosis de luz, en comparacion con RF.

Considerando que la disminucion en la viabilidad celular por los efectos de la TFD
puede generar alteraciones en la proliferacion de las células, se plante6 evaluar la tasa
proliferativa de las células SCC-13 24 h posteriores a la irradiacion, mediante la
incorporacion de BrdU. Los resultados obtenidos demostraron que el tratamiento con TFD-
RFTA con todas las dosis luminicas empleadas, generd una disminucién de las células BrdU
positivas. Por el contrario, el tratamiento con TFD-RF mantuvo la tasa mitética en valores
similares al control, lo que demuestra que la RFTA es mas efectiva que la RF, en afectar la
proliferacion celular disminuyendo la tasa proliferativa, conjuntamente con la disminucién de
la viabilidad observada luego del tratamiento.

Tomando como base los resultados previos se consider6 que el efecto de la TFD sobre

la proliferacion, podria deberse a la alteracion en el ciclo celular. Numerosos estudios han
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descripto que la TFD puede generar disturbios en la progresion del ciclo celular en la
transicion de la fase G1 a fase S, lo que conlleva al arresto en el crecimiento y a la muerte
celular [186-189]. Ademas, de acuerdo estudios llevados a cabo por Wang et. al., la fase S es
un periodo sensible para agentes quimioterapéuticos, y las drogas podrian inhibir la sintesis
del ADN y el crecimiento de células de carcinoma nasofaringeo mediante la detencion en esta
fase del ciclo [190]. Sin embargo, no se han reportado en la literatura estudios del ciclo
celular empleando la TFD con RF o RFTA, es por ello que el estudio del ciclo tras la
aplicacion de esta terapéutica resultd relevante. Para ello se analizo6 el contenido de ADN en
los diferentes grupos experimentales. Los resultados obtenidos en este estudio con ambos FS,
demostraron una acumulacion de células en las fases G2/M, detectando en estas etapas mayor
numero de células, generando inhibicion en la proliferacion celular. A diferencia de lo aqui
reportado, trabajos en los que se utiliza ALA y HPPH como FS, en células de carcinoma
humano cervical de las lineas Mel80 (HTB-33), C-33A (HTB-31), HeLa (CCL-13), Caski
(CRL-1550), C41 (CRL-1594), HT3 (HTB-32) y SiHa (HTB-35) han concluido que la TFD
genera una disminucion de las células en las fases G2/M [191]. Ademas, se ha descripto que
empleando ALA y HPPH como FS en TFD también generan una disminucién de las células
en las fases G2/M [191, 192]. Cabe remarcar que la fase G2 desempefia un papel crucial en la
progresion del ciclo celular, asocidndose con la sintesis de ARN y proteinas y es el periodo de
preparacion para la mitosis. En este sentido nuestras observaciones concuerdan con resultados
obtenidos con el FS Hipericina sobre células de carcinoma nasofaringeo humano de la linea
CNE-2, revelando que Hipericina-TFD podria inhibir el crecimiento de células CNE-2,
generar arresto en las fases G2/M e inducir apoptosis [190]. Es por esto que sugerimos que
tanto RF como TFD-RFTA probablemente estarian afectando la sintesis y la replicacion del
ADN, ARN y de diferentes proteinas involucradas en la division celular, como asi también la
finalizacién de la division celular, por que las células que comienzan con la division no
pueden concretarla.

Por otro lado, numerosos estudios han documentado que la respuesta y el tipo de
muerte celular por la TFD varia debido a las propiedades fisicas del FS empleado, de la dosis
de la TFD y del linaje celular, ademas la localizacioén subcelular del FS en el momento de la
irradiacion [45, 193]. Resulta importante el hecho de que un mismo FS podria dar lugar a
diferentes respuestas en cada tipo celular [194]. Con el fin de dilucidar los cambios celulares
y moleculares relacionados a la muerte celular inducida por la irradiacion de RF y de RFTA,
se investigaron los posibles mecanismos implicados en este proceso, empleando diferentes

técnicas. Entre los diversos tipos de muerte celular la TFD puede inducir principalmente
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apoptosis, necrosis, catastrofe mitdtica y autofagia [24, 68, 195]. La apoptosis es un proceso
de muerte programada que puede estar implicada en la involucion y atrofia de diversos tejidos
y organos [196]. Bajo condiciones fisiologicas, la misma juega un papel crucial en el
desarrollo y mantenimiento de la salud del cuerpo mediante la eliminacion de células
envejecidas, innecesarias y enfermas. Sin embargo, la apoptosis en la TFD es una de las
formas predominante de muerte celular porque la mayoria de los FS se acumulan en las
membranas mitocondriales [197]. Este tipo especifico de muerte celular es reconocida por
caracteristicas morfologicas, bioquimicas, y moleculares [3, 193]. Los resultados obtenidos en
el presente trabajo de tesis doctoral revelan que las células SCC-13 sometidas a TFD-
RF/RFTA presentan cambios morfologicos acordes a las caracteristicas descriptas para la
apoptosis, tales como condensacién de la cromatina, formaciéon de burbujas citoplasmaticas,
fragmentacion nuclear y citoplasmatica, y formacion de cuerpos apoptoticos. Sin embargo, el
tratamiento con RFTA fotoactivada con la dosis de luz mas alta, generd en algunas células un
efecto letal asociado a necrosis, tales como, alta vacuolizacion, ruptura de la membrana
plasmatica y tumefaccion citoplasmética general, caracteristicas descriptas en la literatura
para tal proceso [142]. Dicha dosis de luz (18 J/em?®), fue descartada para los ensayos
posteriores, porque la existencia de ese proceso en un sistema in vivo generaria inflamacion en
el tejido.

Para detectar el ADN fragmentado en células apoptoticas, el ensayo de TUNEL es uno
de los métodos mas utilizado [198, 199]. Los resultados obtenidos al analizar este parametro
demostraron que la TFD con ambos FS en estudio, induce un aumento en el nimero de
células TUNEL positivas, sugiriendo que la muerte celular predominante por el tratamiento es
la apoptosis. Con el objetivo de corroborar este tipo de muerte, se evalu6 la redistribucion del
fosfolipido de membrana fosfatidilserina al ser un marcador temprano de la apoptosis [200].
La fosfatidilserina en condiciones fisiologicas se localiza en la cara interna de la membrana
plasmatica y se trasloca hacia la cara externa de la misma cuando comienza a desencadenarse
la apoptosis [201]. La incubacién de las células con anexina V-PE/7AAD se lleva a cabo para
identificar en que estadio de este tipo de muerte se encuentra la célula. Un aumento en la
positividad para Annexina V como consecuencia de la externalizacion de la fosfatidilserina es
un marcador de apoptosis temprana o lo que fue observado sélo en las células tumorales
sometidas a la TFD-RFTA pero no en el grupo control o TFD-RF. Ademas, en el grupo TFD-
RFTA, se detecté un aumento en las células con marca positiva para annexina V 'y 7AAD,
como consecuencia de externalizacion de la fosfatidilserina en conjuncién con la pérdida de

integridad de la membrana plasmatica respectivamente indicando que dichas células se
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encuentran en estadio tardio de apoptosis. En este grupo también se detecté un nimero menor
de células con aumento de la permeabilidad de la membrana plasmatica, detectada por la
simple marca de 7AAD. Estos resultados nos permiten corroborar que el tratamiento induce
principalmente apoptosis. Sin embargo, a pesar de que algunas células tratadas con TFD-RF
presentaron morfologia apoptdtica, no se registraron cambios con respecto al control en
células con marca de anexina V o 7AAD.

La apoptosis puede ser inducida por diferentes sefiales, como las dependientes de las
mitocondrias o de las relacionadas con receptores de la membrana plasmatica los cuales
activan diferentes vias intracelulares de sefializacion [202]. A su vez tales sefiales pueden
activar una serie de proteinas denominadas caspasas, siendo un mecanismo dependiente de las
mismas. Por otro lado, la apoptosis puede llevarse a cabo por un mecanismo independiente de
caspasas el cual involucra la activacion de diferentes proteinas mitocondriales denominadas
AIF o Endo G. Algunos estudios empleando ALA o ftalocianinas revelan que la TFD genera
la liberacion de AIF como un mediador de la apoptosis independiente de caspasa [203, 204],
sin embargo, con RF o RFTA este mecanismo no ha sido descripto.

En general, la activacion de las vias de caspasas es esencial para producir los cambios
morfoldgicos y bioquimicos caracteristicos de apoptosis [205]. Por lo tanto, para investigar en
profundidad los mecanismos implicados en la induccion de la apoptosis por la TFD en las
células SCC-13, se analizo la expresion de diferentes moléculas involucradas en la via
dependiente de caspasas. La activacion de estas enzimas generan muchos de los cambios
moleculares y estructurales en la apoptosis, incluyendo la degradacion del ADN, la escision
de la cromatina en los sitios inter-nucleosomales y de la polimerasa PARP. La deteccion de
los diferentes fragmentos de esta proteina, fue utilizada en nuestro trabajo para concluir que el
fenotipo de muerte celular observado es distinto de necrosis luego de la TFD-RFTA, ya que
no detectamos fragmentos de 50 kDa. En los tratamientos con RFTA e irradiacion al
detectarse clivaje de PARP en fragmentos de 89 kDa, se infiere que esta terapia genera un
perfil de muerte apoptotico en las células tumorales, lo que nos llevo a profundizar atin mas el
estudio de este tipo de muerte celular programada. La caspasa 3 se sintetiza como pro-caspasa
y es activada al clivarse desencadenando y ejecutando la apoptosis. Al analizar la expresion
de esta pro-caspasa se observo una clara disminucion de la misma, lo que nos permite inferir
que dicha proteina podria ser clivada a fragmentos activos mas pequefios luego de la TFD con
RFTA, lo que indicaria su participacion en el mecanismo de muerte, acorde a trabajos

presentados por otros autores empleando glico-ftalocianinas como FS [163].
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La proteina anti-apoptdtica Bel-2 es una diana molecular para varios FS localizados
principalmente en mitocondrias y en RE, y su fotodafio conduce a la liberacion de citocromo ¢
desde la mitocondria hacia el citoplasma [70, 206]. La TFD puede llevar consigo la liberacion
de calcio del RE, la inhibicion de Bcl-2 y la activacion de miembros pro-apotéticos de la
familia Bcl-2 ubicados en las membranas mitocondriales [207]. Ademas, las caspasas
activadas pueden clivar Bcl-2, generando una forma inactiva de esta proteina [208]. Es por
ello, que nos resultd de interés evaluar si la TFD-RFTA genera alglin cambio en la expresion
de esta proteina, ya que previamente se observaron indicios de activacion de la caspasa 3. Los
resultados obtenidos demostraron que la TFD-RFTA disminuye la expresion de Bcl-2,
sugiriendo su clivaje por la activacion de esta enzima. La disminucion de la expresion de
procaspasa-3 y Bcl-2 en las células tratadas con RFTA-PDT, nos ha llevado a especular que la
down-regulacion de estas moléculas podria ser la responsable de la aparicion de la apoptosis
observada.

En este tipo de muerte celular por via intrinseca, la permeabilizacion de la membrana
mitocondrial y la liberaciéon de citocromo ¢ son eventos claves en la activacion de caspasas.
El desencadenante inicial de permeabilizacion mitocondrial es la activacion conformacional
de proteinas pro-apoptoticas como Bax [209]. Para evaluar la posible participacion de Bax en
este mecanismo se determiné su expresion en los distintos tratamientos. Sin embargo, los
resultados obtenidos en las células tumorales no demostraron cambios en la expresion de esta
proteina pro-apoptotica respecto a los controles, como se ha reportado en otros trabajos, junto
con la disminucién de la proteina anti-apoptdtica Bel-2 [210, 211]. Si bien nos centramos en
analizar la participacion de la proteina, no es posible descartar que otras moléculas pro-
apoptoticas estén involucradas en este proceso [212, 213]. Por otro lado, los estudios de la
distribuciéon de citocromo ¢ por microscopia de fluorescencia en el tratamiento de TFD-
RFTA (9 J/cmz), demostraron liberacion del mismo, desde las mitocondrias hacia el
citoplasma. Esa liberacion se observa por la distribucion puntual de la marca fluorescente en
las células controles y difusa por todo el citoplasma en las células tratadas con TFD,
sugiriendo que el citocromo ¢ participaria en la muerte celular observada.

Basado en estos resultados es posible postular que una induccion eficiente de la
apoptosis in vivo por la irradiacion del tejido después de la administracion RFTA debe
llevarse a cabo con dosis bajas de luz, impidiendo asi la estimulacion del sistema inmune o el
desencadenamiento de reacciones inmunes anti-tumorales que se produce durante la muerte

celular por necrosis [214].
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Hasta aqui podemos decir que el tratamiento con TFD indujo en las células SCC-13,
una marcada disminucién de la viabilidad de forma dosis de luz dependiente, disminucion de
la proliferacion celular con arresto en las fases G2/M del ciclo y desencaden6 la muerte
celular por un proceso apoptético via caspasa dependiente. Tomando en consideracion que la
apoptosis inducida por la TFD podria estar relacionada con la activacion de MAPKs [215],
nos propusimos abordar este actual aspecto de interés en la biologia molecular. De hecho, se
sabe que las MAPKSs desempeiian papeles importantes en una variedad de procesos celulares,
tales como la proliferacion celular y apoptosis [57]. Por otra parte, se ha informado que la via
de la MAPK-ERK, es una de las cascadas de sefializacion celular mas ubicua, ya que puede
estar implicada en la induccion de la apoptosis en respuesta a estimulos de estrés [216],
incluyendo el estrés oxidativo resultante de un aumento en los niveles de ERO [96, 217, 218].
Ademas, se ha postulado que las ERK podrian actuar en la via intrinseca de la apoptosis
favoreciendo la liberacion de citocromo ¢ con la consiguiente activacion de la caspasa 3
culminando con la apoptosis [98], resultados observados con los tratamientos de TFD-RFTA
activando la RFTA con la dosis luminica de 9 J/cm® También, se sabe que las ERK 1/2
podrian inhibir la accién de proteinas antiapoptéticas como Bcl-2 en la mitocondria [99]. Con
estos antecedentes se plante6 evaluar la expresion de las ERK 1/2 en células sometidas a TFD
con RF y con RFTA.

Nuestros resultados indican que la activacion de las ERK 1/2 observada después de la
TFD, podria estar relacionada con el aumento de los niveles de ERO intracelulares. Es por
ello que se empleo el antioxidante Trolox para disminuir la generacion de estas especies
reactivas por la TFD. Se ha descrito que la fotoactivacion de los FS deriva en la formacién de
ERO, que actiian como mensajeros primarios desencadenar miltiples vias de sefializacién que
conducen a la muerte celular [171]. Por este motivo, el analisis de la viabilidad celular con el
agente antioxidante revel6 un aumento en el nimero de células viables con respecto al grupo
de TFD-RFTA vy el estudio de la expresion de las proteinas ERK 1/2 fosforiladas en células
pre-incubadas con el antioxidante sugieren que las ERO serian los activadores de estas
MAPK. Sin embargo, el uso de un inhibidor de ERK 1/2 no generd un cambio en los niveles
de viabilidad celular comparado con las células tratadas sometidas a la TFD sin el inhibidor,
Lo que nos permite inferir que la activacion de las ERK 1/2 seria un mecanismo de defensa
celular contra la toxicidad generada por la TFD.

Por otro lado, aunque las ERO pueden inducir la activacion de la via p38MAPK en
diferentes tipos de células causando su muerte [218-220], sin embargo en las células tratadas

con RF y RFTA no se observaron cambios en los niveles de fosforilacion de p3 8MAPK Tuego de
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la irradiacion, sugiriendo que no habria una relacion directa entre la exposicién al compuesto
y la irradiacién referido a la modulacién de la actividad de p38™AP¥ en células SCC-13, a

pesar de que se ha descripto que la activacion de la via p38MATX

por diferentes estimulos se
relaciona con la apoptosis [89]. Por otro lado, se ha visto que la administracion de inhibidores
de caspasas disminuyen la activacién de p38MAPX, por lo que esta via tendria un rol ejecutor
de la activacion de las caspasas [105]. Sin embargo, nuestros resultados sugieren que esta via
no seria la responsable de la activacion de estas proteinas en la ejecucion de la apoptosis,

corroborado por el empleo del inhibidor de la unidad catalitica de p38MAPK

, el cual no
modifico la viabilidad celular posterior a la TFD.

Se ha informado que la sobreproduccion de ERO causa dafios severos en las células y
promueve diversos tipos de muerte celular, como necrosis, pero ademas puede activar vias de
sefializacion que regulan la apoptosis [221-223]. Algunos estudios revelan que los altos
niveles de ERO generados por la TFD inducen dafio celular, y culminan en la muerte por
apoptosis a través de la activacion de caspasa [224, 225]. Se ha indicado que la exposicién a
la luz de la RF en la presencia de oxigeno molecular puede generar suficientes ERO como
para provocar injurias o lesiones toxicas, dando lugar a incluso la muerte celular [129, 167].
En consecuencia, para evaluar si los FS al ser fotoactivados generan ERO dentro de las
células SCC-13 y si la generacion intracelular de ERO podria estar involucrado en el
mecanismo de muerte celular, se empleé la sonda fluorescente DCF-DA. Los resultados
obtenidos demostraron que la TFD genera un aumento significativo de los niveles
intracelulares de ERO en las células SCC-13, siendo dicho aumento mas notorio con las dosis
luminicas mas altas. Aunque los niveles de ERO se incrementaron con ambos FS en TFD,
esta respuesta fue mayor en las células tratadas con RFTA lo que sugiere que este FS podria
utilizarse potencialmente como un generador eficiente de ERO intracelulares.

Las especies reactivas producidas por la fotoactivacion de los FS en TFD pueden
generar diferentes tipos de ERO de acuerdo al mecanismo que se lleva a cabo: tipo I o tipo 1,
a su vez numerosos FS pueden efectuar ambos mecanismos en simultaneo. En particular se ha
descripto que la RF fotoactivada puede transferir energia al oxigeno molecular, generando asi
oxigeno singlete ('O,) y otras ERO [127-129]. Por lo tanto, para evaluar si la RF y la RFTA
fotoactivados con una densidad de energia de 9 J/cm? generan anién superoxido, se empled la
sonda DHE. Este compuesto tiene la caracteristica de poder reducirse por el anion superdxido
a un compuesto fluorescente, el cual puede ser detectado por espectrofluorometria. Con esta
técnica la deteccion de anion superdxido en las células es a nivel citoplasmatico. Nuestros

resultados indicaron que tanto RF como RFTA 6 h posteriores a la irradiaciéon, generan
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aumento en los niveles de anién superdxido, mientras que a las 14 h se detectaron niveles
superiores de esta especie reactiva solo en células tratadas con RFTA. Esto nos permite
sugerir que esta ERO en el tratamiento con RFTA se genera tempranamente luego de la
irradiacion y mantiene sus niveles elevados con respecto al control en el tiempo, lo que
seguiria generando toxicidad en la célula durante todo ese periodo. En cambio, el tratamiento
con RF genera un aumento en los niveles de esta especie reactiva, pero disminuye
rapidamente en el tiempo. La sefial detectada de DHE representa niveles de super6xido [226],
pero la posible produccién de otros metabolitos en este proceso no deberia ser descartada.
Estos resultados nos permiten concluir que RFTA es mas efectivo como FS que RF, en la
produccion de ERO en general y de anidn superdxido en particular.

En cuanto a la induccion del estrés oxidativo por la TFD, generada por el aumento de
ERO en nuestras condiciones experimentales, se evaluaron los niveles de grupos tioles no
proteicos. Se considera al glutation reducido -SH como un marcador sensible al estrés
oxidativo, ya que ayuda a mantener la integridad de las mitocondrias y de la membrana
celular. En condiciones de estrés oxidativo, los niveles de GSH y grupos -SH en sistemas
vivos disminuyen ya que todas las enzimas antioxidantes utilizan al glutation (GSH) en las
reacciones que catalizan. En el estado reducido, el grupo tiol puede donar un equivalente de
reduccion a ERO, convirtiéndose en un compuesto reactivo y un aumento en la proporcion
entre glutatién oxidado o reducido es un indicador de estrés oxidativo [156]. Los resultados
obtenidos mostraron sorprendentemente un aumento en los niveles de los grupos tioles no
proteicos en los tratamientos con RF y TFD-RFTA con respecto al control, expresado como
umol de NPSH/mg de proteina, a las 14 h posteriores a la irradiacion no encontrandose
variaciones a las 6 h. Sin embargo se esperaba que los niveles de NPSH disminuyan luego del
tratamiento, ya que el glutation es un antioxidante endégeno que se puede encontrar en estado
reducido en mayor proporciéon que en estado oxidado [155]. En contraste, estudios realizados
por Hassan et. al., postulan que los niveles de GSH y SH fueron mayores con respecto a los
controles en células tratadas con RF irradiada en combinacién con cisplatino, respondiendo de
esa manera al estrés oxidativo generado por el FS [168]. Quizas en este modelo, las células
SCC-13 utilicen este sistema como protector del daifio oxidativo generado por el tratamiento
fotodinamico como mecanismo de defensa antioxidante ante la situacion de estrés.

Por otro lado, se ha visto la estrecha relacion entre el estrés oxidativo y la alteracion en
el A¥Ym posterior a la TFD [227]. El AYm es generado por un gradiente de protones, los
cuales son transferidos de la membrana interna mitocondrial al espacio intermembranal en la

cadena respiratoria mitocondrial, por lo tanto la inhibicion de los complejos de la cadena
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respiratoria mitocondrial darian lugar a disminucién del A¥Ym, que a su vez altera la sintesis
de ATP [158]. Es por esto que la pérdida de A¥m es un indicador de la disfuncién
mitocondrial [228]. En el presente estudio, evaluamos el A¥Ym empleando la sonda
fluorescente JC-1, a las 3, 6 y 12 h posteriores a la irradiacion. Los resultados no se vieron
alterados por los diferentes tratamientos con respecto a los controles lo que nos lleva a sugerir
que si bien se observa un dafio citotoxico en las células, se mantiene la integridad de las
mitocondrias y de la membrana celular luego del tratamiento, lo que se correlaciona con los
niveles elevados de SH.

Ademas, los experimentos relacionados con respirometria mostraron que las
mitocondrias de la células SCC-13, respondieron bien a los diferentes estimulos, tanto en las
células controles como en las tratadas con RFTA con irradiacion de 9 J/cm®. Cuando se
adiciono oligomicina al medio de cultivo las células disminuyeron su respiracion en el medio,
ya que inhibe la subunidad FO de la ATP sintasa o complejo V de la CR generando reducciéon
en el consumo de oxigeno [158]. Al adicionar un desacoplante mitocondrial, se despolariza la
membrana de estas organelas, ya que interrumpe la sintesis del ATP mediante el transporte de
protones a través de las membranas mitocondriales internas. Por este motivo, el
desacoplamiento mitocondrial se evidencid por el aumento en el consumo de oxigeno al
adicionar concentraciones crecientes de dicho compuesto, lo que indica la pérdida del A¥m.
El desacoplamiento de la MM, la alteracion del Aym y de la transferencia de electrones en la
CR, se estimula para restaurar este potencial, aunque la sintesis de ATP este bloqueada, lo que
resulta en un aumento de consumo de oxigeno. En cambio, si se observé una diferencia
significativa entre las células controles y las tratadas con TFD-RFTA en los niveles de ERO,
indicado por el consumo de oxigeno en la respiracion mitocondrial por la reduccion
incompleta de ERO luego de la adicion de rotenona y antimicina A, compuestos que inhiben
el complejo I y el complejo III de la CR, respectivamente. Por lo tanto, con la cadena de
transporte de electrones inhibida, el oxigeno que se consume no se debe al paso de los
electrones por CR [159].

Las ERO pueden reaccionar potencialmente con cualquier molécula dentro de la célula,
ya sea 4acidos nucleicos, lipidos o proteinas, y oxidarlas. Cada ERO presenta un potencial de
oxidacion diferente de acuerdo a su reactividad. La oxidacion irreversible de proteinas se da
por medio de cuatro mecanismos: la carbonilacion, la ruptura de enlaces peptidicos, la
nitracién y la formacion de enlaces proteina-proteina. Estas oxidaciones son ocasionadas por
la reaccidn de las proteinas con las ERO [229]. La oxidacion de proteinas provocada por dafio

directo en lisinas, argininas, prolinas o treoninas, puede generar derivados carbonilos como
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aldehidos y cetonas [230]. La carbonilacion de proteinas es una oxidacion que indica un estrés
oxidativo mas severo y representa un marcador de oxidacion proteica estable. Por lo cual, nos
propusimos evaluar si el aumento en ERO generado por la TFD genera oxidacion en
proteinas. Los resultados obtenidos demostraron que ambos FS generaron aumento en los
niveles de oxidacién de proteinas, evaluado por la cuantificacion de los niveles de grupos
carbonilos empleando dinitrofenilhidrazina. Sin embargo, los niveles de oxidacién fueron
mayores para el tratamiento con RF que para RFTA, lo que nos podria indicar que RF al ser
un compuesto hidrofilico podria interactuar mas con proteinas que RFTA. En base a los
resultados obtenidos, no se puede descartar que la TFD genere la oxidaciéon sobre otras
macromoléculas como lipidos, principalmente con RFTA ya que al ser un compuesto
lipofilico podria interactuar con mayor afinidad con estos. Nuestros hallazgos podrian ser un
punto de partida para futuros estudios en esta tematica.

En resumen, los estudios realizados en las células SCC-13, demuestran que la RF y la
RFTA no afectan la viabilidad en concentraciones menores a S0uM en oscuridad. Por el
contrario, cuando las células son incubadas con RF o RFTA e irradiadas con la lampara en
estudio, se genera disminucidn de la viabilidad dosis de luz dependiente. Ademas, la TFD-
RFTA genera disminucion de la proliferacion y alteracion en el ciclo celular, observada por el
arresto y acumulacion de células en la fase G2/M. Asimismo, el efecto citotoxico del
tratamiento genera muerte celular por apoptosis via caspasa dependiente luego de la
irradiacion (9 J/cm?), llevada a cabo por el incremento de las ERO intracelulares en particular
‘0Oy". Ademas, se puede concluir que la activacion de la via ERK 1/2 es dada por las ERO, lo
que podria ser un mecanismo de defensa de las células a la toxicidad generada por la TFD.
Estos hallazgos son representados en la figura 51.

Este mecanismo postulado podria proporcionar importantes conocimientos sobre la
TFD-RFTA y dar lugar a nuevas estrategias terapéuticas para el tratamiento de enfermedades
de la piel superficiales proliferativas in vivo; ya que no se asocidé muerte por necrosis, lo que

evitaria inflamacion y dafio al tejido sano circundante.
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Figura 51. Efecto de la TFD empleando RF y RFTA como fotosensibilizadores sobre células de
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Los estudios in vivo, son otra forma de abordar tematicas en forma integral, siempre
considerando lo complejo que puede ser hacer inferencias, dado que es una situacién mas real
con interacciones epiteliales-estromales directas o a través de factores solubles, participacion
del sistema inmune y sus mediadores, entre otros. Por ello, nos planteamos emplear modelos
murinos de hiperplasia epidérmica para evaluar el efecto de la TFD con RFTA.

Existen numerosos modelos murinos empleados para generar patologias epidérmicas y
dérmicas, tales como CCE con irradiacion UV [231], dermatitis de contacto irritativa con
aplicaciones de oxazolona [232], SLS [233, 234] o ketoprofeno en combinacion con
irradiacion UV-A [235]. Asimismo, se han descripto modelos animales de psoriasis [236],
modelos tumorales a través de la inyeccion de células tumorales [237] o por irradiacion UV-B
[238]. Ademas, se ha utilizado éster de forbol (TPA) para la generacion de hiperproliferacion
epidérmica [238], de tumores epidérmicos [239] y en combinacién con DMBA para generar
papilomas [240, 241].

La mayoria de estos modelos excepto la inyeccion cutdnea de células tumorales
implican la aplicacion topica de los diferentes compuestos, pero debido a la presencia del pelo
en los animales, no se logra una optima penetracion del compuesto en la piel. Considerando
este punto, en nuestros modelos se utilizaron ratones alopécicos de la cepa Crl:SKH-1-hrBR
(Charles River Laboratories, Wilmington, MA, USA). El grupo fundador de animales fue
donado por el Departamento de Inmunologia de la Escuela de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad de Buenos Aires.

La dermatitis de contacto quimica fue causada por el contacto de la piel con un agente
que actia como sensibilizante alérgico especifico o como irritante primario. Esta patologia
puede ser provocada por la exposicion frecuente a un agente generando una dermatitis de
contacto irritativa o acumulativa, caracterizada principalmente por persistencia de sequedad,
agrietamiento e hiperqueratosis [233, 242]. En la forma aguda, los agentes quimicos producen
cambios patologicos, que se reflejan en diferencias en la produccion de citoquinas y en la
respuesta proliferativa [243, 244]. Teniendo en cuenta los antecedentes bibliograficos en
relacion a esta tematica, nos propusimos generar un modelo murino de hiperplasia epidérmica
empleando aplicaciones acumulativas de SLS. Asi se demostré6 que este farmaco genera
hiperplasia, que va aumentando progresivamente desde la primera aplicaciéon. El méaximo
espesor de la epidermis, se alcanzd luego de 3 aplicaciones de SLS, el cual se mantuvo
durante 6 mas sin causar necrosis en el tejido. Considerando estos parametros se realizaron de
3 a 6 estimulaciones con dicho compuesto en los diferentes protocolos. Asimismo, la

hiperplasia se mantuvo en presencia del estimulo con SLS, pero revirtié6 a una morfologia
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normal en ausencia del mismo en ratones de ambos sexos. En este modelo, se observé que el
compuesto produce patrones patoldgicos especificos, como leve inflamaciéon con
hiperqueratosis, acantosis y paraqueratosis en forma similar a lo reportado por Moon et. al.
[233].

Posteriormente, se evalud la eficacia de la TFD en la epidermis hiperplasica de los
animales con la aplicacion topica de RFTA e irradiacion con luz azul. Estudios realizados por
Szeimies ef al., demostraron que la penetraciéon de FS hidrofilicos como ALA o ATX-S10
(Na) en CCB es muy baja [245]. Teniendo en cuenta estos antecedentes, con el fin de utilizar
un FS que penetre con mayor facilidad en la epidermis de los animales, en el presente trabajo
de tesis doctoral, utilizamos el FS lipofilico RFTA. La capa celular cérnea, desempefia un
papel importante actuando como una barrera contra diversos estimulos y protegiendo a la piel
de la penetracion de estos FS [246]. Numerosos estudios proponen que el Metil 5-ALA seria
mas efectivo que el ALA al presentar mayor penetracién en el tejido [7]. Otro aspecto
interesante, a tener en cuenta, es la leve penetraciéon de los FS en la piel normal, lo cual
sugiere que su aplicacion topica tendria un efecto selectivo sobre enfermedades de la piel que
presenten la barrera dafiada [247]. Esta selectividad resulta ser una ventaja importante de esta
terapia frente a otras alternativas terapéuticas.

La TFD-RFTA se llevo a cabo en primera instancia como tratamiento preventivo de la
hiperplasia intercalando el estimulo con SLS con la aplicacion del tratamiento fotodindmico.
La concentracion de RFTA y la dosis luminica (18 J/em?®) utilizadas se seleccionaron de
acuerdo a estudios previos en nuestro laboratorio, en los cuales se determiné que dosis
mayores de luz generan una necrosis severa en el tejido. A partir de este disefio experimental
se demostré que la aplicacion de la TFD-RFTA como tratamiento preventivo evitd
parcialmente el aumento de la epidermis, aunque la disminucién no alcanzé a los valores de la
piel control. A continuacion, se analizé la TFD-RFTA como tratamiento terapéutico, es decir
evaluando su efecto sobre la hiperplasia ya establecida luego de 4 aplicaciones de SLS. Los
resultados indicaron que la TFD genera una disminucion de la hiperplasia en los animales,
alcanzando valores similares a los de la piel normal

En vista de estos hallazgos se evalu¢ si la disminucion de la hiperplasia se genera por
una disminucién en la tasa de proliferacion epitelial. Moon ez. al. ha descripto que SLS
induce proliferacion de células epidérmicas, tanto en modelos de irritacion aguda como
cronica [233]. Resultados similares han sido reportados con el compuesto promotor de tumor
TPA, en la induccién de la proliferacion [248]. Otro marcador muy empleado para la

evaluacion de la proliferacion es la proteina Ki-67, la cual fue detectada por
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inmunohistoquimica en estudios de desarrollo de cancer de piel empleando TPA [240]. En
nuestros modelos evidenciamos la expresion de esta proteina en células epidérmicas de
ratones tratados con SLS o con SLS/TFD-RFTA por inmunocitoquimica. Si bien, se observo
una clara disminucion de la expresion de Ki-67 en la epidermis de los animales tratados con la
TFD, no fue estadisticamente significativa, lo cual puede deberse a que se encontraron
respuestas muy dispares en los distintos individuos con un » de 4 animales por tratamiento,
resultando en una desviacion estandar muy alta.

Teniendo en cuenta estos resultados, se evalud la muerte celular a fin de analizar si la
disminucion de la hiperplasia epidérmica se correlacionaba con el aumento de tal proceso. El
tratamiento de TFD-RFTA increment6 significativamente el ntimero de células TUNEL
positivas en comparacion con la epidermis de los animales que sélo fueron tratados con SLS.
Los valores obtenidos sugieren que la TFD disminuye la hiperplasia principalmente por el
incremento en la muerte celular y no por la disminucion de la proliferacion.

Diferentes estudios han empleado modelos de papilomas escamosos de la piel en
animales, llevados a cabo a través de la aplicacion topica de un compuesto iniciador de tumor
como metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina [249] o DMBA con sucesivas aplicaciones de un
promotor de tumor TPA [240, 250-252]. Numerosos autores han evaluado el efecto de 1a TFD
empleando diferentes compuestos fotosensibilizantes [241, 250, 253]. Por tal motivo, surgi6
la inquietud de estudiar el efecto de la TFD empleando RFTA como FS en este modelo de
papilomas. La puesta a punto de la generacion de los papilomas se llevé a cabo empleando
diferentes dosis tanto del compuesto iniciador como promotor de tumor: DMBA como de
TPA. Por lo cual, se llegd a establecer el protocolo de papilomas en la cepa de ratones
alopécicos con una aplicacion de DMBA y posteriormente 2 aplicaciones semanales de TPA,
durante 10 semanas.

Los ratones con papilomas que fueron sometidos al tratamiento fotodinamico recibieron
una aplicacion semanal de TFD durante 5 semanas, empleando RFTA (0,03%) en
acetona/alcohol en gel (1:4 v/v), luego los animales fueron mantenidos en oscuridad durante 3
h y posteriormente se los irradi6é con una densidad de energia de 18 J/em’. Sin embargo, no se
detectaron cambios entre el numero de papilomas de ratones controles y sometidos al
tratamiento fotodinamico. Estos resultados nos permiten inferir que quizas la penetracion de
la RFTA no fue la 6ptima, a pesar de que se observo la localizacion selectiva del FS a través
de la fluorescencia de la misma sdlo en los papilomas. Otro punto de interés a tener en cuenta
es que los papilomas al ser lesiones mas grandes que la hiperplasia epidérmica obtenida en los

modelos con SLS, quizés requieren mas tiempo de irradiacion para penetrar bien en el interior
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de la lesion. En la parte superficial de las lesiones se observé en numerosos animales, luego
de 2 a 3 dias posteriores a la TFD, la presencia leve de tejido necrotico, lo que nos demuestra

que el tratamiento gener6 cambios al menos en las capas superficiales de las lesiones.

La importancia de este trabajo de tesis doctoral estuvo centrada en el estudio de la
eficacia de la riboflavina y su éster derivado en el tratamiento fotodindmico en células
humanas de carcinoma escamoso y células epidérmicas hiperproliferativas de modelos
murinos. La caracterizacion morfoldgica y bioquimica del efecto de la TFD en los modelos
analizados, podrian proporcionar nuevos avances en el conocimiento sobre la aplicacion
RFTA en la TFD como una nueva alternativa de fotosensibilizador. Como asi también dar
lugar a estrategias terapéuticas para el tratamiento de enfermedades superficiales de la piel,
induciendo principalmente la muerte celular apoptoética, evitando inflamacion y dafio al tejido

sano circundante.
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Los fotosensibilizadores, RF y RFTA, al ser irradiados con la lampara de 446 nm son
activados y generan, desde ese estado, especies reactivas de oxigeno como 'O,y ‘O, Ademas,
RFTA demostré ser una molécula mas fotoestable que RF al ser irradiada con diferentes

densidades de energia.

RF y RFTA requieren de la activaciéon luminica para llevar a cabo un efecto citotoxico
en células de carcinoma escamoso, siendo mas leve la toxicidad en queratinocitos normales,

demostrando la selectividad de esta terapia al afectar sélo células cancerosas.

La citotoxidad se evidencio por la disminucion de la viabilidad celular de manera dosis
de luz dependiente para ambos FS, siendo RFTA mas efectiva que RF. Ademas, la TFD-
RFTA en células SCC-13 indujo una marcada disminuciéon de la proliferacion, alterando el

ciclo celular al generar un arresto en las fases G2/M.

El tratamiento con RF y RFTA indujo la muerte celular por el mecanismo apoptético

por via caspasa dependiente.

La fotoactivacion de RF y RFTA genera un aumento significativo en los niveles
intracelulares de especies reactivas de oxigeno, no evidenciando cambios en el potencial de

membrana mitocondrial post-tratamiento.

Las ERO generadas por la TFD, inducen la activacion de las ERK 1/2 como mecanismo

de proteccion a la muerte celular inducida.

La hiperplasia epidérmica generada en ratones alopécicos puede ser prevenida de
manera parcial con la aplicacion de TFD-RFTA tanto en hembras como en machos, mientras
que TFD-RFTA como tratamiento terapéutico para tratar lesiones de hiperplasia, revierte

totalmente la hiperproliferacion de células epidérmicas en hembras y parcialmente en machos.

El tratamiento terapéutico de TFD-RFTA genera disminucién de la proliferacion
epidérmica en el modelo murino de hiperpalsia epidérmica al aumentar el nimero de células

que sufren muerte celular por apoptosis.

Este mecanismo postulado podria proporcionar importantes conocimientos sobre la
TFD-RFTA y dar lugar a nuevas estrategias terapéuticas para el tratamiento de enfermedades
superficiales de la piel, ya que se asoci6 a la apoptosis como mecanismo de muerte llevado a

cabo y no a la necrosis, lo que evitaria la inflamacion y el dafio al tejido sano circundante.
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ABREVIATURAS Y SiMBOLOS

ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

ADN acido dexociribonucleico

AIF factor inductor de apoptosis

ALA acido o aminolevulinico

ANOVA ANalysis Of VAriance = analisis de la varianza

ARN acido ribonucleico

ATP adenosina trifosfato

BrDU Bromodeoxiuridina

caspasas cysteine-dependent aspartate-directed proteases

CBC carcinoma basoceluar

CCE carcinoma de células escamosas

CCp contenido de grupos carbonilos

CPNM canceres de piel del tipo no melanoma

CR cadena respiratoria

d dia

DAB diaminobencidina

DCFDA diclorofluoresceina

DHE dihidroetidio

DMA 9, 10-dimetilantraceno

DMBA 7,12-dimetilbenz(a) antraceno

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium

DNFH di-nitro-fenil-hidrazina

DNTB 5, 5'-ditiobis-2-nitrobenzoico

DO densidad optica

DOXO doxorubicina

DTNB 5, 5'-dithiobis-2-nitrobenzoic acid

EndoG endonucleasa G

ER especies reactivas

ERK 12 ext.racellular-signal-regzilated kinases 1/2=
quinasa regulada por sefiales extracelulares

ERO especies reactivas de oxigeno

FAD flavinadenina dinucleotido

FCCP Trifluoromethoxy carbonylcyanide phenylhydrazone

FMN flavina Mononucleotide
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ABREVIATURAS Y SiMBOLOS

FS

H,0,
HBSS
HE
IAP
IFM
Ig
J/em?

JC-1

kDa
LEDs

MME
MMI
MAPK
MET

mg/l

min

ml

mM
MOAR
MTT
ng/ml

nM

nm

NPSH
PARP

PBS
PBS-BSA
PBS-SNCa
PBS-Tween
PE

fotosensibilizador

gramo

gravedad

peroxido de hidrogeno

solucion salina equilibrada de Hank
hematoxilina-eosina

inhibidores endogenos de las caspasas
intensidad de fluorescencia media
inmunoglobulina

joule/centimetro cuadrado

5, 5 6, 6'-tetrachloro - 1, 1', 3, 3' - tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine
iodide

kilodalton

diodos emisores de luz

molar

membrana mitocondrial externa

membrana mitocondrial interna

Mitogen-Activated Protein Kinases=Proteina quinasa activada por mitégenos
Microscopia electronica de trasmision

miligramo/litro

minuto/s

mililitro

milimolar

microscopia optica de alta resolucion
3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol

nanogramos/mililitro

nanomolar

nanometros

tioles no proteicos

poli (ADP-ribosa) polimerasa

solucion salina tamponada con fosfato

solucion salina tamponada con fosfato- albiimina bovina

solucidn salina tamponada con fosfato- suero normal de cabra

solucion salina tamponada con fosfato-Monooleato de Polioxietileno Sorbitan

phicoeritrin 105 = ficoeritrina 105
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ABREVIATURAS Y SiMBOLOS

p-ERK 1/2
PMA
PMM
pmol
QA

RE

RF
RFTA
RN

s
SAPKs
SCC
SDS
SFB
SLS
SH
TBS
TdT
TFD
TRIS
TUNEL
U/ml
AY,
‘0,-
‘OH

°C
pg/ml
pm

3-OHP
7-AAD

Phosphorylated extracellular signal regulated kinases 1/2
12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato
permeabilizacion de las membranas mitocondriales
picomoles

queratosis actinica

reticulo endoplasmico

riboflavina

riboflavina 2', 3', 4', 5'- tetraacetato

Rojo neutro

segundo/s

proteinas quinasas activadas por el estrés

carcinoma de células escamosas

dodecil sulfato de sodio

suero fetal bovino

laurilsulfato de sodio

glutation reducido

solucion salina tamponada con sal de tri-etil-amonio
transferasa terminal de desoxinucleotidos

terapia fotodinamica

triethylammonium salt

Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling

unidades/mililitro

potencial de membrana mitocondrial interna
radical anién superéxido

radical hidroxilo

grados centigrados

microgramos/mililitro

micrémetros

oxigeno singlete

3-hidroxipiridina

7-amino-actinomicina D

longitud de onda
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