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RESUMEN 

La terapia fotodinámica (TFD) es una modalidad terapéutica, basada en la 

administración de un fotosensibilizador (FS) seguido de su activación con luz visible. Esta 

activación promueve la formación de especies reactivas de oxígeno (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 dermatología está 

dirigida fundamentalmente al tratamiento de carcinomas del tipo no melanoma y de lesiones 

precursoras. Si bien la TFD tiene un excelente resultado clínico, los FS aprobados y las 

lámparas utilizadas para la activación de los mismos, tienen un elevado costo limitando el 

acceso general a esta terapia. Por lo tanto, la búsqueda de un FS ideal sigue siendo en la 

actualidad el objetivo de estudio de un gran número de investigaciones. 

En el presente trabajo de tesis doctoral nos propusimos como objetivo general abordar 

el estudio de la eficacia de dos fotosensibilizadores: ribofiavina (RF) y su éster derivado tetra-

acetato de ribofiavina (RFTA) en el tratamiento fotodinámico 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 provocó una marcada 

disminución de la viabilidad y de la proliferación, alterando el ciclo celular y generando 

arresto en las fases G2/M. Asimismo, a nivel ultraestructural se evidenciaron cambios 

morfológicos característicos de la muerte celular por apoptosis incluyendo condensación de la 

cromatina, contracción celular, fragmentación nuclear y formación de cuerpos apoptóticos. En 

el mismo sentido, la TFD-RFTA indujo un aumento en el número de células TUNEL 

positivas y en la externalización de fosfatidilserina, ambos indicadores de apoptosis. Además, 

mediante análisis bioquímicos, se determinó que la apoptosis desencadenada era dependiente 

de caspasa, observando disminución de la expresión de pro-casapasa 3 y Bc1-2 (proteína anti-

apoptótica) y aumento en la expresión de citocromo c en citoplasma. 

Por otro lado, el análisis de la producción de especies reactivas (ER) por la TFD-

RFTA, dio como resultado un aumento significativo en los niveles de distintas ER 

intracelulares, particularmente de anión superóxido, principales inductores de la toxicidad 

generada por la terapia. Además, pueden promover apoptosis activando diferentes cascadas 

de señalización, incluida a la familia de proteínas quinasas activadas por mitógenos 

(MAPK), por lo que evaluamos la relación de estos parámetros luego de la aplicación de 

la TFD. Estos ensayos demostraron que las ERO generadas con la terapia no indujo cambios 
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en la fosforilación de p38MAPK
. En contraste, la aplicación de la TFD-RF o -RFTA promovió 

un aumento en la expresión ERK1/2 fosforilada asociada al aumento de las ERO. 

Finalmente, se abordó el estudio del efecto de la TFD-RFTA sobre la 

hiperproliferación epidérmica en modelos murinos evaluando los cambios sobre la 

proliferación y muerte celular. Los resultados revelaron que el tratamiento terapéutico de 

TFD-RFTA fue efectivo en la disminución de la proliferación epidérmica y aumentó en el 

número de células TUNEL positivas, indicando que el tratamiento induce un incremento en la 

muerte de las células. 

En conclusión, este trabajo de tesis proporciona nuevos avances en el conocimiento 

sobre la aplicación RFTA en la TFD como una nueva alternativa de fotosensibilizador. Como 

así también dar lugar a estrategias terapéuticas para el tratamiento de enfermedades 

superficiales de la piel, induciendo principalmente la muerte celular apoptótica, evitando 

inflamación y daño al tejido sano circundante. 
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I NTRODUCC ION 
1 

TERAPIA FOTODINÁMICA 

La fotoquimioterapia es una práctica habitual en distintos campos de la Medicina y 

consiste en la combinación de sustancias fotosensibles y luz. Dentro de ésta se incluye la terapia 

fotodinámica (TFD), una modalidad terapéutica basada en la fotooxidación de materiales 

biológicos inducida por la activación lumínica de un fotosensibilizador (FS) localizado 

selectivamente en células tumorales, de forma que al ser iluminadas con luz de adecuada 

longitud de onda (k) y en dosis suficiente, dichas células resultan dañadas [1]. 

Este método requiere de la conjunción de tres elementos esenciales a saber, un FS, una 

fuente de luz y oxígeno [2, 3]. Dichos elementos son individualmente inocuos, pero en 

combinación pueden iniciar una reacción fotoquímica que culmina en la generación de 

productos altamente reactivos como especies reactivas de oxígeno (ERO), en especial oxígeno 

singlete (10 2), radical anión superóxido (02.), radical hidroxilo COH) y peróxido de hidrógeno 

(H202) [4]. 

Desde hace algunos arios esta terapia ha sido aplicada exitosamente en varios campos de 

la Medicina incluida oncología, oftalmología y dermatología [5]. En particular, en este último 

campo ha crecido su popularidad, debido principalmente a la facilidad de acceso de la 

exposición lumínica en la piel y la sencillez del uso tópico de FS sobretodo en el tratamiento de 

lesiones premalignas y malignas así 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 específico de acción, que depende de la 

longitud de onda que absorbe, para producir un estado electrónico excitado, en el que la 

molécula tiene un alto nivel de energía y es mucho más reactiva. La elección del FS dependerá 

del tipo de cáncer que se vaya a tratar y del estado clínico del paciente. Los FS utilizados en 

esta terapia están basados en estructuras tetrapirrólicas similares a protoporfirina contenidas en 

la hemoglobina. Las cualidades de los FS son muy importantes para la efectividad del 

tratamiento fotodinámico; un FS ideal debe reunir las siguientes características: a) localizarse 

específicamente en las células diana; b) presentar distribución homogénea en el tejido a tratar; 

c) poseer alta liposolubilidad para poder difundir a través de las membranas biológicas; d) que 

el lapso de tiempo entre su administración y la acumulación máxima en dichos tejidos sea lo 

más breve posible; e) presentar vida media corta y rápida eliminación de los tejidos normales; f) 

activación a longitudes de onda con penetración óptima tisular; g) producir alto rendimiento en 
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la generación de oxígeno singlete o de ERO en general y h) demostrar ausencia de toxicidad en 

la oscuridad [6]. 

Estos compuestos son clasificados de acuerdo a sus características en FS de primera, 

segunda o tercera generación [7]. Los de primera generación derivan de la hematoporfírina 

(Photofrin), inicialmente fueron usados como FS de administración sistémica por vía 

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 penetración tisular y una mejor metabolización en los tejidos para 

evitar los efectos secundarios, surgieron los FS de segunda generación. Este fue el punto de 

partida para el uso de la TFD en dermatología por vía tópica, con lo que se evita además la 

fotosensibilidad generalizada, comenzando con la administración del ácido 3 aminolevulínico 

(ALA), el cual ha sido el FS más utilizado en el tratamiento de lesiones cutáneas marcando un 

importante avance en tal procedimiento terapéutico [12]. En este caso, el ALA es incorporado 

por todas las células sean en células neoplásicas o malignas, y convertido enzimáticamente a FS 

activo conocido como protoporfirina IX [8], ésto se denomina «fotosensibilización endógena» 

[12]. Dentro de los FS de segunda generación se encuentran las ftalocianinas que presentan 

características óptimas para el tratamiento del cáncer. Las mismas cuentan con una absorción de 

la luz de 660-770 nm, alto rendimiento cuántico para la generación de oxígeno singlete, y 

acumulación prolongada dentro de las células [7]. Sin embargo, la mayoría de los derivados de 

ftalocianinas presentan una alta hidrofobicidad, lo que limitan su eficacia clínica [13] y 

problemas farmacocinéticos como baja distribución en los tejidos derivada de la agregación de 

la molécula [14]. 

En este contexto, surgieron los FS de tercera generación, una generación adicional de FS 

que representa una clase emergente y una nueva área de investigación. Estos son FS de segunda 

generación conjugados con un transportador que lleva el FS específicamente al tejido tumoral. 

Estos moléculas portadoras incluyen monosacáridos [15], péptidos [16], lipoproteínas de baja 

densidad (LDL) [17], anticuerpos [18], nanopartículas poliméricas [19] y polímeros [20] lo que 

mejora aún más la penetración en la célula a tratar y la selectividad tumoral de estas sustancias. 

Mecanismo de la localización tumoral selectiva de los fotosensibilizadores 

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

células o tejidos tumorales específicos [3]. Por lo tanto, el fenómeno 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 continúa aún 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 aplicación [23]. Los FS con diferentes farmacocinética parecen tener variaciones 

en la capacidad de localización en el tumor [24], probablemente debido a la acumulación 

selectiva en la lesión proliferativa a causa de la mayor permeabilidad en la neovascularización 

[25], ya que se han sugerido algunas propiedades distintivas de las células neoplásicas en 

comparación con el tejido normal, tales como valores de pH relativamente bajos [26], 

sobreexpresión de receptores de LDL/E apoB [27] y poco desarrollo de drenaje linfático [28]. 

REACCIÓN FOTOQUÍMICA 

La fotosensibilización supone la generación, mediante absorción de luz, del estado 

excitado del FS empleado, de manera que éste, durante el tiempo de vida en esta condición, es 

capaz de ceder o transferir su exceso de energía a otra molécula presente en el medio 

circundante, obteniéndose un estado excitado de la misma [29]. La acción fotodinámica 

consiste básicamente en que tras la absorción de luz, el FS es transformado desde su estado 

basal a un estado electrónicamente excitado e inestable (estado singlete), con una vida media de 

10-6 a 10-9 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: reacción tipo I por transferencia de 

electrones, que origina radicales libres del oxígeno, los cuales inician reacciones en cadena de 

radicales libres [30], y reacción tipo II mediada por la transferencia de energía al oxígeno 

molecular dando lugar a la formación de oxígeno singlete [31]. 

Ambas reacciones ocurren simultáneamente y en competición, sin embargo, parece que el 

oxígeno singlete es el mayor responsable del daño tisular producido durante la TFD. El oxígeno 

singlete tiene una vida media corta (<0,04 ps) y un radio de acción de 5 a 20 nm, un escaso 

tiempo si tenemos en cuenta el diámetro de una célula tumoral (± 10 p.m). Además, es una 

molécula muy reactiva que rápidamente reacciona con muchos tipos de biomoléculas, 

especialmente en las membranas celulares; los lípidos insaturados, el colesterol y algunos 

aminoácidos, como el triptófano, la histidina y la metionina, son especialmente vulnerables 

[32]. Dependiendo de la cantidad y localización de las ERO en el tejido diana, estas pueden 

modificar funciones celulares generando diversos cambios bioquímicos y morfológicos en las 
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células sobre las que actúa o inducir la muerte celular [33-35]. Desde el punto de vista 

bioquímico, la peroxidación lipídica y la inactivación de las proteínas serían los efectos 

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

FS en estado singlete excitado 

02 

en estado triplete excitado 

Reacción Tipo I 
02-

10( 2--- \ Reacción Tipo II 

Estado basal 

Distancia inter-atómica 

Fosforescencia 

FS Fotosensibiii2ador 
5 Estado singlete 
T, Estado triplete 
hv AbsorcIón de un fotón 
2 hv Absorción de dos fotones 

Figura 1. Diagrama de energía Perrin-Jablonski de un FS que ilustra la reacción fotoquímica. La 

absorción de un fotón hace que la molécula pase a un estado excitado electrónicamente (SI). Desde allí 

puede reaccionar con moléculas vecinas, pasando a un estado de transición excitado (TI), o relajarse y 

regresar al estado So. Los FS en estado TI tienen mayor tiempo de vida media que en Si; por lo cual el 

estado de triplete a menudo media las reacciones biológicamente importantes. El FS en estado triplete 

puede interactuar con el oxígeno molecular por dos vías, Tipo I y Tipo II, lo que conduce a la formación 

de ERO y de oxígeno singlete ('02), respectivamente. Adaptado de Celli et al. [37]. 

FUENTES DE LUZ 

La eficiencia de la TFD depende además de la correcta aplicación de la luz en presencia 

de oxígeno en el tejido diana [38]. El desarrollo de fuentes de luz con los parámetros 

dosimétricos adecuados, en general, con láseres o con diodos emisores de luz (LEDs), son los 

componentes claves de la óptima práctica clínica. Las fuentes de luz deben estar orientadas 

clínicamente para dar suficiente dosimetría en el tejido a tratar generando efectos secundarios 
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mínimos en el tejido normal [23]. Sin embargo, los principales obstáculos de los equipos 

empleados son el costo, la complejidad, la disponibilidad y la falta de tecnología que es 

sumamente importante para el desarrollo de equipos efectivos [39]. 

Penetración de la luz en el tejido 

Una fuente de luz con un espectro de emisión que corresponda con el espectro de 

absorción del FS junto con una adecuada penetración en los tejidos determina una efectividad 

máxima de la TFD. La penetración de la luz en la lesión depende tanto de la longitud de onda 

de la luz utilizada (a mayor longitud de onda, más penetración) como del tipo de tejido el cual 

puede modificar la absorción por los siguientes factores: absorción óptica de cromóforos 

tisulares endógenos (hemoglobina), la dispersión óptica dentro del tejido y tipo de FS [40]. 

La región entre 600 y 1200 nm de longitud de onda, se denomina la ventana óptica de 

tejido ya que longitudes de onda inferiores a 600 nm son absorbidas mayormente por la 

hemoglobina. Sin embargo, sólo longitudes de onda de hasta 800 nm pueden generar 102, 

porque aquellas mayores no presentan energía suficiente para iniciar una reacción fotodinámica 

[41]. Los FS pueden tener más de una longitud de onda a la que se producirá suficiente 

absorción y una cantidad igualmente suficiente de oxígeno singlete producido (eficiencia 

cuántica). 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 penetración de 

la luz de acuerdo a la longitud de onda emitida. 

Haz de luz 

Figura 2. Propagación de la luz a través del tejido de piel, se observa que mientras mayor es 
la longitud de onda, mayor es la penetración en el tejido. Adaptado de Agostinis et. al. [4]. 
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1 

Dosimetría de la luz 

La elección de la fuente de luz debe basarse en las características de absorción del FS 

(espectros de excitación y de emisión) y en el tipo de enfermedad a tratar: ubicación, tamaño de 

las lesiones, accesibilidad y características del tejido. La eficacia clínica de la TFD depende de 

la dosis lumínica, de la densidad de potencia y del tiempo de exposición a la luz. El producto de 

la potencia de la fuente luminosa por el tiempo, equivale a la densidad de energía (J/cm2). 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 lesión, la cual debe contar con una 

adecuada concentración 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 lesión, se debe considerar que con niveles muy 

bajos se produce un daño tisular subletal que puede ser reparado, mientras que a dosis 

demasiadas altas se produce una depleción de oxígeno que disminuye la eficacia terapéutica. 

Por tanto, es necesario ajustar la dosis de luz para cada fuente lumínica y tipo de patología [11]. 

Mecanismo de acción inducido por la TFD 

La eficacia de la TFD resulta de la conjunción del tipo de muerte celular, el daño 

vascular, la inflamación y la respuesta inmunitaria del huésped. El daño fotodinámico está en 

estrecha relación con la localización del FS en el momento de la fotoactivación. En general, las 

porfirinas con cadenas laterales catiónicas se localizan en la mitocondria, mientras aquellas con 

un carácter más aniónico se localizan preferentemente en los lisosomas, siendo las primeras 

más fototóxicas. En cuanto a la forma de inducción 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 plasmática causan necrosis con la exposición 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 daño directo inducido por la TFD en el endotelio vascular, se 

genera hipoxia, anoxia y deprivación de nutrientes a las células alteradas. La respuesta 

inflamatoria aguda es el principal proceso de protección involucrado en este contexto. Su rol 

principal es perturbar la homeostasis, garantizar la eliminación de células dañadas y promover 

posteriormente la cura local con la restauración funcional del tejido. 
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1 

TFD EN LA CLÍNICA 

La TFD es una modalidad terapéutica mínimamente invasiva aprobada para el tratamiento 

clínico de varios tipos de enfermedades oncológicas y no oncológicas [46]. Es un método 

terapéutico utilizado cada vez con mayor frecuencia en dermatología clínica [47]. Las 

principales ventajas de la TFD sobre otros tratamientos convencionales contra el cáncer, 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 o en combinación con otras modalidades terapéuticas, tales como la quimioterapia, la 

cirugía, la radioterapia o inmunoterapia [48]. 

Cáncer de piel 

El cáncer de piel es una patología causada por la formación de células malignas en los 

tejidos de la piel. La piel se compone de tres capas: epidermis, dermis y tejido adiposo 

subcutáneo. Cada componente tiene una compleja estructura y función, que pueden presentar 

variaciones de acuerdo a la edad, el género, la raza y la localización anatómica. La epidermis es 

un epitelio plano estratificado que presenta varios estratos celulares: estrato basal, espinoso, 

granuloso, lúcido y córneo (Figura 3). La mayoría 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 
(folículos pilosos, h; glándulas sudoríparas, g; y las glándulas sebáceas, s) y descienden en la dermis 
subyacente (d). (B) Proyección de la capa epidérmica y dermis superficial subyacente demuestran la 
maduración ascendente progresiva de las células basales (b) en células epiteliales escamosas del estrato 
córneo (se). Melanocitos dendríticos (m) que contienen melanina, células de Merkel que contienen 
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gránulos neurosecretores y células dendríticas de Langerhans (LC). La dermis subyacente contiene 
vasos pequeños (y), fíbroblastos (D, células perivasculares (mc) y dendrocitos (DC), potencialmente 
importantes en la inmunidad y reparación cutánea. 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 Cómo* 

Estrato Lúcido 

Estrato Granulo«, 

Estrato Bes& 
Carcinoma 
Basoceluler 

noma 

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

El uso más aceptado y amplio de la TFD en el cáncer es en dermatología clínica 

principalmente para el tratamiento de los TENM. Estas son las neoplasias más comunes que se 

producen en la población blanca y su incidencia ha ido en constante aumento en todo el mundo 

desde la década de 1960 [52]. La mayoría de estas lesiones pueden ser eliminadas con éxito con 

la escisión quirúrgica, pero el desarrollo de metástasis conlleva una alta morbi-mortalidad. Por 

lo tanto, el diagnóstico precoz y el tratamiento de los TENM son primordiales en la clínica, 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 histológicamente más agresivos. Sin embargo la metástasis en este tipo de tumor es 

extremadamente rara. Los CCE representan la segunda forma más común de cáncer de piel en 

la población blanca, y son más peligrosos que los CBC, ya que la posibilidad de generar 

metástasis es mayor. Pueden experimentar tanto crecimiento local como a distancia en forma de 

metástasis, aunque ésta es infrecuentes si se sigue un tratamiento adecuado. Los CCE de labio, 

oreja y cuero cabelludo presentan una mayor tasa de metástasis, pudiéndose observar 

adenopatias regionales debidas tanto a una sobreinfección de la lesión como a la diseminación 
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metastásica [53]. El riesgo de metástasis de los CCE varía con el contexto clínico en el que se 

presenta la lesión, es menor para los tumores que surgen en la piel dañada por el sol, y tienen 

menos de 2 cm de diámetro. Para lesiones en la piel no expuesta al sol, la incidencia de 

metástasis es aproximadamente del 2-3% [54]. 

Las terapias actuales para los CCE incluyen la escisión quirúrgica, la crioterapia, la 

electrocirugía, los tratamientos tópicos (5-fluorouracilo e imiquimod), la radiación y la TFD. La 

TFD es muy recomendada para el tratamiento de los CCE in situ [55, 56], ya que se demostró 

mayor eficacia y menos cicatrices en comparación con la crioterapia o con otros tratamientos 

tópicos [57]. Además es muy efectiva cuando hay numerosas lesiones especialmente en zonas 

donde múltiples cirugías se traducirían en la morbilidad (por ejemplo, en las extremidades 

inferiores) [47]. Además la TFD es muy efectiva para tratar queratosis actínica (QA) [58]. 

Ackerman y otros han propuesto que las QA son expresiones morfológicas de carcinoma de 

células escamosas, mientras que Cockerell et. al. han sugerido renombrarlas como "neoplasia 

intraepidérmica queratinocítica" [59]. Estas representan las lesiones más comunes que afectan a 

los sujetos de piel clara en áreas del cuerpo expuestas al sol, como el rostro y el cuero 

cabelludo. 

'dita /(1.S de la terapia fotodinámica 

La mayor ventaja de este tratamiento es que es muy selectivo, lo que permite que sólo se 

trate el área afectada. presentando excelentes resultados cosméticos. Es una terapia no invasiva 

y tiene la posibilidad de tratar múltiples lesiones simultáneamente, pudiéndose repetir varias 

veces, incluso es posible aplicarla en áreas con previa exposición a radiación 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 más expuestas al sol. Asimismo la TFD tiene un bajo 

potencial de daño a nivel del ADN ya que se requieren longitudes de onda correspondientes al 

espectro visible; además, al utilizarse FS que no se acumulan en forma significativa en el 

núcleo celular, la TFD evita de esta manera inducir mutaciones o carcinogénesis [60]. 

Esta terapia es muy selectiva, lesionando sólo las células en las que se encuentra la droga 

y dejando intacto el tejido circundante. Su naturaleza no invasiva, las altas tasas de curación 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 fotoda'ño y la citotoxicidad después de la TFD in vivo es multifactorial y 

depende de las características del FS, su localización en el momento de la irradiación, la dosis 

administrada, la dosis de luz empleada, el tiempo entre la administración del FS y la irradiación, 

el tipo de tumor y su nivel de oxigenación [3, 63, 64]. Los efectos antitumorales de la TFD 

resultan de tres procesos interdependientes: los efectos letales directos sobre las células 

tumorales, la destrucción de la vascularización del tumor causando isquemia de la neoplasia y 

la activación de una respuesta inmune no específica [2, 65]. La figura 5 esquematiza el 

mecanismo de acción de la TFD en células tumorales. Mediante la manipulación de la dosis de 

luz, el tiempo de iluminación después de la administración del FS o una combinación de éstos, 

es posible modular el papel desempeñado por cada uno de estos factores en el deterioro final de 

la lesión proliferativa. 

Estado excitado 
singlete Estado 
  Triplete 

Luz 
Estado 
basal 

Cierre de vasos 
sanguíneos 

Muerte celular 
Necrosis y apoptosis 

Célula 
dendrítica 

Neutrófilo 

Figura 5. Mecanismo de acción de la TFD en tumores. El oxígeno singlete (102) al reaccionar puede 
matar directamente las células tumorales mediante la inducción de necrosis y/o apoptosis, destruir la 
vascularización del tumor, y producir una respuesta inflamatoria aguda que atrae polimorfos nucleares 
neutrófilos y células dendríticas. Esquema modificado de Castano et. al. [66]. 

La destrucción celular directa del tumor por la TFD es causada por el daño irreversible 

de sitios vitales subcelulares, como son la membrana plasmática, lisosomas, mitocondrias, 

aparato de Golgi y retículo endoplásmico (RE). Como la mayoría de los FS no se acumulan en 

los núcleos celulares, la TFD tiene bajo potencial de causar daños en el ADN, generar 

mutaciones y carcinogénesis en comparación con otras terapias como la radiación X [64]. En 

14 



INTRODUCCION

general se asume que la localización intracelular de los FS coincide con el sitio primario 

fotodaño. Puesto que el oxígeno singlete tiene una vida media muy corta en las células, sus 

dianas intracelulares están situadas cerca de los lugares donde se encuentra el sensibiliz,ador 

[67]. Algunos estudios han informado sobre la relocalización de ciertos FS después de la 

irradiación, lo que sugiere que además del sitio principal, el fotodaño puede propagarse 

rápidamente a otras localizaciones subcclulares [68]. La naturaleza molecular de los sitios de 

foto-oxidación tiene una profunda influencia en las vías de señalización y en el tipo de muerte 

celular iniciada por la TFD. Generalmente, los compuestos fotoactivos localizados en 

mitocondrias o en RE promueven la apoptosis, dentro de un cierto umbral de estrés oxidativo, 

mientras que aquellos localizados en la membrana plasmática o lisosomas, pueden retrasar o 

bloquear la muerte celular programada y generar necrosis [69]. Además la autofagia puede ser 

inducida por la TFD en el intento de reparar y sobrevivir al fotodaño lo cual puede ser 

convertido en una señal de muerte celular si la respuesta inicial falla [70-72]. Por lo tanto, los 

mecanismos letales iniciados por el proceso de fotosensibilización incluirán 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 daño irreversible en la 

membrana plasmática y orgánulos 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 daño a los tejidos normales. La 

morfología característica es de oncosis, que define una morfología con hinchazón 

citoplasmática, ruptura mecánica de la membrana plasmática, dilatación de organelas 

(mitocondrias, RE y aparato de Golgi), así como la condensación moderada de la cromatina 

[73]. 

Autofagia y TFD 

La autofagia presenta vacuolización masiva del citoplasma y no genera condensación de 

la cromatina. Se caracteriza por el secuestro de material citoplásmico dentro de autofagosomas 

para su degradación por las enzimas lisosomales. Los autofagosomas por definición, son 

estructuras subcelulares de doble membrana y contienen partes de citoplasma como citosol y 

restos de orgánulos [74]. Tal morfología es lo que permite que sean distinguidos por 

microscopía electrónica de transmisión de otros tipos de vesículas como endosomas, lisosomas 
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o cuerpos apoptóticos [75]. La fusión entre autofagosomas y lisosomas genera autolisosomas, 

en los que tanto la membrana interna autofagosomal y su contenido luminal se degradan por 

hidrolasas lisosomales ácidas. Este proceso catabólico marca la culminación de la vía de la 

autofagia. Otro marcador de vacuolas autofágicas es la redistribución de una proteína de fusión 

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 vías de señalización, tanto intrínseca como extrínseca en la 

célula individual, que se regula por factores pro y anti-apoptóticos [77]. Tras la absorción de 

uno o más 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 

morfológicamente caracterizado por la condensación de la cromatina, la escisión del ADN 

cromosómico en fragmentos intemucleosomales, el encogimiento celular, la formación de 

ampollas en la membrana, la formación de cuerpos apoptóticos sin ruptura de la membrana 

plasmática, la exposición de fosfatidilserina a la cara exterior de la membrana plasmática, y la 

fagocitosis por las células vecinas. 

Los FS localizados en las mitocondrias pueden causar daño inmediato al ser irradiados, ya 

que interaccionan con una serie de proteínas anti-apoptóticas y proteínas pro-apoptóticas, lo que 

provoca la liberación de moléculas y la activación de caspasas (por sus siglas en inglés: 

cysteine-dependent aspartate-directed proteases) [33]. Todas las caspasas se sintetizan como 

proenzimas o zimógenos y se activan en respuesta a una señal apoptótica ya sea como caspasas 

iniciadoras o caspasas efectoras [81]. La apoptosis vía caspasa dependiente puede se extrínseca 

o intrínseca, en la que las caspasas iniciadoras -8, -10 y -9 activan directamente las procaspasas 

efectoras -3 y -7 [81]. 

La vía extrínseca es activada por la unión 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 homotrimerización del receptor que, a través de proteínas 

adaptadoras (como FADD) y con la formación de un complejo de señalización de inducción de 
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muerte (DISC) que recluta las caspasas iniciadoras -8 y -10 e inducen su activación por 

dimerización. 

En la vía intrínseca las mitocondrias ocupan un papel central y, aunque son organelas 

esenciales para la producción de energía metabólica en forma de ATP, numerosos estímulos 

intrínsecos y extrínsecos activan diferentes vías de señalización para inducir la 

perrneabilización de las membranas mitocondriales (PMM). Esta permeabilización genera la 

liberación al citosol de varias proteínas apoptogénicas, almacenadas en el espacio 

intermembrana mitocondrial [82, 83], activadores de caspasas como citocromo c. OmiilltrA2 y 

Smac/DIABLO así como factor inductor de apoptosis (AlF) y endonucleasa G (Endo G), que 

actúan de una manera independiente de caspasas [84]. El citocromo c, mediante la unión a 

Apaf-1 y en presencia de ATP, conduce al reclutamiento y la activación de la procaspasa-9 a 

través de la formación de un complejo llamado apoptosoma. Una vez libre en el citosol, 

Omi/HtrA2 y Smac/DIABLO antagonizan la actividad de los inhibidores endógenos de las 

caspasas (IAP) promoviendo así la activación de la caspasa, mientras AIF y EndoG translocan 

al núcleo, donde median la condensación de la cromatina y la fragmentación del ADN a gran 

escala, de forma independiente de la señalización de caspasas [85. 86]. La inducción de la 

permeabilidad de la membrana mitocondrial interna (MMI) puede consiguientemente generar la 

pérdida del potencial de membrana mitocondrial (Awin) y la hinchazón osmótica de la matriz 

que puede conducir a la ruptura de la membrana mitocondrial externa (MME), posiblemente 

debido a que la misma tiene un área de superficie más pequeña en comparación con la de la 

MMI, lo que resulta en la liberación de factores apoptogénicos de las rnitocondrias. El 

desacoplamiento mitocondrial, daría lugar a una drástica caída en los niveles de ATP citosólico, 

y la consiguiente pérdida de la viabilidad [68]. La figura 6 resume las vías de señalización que 

conducen a la apoptosis descripta previamente. 

La familia de proteínas Bc1-2 han sido consideradas como uno de los principales 

reguladores en la ruta intrínseca del proceso apoptótico [77]. Debido a la homología compartida 

entre cuatro regiones conservadas llamadas homologías Bc1-2 (BH) dominios 1-4, esta familia 

es dividida en 3 grupos: uno con actividad anti-apoptótica, es decir que promueven la 

supervivencia celular e incluye a Bc1-2, Bc1xL, Bclw y Mcl-1 . Los otros grupos presentan 

actividad pro-apoptótica, 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-

apoptóticos 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 

fotodaño en las proteínas anti-apoptóticas y activar los miembros pro-apoptóticos 
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desencadenando la muerte [64]. La activación de Bax y Bak implica la homo-dimerización y 

oligomerización dentro de la 114154E. lo que conduce a la formación de poros mitocondriales y a 

la liberación de proteínas apoptogénicas [88]. Por lo cual alteraciones en la expresión de los 

miembros de las proteínas de la familia Bc1-2 posterior a la TFD han sido reportadas en 

diversas líneas celulares y tipos de tumores [89]. Los FS que se acumulan en los lisosomas o en 

el RE pueden inducir la activación de caspasas mediada por Bax [24]. 
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Figura 6. Vías de señalización que conducen a la muerte celular por apoptosis. Dependiendo del tipo de 

estímulo apoptótico, se pueden activar diferentes vías como la vía extrínseca o intrínseca. La vía 

extrínseca mediada por los receptores de muerte o la vía mitocondrial o intrínseca, además pueden 

inducirse otras vías por la liberación mitocondrial de la oxidorreductasa AIF y la endonucleasa 
mitocondrial Endo G. Adaptado de Gel! Signaling technology®. 
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Participación de la familia de la MAPKs en la apoptosis mediada por TFD 

Las MAPKs, proteínas quinasas activadas por mitógenos, integran son una compleja red 

de señalización celular que en última instancia regula la expresión génica en respuesta a 

diversos estímulos extracelulares. Las tres familias de MAPK conocidas son: las quinasas 

reguladas por señales extracelulares (ERK), las quinasas activadas por estrés c-Jun N-terminal 

(JNK), y la p38mAPK [90]. La figura 7 grafica la activación de las diferentes vías de MAPK y los 

posibles estímulos que conllevan a su activación. La activación de MAPKs por TFD ha sido 

reportada en varias líneas celulares utilizando diferentes FS [24, 91, 92]. 

Vía de las ERK 1/2 en la muerte celular 

Esta familia presenta dos isoforrnas ERK1 y ERK2 y la cascada es activada por gran 

cantidad de estímulos tanto extracelulares como intracelulares. A pesar de que la vía de las 

ERK ha sido siempre relacionada con la sobrevida en la gran mayoría de los tipos celulares, 

también puede contribuir en la muerte celular [93-95]. Además, se describió que las ERO 

pueden activar las Raf/MEK/ERK 1/2 e inducir apoptosis [96. 97]. 

Los mecanismos a través de los cuales la vía de las ERK median la apoptosis, 

permanece poco conocida y parece ocurrir a diferentes niveles del sistema de transducción de 

señales. Por un lado se postula que ERK podría actuar en la vía intrínseca de la apoptosis a un 

nivel por encima de la mitocondria, favoreciendo la liberación de citocromo c con la 

consiguiente activación de la caspasa 3 y culminando con aquel tipo de muerte celular [98]. 

Otros estudios indican que ERK 1/2 podría mediar la up-regulación de Bax y p53 inhibiendo la 

acción de proteínas antiapoptóticas como Bc1-2 y Bc1-xl en la rnitocondria [99, 100]. Además 

ERK 1/2 fosforila directamente p53, reforzando su rol pro-apoptótico. Otros datos, también 

vinculan la vía ERK 1/2 con la activación de la vía extrínseca de la apoptosis, ya que esta 

kinasa up-regula la expresión de TNFa y la activación de la caspasa 8 [101]. 

Vía de las JNK 

Estas quinasas fueron identificadas originalmente como proteínas quinasas activadas por 

el estrés (SAPKs). Posteriormente fueron denominadas como JNKs para enfatizar su rol en la 

fosforilación y activación del factor de transcripción c-jun. Las JNK son activadas en respuesta 

a citoquinas, radiación Uy, la supresión de factores de crecimiento, agentes que dañan la 

integridad del ADN y algunos factores de crecimiento presentes en el suero [102]. Ante 

diversas situaciones con estímulos estresantes la activación de las JNK puede tener importantes 
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influencias a nivel celular, como la expresión alterada de genes, la muerte celular o 

modificaciones en la proliferación celular. Al igual que las ERK1/2, las JNK pueden re-

localizarse en el núcleo luego de su activación, pero en menor proporción que las ERK. El rol 

de JNK en la apoptosis ha sido bien establecido, sin embargo los mecanismos aún parecen 

controvertidos y aparentarían ser específicos en cada tejido y ante cada estímulo [97]. Se ha 

vinculado esta proteína con miembros pro y anti- apoptóticos de la familia Bc1-2, ya sea 

inhibiendo los anti-apoptóticos, como activando los pro-apoptóticos. También se describió que 

la caspasa 3 activa JNK [103]. 

Vía de p38mAPK

La relación entre la muerte celular por apoptosis y la vía p38MAPK ha sido evaluada en 

numerosos estudios [89]. La activación de p38mAPK fue observada en células que están 

muriendo por apoptosis inducida por diferentes estímulos. Numerosos agentes 

quimioterapéuticos requieren la activación de p38mAPK, y la inhibición de ésta quinasa ha sido 

relacionada con la apoptosis en respuesta al daño en el ADN inducido por diferentes agentes 

[104]. Por otro lado, la administración de inhibidores de caspasas disminuye la activación de 
p38 MAPK, por lo que esta tendría un rol ejecutor de la actividad de la caspasa, sin embargo, la 

sobre-expresión de MKK6 induce un incremento en la actividad de esta enzima, lo que 

indicaría que también participa como activador corriente arriba de la misma [105]. Otro 

mecanismo por el cual participaría en la apoptosis es a través de la fosforilación y regulación de 

Bc1xL, y del aumento en la activación de p53 [106]. 

Prolderac leo Diferentlacihn 

Factores de 
crecIrnierilo 

Muerte celular EaPfosión de garles 

Figura 7. Vías de señalización de las MAPK y los posibles efectos luego de su activación [97]. 
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ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO Y TFD 

La producción de ERO es un mecanismo necesario en múltiples procesos biológicos tales 

como la señalización celular, el sistema inmune y la contracción muscular [107]. Los complejos 

I y III de la cadena respiratoria mitocondrial son los principales generadores de ERO en 

condiciones fisiológicas, al producirse la oxidación 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 reducción del oxígeno molecular de forma incompleta y 

dando lugar a la formación del anión superóxido ("02) el cual es liberado a la matriz 

mitocondrial [108]. Este radical libre puede inducir la producción de nuevas ERO, como el 

peróxido de hidrogeno (H202). Esta molécula, a su vez, en presencia del ion Fe2+ y mediante la 

reacción 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 Am, mayor es la probabilidad de formación de ERO. Se sabe también que la tasa de 

producción de ERO es inversamente proporcional a la disponibilidad de ADP intra-

mitocondrial [109, 110]. 

La producción excesiva de ERO induce un estado de daño o estrés oxidativo, lo cual 

puede inducir la oxidación de los ácidos grasos, proteínas y/o ácidos nucleicos [111]. Frente a 

este daño oxidativo, la célula dispone de sistemas de defensa antioxidantes con el objetivo de 

disminuir la concentración de ERO o el daño producido por los mismos. Los sistemas 

antioxidantes que protegen a la célula pueden ser enzimáticos y no enzimáticos. Entre los 

primeros se encuentra la superóxido dismutasa (SOD), la catalasa, la glutatión-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 reacción de dismutación del superóxido a oxígeno y peróxido de hidrógeno [112, 

113]. La catalasa se localiza preferentemente en los peroxisomas y cataliza la reacción de 

conversión del peróxido de hidrogeno a agua [114]. La glutatión-peroxidasa se localiza tanto en 

el citoplasma celular como en la mitocondria, y participa en la reducción del peróxido de 

hidrogeno y otros peróxidos convirtiendo el glutatión reducido a su forma oxidada [115]. El 

sistema de las peroxirredoxinas [116] y tiorredoxinas [117] catalizan la reducción de peróxidos, 

encontrándose en la mitocondria algunos de sus componentes. Entre los sistemas no 

enzimáticos se agrupan una serie de moléculas que evitan la propagación de las reacciones de 

los radicales libres, como el glutatión, la vitamina E, la vitamina C, los P-carotenos, el ácido 

úrico, la bilirrubina y la albúmina [118]. 
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La cadena respiratoria (CR) consta de cinco complejos enzimáticos multiproteicos 

localizados en la membrana mitocondrial interna. Los electrones procedentes de NADH y 

FADH2 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-nucleótido (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 proteínas, entre ellas la enzima succinato deshidrogenasa, componente del ciclo 

de Krebs. En este complejo, los electrones provenientes de FADH2 son donados a la CoQ desde 

allí son transferidos al citocromo c a través del Complejo III (coenzima Q-citocromo c 

reductasa). Este complejo contiene algunas subunidades con centros redox utilizados en la 

generación de energía y están representadas por citocromo b, un centro de hierro-azufre y 

citocromo ci [119]. El complejo IV (citocromo c oxidasa) transporta los electrones donados por 

la ferrocitocromo c al oxígeno molecular [120]. La reacción redox del citocromo c y el oxígeno 

molecular es irreversible, siendo el citocromo c oxidasa una enzima clave en la producción de 

energía [121]. El complejo V o ATP sintasa es responsable de la síntesis de ATP, está formado 

por un catalizador soluble que se encuentra en la matriz mitocondrial (Fi -ATPasa) y un 

componente de membrana (Fo- ATPasa), que contiene un canal de protones y es sensible al 

antibiótico oligomicina [119]. 

Los complejos I, III y IV, además de participar en la transferencia de electrones, tienen la 

capacidad de bombear protones desde la matriz mitocondrial al espacio intermembranas, 

formando un gradiente electroquímico. Este gradiente provoca una polarización 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 síntesis y la hidrólisis de ATP [119]. La figura 8 

esquematiza la ruta de señalización de apoptosis mediada por estrés oxidativo y la cadena 

respiratoria mitocondrial con sus respectivos complejos. 
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Figura 8. Ruta de señalización 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 activación de factores de transcripción, capaces de regular la viabilidad celular a 
través de la expresión de genes tanto pro como anti-apoptóticos. Sea cual sea la vía, el citocromo c 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 el aL 
[123] y Fleury el al. [124]. 

PLANTEO DEL PROBLEMA 

La búsqueda 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 clínica tienen el inconveniente de ser compuestos muy costosos limitando 

así el acceso de esta terapia a un número selecto de pacientes. Con el objeto de aportar alguna 

solución a esta problemática, nos hemos propuesto obtener un FS de bajo costo que pueda ser 

utilizado en el tratamiento fotodinámico. 

La riboflavina (RF), es un compuesto hidrosoluble perteneciente al complejo vitamínico 

B2, químicamente denominado 6,7-dimetil-9-0-1-ribitil isoaloxazina. Este compuesto juega un 

importante papel biológico como sensibilizador fotoquímico, ya que participa en numerosas 
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reacciones de óxido-reducción 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 

metabólicas redox por diferentes sistemas enzimáticos. 

HO 
RIBOFLAVINA 

HO., 

RF OH 

o 

Figura 9. Estructura química (le la RF y esquema representativo de los mecanismos tipo I y tipo II de 

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

Cuando la RF es fotoactivada por la radiación visible, alcanza un estado triplete 

excitado, desde el cual puede interactuar directamente con un sustrato para generar intermedios 

radicales y ERO tales como: anión superóxido (-02') radical hidroxilo (OH') y peróxido de 

hidrógeno (H202) (mecanismo tipo I). Además, este compuesto fotoactivado puede transferir 

energía al oxígeno molecular, generando así oxígeno singlete (10 2) por un mecanismo diferente 

(mecanismo tipo II) [127-129] (Figura 9). Este último desempeña un papel importante en la 

citotoxicidad generada por la TFD [130], ya que el 102 es una especie altamente reactiva. La 

RF, además 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 producción de ERO 

y la muerte de células tumorales [131-136]. 

Sin embargo, debido al perfil hidrosoluble de la RF, su incorporación en diversos tejidos 

es baja, por lo tanto, muchos estudios han utilizado ésteres derivados de RF porque poseen 

mayor hidrofobicidad aumentando su afinidad e incorporación por las células y tejidos 
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mejorando su penetración [137, 138]. En particular, la riboflavina 2 ', 3', 4 ', 5'-tetraacetato 

(RFTA) conserva las propiedades fotosensibilizantes de RF [139], además la modificación 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 más estable [140]. En la figura 10 presenta 

la estructura química de este compuesto. Sin embargo, este compuesto todavía no ha sido 

empleado en TFD. Ambos compuestos presentan espectros de absorción similares, los cuales se 

encuentran en el rango de 325 a 446 nm de X. [141], por lo tanto, RF y RFTA podrían utilizarse 

en el tratamiento fotodinámico de lesiones epidérmicas superficiales. El presente estudio se 

centra en determinar la capacidad de RFTA para promover una mayor captación celular 

proporcionando una significativa actividad fotoquímica, por lo cual nos hemos propuesto 

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

membranas celulares y acumularse en las células. 

H3C 

H3C 
O 

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

Otro gran inconveniente en la actualidad para la aplicación de la TFD es el costo de las 

fuentes lumínicas utilizadas para la activación de los FS. Por este motivo se planteó desarrollar 

una fuente de luz con las longitudes de onda específicas para activar RF y RFTA la cual es de 

446 nm. A pesar de que la penetración de la luz en el tejido es baja, existen numerosas 

patologías superficiales de piel como carcinoma in situ de células escamosas y enfermedades 

psoriasiformes que podrían ser tratadas beneficiosamente con TFD mediada por RFTA 

empleando luz de 446 nm. Además, 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 citosólicos vertidos al espacio intercelular a través de las 

membranas plasmáticas dañadas de las células necróticas [142]. 
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HIPÓTESIS 

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 químicas que producen 

ERO. Estos compuestos producen daño oxidativo causando efectos citotóxicos culminando con 

la muerte de las células. 
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OBJETIVOS 1 

OBJETIVO GENERAL 

Determinar si la riboflavina y su éster derivado tetraacetato de riboflavina pueden ser 

efectivos en el tratamiento fotodinámico de patologías epidérmicas hiperplásicas y 

neoplásicas. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1) Modificar la molécula de riboflavina confiriéndole carácter lipofílico sin que pierda 

las características fotosensibles. 

2) Evaluar el efecto citotóxico de la Terapia Fotodinámica mediado por riboflavina y 

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

3) Caracterizar los tipos de muerte celular inducidos por Terapia Fotodinámica con 

riboflavina y tetraacetato de riboflavina, identificando los mecanismos celulares y 

moleculares implicados. 

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

activación lumínica de riboflavina y tetraacetato de riboflavina. 

5) Inducir hiperplasia e hipertrofia farmacológica en epidermis de ratones para 

revertirla mediante la aplicación del tratamiento fotodinámico con riboflavina y tetraacetato 

de riboflavina. 

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

riboflavina sobre la proliferación en queratinocitos hiperplásicos y neoplásicos. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1 FOTOSENSIBILIZADORES 

Los FS utilizados en este estudio fueron riboflavina (C17H20N406) (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, USA) y un éster derivado de RF, riboflavina 2', 3', 4', 5'- tetraacetato (C25H281\14010. 

La obtención de RFTA se realizó por medio de una reacción de acetilación descripta 

previamente [139] según modificaciones de la metodología propuesta por Ogasawara et al. 

[143]. 

Se añadieron 0,5 g de RF a 100 ml de una solución de anhídrido acético [(CH3C0)20] y 

ácido acético glacial [C211402] 1:1. Luego se adicionó gota a gota 1 ml de HC104. La mezcla 

se mantuvo a 40 °C durante 2 h. La reacción se enfrió a 0°C añadiéndole 10 ml de agua fría en 

bario de hielo y se realizaron 3 extracciones con 25 ml de CHC13 cada una. La fase orgánica se 

lavó 4 veces con 25 ml de agua fría seguido de 25 ml de una solución saturada de NaCl. El 

disolvente se evaporó en estufa de 60°C. Tanto el producto como la RF se caracterizaron por 

espectrofotometría UV-Visible entre 300 nm y 700 nm con una resolución de 1 nm en 

solución con agua destilada o cloroformo respectivamente, y en medio de cultivo completo a 

una concentración de 5 x 1 0 M, pH 7.4. 

En estudios en los cuales se emplean FS es de importancia determinar su fotoestabilidad 

ya que la exposición del FS a la luz puede cambiar sus propiedades de absorción y 

fluorescencia, lo que indica fotodegradación y/o formación de fotoproductos que resulta en 

una disminución de la fotoestabilidad [144]. Tales cambios pueden ser evidenciados por la 

aparición de nuevas bandas en el espectro de absorción específico del FS [145]. La 

degradación puede ser monitoreada por el cambio o la disminución del pico máximo de 

absorción del FS. Por este motivo nos propusimos estudiar la fotoestabilidad de RF (5 x 10-5) 

y de RFTA (1,7 x 10-5 M), irradiando las solución de dichos compuestos con diferentes 

densidades de energía (4,5, 9 y 18 J/cm2) realizando un espectro UV-visible posterior a cada 

irradiación. 

2.2 FUENTE LUMÍNICA 

Para realizar el presente trabajo se utilizó una fuente de luz desarrollada en el 

Departamento de Bioingeniería del Centro de Microscopia Electrónica, Facultad de Ciencias 

Médicas, Universidad Nacional de Córdoba. 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 irradiación de 96 cm2 (8 x 12 cm). La intensidad de irradiación de la lámpara a 
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5cm de distancia es de 45 mW/cm2. Para corroborar el pico de emisión de la misma se realizó 

un espectro de emisión entre 400 y 500 nm con una resolución de 2 nm. La figura 11 muestra 

fotografías de la lámpara descripta. 

Figura 11. Fotografías de la fuente de luz desarrollada 
con emisores LEDs de alta potencia, 25. 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 línea celular SCC-13; 

procedente de carcinoma escamoso facial y la línea celular HaCat de queratinocitos normales. 

Ambas líneas 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/m1 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 atmósfera húmeda con 5% 

de CO2 y 95% de aire. 

Las células se resembraron a una densidad de 3 x 104 células por pozo en placas de 96 

pozos, 2 x 105 células por pozo en placas de 6 pozos y 5 x 104 células en placas de 24 pozos 

sobre el mismo plástico o sobre cubreobjetos para técnicas de inmunodetección 24 h antes de 

su utilización en los distintos protocolos. 

2.3.2 Terapia fotodinámica en cultivo de células SCC-13 

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

13, las mismas fueron incubadas con RF o RFTA a diferentes concentraciones (25, 50, 100, 
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150 o 200 µM) por 3 h, y posteriormente se realizó el cambio de medio de cultivo e 

incubación por 24 h. 

Para evaluar el efecto sobre la viabilidad celular de los diferentes FS activados con la 

lámpara en estudio, las células fueron incubadas con los FS durante 3 h e irradiadas a 

diferentes densidades de energía (4,5, 9, 18 o 27 J/cm2). Se designaron células control a las 

células que fueron mantenidas en DMEM sin FS y sin irradiación, control luz células que 

fueron irradiadas en ausencia de FS, control FS células incubadas con RE o RFTA sin 

irradiación, y TFD a las células incubadas con FS (RF o RFTA) e irradiadas. La figura 12 

esquematiza los diseños experimentales descriptos. 
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Figura 12. Esquema de los diferentes diseños 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 Análisis del efecto de la TFD sobre la viabilidad y la proliferación celular 

2.3.3.1 Cuantificación de la viabilidad celular por ensayo de captación del rojo neutro 

Esta técnica de evaluación de citotoxicidad se basa en la inclusión por los endosomas 

y lisosomas de las células viables de rojo neutro, un colorante supravital, no tóxico. Cambios 

en la acumulación y retención de dicho colorante implican un dallo 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 reemplazó el medio de cada pozo por 100 gl de medio con rojo neutro (40 

ug/m1) y se incubaron durante 2 h. Posteriormente, luego de descartar dicho medio, se 

realizaron 3 lavados con PBS y se les adicionó solución decolorante (etanol 96%, agua 

desionizada y ácido acético glacial). Por último se efectuó la determinación analítica en un 

lector de microplacas equipado con un filtro de 540 nm para medir la absorbancia del 

colorante extraído de las células. En todos los casos se emplearon 4 pozos como mínimo por 

tratamiento y se realizaron al menos cuatro ensayos diferentes por tratamiento. 

2.3.3.2 Cuantificación de viabilidad celular por ensayo de reducción del MTT 

El mrr es un ensayo colorimétrico basado en la reducción del Bromuro de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), compuesto hidrofilico de color amarillo, a 

formazán, un compuesto azul hidrofóbico. Este proceso es realizado por la enzima 

mitocondrial succinato-deshidrogenasa de células metabólicamente activas. La cantidad de 

células vivas es proporcional a la cantidad de formazán producido. La capacidad de las células 

para reducir al mrr 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 exposición a un compuesto permite obtener 

información acerca de la toxicidad del compuesto que se evalúa. 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 reemplazó el medio 

por 100 gl MTT (0,1 mg/mi de FEBSS) y se incubaron durante 2 h a 37°C. Posteriormente se 

descartó dicho medio y se adicionó 100 Itlipozo de DMSO para disolver los cristales de 
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formazán. Por último se efectuó la determinación analítica 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 mínimo por tratamiento y se realizaron al menos tres ensayos diferentes por 

tratamiento. 

2.3.3.3 Ensayo de la incorporación de bromodeoxiuridina 

Para evaluar el efecto de la TFD sobre la proliferación celular se analizó la 

incorporación de bromodeoxiuridina (BrDU) mediante inmunocitoquímica. Células SCC-13, 

adheridas a cubreobjetos de vidrios de 12 mm y tratadas de acuerdo a cada diseño 

experimental, se incubaron con BrdU (3 mg/m1) durante 3 h antes de finalizar los protocolos. 

Posteriormente las células se fijaron con formaldehido al 4% en PBS por 30 mm n a 

temperatura ambiente, luego se lavaron con PBS y se permeabilizaron con Tritón X-100 al 

0,5% por 10 min. Luego, para bloquear la inmunoreactividad no específica las células fueron 

incubadas con PBS-BSA al 5% por 30 mm n a temperatura ambiente, y a continuación con un 

anticuerpo monoclonal contra BrdU (Amersham; Buckinghamshire, England) toda la noche a 

4 °C en cámara húmeda. 

Posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS y se incubaron las células con un 

anticuerpo biotinilado dirigido contra IgG de ratón (GE Healthcare; Buenos Aires, Argentina) 

diluido 1/130, durante 1 h a 37°C. Finalmente se realizó la incubación con el complejo 

avidina-biotina peroxidasa (ABC; Vector; Burlingame, USA) durante 30 mm n a temperatura 

ambiente. La peroxidasa unida específicamente se visualizó con una solución conteniendo 

diaminobenzidina (DAB, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 0,05% y H202 0,05% en PBS. 

Después de lavar con agua destilada se realizó la contracoloración con hematoxilina y el 

montaje de los vidrios con glicerol. A fin de establecer el porcentaje de células BrdU positivas 

se contaron con microscopio óptico 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 Análisis del Ciclo Celular 

Para realizar el análisis de las diferentes fases del ciclo, células SCC-13 fueron 

desprendidas empleando la solución TrypLETm Express (Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA) y 

fijadas en etanol/PBS (70% v/v). Posteriormente se realizó la centrifugación de las muestras 

(400 x g durante 5 mm ) y los pellets celulares se lavaron en solución 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 mm , y se tiñeron con yoduro de propidio 

(75 ItM; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) durante 1 h. La intensidad de fluorescencia se 

analizó mediante citometría de flujo utilizando BD FACS Canto II y el análisis del ciclo 

celular del contenido de ADN se realizó mediante el programa ModFit LT (Verity Software, 

Verity Software House, Topsham, ME, USA). 

2.3.4 Caracterización morfológica y bioquímica de la muerte celular 

2.3.4.1 Estudio de la morfología nuclear por microscopía de fluorescencia 

Con el objetivo de analizar y comparar la morfología nuclear de las células SCC-13 

luego de los diferentes tratamientos se empleó la técnica de tinción nuclear con Hoechst 

33258. Para ello 6, 12, 24 o 48 h posteriores a la finalización 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 fijación se añadió tritón al 0,1% en PBS durante 10 mm n a 

temperatura ambiente. Posterior a sucesivos lavados con PBS se realizó la tinción nuclear con 

Hoechst 33258 durante 10 mm n y el montaje con fluoromount. La fluorescencia se visualizó 

utilizando un microscopio Zeiss Axiovert 135. Las células en las diferentes fases de mitosis 

fueron determinadas mediante la formación y distribución de los cromosomas mientras que 

las células apoptóticas fueron caracterizadas por la condensación de la cromatina, 

marginación en la membrana nuclear y la fragmentación formando en algunos casos cuerpos 

apoptóticos. 

2.3.4.2 Estudio morfológico ultraestructural 

Microscopia óptica de alta resolución y electrónica de trasmisión 

En el presente trabajo de tesis, las muestras de células SCC-13 fueron fijadas en 

solución de Karnovsky (formaldehído 4% y glutaraldehído 2% en solución buffer de 

cacodilato pH 7,4) [147]. El glutaraldehído fue previamente purificado por destilación y el 

formaldehído preparado por despolimerización de paraformaldehído en solución acuosa a 80 

°C con ligera alcalinización. 

Posteriormente los pellets fueron lavados con buffer cacodilato y se post-fijaron con una 

solución de tetróxido de osmio al 1% en buffer cacodilato pH 7,4. A continuación las 

muestras fueron lavadas con buffer cacodilato y deshidratadas con soluciones de acetona 
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(Merck, Argentina) de concentraciones de graduación crecientes (50%, 70%, 90% y 100%) 

para ser incluidas en resinas epoxi hidrofóbicas con la siguiente composición: 

• Araldita 506 (48,5%) 

• Anhídrido dodecenilsuccínico (48,5%) 

• Dibutilftalato (0,5%) 

• Acelerador dimetilaminobenceno (2,5%) 

La polimerización de la resina se llevó a cabo en estufa durante 24 h a 60°C. La 

morfología celular se evaluó en primera instancia mediante microscopia óptica de alta 

resolución (MOAR). Para ello, se obtuvieron cortes semifinos (500 nrn de espesor) con 

ultrarnicrótomo Jeol JUM-7 provisto de cuchilla de diamante. Éstas secciones fueron 

coloreadas con azul de toluidina (ATO 1% en bórax al 1%) y observadas con microscopio 

fotónico. 

Para los estudios por microscopia electrónica de trasmisión (MET) se realizaron cortes 

finos (100 rim de espesor), los cuales fueron montados en grillas de níquel, contrastados con 

citrato de plomo y acetato de uranilo y posteriormente observados y fotografiados en un 

microscopio electrónico Siemens 101 A o Zeiss LE0906E. 

2.3.4.3 Detección in situ de DNA fragmentado 

La cuantificación de apoptosis se realizó por el método de detección in situ de DNA 

fragmentado o técnica de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP 

nick end labeling), la cual se basa en la detección de cortes del ADN a nivel internucleosomal 

que ocurren en las etapas iniciales de la apoptosis, marcando los extremos 3'-OH libre 

terminal con nucleótidos modificados (biotina-dUTP, DIG-dUTP. fiuoresceína dUTP) 

mediante una reacción enzimática [1481 La enzima desoxinucleotidil transferasa terminal 

(TdT) cataliza la polimerización de desoxirribonucleótidos en el extremo 3 del ADN. 

Las células SCC-1 3 adheridas a los cubreobjetos se fijaron con forrnaldehido al 4%, se 

lavaron con PBS y se permeabilizaron tritón 0,05% en PBS. Posteriormente, se realizó el 

ensayo utilizando un kit comercial (In Situ Cell Death Kit de detección, POD; Roche) de 

acuerdo a las especificaciones del fabricante. Brevemente, las células se incubaron con la 

"mezcla de reacción TUNEL- que contiene DIT y dUTP-fluoresceina. Después del lavado, el 

marcador incorporado en los sitios dañados del ADN, se reveló con un anticuerpo anti-

fluoresceína conjugado con la enzima peroxidasa. Después de lavar para eliminar el 

conjugado excedente, el complejo inmune se visualizó mediante una reacción con peróxido de 
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hidrógeno-diaminobenzidina. Se realizó una contracoloración con hematoxilina a fin de 

determinar con mayor certeza las células positivas. Los cubreobjetos se montaron con glicerol 

para su observación al microscopio fotónico y se realizó 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 

imágenes fueron tomadas con una cámara digital compacta Axiocam ERc5s Zeiss. 

2.3.4.4 Detección de la externalización de fosfatidilserina 

La detección de apoptosis se realizó por doble marcación con anexina V unido a 

ficoeritrina (anexina V/PE) y 7-aminoactinomicina D (7AAD) mediante citometría de flujo. 

La anexina V se une específicamente al fosfolípido: fosfatidilserina, el cual se encuentra en la 

cara interna de la membrana plasmática y es expuesto en la cara externa de dicha membrana 

cuando comienza el proceso de apoptosis. La redistribución de la fosfatidilserina en la 

membrana plasmática es una característica muy estudiada en células apoptóticas [149]. 7AAD 

permite determinar la integridad de la membrana plasmática la cual se pierde en el proceso 

apoptótico tardío o en células necróticas. Desde un punto de vista metodológico células 

adheridas a placas de cultivos fueron recogidas empleando la solución TrypLETm Express 

(Gibco, Invitrogen. Carlsbad, CA). Después de realizar los diferentes tratamientos 3x105

células fueron resuspendidas en 50 III de HEPES y luego incubadas con 3 p.1 de Anexina V-

PE por 30 mm n a temperatura ambiente. 7AA1) fue añadido inmediatamente antes del análisis 

citométrico. La fracción de células apoptóticas fue cuantificada en un citómetro de flujo y se 

utilizó el software Lysis II para la adquisición de datos y el análisis de los mismos se realizó 

con el software FlowJo. 

2.3.4.5 Estudio de proteínas involucradas en apoptosis y vías de señalización mediante 

Western Blot 

Para estudiar la expresión de diferentes proteínas se realizó electroforesis en geles de 

poliacrilamida y posterior inmunodetección por Western Blot. Las células SCC-13 cultivadas 

en placas de 6 pozos fueron usadas utilizando un scraper con la siguiente solución: SDS 

(4%), EDTA (2 mM) y Tris (50 mM) en agua miliQ, pi-1 6,8. Los usados fueron calentados 

durante 5 mm n a 100°C y centrifugados (10000 x g a 4°C durante 10 mm ) para eliminar los 

desechos celulares. Posteriormente, se congelaron las muestras por 2 h a -20°C, y luego de 

descongelarlas a 60°C se procedió a centrifugarlas nuevamente a fin de descartar la posible 
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presencia de fragmentos de ADN. Se retiró una alícuota de sobrenadante de cada muestra y se 

le agregó buffer de muestra (40% de glicerol, 100 mM Tris, azul de bromofenol, pH 6,8) en la 

proporción 25:100 (v/v) y 13-mercaptoetanol (concentración final 8%). El contenido de 

proteína se estimó 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 sembró la misma cantidad de proteínas (50ug por calle) 

para cada muestra en geles de SDS-PAGE al 10%. Para determinar el peso molecular de las 

diferentes proteínas de interés, en el mismo gel se corrió en paralelo una gama completa de 

proteínas de peso molecular conocido. La corrida electroforética se realizó 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/cm2 durante 1,5 h. 

Para verificar la eficiencia de la transferencia, los geles se tiñeron con azul de Coomassie y las 

membranas con solución de Ponceau. 

Inmunodetección: 

Las membranas de nitrocelulosa se bloquearon con 5% de albúmina bovina (BSA) en 

solución salina tamponada con Tris (TBS) (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5). Las 

proteínas de interés se detectaron después de la incubación durante toda la noche con 

anticuerpos específicos diluidos en TBS con Tween (TBS-T) + 2% de BSA en las siguientes 

diluciones: 

anti-Bax, anti-Bc1-2 (Biolegend, San Diego, CA, USA) y anti-caspasa-3 (Santa Cruz, 

Biotechnology, USA), 1: 1.000. 

anti-fosfo p38mAPI( (Millipore, Billerica, MA, USA) y total- p3 8MAPK (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-ratón (Millipore, Billerica, MA, 

USA) conjugados con peroxidasa (HRP) para la detección de la forma total o de los sitios 

fosforilados de las diferentes proteínas. 
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El revelado se realizó por sistema de quimioluminiscencia LumiGLO (Cell Signaling 

Technology, Beverly, MA, USA. La luz emitida fue capturada en placas fotográficas. Todas 

las etapas de bloqueo y de incubación fueron seguidas por tres lavados (5 mm ) con TBS-T 

(Tris 10 mM, NaC1150 mM, 0,1% de Tween-20, pH 7,5). 

Las membranas fueron incubadas con el anticuerpo contra P-actina (Santa Cruz, CA, 

USA), en una dilución de 1: 2000 para verificar que se sembraron las mismas cantidades de 

proteínas para cada muestra en el gel. El nivel de fosforilación de p38 MAPK
 y ERK 1/2 se 

determinó como una relación de la densidad óptica (DO) de la banda fosforilada/la DO de la 

banda total. El nivel de proteínas se determinó como una relación de la DO de la banda de 

proteína/DO de la banda de f3-actina. Las bandas se cuantificaron utilizando el software Scion 

Image®, NIH Image (Frederick, MD, USA.). El anticuerpo contra ERK 1/2 detectó 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 detectó una sola banda de 38 kDa. Anti-

Bax detectó una sola banda de 21 kDa. Anti-Bc1-2 detecta una sola banda de 28 kDa. Anti-

caspasa-3 detecta una sola banda de 32 kDa. El anticuerpo anti-f3-actina detectó una sola 

banda de 45 kDa. 

2.3.5 Estudio de producción de ERO y daño oxidativo generadas por la TFD 

2.3.5.1 Detección de la generación de oxígeno singlete 

La capacidad de generar oxígeno singlete de RF y RFTA se analizó utilizando como 

sondas 3-hidroxipiridina (3-0HP) y 9, 10-dimetilantraceno (DMA), respectivamente. 

Posteriormente se irradiaron dos soluciones: (/) RF (3,4 x 10-5 M)/3-0HP (3,7 x10-4 M) y (2) 

RFTA (1,7 x 10-5 M)/DMA (7,75 x10-5 M). Mediante espectrofotometría se midió la 

disminución de la absorbancia de la reacción cada minuto para 3-0HP en un máximo de 

absorbancia de 313 nm y cada 2 seg para DMA, en un máximo de absorbancia de 379 nm. 

2.3.5.2 Detección de ERO intracelular 

La producción de ERO intracelular se detectó utilizando el compuesto fluorescente 

diacetato de 2'-7'-diclorofluoresceína (H2DCFDA). El mismo es hidrolizado por las esterasas 

intracelulares a una molécula no fluorescente, la cual puede oxidarse a diclorofluoresceína 

(DCF) por la acción de ERO. La intensidad de fluorescencia fue detectada por microscopía de 

fluorescencia o por citometría de flujo. 
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Para evaluar si la terapia fotodinámica genera ERO las células SCC-13 se cultivaron en 

placas de 6 pozos a una concentración de 2.5 x 105 células/pozo. Se adicionó al medio de 

cultivo 50 i_tM de RF o RFTA, y luego de 2 h de incubación las células fueron expuestas al 

derivado clorometilo de H2DCFDA (CM-H2DCFDA, 2,7 ItM) durante 1 h a 37°C en 

oscuridad. Posteriormente las células fueron irradiadas con diferentes dosis (4,5, 9 o 18 

J/cm2). Después de la incubación por 0,5, 1 o 2 h, se evaluó 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 citómetro de flujo 

FaCScan (Ortho Diagnostic System, Raritan, NJ). Para ésto, células tratadas en placas de 6 

pozos fueron levantadas con TrypLE ExpressTM (Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA) antes de su 

análisis. La intensidad de fluorescencia media (IFM) se utilizó como índice del nivel de ERO 

intracelular producido por los diferentes tratamientos. 

2.3.5.3 Detección de producción de anión superóxido 

La producción de anión superóxido (02-) citoplasmático se determinó mediante el uso 

de colorante fluorescente dihidroetidio (DHE) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Este ensayo 

se basa en la reducción de etidio por el anión superóxido a un compuesto fluorescente [152]. 

Después de 6 o 12 h de finalizado los diferentes tratamientos, las células se incubaron con 10 

µM de DHE en HBSS durante 30 mm n a 37 °C en la oscuridad. Posteriormente, las células se 

lavaron con HBSS por 5 mm n y la intensidad de fluorescencia de DHE en placas de 24 pozos 

se midió con una longitud de onda de excitación a 488 nm y de emisión a 585 nm, usando un 

lector fluorométrico de microplacas TECAN Genios Microplate Reader (Tecan Group Ltd., 

Gródig, Austria). 

2.3.5.4 Potencial de membrana mitocondrial (AIPm) 

La generación de ERO por parte de la mitocondria se encuentra íntimamente 

relacionada con el potencial de la membrana mitocondrial [153]. Al aumentar dicho potencial, 

se produce un enlentecimiento del flujo electrónico a través de la cadena de transporte de 

electrones, lo que favorece las reducciones incompletas del oxigeno y la formación de ERO. 

En este contexto, se propuso evaluar el A`Pm en células SCC-13 sometidas a la TFD mediante 

fluorometría y microscopía de fluorescencia utilizando un colorante catiónico lipofílico de 

carbociamina: JC-1 (5,5 ',6,6'-tetrachloro-1,1',3 ,3 '-tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine 

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 monómero que tiene 

emisión de fluorescencia a — 525 nm, mientras que en mitocondrias polarizadas forma 

agregados sobre la membrana con un máximo de emisión de fluorescencia a — 590 nm [154]. 

La proporción de ambas fluorescencias de JC-1 es dependiente sólo del potencial de 

membrana, y no está influenciada por el tamaño, forma o densidad mitocondrial. Estas 

características hacen de JC-1 un marcador sensible para el Allm. 

Para llevar a cabo este ensayo después de 6 o 12 h de finalizado los diferentes 

tratamientos, las células se incubaron con 5 µM de JC-1 en HBSS durante 20 mm n 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 midió con excitación a 550 y 485 nm y emisión a 600 y 535 

nm respectivamente, usando un lector fluorométrico de microplacas TECAN Genios 

Microplate Reader (Tecan Group Ltd., Gródig, Austria). 

2.3.5.5 Detección de grupos Sil no proteicos 

El glutatión es un antioxidante endógeno que se encuentra en estado reducido (GSH) u 

oxidado en proporción 9:1 en células sanas [155]. En el estado reducido, el grupo tiol de la 

cisteína es capaz de donar un equivalente de reducción a otras moléculas inestables, como las 

ERO. En esta etapa el GSH se convierte en reactivo, y reacciona rápidamente con otro 

glutatión en el mismo estado para formar disulfuro de glutatión (GSSG), el cual se regenera 

por la enzima glutatión reductasa. Un aumento en la proporción entre GSSG/GSH se 

considera un indicativo de estrés oxidativo. 

El contenido de GSH se midió 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 realizó un lavado con PBS 37°C y luego se le adicionó a cada pozo PBS-

Tritón 0,5% para la obtención de los homogenatos celulares totales. El contenido de cada 

pozo fue trasvasado a un ependorf con la adición al medio de ácido tricloroacético (TCA) al 

10% en frío; posteriormente se centrifugaron las muestras (5000 x g) a 4°C durante 10 mm , el 

sedimento de proteína se desechó y los grupos tioles libres se determinaron en el 

sobrenadante, para ello se tomaron 100 111 de cada muestra y se sembraron en placas de 96 

pozo por duplicado. Posteriormente se adicionaron 75 µ1 de TFK 1 M pH 7 para neutralizar la 

reacción y 25 µI de ácido 5, 5'-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB), el cual reacciona con los 

grupos SH convirtiéndose en TNB. El desarrollo del color resultante de la reacción entre el 

DTNB y los grupos tioles alcanza un máximo en 5 mm n y es estable durante 30 min. Por lo 
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cual en ese lapso de tiempo se leyó la absorbancia en 412 nm en un lector de microplacas 

TECAN Genios Microplate Reader (Tecan Group Ltd., Gródig, Austria), utilizando una curva 

de GSH como estándar. Los valores se expresan como porcentaje de control en ausencia de 

tratamiento de µmol NPSH/mg proteína. 

2.3.5.6 Determinación de contenido de grupos carbonilos en proteínas 

El daño oxidativo a proteínas fue evaluado por la determinación del contenido de 

grupos carbonilos (CCP), basada en la reacción 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 mm n y divididas en tres 

tubos previo a la toma de una alícuota para la cuantificación de proteínas totales, la cual fue 

realizada por el método mini-Bradford (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). A cada tubo se 

le adicionaron 200 ¡Al de TCA (20%); luego de agitarlos se los dejó en reposo en hielo durante 

5 min. Se centrifugaron las muestras durante 5 mm n a 16.000 x g y el precipitado fue 

resuspendido en 100 µ1 de NaOH 0,2 M. Posteriormente a cada muestra se le adicionó DNFH 

(4 µmol) en HC1 (2 M) o HC1 (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 mm n 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 mm n para asegurar la completa disolución del precipitado, la 

densidad óptica de las muestras fueron determinadas con un espectrofotómetro a 280 nm. La 

diferencia entre la DNFH y el HC1 fue usada para calcular los CCP. Los resultados fueron 

calculados como nmol de grupos carbonilos/mg de proteína, usando en coeficiente de 22.000 

x 106 mM-I cm -I para hidrazonas alifáticas. 

2.3.5.7 Respirometría de alta resolución 

El análisis de la respiración mitocondrial en células SCC-13 fue realizado a 37°C en un 

oxígrafo de alta resolución (2k-Oxygraph Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria). La 

calibración diaria del equipo se llevó a cabo con medio DMEM sin SFB. Las células se 

insertaron en la cámara a una concentración de 250.000 células/mi en DMEM sin FBS. En 

primer lugar, se procedió a la estabilización del consumo de oxígeno, para determinar la 

respiración basal, sin la adición de sustratos o inhibidores de la respiración, durante 25-30 
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min. Después de este período, se observaron los siguientes parámetros de la respiración 

mitocondrial: 

1) Respiración Basal: Medido por el consumo de oxígeno, sin la adición de sustratos o 

inhibidores. 

2) Producción de ATP estado IV de la respiración mitocondrial: Este estado 

representa el consumo de oxígeno causado por la transferencia de electrones a través de la 

CR. En este estado al no haber síntesis de ATP, se evaluó el consumo de oxígeno 

(aproximadamente durante 4 mm ) después de añadir 1 µI de oligomicina (4 mg/mi) 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 inhibición se caracteriza por una marcada 

reducción en el consumo de oxígeno [158]. 

3) Respiración máxima: Este parámetro representa el consumo de oxígeno observado 

después de la adición al medio de un desacoplador mitocondrial hidraxona carbonilcianeto-4-

trifluorometoxi-fenil (FCCP; 0,15 mM). Este compuesto desacopla la transferencia de 

electrones de la fosforilación oxidativa por la disipación de protones que forman un gradiente 

electroquímico a través de la membrana mitocondrial. Este parámetro indica la capacidad 

mitocondrial máxima para transferir electrones [159]. 

4) Capacidad de control respiratorio (respiración máxima/estado IV): Índice 

utilizado para determinar la contribución de los diferentes estados respiratorios, calculado 

mediante la respiración máxima y la respiración estado IV [160]. 

5) Producción extramitocondrial de ERO: Indica el consumo de oxígeno en la 

respiración mitocondrial, representada por la reducción incompleta de ERO. La producción de 

estas se observa después de la adición de rotenona (1 mg/m1), 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 oxígeno 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 concentración y flujo de oxígeno después de la adición de 

inhibidores y desacoplantes de la cadena respiratoria mitocondrial. 

2.4 DISEÑOS EXPERIMENTALES IN VIVO 

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

Cr1: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 fotoperíodo (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 fotodinámico con RFTA en un modelo de hiperplasia 

epidérmica murina inducida farmacológicamente 

En primera instancia, se realizó 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 determinó que la hiperplasia epidérmica óptima se logra con 3 

aplicaciones tópicas de 100 ¡al de una solución de laurilsulfato de sodio (SLS) 10% en agua 

destilada. Además, se planteó estudiar la regresión espontánea de tal lesión evaluando si la 

misma se revierte por si misma o si se mantiene y por cuánto tiempo una vez suspendido el 

estímulo. Se realizaron 3 aplicaciones tópicas de SLS cada 48 h y posteriormente tomas de 

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

Microscopía fotónica 

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 histológicas de 

rutina. Para el análisis morfológico se utilizaron cortes de 4 pm de espesor, obtenidos por 

medio de un micrótomo tipo Minot y coloreados con hematoxilina-eosina (H/E) siguiendo 

protocolos habituales. Para realizar los estudios histológicos comparando la respuesta al 

tratamiento de los distintos grupos experimentales, se tomaron microfotografías de cortes 

histológicos y se realizaron 10 mediciones del espesor de la epidermis de 10 fotografías de 

cada biopsia empleando el software ImageJ, con el posterior análisis estadístico 

correspondiente. 

2.4.1.1 Tratamiento preventivo 

Se evaluó el efecto de la TFD con RFTA como tratamiento preventivo de la generación 

de hiperplasia epidérmica, para lo cual se intercaló la aplicación de la TFD con el estímulo de 

SLS para contrarrestar la disminución espontánea de tal lesión. La TFD fue realizada en la 

zona de piel tratada con SLS mediante la aplicación tópica de una solución 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 energía de 18 J/cm2. Pasadas las 48 h de la última aplicación de 

TFD, se tomaron biopsias de piel previa anestesia de los animales con 100 µ1 de una solución 

de ketamina/xilazina (10:1 mg/m1) (Figura 13). Los controles empleados fueron piel normal, 

tratados con RFTA sin irradiación e irradiados sin RFTA. 

Modelo de hiperplasia epidérmica 

SLS SLS SLS Biopsia 

Mal EN 11111Z Orli 11311 11E11 1112 

Días 

Tratamiento preventivo de hiperplasia epidérmica 

TFD TFD TFD 
SLS I SLS I SLS Biopsia 

111111 IIIIII 1E111 11=1 1111111113111 lEill 113111 

Días 

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

2.4.1.2 Tratamiento terapéutico 

En segunda instancia se evaluó 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/cm2

(Figura 14). La toma de biopsias y procesamiento del material fueron realizados como se 

describió anteriormente. 
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Modelo de hiperplasia epidérmica 

SLS SLS SLS 

ERZ MEI 1E11 n 11131 11/11 

Tratamiento terapéutico de hiperplasia epidérmica 

SLS SLS SLS 

11;:=2 ERE ME 11011 KM MEM 

Dias 

SLS 
TFD 

1 

Biopsia 

Ilika0101

11Ell Ea MEI MI 1112 MI ELE 

TFD 
Biopsia 

MEI ims 111111 ItEll Nal ICE 

SLS 
TFD

SLS 

Figura 14. Esquema del modelo experimental llevado a cabo para la inducción de hiperplasia 
epidérmica y del tratamiento terapéutico de dicha lesión. 

2.4.1.2.1. Efecto del tratamiento terapéutico sobre la proliferación de células 

epidérmicas 

La localización e intensidad de la expresión proteica in situ de Ki-67 fueron examinadas 

mediante inmunocitoquímica debido a que esta proteína se expresa en células que se 

encuentran en las fases G1, S, G2 y M, y está 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 I.tm y montadas en portaobjetos pre-tratados con silano y procesadas como se 

describe a continuación. Los cortes de tejido fueron desparafinados e hidratados con 

inmersiones de 3 mm n de los portaobjetos en una serie de soluciones: xilol 100%, xilol/alcohol 

100%, alcohol 100%, alcohol 95%, alcohol 90%, alcohol 70% y PBS. La recuperación 

antigénica se realizó en buffer EDTA pH 8 durante 3 mm n en microondas al 100% de potencia 

(750 W) y 14 mm n en microondas al 20% de potencia; pasados los 20 mm n se realizaron 

lavados con PBS. El bloqueo de la peroxidasa endógena se realizó con H20 2 3% en metanol 

por 15 mm n y el bloqueo posterior de uniones no específicas fueron realizadas con suero 

normal de cabra 1:20 diluido en PBS-leche por 20 mm n a TA en cámara húmeda. 

La incubación 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 cámara húmeda. Luego se 

realizaron 3 lavados con PBS por 5 mm n cada uno y la incubación con el anticuerpo 

secundario conjugado con biotina (IgG anti-mouse, Amersham Pharmacia, USA) 1:130 

durante 30 mm n a TA en cámara húmeda. 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 

mm n a TA y se lavaron con PBS. A continuación se realizó la incubación con 

diaminobenzidina (DAB, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 0,05% y H202 0,05% en PBS por 

10 mm n en oscuridad a TA y luego de realizar lavados con agua destilada y deshidratación se 

realizó el montaje con entellán (Merck, USA). Para demostrar la especificidad de las 

reacciones inmunohistoquímicas, las secciones fueron incubadas con PBS-BSA 1%, en 

reemplazo del anticuerpo primario. La cuantificación se realizó sobre al menos 30 fotografías 

de cortes de epidermis de cada animal a una magnificación de 40X, obteniendo una longitud 

de membrana basal de 5,9 ± 2,l mm. 

2.4.1.2.2. Efecto del tratamiento terapéutico sobre la muerte de células hiperplásicas 

La apoptosis se detectó por inmunocitoquímica in situ mediante el método de TUNEL. 

En secciones parafinadas de 5 vt.m de epidermis de ratón montadas en portaobjetos tratados 

con poli-L-lisina. Los cortes fueron desparafinizados con xilol e hidratados con una serie 

decreciente de alcoholes-PBS. La permeabilización del tejido se realizó efectuando la 

digestión enzimática con Proteinasa K libre de nucleasa (Roche, Mannheim, Alemania) a una 

dilución de 10 pg/m1 en TRIS/HCl 10 mM, pH 7,4-8. Luego de dos lavados con PBS se 

realizó el bloqueo de uniones inespecíficas con PBS-BSA 5% durante 30 min. 

Posteriormente se procedió a la aplicación del Kit comercial siguiendo las instrucciones 

sugeridas por los fabricantes (In 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 H202 0,05% en PBS. Se realizó una contratinción 

con hematoxilina y las secciones fueron deshidratadas y montadas para ser visualizadas al 

microscopio fotónico. Como control positivo se utilizaron cortes tratados con DNAsa Tipo I 

(Invitrogen, Carlsbad, CA) 5000 unidades/m1 en Tris-C1, durante 10 mm n a TA, ya que dicha 

enzima genera cortes en la cadena de ADN a nivel intemucleosomal y permite que los 

extremos 3'-OH ADN queden libres. Los controles negativos se realizaron sobre cortes 

histológicos sometidos a las mismas condiciones de reacción pero reemplazando la enzima 

TdT por agua destilada. 

Las secciones histológicas fueron analizadas en un microscopio fotónico Zeiss 

Axioskop a una magnificación de 40 X. El número de células apoptóticas en epidermis se 

calculó empleando la siguiente fórmula: 
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Apoptosis: células TUNEL -positivas 

mm de membrana basal 

El conteo se realizó sobre al menos 30 fotografías de cortes de epidermis de cada animal 

a una magnificación de 40 X, obteniendo una longitud de membrana basal de 5,9 ± 2,1 mm. 

2.4.2 Modelo de generación de papilomas cutáneos 

La generación de los papilomas cutáneos se llevó a cabo con una aplicación tópica del 

iniciador de tumor 7,12-dimetilbenz(a) antraceno (DMBA, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

25 nmoles en 50111 de DMSO, y posteriores aplicaciones del agente promotor 12-0-

tetradecanoilforbol-13-acetato (PMA, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 3,4 nmoles en 25111 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 aplicó tópicamente 

200µ1 de una solución 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 irradió con densidad de 

energía de 18 J/cm2. Una vez finalizado el tratamiento se sacrificaron los animales y se evaluó 

la respuesta a la terapia fotodinámica mediante el análisis macroscópico del número de 

papilomas por animal, papilomas restantes después de la irradiación y tamaño de los mismos 

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

CONTROL 

DMBA TPA Sacrificio 

// /I I I 

1 
Tiempo en Semanas 

TERAPIA FOTODINAMICA 

DMBA 

4 
1 

Tiempo en Semanas 

TPA TFD sacrificio 

441-114111144A44_4_ 
13-17 22 

Figura 15. Esquema del modelo experimental llevado a cabo para la 
inducción y para el tratamiento de papilomas. 
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2.5 ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 

Para validar los resultados obtenidos en los diferentes estudios se llevó a cabo el análisis 

estadístico de los datos obtenidos para cada grupo. Se estableció la media ± error estándar 

para cada parámetro evaluado y los valores fueron procesados estadísticamente mediante test-

t de Student o análisis de varianza (ANOVA) de una vía, seguido por el análisis post-hoc de 

Tukey o de dos y tres vías por post-hoc de Bonferroni, aplicando el programa informático 

InfoStat 1,5 (Grupo InfoStat. Facultas Ciencias Agropecuarias, Universidad Nacional de 

Córdoba). Los gráficos 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 Caracterización de los fotosensibilizadores e intensidad emitida por la 

lámpara a diferentes longitudes de onda 

Para evaluar si la emisión de luz generada por la lámpara multi-LEDs es específica para 

activar dichos FS, se realizó el espectro de emisión el cual refleja la intensidad relativa 

emitida a diferentes longitudes de onda. Los resultados muestran que la lámpara emite en el 

rango azul del espectro visible con un pico de máxima intensidad a 446 nm (Figura 16A). 

Para determinar el pico máximo de absorbancia de RF y RFTA se realizaron los espectros 

UV-Visible de ambos FS en soluciones: RF (5 x 10-5 M) y RFTA (5 x 10-5 M) en DMEM, pH 

7,4 (Figura 16B). Los resultados muestran que tanto RF como RFTA presentan un pico 

máximo de absorbancia a 446-447 nm. 

Espectro UV-Visible de ambos fotosensibilizadores y espectro de 
emisión de la lámpara multi-LEDs 

A 17
0,6 

0,5 

3 0,4 

271 0,3 

0,2 

0,1 

0,0 

-0,1 

RF 
—RFTA 

300 400 • 600 
Lcngitud de oncia (mi) Longitud de onda (mi) 

Figura 16. (A) Espectro de emisión de la lámpara multi-LEDs, en el cual se observa la intensidad 
relativa emitida a diferentes longitudes de onda. (B) Espectro UV-Visible de RF y RFTA (501M) 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 irradiación, fue analizada mediante espectros 

UV-visible de RF (5 x 10-5) y RFTA (1,7 x 10-5 M). Los resultados permitieron demostrar que 

luego de la irradiación con diferentes densidades de energía (4,5, 9 y 18 J/cm2), RFTA no 

disminuye su pico máximo de absorbancia y no presenta bandas de absorbancia diferentes a la 
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solución sin irradiar: O J/cm2, lo que no ocurre con RF, ya que este FS pierde su estabilidad 

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

Estabilidad de RF y RFTA posterior a la Irradiación 
a diferentes dosis con 444nm 

1,0 — O xem2 RF 
4.5J/cm2 

0,8 — 9 ..I/cm2
• 

1,0 RFTA 

0,0 0,0 
250 300 350 400 450 500 250 300 350 400 

Longitud de onda (mi) Longitud de onda (nm) F
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a
b
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d
a
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Figura 17. Espectro UV-Visible de RF y RFTA demostrando la fotoestabilidad de los compuestos 
irradiados con diferentes densidades de energía. 

3.1.3 Determinación de la generación de oxígeno singlete por RF y RFTA 

La capacidad de generar oxígeno singlete se empleó como indicador del potencial 

fotosensibilizador del compuesto, para lo cual RF y RFTA fueron fotoactivados con diferentes 

dosis de luz en una solución con 3-hidroxipiridina (3-0HP) y 9,10-dimetilantraceno (DMA) 

respectivamente. Mediante espectrofotometría UY-visible se midió la disminución de la 

absorbancia de 3-0HP y DMA, generada por la fotooxidación de ambos compuestos al ser 

irradiados con la lámpara en estudio. Esto permitió demostrar que ambos FS al ser irradiados 

con la lámpara en estudio generan oxígeno singlete al disminuir el pico de absorbancia a 313 

nm en el caso de 3-0HP y a 379 nm en el caso de DMA (Figura 18 A-B). 

La tasa de generación de oxígeno singlete se calculó por la ecuación: 

ln(30HPt/30HP0).-----kt y ln(DMAt/DMA0)=-kt, donde [30HP o DMA]O y [3011P o DMA]t

son las concentraciones de los dos compuestos antes y después de la irradiación 

respectivamente, 3-0HP (3,7 x10-4 M) y DMA (7,75 x10-5 M), los valores de k son las tasas 

de generación de oxígeno singlete y t es el tiempo de la irradiación. Mediante estos cálculos 

se determinó que la tasa de generación de oxígeno singlete es mayor para RFTA respecto a 

RF (Figura 18 C-D). 
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Figura 18. Espectro UV-visible para la determinación de los rendimientos cuánticos de oxígeno 
singlete de RF con 30HP (A) y de RFTA con DMA (B). Tasa de generación de oxígeno singlete en el 
tiempo por la irradiación de RF (C) y RFTA (D). 

3.2 TERAPIA FOTODINÁMICA EN CÉLULAS HUMANAS DE CARCINOMA 

ESCAMOSO 

El daño fotodinámico y la citotoxicidad generada luego de la aplicación de la TFD está 

en estrecha relación con diversos factores como: tipo celular, FS utilizado, dosis de FS 

administrada, dosis de luz, tiempo entre la administración del FS y la irradiación y 

localización del FS en el momento de la fotoactivación [3, 641. Debido a estos antecedentes se 

realizó la puesta a punto del tratamiento fotodinámico empleando células de la línea SCC-13, 

estableciendo las dosis óptimas de luz, concentración de FS: RF y RFTA y los tiempos de 

incubación adecuados para generar la muerte celular por un proceso programado. El tiempo 

de incubación post-tratamiento fue particular para cada metodología empleada. 
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3.2.1. El tratamiento fotodinámico genera disminución 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 captación 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 

concentración de 50 µM, no causan toxicidad en las células tumorales. Sin embargo, cuando 

las células fueron incubadas a concentraciones más elevadas (150 µM) con el RF o RFTA, el 

porcentaje de supervivencia celular disminuyó a 20,7 ± 0,75 y 25,02 ± 6,03, respectivamente 

en relación al control (Figura 19). Por lo tanto, en base a las respuestas obtenidas, se 

seleccionó la dosis de 50 pM para llevar a cabo los ensayos de TFD, ya que dicha 

concentración no afecta la viabilidad celular en oscuridad. 

150- RF 
RFTA 

•• 
•• * 

••• . 0

25 50 100 150 200 
Concentración (gM) 

Figura 19. Viabilidad de las células SCC-13 luego de 3 h de incubación 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 vía 

seguido por el análisis 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/cm2. Posteriormente se llevó a cabo el ensayo de 

captación de rojo neutro y de MTT ya que ambas técnicas evalúan diferentes parámetros 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 disminución de la viabilidad celular fue 

significativamente mayor con RFTA respecto a RF con todas las dosis lumínicas empleadas 

con el ensayo de rojo neutro y con la dosis lumínica mayor con el ensayo de MTT. En los 
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controles luz, con diferentes dosis (2,25-18 J/cm2), se observa que la viabilidad celular se 

mantiene con valores similares al control, es decir células sin FS y sin irradiación, 

concluyendo que la irradiación por sí sola no genera ningún efecto sobre la viabilidad celular. 

Incorporachán de RF y RFTA por células HaCaty SCC-13 

Viabilidad decékdas HaCaty SCC-1 3 posterior a la 1FD 

SCC-13 
-o- Control 
-a- RFTA 
-á- RF 

HaCat 
-e• Control 
::.• RFTA 

Figura 20. Viabilidad de las células SCC-13 luego de 3 h de incubación con RF y RFTA con 

diferentes dosis de luz. (A) Estudio de la captación de RF y RFTA por queratinocitos normales 

(HaCat) y células tumorales (SCC-13) luego de 3 h de incubación con los FS. Histograma de la 
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emisión de fluorescencia de RF y RFTA detectada por citometría de flujo. La viabilidad celular fue 
evaluada con el ensayo de rojo neutro (B) y con MTT (C) 24 h post-irradiación. El porcentaje de 
células viables se redujo de forma dosis dependiente con ambos FS. ANOVA de una vía, 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 incubación de RF y RFTA (50 0/1), seguido por irradiación con luz azul. 
Los datos se expresan como viabilidad celular % respecto al control y se expresaron como media ± 
S.E.M. ANOVA de dos vías: interacción entre el tratamiento y la intensidad de la luz [F6,60=52,37; 
p<0,001]. ANOVA de tres vías: interacción entre el tipo de células, el tratamiento y la intensidad de la 
luz [F6,60=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 evaluó la viabilidad celular con las diferentes 

dosis de luz luego de 6, 12 y 24 h post-irradiación (Figura 21). Los resultados muestran que la 

TFD genera en células tratadas con RF una disminución de la viabilidad a las 6 h post-

irradiación con las dosis de luz más altas (9 y 18 J/cm2). En cambio las células incubadas con 

RFTA exhiben pérdida de la viabilidad con todas las dosis de luz (4,5, 9 y 18 J/cm2). Cabe 

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

dependiente. 
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Figura 21. Efecto de la TFD sobre la viabilidad celular después de 6, 12 y 24 h post-irradiación 
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 fotodinámico genera disminución de la proliferación celular 

Teniendo en cuenta que la TFD genera disminución de la viabilidad en células SCC-13, 

se evaluó la tasa de proliferación luego de los diferentes tratamientos. Para cumplir con este 

objetivo las células neoplásicas fueron incubadas con RF y RFTA durante 3 h e irradiadas con 

4,5, 9 y 18 J/cm2. Luego de 24 h de incubación post-irradiación se realizó la cuantificación de 
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la proliferación celular mediante la incorporación de BrdU. Los resultados obtenidos 

demuestran que el tratamiento con RF no indujo modificaciones en la incorporación de BrdU, 

mientras que el tratamiento fotodinámico con RFTA generó una significativa disminución de 

la tasa mitótica 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 fotodinámico sobre la proliferación de células SCC-13. (A) 

Micrografías representativas de la incorporación de BrdU. Barra: 10 Itm. (B) Los datos se expresan 

como el número de células BrdU marcadas (% con respecto al grupo control: ausencia de FS y luz). 

ANOVA de dos vías demostrando un efecto principal del FS (RF vs. RFTA) [F125=57,88; p<0,0001 1. 

Post-hoc test de Bonferroni: "p<0,01 y ***p<0,001 RF vs. RFTA en la misma condición de 
intensidad de la luz. 

3.2.3. Ciclo celular 

Para determinar si la citotoxicidad inducida por la TFD afecta la progresión del ciclo de 

las células SCC-13, se analizó el contenido de ADN con ioduro de propidio después de 12 y 

24 h de la exposición al tratamiento (Figura 23). 
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Figura 23. Análisis del ciclo celular por cuantificación 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 irradiación con 9 J/cm2. 

Posteriormente se cuantificó el porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo 24 

h post-irradiación. 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 análisis de la fase GO/G1 

evidenció, en células controles un porcentaje de 49,68 ± 3,73, observándose una disminución 

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 (%) 

G0/G1 S G2/M 

Control 49,68±3,73 36,18±2,91 14,2±1,58 

RF-TFD 19,86±0,02* 38,69±3,06 40,96±3,33* 

RFTA-TFD 46,05±8,06 30,85±4,3 23,1±4,04* 

Los valores representen la media ± E.E. de tres expenmenbs 
p0,05vs Control 
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Figura 24. Distribución celular en las diferentes fases del ciclo en células control y tratadas con RF y 
RFTA irradiadas con 9 J/cm2. Los datos representan la media ± S.E.M. (n = 3). ANOVA de una vía 
seguido por post-hoc test de Tukey: *p<0,05 vs. control. 

58 



RESULTADOS 1 

3.2.4 Caracterización morfológica y bioquímica de la muerte celular inducida por TFD 

3.2.4.1 La TFD genera cambios en la morfología nuclear 

Con el fin de determinar si la disminución en la viabilidad celular por la TFD fue 

inducida por muerte celular, se analizaron las características morfológicas con tinción nuclear 

fluorescente del ADN mediante Hoechst 33258. Las células SCC-13 fueron incubadas con RF 

o RFTA (50 µM) durante 3 h, irradiadas con diferentes dosis de luz (9, 18 y 27 J/cm2, o 4,5, 9 

y 18 J/cm2 respectivamente) e incubadas durante 6, 12, 24 y 48 h adicionales. 

Las células control y control FS exhibieron morfología normal y núcleos con 

características de diferentes fases de la mitosis: profase, metafase y anafase. Las células 

tumorales después de la exposición a RF e irradiadas presentaron morfología normal y se 

detectaron algunas células en diferentes fases de mitosis con las dosis lumínicas de 9 y 18 

J/cm2. Sin embargo, algunas células presentaron núcleos con características apoptóticas, al ser 

irradiadas con las dosis lumínicas más alta (27 J/cm2) tales como cromatina condensada y 

fragmentación de los núcleos a las 48 h de incubación (Figura 25). 

En contraste, en los tratamientos fotodinámicos con RFTA (50 p,M, 3 h) e irradiadas con 

las dosis lumínicas de 4.5, 9 y 18 J/cm2, no se detectaron células en proliferación, como con 

RF, pero si se observó que la mayoría de las células presentaron características apoptóticas, 

tales como condensación, marginación y fragmentación de la cromatina formando en algunos 

casos cuerpos apoptóticos a las 48 h con la dosis lumínica más baja (4,5 J/cm2), a las 12 h con 

la dosis media (9 J/cm2) y a las 6 h con la dosis más alta (18 J/cm2) (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/cm2 se observó una disminución en la cantidad de células 

debido a la pérdida de adhesión de las mismas al sustrato cuando están en estadios avanzados 

de muerte. 
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Figura 25. Morfología nuclear de células SCC-13. (A) Control oscuridad: células incubadas con RF 
sin irradiación. (B) Células neoplásicas luego del tratamiento fotodinámico con RF e irradiadas 
durante 9, 18 y 27 J/cm2. Las flechas indican células en mitosis y las puntas de flecha indican células 
apoptóticas. 
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Figura 26. Morfología nuclear de células SCC-13. (A) Control oscuridad: células incubadas con 
RFTA sin irradiación. (B) Células tumorales luego del tratamiento fotodinámico con RFTA e 
irradiadas con 4,5, 9 y 18 J/cm2, 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 morfología celular 

Con el objetivo de estudiar los cambios morfológicos celulares inducidos 24 h post-

irradiación, las células SCC-13 fueron examinadas en primera instancia por MOAR (Figura 

27). 
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El grupo control presentó células con núcleos y membranas conservadas y en diferentes 

fases de la mitosis. En las células tratadas con RF expuestas a dosis lumínica de 9 J/cm2 se 

observó que las mismas conservaban los núcleos eucromáticos con numerosos nucléolos, 

citoplasmas con características normales y algunas células en mitosis. Sin embargo, las dosis 

lumínicas mayores (18 y 27 J/cm2) generaron células apoptóticas. Por otro lado, el grupo de 

células tratadas con RFTA y en todas las dosis de irradiación utilizadas exhibió cambios 

apoptóticos, destacándose que la dosis de 18 J/cm2, originó además vacuolización celular. 

Control 

rayish TiLiz 

diVen% 1 91 

Figura 27. Microfotografías ópticas 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 J/cm2 y tratadas 

con RFTA irradiadas con 4,5, 9 y 18 J/cm2, fijadas 24 h post-tratamiento. Barra: 201.1m. 
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Para evaluar el efecto de la TFD sobre las células normales de la línea HaCat se evaluó 

la morfología nuclear y ultraestructural a nivel óptico. La figura 28 muestra que las células 

tratadas con RF o RFTA por 3h e irradiadas con 9 J/cm2, no presentaron cambios en la 

morfología nuclear en comparacaión con las células controles 24 horas posterior al 

tratamiento. Sin embargo, en el estudio ultraestructural algunas células tratadas con RFTA-

TFD, presentaron condensación de la cromatina, característico de la apoptosis. 
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Figura 28. Microfotografías representativas de fluorescencia y óptica de alta resolución 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/cm2, fijadas 24 h post-tratamiento. Barra: 20 µm. 

El análisis ultraestructural de las células del grupo control demostró la presencia de 

nucleos grandes activos, caracterizados por predominio de eucromatina de distribución 

homogénea y con diversa electrodensidad citoplasmática. Además, se aprecian claramente 

células en mitosis en metafase (c) y profase (d) (Figura 29). 



RESULTADOS 

Figura 29. Micrografías de células SCC-13 correspondientes al grupo control. Barra: 2 pun. 

Las células tratadas con RF o RFTA en oscuridad, presentaron morfologías similares a 

las del grupo control. Sin embargo, después de la TFD con RF (9 y 18 J/cm2) o RFTA (9 

J/cm2), las células exhibieron claras alteraciones a nivel nuclear y citoplasmático, como 

disrupción de la membrana nuclear con condensación de la cromatina en la periferia y 

formación de cuerpos apoptóticos. Además, algunas células tratadas con RFTA y expuestas a 

la dosis más alta de luz (18 J/cm2) presentaron pequeñas vacuolas electrolúcidas en el 

citoplasma, organelas dilatadas y pérdida progresiva de la integridad de la membrana 

plasmática, todas ellas características de células necróticas (Figura 30). Debido a este último 

hallazgo, se seleccionó la dosis de 9 J/cm2 en los siguientes ensayos para evaluar la muerte 

celular por apoptosis. 
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Figura 30. Micrografías de células SCC-13 correspondientes a los diferentes grupos experimentales, 

células incubadas con RF o RFTA (50 iiM) sin luz y células incubadas con RF y RFTA e irradiadas 

con 9 y 18 J/cm2. Barra: 2 Jim. 

3.2.4.3 Detección de apoptosis in situ por método de TUNEL 

Este método se utilizó para detectar la fragmentación de ADN causada por la muerte 

celular apoptótica. Los resultados obtenidos demostraron que en los controles no hubo 

presencia de células TUNEL positivas, mientras que sí se detectaron en los tratamientos 

fotodinámicos 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 gráfico 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 generó un aumento significativo (p<0,05) de las células 

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

RE (50pM: 3 ) 
Control 

1 
4,5 J/cm2 9 J/cm2

RFTA(50pM; 3h) 

18 J/cm2

4,5 J/cm2

1600-

1400-

1200 - 

1000 - 

800-

600-,

400-

200 - 

o 

9 J/cm2 18 J/cm2

—1— c=1 4.5J/crn2T 9~12 

RF RFTA 

Figura 31. Células apoptóticas determinadas mediante el ensayo de TUNEL 24 h post-TFD. (A) 
Imágenes representativas de células TUNEL positivas (núcleos marrones) controles y sometidas a 
TFD con RF y RFTA e irradiadas con 9 J/cm2. Barra: 8 im. Los datos se expresan como el número de 
células TUNEL positivas (% del control: ausencia de FS y la exposición a la luz) y se muestran como 
media ± S.E.M. ANOVA de dos vías demostrando un efecto principal del tratamiento: RF vs. RFTA 
[F1 11=11,95; p=0,0054]; así como un efecto significativo de la intensidad de la luz [F1,11=5,69; 
p=0,036]. Post-hoc test de Bonferroni: "p<0,01 4,5 vs. 9,0 J/cm2. 
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3.2.4.4 Externalización de fosfatidilserina en células sometidas a la TFD 

Para detectar células que presentan externalización de fosfatidilserina en su membrana 

plasmática, indicador del proceso apoptótico, se realizó la marcación de dicho fosfolípido con 

anexina V unida a ficoeritrina. Los resultados obtenidos demuestran un aumento en la 

translocación de fosfatidilserina a las 24 h posteriores a la irradiación con dosis de 9 J/cm2 en 

células incubadas previamente con RFTA (28,88% células positivas para anexina V), respecto 

al grupo control (5,32% células positivas para anexina V. Además, conjuntamente con la 

marca de anexina V, hubo un aumento en la positividad para 7AAD en los tratamientos con 

RFTA y luz 9 J/cm2 (8,96% células positivas) en relación 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/cm2 indica un aumento en la cantidad de células necróticas, mientras que las 

células tratadas con RF-9 J/cm2 no exhibieron ninguna variación significativa en comparación 

con el control (Figura 32). 
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Figura 32. Cuantificación de células con externalización de la fosfatidilserina y permeabilización de 

la membrana plasmática posterior a la TFD. Las células se incubaron con 50µ1\4 de RF o RFTA y se 

expusieron a dosis de irradiación de 9 J/cm2, 24 h después se realizó la cuantificación. Diagrama de 

contorno de células marcadas con anexina V-PE y 7AAD por citometría 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 tardía, respectivamente. El cuadrante superior izquierdo (Anexina V-
PE-/7AAD+) indica células en necrosis. 
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3.2.4.5 Valoración de la participación de proteínas involucradas en el mecanismo 

de muerte celular 

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

La apoptosis y la necrosis están asociadas con diferentes patrones de clivaje de 

distintas proteínas nucleares. Una de ellas es la poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP). En el 

proceso de apoptosis esta proteína se cliva en fragmentos de diferentes pesos moleculares, 

siendo el más abundante el correspondiente a los 89 kDa. Si bien durante la necrosis, la 

degradación de la PARP también origina productos de distintos pesos moleculares, la banda 

predominante corresponde a los 50 kDa [161]. Analizando el patrón de clivaje de PARP 

utilizando un anticuerpo específico 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 sólo 

débil expresión de fragmentos de 50 kDa. Como control positivo de clivaje de esta proteína, 

se empleo doxorubicina (0,3 tg/m1; 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). 
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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 irradiación. Como control 

positivo de apoptosis las células fueron incubadas con doxorubicina (DOX) por 24 h a una 

concentración de 0,3 1.1g/m1 de medio de cultivo. P-actina fue utilizada como control de carga. 

Activación de Caspasa-3 

Con el objeto de estudiar si durante el proceso de muerte celular inducida por la TFD 

se produce la activación de caspasa 3, se analizó mediante la técnica de Western Blot la 

expresión de la forma inactiva o inmadura de caspasa-3 (procaspasa-3). Los resultados 
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obtenidos demuestran una disminución significativa en la expresión de pro-caspasa-3 (32 

kDa) en el grupo RFTA irradiados con 9 J/cm2 24 h posteriores al tratamiento, respecto a los 

grupos controles (p<0,05) (Figura 34A). Este hallazgo condujo a la evaluación de la expresión 

de dicha proteína a las 3, 6, 12, 18 y 24 h posteriores a la irradiación para analizar en qué 

tiempo los niveles de pro-caspasa-3 comienzan a disminuir. Los resultados obtenidos 

demuestran una disminución a partir de las 12 h, la cual se torna más notoria a las 18 y 24 

horas (Figura 34B). 
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Figura 34. Efecto de TFD con RF y RFTA en la activación de caspasa 3. (A) Western Blot 

representativo y análisis densitométrico de la expresión de procaspasa-3. Los niveles de expresión de 

la proteína fueron determinados por densitometría. Los datos representan la media ± S.E.M. de 6 

experimentos independientes. ANOVA de dos vías seguido por el análisis post-hoc test de DGC: 

*p<0,05 vs. controles. (B) Western Blot representativo de la expresión de procaspasa-3, 3, 6, 12, 18 y 

24 h posteriores a la irradiación. l3-actina fue utilizada como control de carga. 
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Expresión de Bc1-2 y Bax 

La familia de proteínas Bc1-2 es considerada como uno de los principales reguladores en 

la ruta intrínseca del proceso apoptótico [77]. Este antecedente condujo a la evaluación de la 

expresión, mediante la técnica de Western Blot, de dos proteínas de esta familia: Bc1-2 y Bax. 

La primera con una clara función anti-apoptótica se localiza en la membrana mitocondrial 

externa manteniendo la integridad estas organelas e inhibe a proteínas pro-apoptóticas. De 

este último grupo de proteínas se analizó a Bax. Los resultados demuestran que la expresión 

de Bc1-2 disminuye en los tratamientos con RFTA con 9 J/cm2 comparado con los controles y 

con el tratamiento con RF (p<0,05). Sin embargo, no se encontró alteración de la expresión de 

Bax en los diferentes grupos experimentales (Figura 35). 
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Figura 35. Determinación de la expresión de proteínas anti y pro-apoptóticas. (A) Western Blot 

representativo y (B) análisis densitométrico de la expresión de Bc1-2. (C) Western Blot representativo 

y (D) análisis densitométrico de la expresión de Bax en células tratadas con RF y RFTA con 9 J/cm2, y 

sus respectivos controles. 13-actina fue utilizada como control de carga. Los niveles de expresión de las 

proteínas fueron determinados por densitometría. Los datos representan la media ± S.E.M. de 7 
experimentos independientes. ANOVA de dos vías seguido por el análisis post-hoc de Tukey: *p<0,05 
vs. control. 

Expresión de citocromo c en las células SCC-13 

Las proteínas pro y anti-apoptóticas están involucradas en la regulación y formación de 

poros en las mitocondrias, y generan la liberación al citoplasma de diversas proteínas 

apoptogénicas como el citocromo c [162]. Nos propusimos evaluar la distribución de la 
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molécula previamente mencionada en las células tratadas con RFTA-9 y 18 J/cm2. El 

tratamiento de las células neoplásicas con RFTA generó cambios en la distribución 

citoplasmática del citocromo c respecto al control. En este grupo la proteína de interés exhibió 

una localización focal, en tanto que el FS originó una distribución difusa, la que fue más 

notoria en células irradiadas con 18 J/cm2 (Figura 36). 
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Figura 36. Micrografías de fluorescencia evidenciando la expresión de citocromo c en células control 
y tratadas con TFD-RFTA con 9 y 18 J/cm2. Las células con fluorescencia verde difusa citoplasmática 
indican la liberación de citocromo c de las mitocondrias. 

Expresión de MAPKs: Participación de ERK 1/2 y p38mAPK

Diversos sistemas de señalización celular están involucrados en los procesos de 

supervivencia y/o de muerte celular. En particular, se ha sugerido que las MAPKs juegan un 

rol fundamental en la apoptosis y en otras formas de muerte celular. Con el objetivo de 

analizar la posible participación de p38mAPK y ERK 1/2 en el mecanismo de muerte celular 

que predominó en nuestros modelos experimentales, nos planteamos determinar la expresión 

de la forma fosforilada de estas proteínas (p _p38mApK y p-ERK 1/2). 

Los resultados obtenidos muestran que la expresión de p-p38MAPK no evidenció cambios 

significativos en cuanto a su expresión en células SCC-13 tratadas con FS e irradiadas con 

dosis de luz de 9 J/cm2 (Figura 37A). Para corroborar que esta proteína no está involucrada en 

la respuesta de las células a la TFD, empleamos un inhibidor de la actividad catalítica de 
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p38mAPI denominado SB203580 (511M) durante 3h previo a la irradiación. La viabilidad 

celular fue evaluada 24h posterior al tratamiento, no observándose cambios en las células 

tratadas con TFD (RF o RFTA) con y sin inhibidor (Figura 37B). 
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Figura 37. Análisis por Western blotting de p38mAPK total y fosforiladas en células SCC-I3 mediada 
por los FS con o sin irradiación. (A) Western Blot representativo y análisis densitométrico de la 

Ap expresión de p_p38m 1( y total-p38mAPK. Los niveles de fosforilación fueron determinados por análisis 
densitométrico de la banda fosforilada sobre la banda total y los datos fueron expresados como 
porcentaje del control. 13-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 
incubación con RF y RFTA, incubadas con SB203580 (511M) inhibidor de la actividad catalítica 
de p38MAPK. 

Por otro lado se evaluó si las ERK 1/2 cambian sus niveles de expresión en la forma 

fosforilada luego del tratamiento, para evaluar su participación 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 TFD-RF después de la irradiación con luz a 9 J/cm2 respecto a los 

diferentes controles (p<0,05) (Figura 38A). Posteriormente se realizó el estudio de la 

viabilidad celular de los diferentes tratamientos incubando las células tumorales con un 

inhibidor de MEK 1/2, U0126 (5µM) (Figura 38B). Los resultados obtenidos muestran que la 

inhibición de la vía ERK 1/2 no sería 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 

planteó evaluar si las ERO generadas por la TFD serían las responsables de la muerte celular 

observada evaluando la viabilidad celular luego de la inhibición de la producción de ERO con 
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un antioxidante Trolox (201.1M) (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. Análisis por Western blotting de ERK 1/2 total y fosforilada en células SCC-13 mediada 
por los FS con o sin irradiación. (A) (1) Western Blot representativo y (2) análisis densitométrico de la 
expresión de p-ERK 1, total-ERK 1, p-ERK 2, total-ERK 2. Los niveles de fosforilación fueron 
determinados por análisis 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 (51tM) inhibidor de MEK 1/2 y (C) con el 
compuesto antioxidante Trolox (201iM). *p<0,05 indica diferencia significativa del control, RF, RFTA 
e irradiación (9 J/cm2), por ANOVA de dos vías seguido por el análisis 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, participarían en la 

activación de las ERK 1/2 (Figura 39). Para ello, se incubaron las células con el antioxidante 
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Trolox y se evaluó la expresión de p-ERK 1/2. Los resultados obtenidos demuestran que las 

células con la pre-incubación 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 sólo p-ERK 2 en niveles menores a las 

células sometidas a la TFD sin el antioxidante. Lo que nos indica que las ERO serian las 

responsables de la activación de la ERK 1/2 al menos en forma parcial. 
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Figura 39. Análisis por Western blotting de ERK 1/2 total y fosforilada en células SCC-13, luego del 
tratamiento con los FS con o sin irradiación en presencia de un agente antioxidante. (A) Western Blot 
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representativo y (B) análisis densitométrico de la expresión de p-ERK 1, total-ERK 1, p-ERK 2, total-
ERK 2. Los niveles de fosforilación fueron determinados por análisis densitométrico de la banda 
fosforilada sobre la banda total y los datos fueron expresados como porcentaje del control. f3-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 irradiación (9 J/cm2), 
por ANOVA de dos vías seguido por el análisis 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 fotodinámica y la relación con las ERO 

3.2.5.1 Producción intracelular de ERO 

Para determinar si la fotoactivación de los FS genera un aumento en la producción de 

ERO intracelular se empleó el colorante fluorescente DCF-DA. La intensidad de 

fluorescencia fue evaluada por citometría de flujo y por microscopía de fluorescencia. El 

análisis de citometría de flujo mostró que en las células tratadas con TFD el pico de la serial 

se desplaza hacia la derecha indicando un aumento de la intensidad de fluorescencia de DCF-

DA en comparación con las células control; además el aumento en la producción de ERO esta 

en correlación 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 comparación con las células tratadas con RF (Figura 40A). 

Las células control luz (células irradiadas con las diferentes dosis de luz 4,5, 9 y 18 

J/cm2 sin FS), no presentaron incremento en la intensidad de fluorescencia, indicando que la 

luz por sí sola no estimula un aumento en la producción de ERO intracelular (Figura 40B). 

Estos resultados se correlacionaron con los observados por microscopía de fluorescencia. Las 

células tratadas con RF-18 J/cm2 presentaron fluorescencia de DCF-DA a los 30 mm n la cual 

disminuye a las 2 h. A diferencia de este resultado las células tratadas con RFTA-18 J/cm2

mostraron un notable aumento de fluorescencia a los 30 mm , la cual va aumentando hacia las 

2 h posteriores a la irradiación (Figura 40C). 
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Figura 40. Producción intracelular de especies reactivas de oxígeno en células SCC-13 posterior a la 

TFD. (A) Análisis por citometría 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 o 18 J/cm2). ANOVA de 
dos vías, control vs. RF vs. RFTA [F2,18=10,99; p=0,0008], y efecto de la intensidad de la luz: O vs. 4,5 
vs. 9,0 J/cm2, [F2,18= 1 9, 75 ; p<0,0001]. Además, hubo una interacción significativa entre el compuesto 
y la intensidad de la luz [F418=4,07; p=0,0159], indicando que el efecto de los FS en la generación 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) Imágenes representativas de microscopía 
de fluorescencia donde se evidencia la expresión de ERO luego de la aplicación de la TFD con RF o 
RFTA. 
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3.2.5.2 Producción de anión superóxido citoplasmático 

La evaluación de la producción de anión superóxido citoplasmático, mostró un aumento 

significativo en la producción 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 observó un aumento significativo sólo en las células tratadas 

con RFTA-9 J/cm2 (p<0,05). 
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Figura 41. Producción de anión superóxido en el citoplasma de las células SCC-13. Cuantificación e 
imágenes 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 vías control vs. RF vs. RFTA, 
[F2,30=19,2; p<0,0001], y efecto de la intensidad de la luz (O vs. 9 J/cm2) [F1,30=40,34; p<0,0001]. 

Además, se observa una interacción significativa entre el compuesto y la intensidad de la luz 

[F2,30=15,11; p<0,0001], lo que indica el efectos de los FS en la generación de anión superóxido 

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 comparación con el control en la misma intensidad de luz. 

3.2.5.3 Potencial de membrana mitocondrial 

La generación de ERO por parte de las mitocondrias se encuentra íntimamente 

relacionada con el ATm [153]. Al determinar que la TFD genera aumento en los niveles de 

ERO, se evaluó si el tratamiento provoca alguna modificación en el ATm, 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 A`I'm mitocondrial de células SCC-13. La fluorescencia roja 

representa la forma agregada mitocondrial de JC-1, lo que indica intacto A'-1'm y fluorescencia verde 
representa la forma monomérica de JC-1, lo que indica la disipación de AtYm. Relación de la 
intensidad de fluorescencia rojo/verde, 3(A), 6 (B) y 12 (C) h posteriores a los tratamientos. (D) 
Imágenes representativas de microscopía de fluorescencia que muestran la colocalización de la 
fluorescencia roja y verde de JC-1 en células control, tratadas con RF-9 J/cm2 y con RFTA-9 J/cm2, 12 
h posteriores a los tratamientos. ANOVA de una vía seguido por el análisis post-hoc de Tukey. 

El Allm en las células neoplásicas fue similar en los controles y en los tratamientos, a 

las 3, 6 y 12 h posteriores a la irradiación (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 desaparición de la fluorescencia roja, y por el aumento en la fluorescencia 

verde comparadas con los controles. Las imágenes observadas por microscopía de 

fluorescencia a las 12 h muestran una distribución 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 glutatión es uno de los antioxidantes más importante en los sistemas biológicos, por 

lo cual se realizó la medición de grupos tioles no proteicos (NPSH), ya que la diminución en 

sus niveles es indicativo de estrés oxidativo. Los resultados obtenidos demostraron que 3 h 

posteriores a la irradiación, las células tumorales no presentaron cambios en los niveles de 

NPSH en ningún tratamiento respecto a los controles. Este hallazgo condujo a evaluar 

nuevamente dicho parámetro a las 14 h, para analizar si dichos niveles podrían variar en el 

tiempo. De esta manera se demostró que tanto los tratamientos con RF-9 J/cm2 como con 

RFTA-9 J/cm2, generan un aumento en los niveles de SH (p<0,05) (Figura 43), a pesar de 

haber observado previamente que dichos tratamientos estimulan la producción de ERO 

intracelulares. 
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Figura 43. Niveles de SH mitocondriales 
determinados como grupos tioles no 
proteicos (NPSH). El contenido de NPSH en 

la condición control, fue de 15,77 ± 1,07 

nmoVmg de proteína, 3 h posteriores al 
tratamiento y a las 14 h de 25,53 ± 0,68 
nmol/mg de proteína. Los datos se expresan 
en niveles de NPSH (% respecto al control) 
y se presentan como media ± S.E.M. (n = 3; 
n = 6). *p<0,05 indica diferencia estadística 
con respecto a los controles, ANO VA de dos 
vías seguido por el análisis post-hoc de 
Tukey. 
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3.2.5.5 Efecto de la RFTA-9 J/cm2 sobre la fisiología mitocondrial 

A los fines de analizar la integridad mitocondrial se evaluó su respiración mediante 

respirometría de alta resolución. Los resultados obtenidos demuestran que la TFD con RFTA-

9 J/cm2 no generó efecto significativo sobre la respiración basal de las células SCC-13 

controles y tratadas, ni causó cambios en el consumo de oxígeno en el estado IV de la 

respiración, el cual fue medido luego de la adición de oligomicina: inhibidor del complejo V 

(Figura 44A). 
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Figura 44. Efecto de la TFD con RFTA-9 J/cm2 sobre el consumo de oxígeno mitocondrial en células 
SCC-13. (A) Gráfico representativo de la respiración mitocondrial de células control y tratadas con 
RFTA-9 J/cm2. La línea azul representa la concentración de oxígeno (nmol/ml), mientras que la línea 
roja representa la respiración mitocondrial (pmol 0 2/seg/célula). (B) Cuantificación del consumo de 
oxígeno de la respiración mitocondrial en estado basal, estado IV, estado III (respiración celular 
máxima) y en la generación de especies reactivas de oxígeno extra-mitocondrial. Los datos 
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representan la media ± S.E.M. (n=3 experimentos independientes). ANOVA de una vía seguido por el 
análisis post-hoc de Tukey: *p<0,05 vs. control. 

Además, luego del tratamiento con RFTA-9 J/cm2 la respiración mitocondrial máxima 

(Estado III), inducida por la adición del desacoplante FCCP, no fue modificada. Mientras que 

el tratamiento si generó un aumento significativo en la producción de especies reactivas de 

oxígeno, comparado con el control (p<0,05) (Figura 44B). 

3.2.5.6 Efecto de la Terapia fotodinámica sobre la oxidación de proteínas 

Para evaluar si las ERO generan daño en macromoléculas, determinamos el efecto de la 

TFD sobre proteínas, en células controles y en células tratadas con RF y RFTA, con 4,5 y 9 

J/cm2. 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 observó una diferencia entre los tratamientos de RF y RFTA con la dosis de luz de 9 

J/cm2 (p<0,001), destacándose el valor de grupos carbonilos mayor para RF. 

MI 

* 

4,5 9 

Dosis de Luz (J/cm2) 

Figura 45. Efecto de la TFD sobre el contenido de proteínas carboniladas en células SCC-13. Los 

datos representan la media ± S.E.M. ANOVA de una vía seguido por el análisis post-hoc de Tukey: 

*p<0,05 vs. control; 14"p<0,001 vs. RFTA. 

3.3. EFECTO DE LA TFD CON RFTA EN MODELOS IN VIVO 

3.3.1 Generación de hiperplasia epidérmica por dermatitis de contacto química 

En una primera etapa, se realizó 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 tópicas de SLS al 10%, 

siendo máxima el 9 d. 
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Además, nos planteamos estudiar la regresión espontánea de la hiperplasia epidérmica 

una vez suspendido el estímulo. Los resultados demostraron que en ratones de ambos sexos, 

la epidermis (p.m), disminuye en forma espontanea en el tiempo. No obstante, la epidermis 

continua presentando diferencias respecto al control el día 20 en hembras y hasta el día 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 reversión hiperplásica generada por la ausencia del estímulo SLS. Medición del espesor 

en Itm de la epidermis de ratones y microfotografías representativas de las diferentes condiciones en 

hembras (A) y en machos (13). 9, 13, 16, y 20 d posteriores al inicio del tratamiento con SLS. Barra: 

100 ptm. Los datos representan la media ± D.E. ANOVA de una vía seguido por el análisis post-hoc 

test DGC: *p<0,05 vi. 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 óptimas 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 lesión, ya que los ensayos in vitro nos permitieron inferir 

que RFTA sería un FS más eficaz que RF, al generar apoptosis en las células tumorales al ser 

irradiados con dosis más bajas de luz. Para realizar este análisis se intercaló la aplicación de la 

TFD con el estímulo de SLS durante 6 d y posteriormente, se evaluó el espesor de la 

epidermis el octavo día (Figura 47A). 

Se demostró que la sola aplicación de RFTA o de luz (18 J/cm2) en animales 

estimulados con SLS, no generó cambios en el espesor de la epidermis, mientras que la TFD 

atenuó la proliferación inducida por SLS en ratones de ambos sexos, corroborando que es 

necesaria la combinación del FS y la luz para originar la reacción fotoquímica responsable de 

la disminución de la proliferación (Figura 47B-C). 
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Figura 47. Variación 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. 
Medición del espesor de la epidermis normal e hiperplásica (iim) de ratones hembras (B) y machos (C) 
tratados con RFTA, luz (18J/cm2) y RFTA-luz. ANOVA de una vía seguido por el análisis post-hoc 
test de Tukey: *p<0,01 vs. SLS, SLS-Luz, SLS-RFTA. 
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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 estímulo para contrarrestar la regresión espontánea de la epidermis. Luego de 

realizar por tercera vez la TFD, el día 15 se evaluó el espesor de la epidermis de los diferentes 

tratamientos (Figura 48A). La aplicación tópica de RFTA y posterior irradiación (18 Pcm2) 

disminuyó 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 imágenes representativas de la piel de los animales hembras (C) y 

machos (E) a diferentes aumentos en condición control y tratadas con la terapia. 
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Figura 48. Variación en el espesor de la epidermis en ratones tratados con la TFD. (A) Esquema de la 
generación de la hiperplasia epidérmica, con posterior mantenimiento y aplicación de la TFD. Análisis 
del espesor de la epidermis y microfotografías representativas de hembras (B-C) y machos (D-E). Se 
observa claramente que en los animales sometidos a la TFD la epidermis es más delgada que en los 
animales tratados sólo con SLS. Los datos representan la media ± S.E.M. ANO VA de una vía seguido 
por el análisis post-hoc test de Tukey: "p<0,01 vs. SLS. 

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

hiperplasia epidérmica 

Considerando que la TFD genera disminución de la hiperplasia epidérmica, se valoró la 

proliferación y la muerte de las células de esta capa de la piel luego del tratamiento 

terapéutico con RFTA-18 J/cm2. La evaluación de la proliferación fue realizada mediante la 

determinación inmunohistoquímica de Ki-67 en ratones hembras con hiperplasia epidérmica 

establecida y luego de la aplicación de la TFD. El análisis de la expresión de tal marcador, 

mostró que la TFD no generó cambios significativos en la tasa de proliferación respecto a la 

epidermis hiperplásica de ratones que no recibieron la TFD. No obstante, se observó una 

tendencia a la disminución del número 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 proliferación celular en un modelo de hiperplasia epidérmica. 

Cuantificación de células Ki-67 positivas y micrografías representativas de epidermis de ratones 

tratados con SLS (Control de hiperplasia) y SLS-TFD. Se observan en marrón los núcleos positivos 

para Ki-67. 
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También, en estos mismos diseños experimentales se evaluó la muerte celular por 

inmunomarcación con la técnica de TUNEL. Los resultados revelaron un aumento 

significativo de las células TUNEL positivas luego de la aplicación de TFD en ratones 

hembras con hiperplasia epidérmica en comparación con los ratones afectados con la misma 

lesión cutánea y que no recibieron el tratamiento (p<0,05) (Figura 50). Estos hallazgos 

analizados en conjunto nos permiten inferir que la reversión del fenómeno hiperplásico luego 

de la aplicación de la TFD fue debido a una disminución de la proliferación 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. 

Cuantificación de células TUNEL positivas expresada en porcentaje por 1.1m de epidermis de ratones 

tratados con SLS y tratados con SLS-TFD (RFTA-18 J/cm2). Micrografías representativas de 

epidermis de ratones tratados con SLS y con SLS-TFD. Se observan en marrón los núcleos TUNEL 

positivos. Los datos representan la media ± S.E.M. Test- t de Student para muestras independientes: 

*p<0,05 vs. control. 

3.3.2 Modelo experimental de papiloma cutáneo 

Con el objeto de evaluar el efecto de la TFD en otro modelo experimental de hiperplasia 

en ratones, se consideró llevar a cabo el modelo de papilomas cutáneo ya que la RFTA es un 

FS que podría ser efectivo en el tratamiento de lesiones superficiales de la piel. La generación 

de los mismos se realizó en ratones de la cepa SKH-1-hrBR mediante una aplicación tópica de 

7,12-dimetilbenz(a) antraceno (DMBA, 25 nmoles) como iniciador de tumor y posteriormente 

2 aplicaciones semanales del agente promotor 12-0-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 observó la aparición de papilomas en ratones de ambos sexos. Para evaluar el efecto de la 

TFD sobre los papilomas, se realizó una aplicación 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 análisis morfológico. La figura 51 muestra 

los animales con papilomas y cortes histológicos de los mismos analizados por MOAR. 

A 
 CONTROL  
DMBA TPA Sacrificio 

155 
Tiempo en Días 

  TERAPIA FOTODINAMICA  
DM I3A TPA TFD Sacrificio 

411~4 1-4114 
4-
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D Aplicación de TFD 

85-115 155 

Figura 51. (A) Esquema de aplicación de DMBA/TPA para la generación de papilomas (grupo 

Control) y las sucesivas aplicaciones de TFD (grupo TFD). (B) Fotografías de ratones alopécicos 

SKH-1-hrBR machos y hembras con papilomas, los cuales se comienzan a observar en la semana N° 

O. (C) Micrografías a nivel óptico de biopsias de un papiloma. (D) Fotografías representativas de los 

ratones con la aplicación de RFTA, y la sucesiva irradiación. En la última fotografía se observa 

claramente la fluorescencia de RFTA sólo en la zona del papiloma. 
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Los animales del grupo Control (DMBA/TPA), como así también los tratados del 

grupo TFD (DMBA-TPA/TFD-RFTA), fueron fotografiados semanalmente para registrar la 

inducción y la progresión de los papilomas, tanto en hembras (n=6) como en machos (n=3) 

(Figura 52). 

81d 

149d 

HEMBRAS 

Á 

111 11 1111.1 

MACHOS 

.4 81d 

127d 

133d 

152d 

Figura 52. Fotografías representativas de la inducción y evolución de los papilomas a lo largo del 

tratamiento en ratones alopécicos SKH-1-hrBR hembra y macho. Al lado de cada fotografía se indican 

el día posterior al inicio del tratamiento en el cual fueron fotografiados. Las flechas naranjas indican 

las sucesivas aplicaciones de la TFD. 

Por último se realizó la cuantificación de estas lesiones proliferativas en grupo control y en 

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

en los diferentes grupos experimentales (Figura 53). 
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Figura 53. Cuantificación del número 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-1 8 J/cm2). 
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Diversas líneas de investigación se han enfocado en la búsqueda de nuevos y 

eficientes FS para ser empleados en la TFD [163-165]. Sin embargo no se ha encontrado aún 

un FS ideal. Algunos de los puntos críticos para identificar una droga eficiente para esta 

terapéutica se refieren a que la misma debe poseer alta liposolubilidad, producir alto 

rendimiento en la generación 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 

allí su efecto [23, 166]. El presente trabajo de tesis doctoral estuvo centrado en la evaluación 

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 lumínica desarrollada en la 

Universidad Nacional de Córdoba, con las características óptimas 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 cáncer [136]. La mayoría de los FS empleados en 

esta terapia se degradan durante la irradiación 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 biológicamente relevante [127, 170], su 

relativamente rápida degradación en presencia de la luz limita su uso en aplicaciones 

prácticas, además de su baja incorporación en las células debido a su hidrosolubilidad [138]. 

El lumicromo, producto principal de la fotodegradación de la RF, es casi 100 veces más 

fotoestable y es más eficaz en la producción de 10 2 que la RF [141]. Tomando en 

consideración estos antecedentes, se planteó obtener un producto con las características 

fotosensibilizantes que presenta la RF pero que además sea fotoestable y posea características 

lipofílicas. Este compuesto: RFTA se obtuvo a través de una reacción de acetilación a partir 

de RF, ácido acético glacial y anhídrido acético, según la metodología propuesta por 

Ogasawara et. al. [143]. Con el fin de estudiar la fotoestabilidad de la RFTA, se llevaron a 

cabo experimentos para evaluar su absorción y el proceso de fotoblanqueo luego de la 

irradiación con diferentes dosis lumínicas. Los resultados obtenidos demostraron que esta 

molécula se mantiene fotoestable luego de la irradiación con las diferentes dosis lumínicas 

empleadas, ya que no se degrada y no presenta bandas de absorbancia diferentes a la solución 

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 irradiación con la lámpara en estudio 

por lo que podría ser un compuesto apto para ser empleado en TFD. 
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En los últimos arios se ha demostrado que los FS utilizados en la TFD varían 

ampliamente su actividad dependiendo de su estructura química. Dichas diferencias se 

encuentran incluso dentro de una serie de moléculas con características estructurales y 

fisicoquímicas básicas similares [1711 Por tal motivo, en el presente trabajo se optó por 

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

La capacidad de los FS de generar 10 2 es un indicador importante de su potencial en 

TFD [172]. El 10 2 puede ser detectado utilizando un método químico de fotooxidación de 

diferentes compuestos. Estudios preliminares muestran que la RF sensibiliza la fotooxidación 

de 3-0HP por un mecanismo que implica la generación de 102, así como otras reacciones 

competitivas que incluyen la 3-0HP y el fotoconsumo de RF [173]. Estos datos nos 

condujeron a analizar si la activación de la RF con la lámpara en estudio sería capaz de 

generar 102 evaluando la caída del pico máximo de absorbancia de 3-0HP. Para analizar dicho 

parámetro con RFTA fue necesario emplear un compuesto lipofílico a fin de generar una 

solución orgánica con RFTA. En este caso se determinó la concentración estacionaria de 10 2

por actinometría, empleando como sustrato aceptor de 102 el DMA, como ha sido empleado 

en diferentes trabajos en los que evalúan la generación 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 3-0HP y del DMA se 

realizó por espectrofotometría UV-visible de la máxima absorción de ambos compuestos. 

Para ambos FS, la intensidad de absorción de 3-0HP y del DMA disminuyó a medida que 

aumentaba el tiempo de irradiación. La tasa de generación de 10 2 se calculó teniendo en 

cuenta la concentración de ambos FS previa y posterior a la irradiación [176]. Los datos 

obtenidos con RF y RFTA fueron similares a compuestos fotosensibles del grupo de las 

ftalocianinas, en los cuales evalúan la generación de 102 por los diferentes FS [177, 178]. 

Wang et. al. concluyeron que los compuestos con mayor tasa de generación de 10 2 son FS 

más eficaces en ensayos de TFD in vitro, principalmente las ftalocianinas cuaternizadas que 

tienen un gran potencial para ser utilizadas en la clínica [177]. Acorde a estos antecedentes, y 

debido a que la RFTA presenta una mayor tasa de generación de 102 podríamos sugerir que 

este compuesto podría ser un FS más 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 podrían ser empleadas en esta terapia, 

fue necesario el desarrollo de una fuente de luz específica para los FS en estudio, ya que el 

efecto óptimo de la luz depende de los picos de excitación del fármaco FS utilizado, y del 
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tejido diana donde se encuentre [179]. En el presente trabajo se utilizó una fuente de luz 

desarrollada en el Departamento de Bioingeniería del Centro de Microscopia Electrónica, 

(Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Córdoba). La misma cuenta con 

emisores LEDs que emiten en una longitud de onda de 446 nm, determinada al realizar su 

espectro de emisión. Previamente, por espectrofotometría detectamos que el pico máximo 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 máximos de absorbancia, uno en el rango UV de 373 nm y en el espectro visible de 446 

nm. Al complementar el estudio de espectrometría de emisión de la lámpara con la 

determinación del pico máximo de absorbancia de la RF y de la RFTA, se puede inferir que la 

lámpara emite en una longitud de onda óptima para la activación de ambos compuestos. 

Los estudios in vitro representan una herramienta valiosa para el análisis de múltiples 

procesos biológicos y de mecanismos moleculares específicos tanto en condiciones 

fisiológicas como patológicas. Tomando esta aseveración se realizaron estudios de la eficacia 

de la TFD en cultivos de células de carcinoma escamoso humano empleándose la línea SCC-

13. El CCE es uno de los CPNM con mayor morbimortalidad. Es por ello que el diagnóstico 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]. Clínicamente, 72-97% de los CCE 

cutáneo surgen de QA pre-existentes [182]. La TFD es un tratamiento que ha demostrado ser 

eficaz principalmente para lesiones cutáneas neoplásicas y pre-neoplásicas 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 k del espectro visible, nos planteamos evaluar la eficiencia de la RF y de la RFTA en la 

línea SCC-13. Además, esta terapia podría ser muy efectiva para tratar CCE in situ, lesión 

superficial de la piel. 

Una de la características principales que debe cumplir un FS ideal es la de no generar 

efectos citotóxicos 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 µM, tal como 

las utilizadas en células endoteliales [184], de leucemia promielocítica 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 optó por emplear 

concentraciones de 50 µM para ambos compuestos, ya que dicha dosis en la oscuridad no 

93 



DISCUSIÓN 

generó efectos tóxicos en las células. Además, una característica importante de los FS en 

TFD es su acumulación preferencial en el tejido diana y la rápida eliminación de los tejidos 

normales maximizando la selectividad de la terapia [4, 185]. La captación de los FS por las 

células tumorales de la línea SCC-13 fue superior en comparación con las células normales de 

la línea HaCat, lo que indica que la TFD con RF y RFTA podría ser eficaz para tratar las 

células tumorales. Posteriormente, la toxicidad de la irradiación de RF y RFTA sobre las 

células se evaluó dicho efecto sobre las células normales y tumorales. Además, la curva dosis-

respuesta a la luz mostró que el efecto fototóxico en las células aumentó en forma dosis de luz 

dependiente con diferentes densidades de energía entre 2,25 y 18 J/cm2, siendo mayor en 

SCC- 13 que las células HaCat, lo que sugiere que las células tumorales son más sensibles a la 

TFD. Posteriormente, se realizaron ensayos de viabilidad celular. Las mismas dosis de luz se 

lograron con tiempos cortos de irradiación, ya que los LEDs de la lámpara empleada son de 

alta potencia, variando este tiempo sólo entre 1 y 8 min. Esta característica brindó una ventaja 

importante en cuanto al tiempo empleado para llevar a cabo la TFD en estas condiciones, en 

contraste a otras lámparas utilizadas en otros trabajos en los que irradiaron durante 2 h, 

células de leucemia promielocítica y de carcinoma cervical humanas, incubadas con RF y un 

éster derivado, la RF tetrabutirato, para lograr efectos tóxicos [138]. La viabilidad celular no 

se afectó con la sola irradiación o incubación de las células neoplásicas con los FS. Sin 

embargo, cuando las células fueron expuestas a la combinación de RF o RFTA con la 

irradiación en diferentes dosis, se observó una marcada disminución de la viabilidad celular 

de manera dosis de luz dependiente. Es de importancia destacar que al emplear RFTA el 

efecto fototóxico fue mayor, con las diferentes dosis de luz, en comparación con RF. 

Considerando que la disminución en la viabilidad celular por los efectos de la TFD 

puede generar alteraciones en la proliferación de las células, se planteó evaluar la tasa 

proliferativa de las células SCC-13 24 h posteriores a la irradiación, mediante la 

incorporación de BrdU. Los resultados obtenidos demostraron que el tratamiento con TFD-

RFTA con todas las dosis lumínicas empleadas, generó una disminución de las células BrdU 

positivas. Por el contrario, el tratamiento con TFD-RF mantuvo la tasa mitótica en valores 

similares al control, lo que demuestra que la RFTA es más efectiva que la RF, en afectar la 

proliferación celular disminuyendo la tasa proliferativa, conjuntamente con la disminución de 

la viabilidad observada luego del tratamiento. 

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

la proliferación, podría deberse a la alteración en el ciclo celular. Numerosos estudios han 
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descripto que la TFD puede generar disturbios en la progresión del ciclo celular en la 

transición de la fase G1 a fase S, lo que conlleva al arresto en el crecimiento y a la muerte 

celular [186-189]. Además, de acuerdo estudios llevados a cabo por Wang et. al., la fase S es 

un período sensible para agentes quimioterapéuticos, y las drogas podrían inhibir la síntesis 

del ADN y el crecimiento de células de carcinoma nasofaríngeo mediante la detención 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 

aplicación de esta terapéutica resultó relevante. Para ello se analizó el contenido de ADN en 

los diferentes grupos experimentales. Los resultados obtenidos en este estudio con ambos FS, 

demostraron una acumulación de células en las fases G2/M, detectando en estas etapas mayor 

número de células, generando inhibición en la proliferación celular. A diferencia de lo aquí 

reportado, trabajos en los que se utiliza ALA y HPPH como FS, en células de carcinoma 

humano cervical de las líneas Me180 (HTB-33), C-33A (HTB-31), HeLa (CCL-13), Caski 

(CRL-1550), C4I (CRL-1594), HT3 (HTB-32) y SiHa (HTB-35) han concluido que la TFD 

genera una disminución de las células en las fases G2/M [191]. Además, se ha descripto que 

empleando ALA y HPPH como FS en TFD también generan una disminución de las células 

en las fases G2/M [191, 192]. Cabe remarcar que la fase G2 desempeña un papel crucial en la 

progresión del ciclo celular, asociándose con la síntesis de ARN y proteínas y es el período de 

preparación para la mitosis. En este sentido nuestras observaciones concuerdan con resultados 

obtenidos con el FS Hipericina sobre células de carcinoma nasofaríngeo humano de la línea 

CNE-2, revelando que Hipericina-TFD podría 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 estarían afectando la síntesis y la replicación del 

ADN, ARN y de diferentes proteínas involucradas en la división celular, como así también la 

finalización de la división celular, por que las células que comienzan con la división no 

pueden concretarla. 

Por otro lado, numerosos estudios han documentado que la respuesta y el tipo de 

muerte celular por la TFD varía debido a las propiedades físicas del FS empleado, de la dosis 

de la TFD y del linaje celular, además la localización subcelular del FS en el momento de la 

irradiación [45, 193]. Resulta importante el hecho de que un mismo FS podría 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 irradiación 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, catástrofe mitótica y autofagia [24, 68, 195]. La apoptosis es un proceso 

de muerte programada que puede estar implicada en la involución y atrofia de diversos tejidos 

y órganos [196]. Bajo condiciones fisiológicas, la misma juega un papel crucial en el 

desarrollo y mantenimiento de la salud del cuerpo mediante la eliminación de células 

envejecidas, innecesarias y enfermas. Sin embargo, la apoptosis en la TFD es una de las 

formas predominante de muerte celular porque la mayoría de los FS se acumulan en las 

membranas mitocondriales [197]. Este tipo específico de muerte celular es reconocida por 

características morfológicas, bioquímicas, 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 morfológicos acordes a las características descriptas para la 

apoptosis, tales como condensación de la cromatina, formación de burbujas citoplasmáticas, 

fragmentación nuclear y citoplasmática, y formación de cuerpos apoptóticos. Sin embargo, el 

tratamiento con RFTA fotoactivada con la dosis de luz más alta, generó en algunas células un 

efecto letal asociado a necrosis, tales como, alta vacuolización, ruptura de la membrana 

plasmática y tumefacción citoplasmática general, características descriptas en la literatura 

para tal proceso [142]. Dicha dosis de luz (18 J/cm2), fue descartada para los ensayos 

posteriores, porque la existencia de ese proceso en un sistema in vivo generaría inflamación en 

el tejido. 

Para detectar el ADN fragmentado en células apoptóticas, el ensayo de TUNEL es uno 

de los métodos más utilizado [198, 199]. Los resultados obtenidos al analizar este parámetro 

demostraron que la TFD con ambos FS en estudio, induce un aumento en el número 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 evaluó la redistribución del 

fosfolípido de membrana fosfatidilserina al ser un marcador temprano de la apoptosis [200]. 

La fosfatidilserina en condiciones fisiológicas se localiza en la cara interna de la membrana 

plasmática y se trasloca hacia la cara externa de la misma cuando comienza a desencadenarse 

la apoptosis [201]. La incubación 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 externalización de la fosfatidilserina es 

un marcador de apoptosis temprana o lo que fue observado sólo en las células tumorales 

sometidas a la TFD-RFTA pero no en el grupo control o TFD-RF. Además, en el grupo TFD-

RFTA, se detectó un aumento en las células con marca positiva para annexina V y 7AAD, 

como consecuencia de externalización de la fosfatidilserina en conjunción con la pérdida de 

integridad de la membrana plasmática respectivamente indicando que dichas células se 
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encuentran en estadio tardío de apoptosis. En este grupo también se detectó un número menor 

de células con aumento de la permeabilidad de la membrana plasmática, 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 morfología apoptótica, no se registraron cambios con respecto al control en 

células con marca de anexina V o 7AAD. 

La apoptosis puede ser inducida por diferentes señales, como las dependientes de las 

mitocondrias o de las relacionadas con receptores de la membrana plasmática los cuales 

activan diferentes vías intracelulares de señalización [202]. A su vez tales señales pueden 

activar una serie de proteínas 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 activación de diferentes proteínas mitocondriales denominadas 

AIF o Endo G. Algunos estudios empleando ALA o ftalocianinas revelan que la TFD genera 

la liberación 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 activación de las vías de caspasas es esencial para producir los cambios 

morfológicos y bioquímicos característicos de apoptosis [205]. Por lo tanto, para investigar en 

profundidad los mecanismos implicados en la inducción de la apoptosis por la TFD en las 

células SCC-13, se analizó la expresión de diferentes moléculas involucradas en la vía 

dependiente de caspasas. La activación de estas enzimas generan muchos de los cambios 

moleculares y estructurales en la apoptosis, incluyendo la degradación del ADN, la escisión 

de la cromatina en los sitios inter-nucleosomales y de la polimerasa PARP. La detección de 

los diferentes fragmentos de esta proteína, 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 irradiación al 

detectarse clivaje de PARP en fragmentos de 89 kDa, se infiere que esta terapia genera un 

perfil de muerte apoptótico en las células tumorales, lo que nos llevo a profundizar aún más 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 expresión 

de esta pro-caspasa se observó una clara disminución de la misma, lo que nos permite inferir 

que dicha proteína podría ser clivada a fragmentos activos más pequeños luego de la TFD con 

RFTA, lo que indicaría su participación en el mecanismo de muerte, acorde a trabajos 

presentados por otros autores empleando glico-ftalocianinas como FS [163]. 

97 



DISCUSIÓN 1 

La proteína anti-apoptótica Bc1-2 es una diana molecular para varios FS localizados 

principalmente en mitocondrias y en RE, y su fotodario conduce a la liberación de citocromo c 

desde la mitocondria hacia el citoplasma [70, 206]. La TFD puede llevar consigo la liberación 

de calcio del RE, la inhibición de Bc1-2 y la activación de miembros pro-apotóticos de la 

familia Bc1-2 ubicados en las membranas mitocondriales [207]. Además, las caspasas 

activadas pueden clivar Bc1-2, generando una forma inactiva de esta proteína [208]. Es por 

ello, que nos resultó de interés evaluar si la TFD-RFTA genera algún cambio en la expresión 

de esta proteína, ya que previamente se observaron indicios de activación de la caspasa 3. Los 

resultados obtenidos demostraron que la TFD-RFTA disminuye la expresión de Bc1-2, 

sugiriendo su clivaje por la activación de esta enzima. La disminución de la expresión de 

procaspasa-3 y Bc1-2 en las células tratadas con RFTA-PDT, nos ha llevado a especular que la 

down-regulación de estas moléculas podría ser la responsable de la aparición de la apoptosis 

observada. 

En este tipo de muerte celular por vía intrínseca, la permeabilización de la membrana 

mitocondrial y la liberación de citocromo c son eventos claves en la activación de caspasas. 

El desencadenante inicial de permeabilización mitocondrial es la activación conformacional 

de proteínas pro-apoptóticas como Bax [209]. Para evaluar la posible participación de Bax en 

este mecanismo se determinó su expresión en los distintos tratamientos. Sin embargo, los 

resultados obtenidos en las células tumorales no demostraron cambios en la expresión de esta 

proteína pro-apoptótica respecto a los controles, como se ha reportado en otros trabajos, junto 

con la disminución de la proteína anti-apoptótica Bc1-2 [210, 211]. Si bien nos centramos en 

analizar la participación de la proteína, no es posible descartar que otras moléculas pro-

apoptóticas estén involucradas en este proceso [212, 213]. Por otro lado, los estudios de la 

distribución de citocromo c por microscopia de fluorescencia en el tratamiento de TFD-

RFTA (9 J/cm2), demostraron liberación del mismo, desde las mitocondrias hacia el 

citoplasma. Esa liberación se observa por la distribución 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 c participaría en la muerte celular observada. 

Basado en estos resultados es posible postular que una inducción eficiente de la 

apoptosis in vivo por la irradiación del tejido después de la administración RFTA debe 

llevarse a cabo con dosis bajas de luz, impidiendo así la estimulación 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 aquí podemos decir que el tratamiento con TFD indujo en las células SCC-13, 

una marcada disminución de la viabilidad de forma dosis de luz dependiente, disminución de 

la proliferación celular con arresto en las fases G2/M del ciclo y desencadenó la muerte 

celular por un proceso apoptótico vía caspasa dependiente. Tomando en consideración que la 

apoptosis inducida por la TFD podría estar relacionada con la activación de MAPKs [215], 

nos propusimos abordar este actual aspecto de interés en la biología molecular. De hecho, se 

sabe que las MAPKs desempeñan papeles importantes en una variedad de procesos celulares, 

tales como la proliferación celular y apoptosis [57]. Por otra parte, se ha informado que la vía 

de la MAPK-ERK, es una de las cascadas de señalización celular más ubicua, ya que puede 

estar implicada en la inducción de la apoptosis en respuesta a estímulos de estrés [216], 

incluyendo el estrés oxidativo resultante de un aumento en los niveles de ERO [96, 217, 218]. 

Además, se ha postulado que las ERK podrían actuar en la vía intrínseca de la apoptosis 

favoreciendo la liberación de citocromo c con la consiguiente activación de la caspasa 3 

culminando con la apoptosis [98], resultados observados con los tratamientos de TFD-RFTA 

activando la RFTA con la dosis lumínica de 9 J/cm2. También, se sabe que las ERK 1/2 

podrían inhibir la acción de proteínas antiapoptóticas como Bc1-2 en la mitocondria [99]. Con 

estos antecedentes se planteó evaluar la expresión de las ERK 1/2 en células sometidas a TFD 

con RF y con RFTA. 

Nuestros resultados indican que la activación de las ERK 1/2 observada después de la 

TFD, podría estar relacionada con el aumento de los niveles de ERO intracelulares. Es por 

ello que se empleo el antioxidante Trolox para disminuir la generación de estas especies 

reactivas por la TFD. Se ha descrito que la fotoactivación de los FS deriva en la formación de 

ERO, que actúan como mensajeros primarios desencadenar múltiples vías de señalización que 

conducen a la muerte celular [171]. Por este motivo, el análisis de la viabilidad celular con el 

agente antioxidante reveló un aumento en el número de células viables con respecto al grupo 

de TFD-RFTA y el estudio de la expresión de las proteínas ERK 1/2 fosforiladas en células 

pre-incubadas con el antioxidante sugieren que las ERO serían los activadores de estas 

MAPK. Sin embargo, el uso de un inhibidor de ERK 1/2 no generó 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 activación de las ERK 1/2 sería un mecanismo de defensa 

celular contra la toxicidad generada por la TFD. 

Por otro lado, aunque las ERO pueden inducir la activación de la vía p381vIAPK 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 fosforilación de p38mAPK luego de 
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la irradiación, sugiriendo que no habría una relación directa entre la exposición al compuesto 

y la irradiación referido a la modulación de la actividad de p381" 1)1( en células SCC-13, a 

pesar de que se ha descripto que la activación de la vía p38mAP1( por diferentes estímulos se 

relaciona con la apoptosis [89]. Por otro lado, se ha visto que la administración de inhibidores 

de caspasas disminuyen la activación de p38mAPK, por lo que esta vía tendría un rol ejecutor 

de la activación de las caspasas [105]. Sin embargo, nuestros resultados sugieren que esta vía 

no sería la responsable de la activación de estas proteínas en la ejecución de la apoptosis, 

corroborado por el empleo del inhibidor de la unidad catalítica de p38MAPK
, el cual no 

modifico la viabilidad celular posterior a la TFD. 

Se ha informado que la sobreproducción de ERO causa daños severos en las células y 

promueve diversos tipos de muerte celular, como necrosis, pero además puede activar vías de 

señalización que regulan la apoptosis [221-223]. Algunos estudios revelan que los altos 

niveles de ERO generados por la TFD inducen daño celular, y culminan en la muerte por 

apoptosis a través de la activación de caspasa [224, 225]. Se ha indicado que la exposición a 

la luz de la RF en la presencia de oxígeno molecular puede generar suficientes ERO como 

para provocar injurias o lesiones tóxicas, 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 generación intracelular de ERO podría estar involucrado en el 

mecanismo de muerte celular, se empleó 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 más notorio con las dosis 

lumínicas más 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 podría 

utilizarse potencialmente como un generador eficiente de ERO intracelulares. 

Las especies reactivas producidas por la fotoactivación de los FS en TFD pueden 

generar diferentes tipos de ERO de acuerdo al mecanismo que se lleva a cabo: tipo I o tipo II, 

a su vez numerosos FS pueden efectuar ambos mecanismos en simultáneo. En particular se ha 

descripto que la RF fotoactivada puede transferir energía al oxígeno molecular, generando así 

oxígeno singlete (10 2) y otras ERO [127-129]. Por lo tanto, para evaluar si la RF y la RFTA 

fotoactivados con una densidad de energía de 9 J/cm2 generan anión superóxido, se empleó la 

sonda DHE. Este compuesto tiene la característica de poder reducirse por el anión superóxido 

a un compuesto fluorescente, el cual puede ser detectado por espectrofluorometría. Con esta 

técnica la detección de anión superóxido en las células es a nivel citoplasmático. Nuestros 

resultados indicaron que tanto RF como RFTA 6 h posteriores a la irradiación, generan 
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aumento en los niveles de anión superóxido, 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 

irradiación y mantiene sus niveles elevados con respecto al control en el tiempo, lo que 

seguiría generando toxicidad en la célula durante todo ese período. En cambio, el tratamiento 

con RF genera un aumento en los niveles de esta especie reactiva, pero disminuye 

rápidamente en el tiempo. La serial detectada de DHE representa niveles de superóxido [226], 

pero la posible producción de otros metabolitos en este proceso no debería ser descartada. 

Estos resultados nos permiten concluir que RFTA es más efectivo como FS que RF, en la 

producción de ERO en general y de anión superóxido en particular. 

En cuanto a la inducción 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 glutatión 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 glutatión (GSH) en las 

reacciones que catalizan. En el estado reducido, el grupo tiol puede donar un equivalente de 

reducción a ERO, convirtiéndose en un compuesto reactivo y un aumento en la proporción 

entre glutatión 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 

limol de NPSH/mg de proteína, a las 14 h posteriores a la irradiación no encontrándose 

variaciones a las 6 h. Sin embargo se esperaba que los niveles de NPSH disminuyan luego del 

tratamiento, ya que el glutatión es un antioxidante endógeno que se puede encontrar en estado 

reducido en mayor proporción 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 combinación con cisplatino, respondiendo de 

esa manera al estrés oxidativo generado por el FS [168]. Quizás en este modelo, las células 

SCC-13 utilicen este sistema como protector del dallo oxidativo generado por el tratamiento 

fotodinámico como mecanismo de defensa antioxidante ante la situación de estrés. 

Por otro lado, se ha visto la estrecha relación entre el estrés oxidativo y la alteración en 

el ATm posterior a la TFD [227]. El AI'm 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 inhibición de los complejos de la cadena 
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respiratoria mitocondrial darían lugar a disminución del Allm, que a su vez altera la síntesis 

de ATP [158]. Es por esto que la pérdida de A`Pm es un indicador de la disfunción 

mitocondrial [228]. En el presente estudio, evaluamos el Allm empleando la sonda 

fluorescente JC-1, a las 3, 6 y 12 h posteriores a la irradiación. 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 daño citotóxico 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. 

Además, los experimentos relacionados con respirometría mostraron que las 

mitocondrias de la células SCC-13, respondieron bien a los diferentes estímulos, tanto en las 

células controles como en las tratadas con RFTA con irradiación de 9 J/cm2. Cuando se 

adicionó oligomicina al medio de cultivo las células disminuyeron su respiración en el medio, 

ya que inhibe la subunidad FO de la ATP sintasa o complejo V de la CR generando reducción 

en el consumo de oxígeno [158]. Al adicionar un desacoplante mitocondrial, se despolariza la 

membrana de estas organelas, ya que interrumpe la síntesis del ATP mediante el transporte de 

protones a través de las membranas mitocondriales internas. Por este motivo, el 

desacoplamiento mitocondrial se evidenció por el aumento en el consumo de oxígeno al 

adicionar concentraciones crecientes de dicho compuesto, lo que indica la pérdida del Alim. 

El desacoplamiento de la MM, la alteración del Aym y de la transferencia de electrones en la 

CR, se estimula para restaurar este potencial, aunque la síntesis de ATP este bloqueada, lo que 

resulta en un aumento de consumo de oxígeno. En cambio, si se observó una diferencia 

significativa entre las células controles y las tratadas con TFD-RFTA en los niveles de ERO, 

indicado por el consumo de oxígeno en la respiración mitocondrial por la reducción 

incompleta de ERO luego de la adición 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 oxígeno 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 ácidos nucleicos, lípidos o proteínas, y oxidarlas. Cada ERO presenta un potencial de 

oxidación diferente de acuerdo a su reactividad. La oxidación irreversible de proteínas se da 

por medio de cuatro mecanismos: la carbonilación, la ruptura de enlaces peptídicos, la 

nitración y la formación de enlaces proteína-proteína. Estas oxidaciones son ocasionadas por 

la reacción de las proteínas con las ERO [229]. La oxidación de proteínas provocada por daño 

directo en lisinas, argininas, prolinas o treoninas, puede generar derivados carbonilos como 
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aldehídos y cetonas [230]. La carbonilación de proteínas es una oxidación que indica un estrés 

oxidativo más severo y representa un marcador de oxidación proteica estable. Por lo cual, nos 

propusimos evaluar si el aumento en ERO generado por la TFD genera oxidación en 

proteínas. Los resultados obtenidos demostraron que ambos FS generaron aumento en los 

niveles de oxidación de proteínas, evaluado por la cuantificación de los niveles de grupos 

carbonilos empleando dinitrofenilhidrazina. Sin embargo, los niveles de oxidación fueron 

mayores para el tratamiento con RF que para RFTA, lo que nos podría indicar que RF al ser 

un compuesto hidrofílico podría interactuar más con proteínas que RFTA. En base a los 

resultados obtenidos, no se puede descartar que la TFD genere la oxidación sobre otras 

macromoléculas como lípidos, principalmente con RFTA ya que al ser un compuesto 

lipofílico podría interactuar con mayor afinidad con estos. Nuestros hallazgos podrían ser un 

punto de partida para futuros estudios en esta temática. 

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 5011M en oscuridad. Por el 

contrario, cuando las células son incubadas con RF o RFTA e irradiadas con la lámpara en 

estudio, se genera disminución de la viabilidad dosis de luz dependiente. Además, la TFD-

RFTA genera disminución de la proliferación y alteración en el ciclo celular, observada por el 

arresto y acumulación de células en la fase G2/M. Asimismo, el efecto citotóxico del 

tratamiento genera muerte celular por apoptosis vía caspasa dependiente luego de la 

irradiación (9 J/cm2), llevada a cabo por el incremento de las ERO intracelulares en particular 

0 2-. Además, se puede concluir que la activación de la vía ERK 1/2 es dada por las ERO, lo 

que podría 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 podría 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 asoció muerte por necrosis, lo que 

evitaría inflamación y daño al tejido sano circundante. 
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Figura 51. efecto de la TFD empleando RF y RFTA corno fotosensibilizadores sobre células de 

carcinoma escamoso de la línea SCC-13, y su implicancia sobre la proliferación y muerte celular. 
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Los estudios in vivo, son otra forma de abordar temáticas en forma integral, siempre 

considerando lo complejo que puede ser hacer inferencias, dado que es una situación más real 

con interacciones epiteliales-estromales directas o a través de factores solubles, participación 

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 patologías epidérmicas y 

dérmicas, tales como CCE con irradiación UV [231], dermatitis de contacto irritativa con 

aplicaciones de oxazolona [232], SLS [233, 234] o ketoprofeno en combinación con 

irradiación Uy-A [235]. Asimismo, se han descripto modelos animales de psoriasis [236], 

modelos tumorales a través de la inyección de células tumorales [237] o por irradiación UV-B 

[238]. Además, se ha utilizado éster de forbol (TPA) para la generación de hiperproliferación 

epidérmica [238], de tumores epidérmicos [239] y en combinación con DMBA para generar 

papilomas [240, 241]. 

La mayoría de estos modelos excepto la inyección cutánea de células tumorales 

implican la aplicación tópica de los diferentes compuestos, pero debido a la presencia del pelo 

en los animales, no se logra una óptima penetración 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 Inmunología de la Escuela de Farmacia y Bioquímica de la 

Universidad de Buenos Aires. 

La dermatitis de contacto química fue causada por el contacto de la piel con un agente 

que actúa como sensibilizante alérgico específico o como irritante primario. Esta patología 

puede ser provocada por la exposición 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 químicos producen 

cambios patológicos, que se reflejan en diferencias en la producción de citoquinas y en la 

respuesta proliferativa [243, 244]. Teniendo en cuenta los antecedentes bibliográficos en 

relación a esta temática, nos propusimos generar un modelo murino de hiperplasia epidérmica 

empleando aplicaciones acumulativas de SLS. Así se demostró que este fármaco genera 

hiperplasia, que va aumentando progresivamente desde la primera aplicación. El máximo 

espesor de la epidermis, se alcanzó luego de 3 aplicaciones de SLS, el cual se mantuvo 

durante 6 más sin causar necrosis en el tejido. Considerando estos parámetros se realizaron de 

3 a 6 estimulaciones con dicho compuesto en los diferentes protocolos. Asimismo, la 

hiperplasia se mantuvo en presencia del estímulo con SLS, pero revirtió a una morfología 
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normal en ausencia del mismo en ratones de ambos sexos. En este modelo, se observó que el 

compuesto produce patrones patológicos específicos, como leve inflamación con 

hiperqueratosis, acantosis y paraqueratosis en forma similar a lo reportado por Moon et al. 

[233]. 

Posteriormente, se evaluó la eficacia de la TFD en la epidermis hiperplásica de los 

animales con la aplicación tópica de RFTA e irradiación con luz azul. Estudios realizados por 

Szeimies et al., demostraron que la penetración de FS hidrofílicos 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 lipofílico RFTA. La capa celular córnea, desempeña un 

papel importante actuando como una barrera contra diversos estímulos y protegiendo a la piel 

de la penetración de estos FS [246]. Numerosos estudios proponen que el Metil 5-ALA sería 

más efectivo que el ALA al presentar mayor penetración en el tejido [7]. Otro aspecto 

interesante, a tener en cuenta, es la leve penetración de los FS en la piel normal, lo cual 

sugiere que su aplicación tópica tendría un efecto selectivo sobre enfermedades de la piel que 

presenten la barrera dañada [247]. Esta selectividad resulta ser una ventaja importante de esta 

terapia frente a otras alternativas terapéuticas. 

La TFD-RFTA se llevó a cabo en primera instancia como tratamiento preventivo de la 

hiperplasia intercalando el estímulo con SLS con la aplicación del tratamiento fotodinámico. 

La concentración de RFTA y la dosis lumínica (18 J/cm2) utilizadas se seleccionaron de 

acuerdo a estudios previos en nuestro laboratorio, en los cuales se determinó que dosis 

mayores de luz generan una necrosis severa en el tejido. A partir de este diseño experimental 

se demostró que la aplicación de la TFD-RFTA como tratamiento preventivo evitó 

parcialmente el aumento de la epidermis, aunque la disminución no alcanzó a los valores de la 

piel control. A continuación, se analizó 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 disminución de la hiperplasia en los animales, 

alcanzando valores similares a los de la piel normal 

En vista de estos hallazgos se evaluó si la disminución de la hiperplasia se genera por 

una disminución en la tasa de proliferación epitelial. Moon et al. ha descripto que SLS 

induce proliferación de células epidérmicas, tanto en modelos de irritación aguda como 

crónica [233]. Resultados similares han sido reportados con el compuesto promotor de tumor 

TPA, en la inducción de la proliferación [248]. Otro marcador muy empleado para la 

evaluación de la proliferación es la proteína Ki-67, la cual fue detectada por 
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inmunohistoquímica en estudios de desarrollo de cáncer de piel empleando TPA [240]. En 

nuestros modelos evidenciamos la expresión de esta proteína en células epidérmicas de 

ratones tratados con SLS o con SLS/TFD-RFTA por inmunocitoquímica. Si bien, se observó 

una clara disminución de la expresión de Ki-67 en la epidermis de los animales tratados con la 

TFD, no fue estadísticamente significativa, lo cual puede deberse a que se encontraron 

respuestas muy dispares en los distintos individuos con un n de 4 animales por tratamiento, 

resultando en una desviación estándar muy alta. 

Teniendo en cuenta estos resultados, se evaluó la muerte celular a fin de analizar si la 

disminución de la hiperplasia epidérmica se correlacionaba con el aumento de tal proceso. El 

tratamiento de TFD-RFTA incrementó significativamente el número de células TUNEL 

positivas en comparación con la epidermis de los animales que sólo 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 disminución de la proliferación. 

Diferentes estudios han empleado modelos de papilomas escamosos de la piel en 

animales, llevados a cabo a través de la aplicación tópica 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 la TFD 

empleando diferentes compuestos fotosensibilizantes [241, 250, 253]. Por tal motivo, surgió 

la inquietud de estudiar el efecto de la TFD empleando RFTA como FS en este modelo de 

papilomas. La puesta a punto de la generación de los papilomas se llevó a cabo empleando 

diferentes dosis tanto del compuesto iniciador como promotor de tumor: DMBA como de 

TPA. Por lo cual, se llegó a establecer el protocolo de papilomas en la cepa de ratones 

alopécicos con una aplicación de DMBA y posteriormente 2 aplicaciones semanales de TPA, 

durante 10 semanas. 

Los ratones con papilomas que fueron sometidos al tratamiento fotodinámico recibieron 

una aplicación 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 irradió con una densidad de energía de 18 J/cm2. Sin embargo, no se 

detectaron cambios entre el número de papilomas de ratones controles y sometidos al 

tratamiento fotodinámico. Estos resultados nos permiten inferir que quizás la penetración de 

la RFTA no fue la óptima, a pesar de que se observó la localización selectiva del FS a través 

de la fluorescencia de la misma sólo en los papilomas. Otro punto de interés a tener en cuenta 

es que los papilomas al ser lesiones más grandes que la hiperplasia epidérmica obtenida en los 

modelos con SLS, quizás requieren más tiempo de irradiación para penetrar bien en el interior 
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de la lesión. En la parte superficial de las lesiones se observó en numerosos animales, luego 

de 2 a 3 días posteriores a la TFD, la presencia leve de tejido necrótico, lo que nos demuestra 

que el tratamiento generó 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 fotodinámico en células 

humanas de carcinoma escamoso y células epidérmicas hiperproliferativas de modelos 

murinos. La caracterización morfológica y bioquímica del efecto de la TFD en los modelos 

analizados, podrían proporcionar nuevos avances en el conocimiento sobre la aplicación 

RFTA en la TFD como una nueva alternativa de fotosensibilizador. Como así también dar 

lugar a estrategias terapéuticas para el tratamiento de enfermedades superficiales de la piel, 

induciendo principalmente la muerte celular apoptótica, evitando inflamación y darlo al tejido 

sano circundante. 
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Los fotosensibilizadores, RF y RFTA, al ser irradiados con la lámpara de 446 nm son 

activados y generan, desde ese estado, especies reactivas de oxígeno como 10 2 y '02-. Además 

RFTA demostró ser una molécula más fotoestable que RF al ser irradiada con diferentes 

densidades de energía. 

RF y RFTA requieren de la activación lumínica para llevar a cabo un efecto citotóxico 

en células de carcinoma escamoso, siendo más leve la toxicidad en queratinocitos normales, 

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

La citotoxidad se evidenció por la disminución de la viabilidad celular de manera dosis 

de luz dependiente para ambos FS, siendo RFTA más efectiva que RF. Además, la TFD-

RFTA en células SCC-13 indujo una marcada disminución de la proliferación, 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 apoptótico 

por vía caspasa dependiente. 

La fotoactivación de RF y RFTA genera un aumento significativo en los niveles 

intracelulares de especies reactivas de oxígeno, no evidenciando cambios en el potencial de 

membrana mitocondrial post-tratamiento. 

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

de protección a la muerte celular inducida. 

La hiperplasia epidérmica generada en ratones alopécicos puede ser prevenida de 

manera parcial con la aplicación de TFD-RFTA tanto en hembras como en machos, mientras 

que TFD-RFTA como tratamiento terapéutico para tratar lesiones de hiperplasia, revierte 

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

El tratamiento terapéutico de TFD-RFTA genera disminución de la proliferación 

epidérmica en el modelo murino de hiperpalsia epidérmica al aumentar el número de células 

que sufren muerte celular por apoptosis. 

Este mecanismo postulado podría 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 asoció a la apoptosis como mecanismo de muerte llevado a 

cabo y no a la necrosis, lo que evitaría la inflamación y el daño al tejido sano circundante. 
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ABREVIATURAS Y SÍMBOLOS 

ADN ácido dexociribonucleico 

AIF factor inductor de apoptosis 

ALA ácido a aminolevulínico 

ANO VA ANalysis Of VAriance = análisis de la varianza 

A RN ácido 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 cánceres de piel del tipo no melanoma 

CR cadena respiratoria 

día 

DAB diaminobencidina 

DCFDA diclorofluoresceína 

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 óptica 

DOXO doxorubicina 

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

EndoG endonucleasa G 

ER especies reactivas 

ERK 1/2 
extracellular-signal-regulated kinases 1 2 
quinasa regulada por señales extracelulares 

ERO especies reactivas de oxígeno 

FAD flavinadenina dinucleotido 

FCCP Trifluoromethoxy carbonylcyanide phenylhydrazone 

FMN flavina Mononucleotide 
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l 

FS fotosensibilizador 

g gramo 

g gravedad 

H202 peróxido de hidrógeno 

HBSS solución salina equilibrada de Hank 

HE hematoxilina-eosina 

IAP inhibidores endógenos de las caspasas 

IFM intensidad de fluorescencia media 

I g inmunoglobulina 

J/cm2 joule/centímetro cuadrado 

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

kDa kilodalton 

LEDs diodos emisores de luz 

M molar 

MME membrana mitocondrial externa 

MMI membrana mitocondrial interna 

MAPK Mitogen-Activated Protein Kinases=Proteína quinasa activada por mitógenos 

MET Microscopía electrónica de trasmisión 

mg/I miligramo/litro 

mm n minuto/s 

ml mililitro 

mM milimolar 

MOAR microscopía óptica de alta resolución 

MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol 

ng/ml nanogramos/mililitro 

nM nanomolar 

nm nanómetros 

NPSH tioles no proteicos 

PARP poli (ADP-ribosa) polimerasa 

PBS solución salina tamponada con fosfato 

PBS-BSA solución salina tamponada con fosfato- albúmina bovina 

PBS-SNCa solución salina tamponada con fosfato- suero normal de cabra 

PBS-Tween solución salina tamponada con fosfato-Monooleato de Polioxietileno Sorbitan 

PE phicoeritrin 105 = ficoeritrina 105 
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p-ERK 1/2 Phosphorylated extracellular signal regulated kinases 1/2 

PMA 12-0-tetradecanoilforbol-13-acetato 

PMM permeabilización de las membranas mitocondriales 

pmol picomoles 

QA queratosis actínica 

RE retículo endoplásmico 

RF riboflavina 

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

RN Rojo neutro 

segundo/s 

SAPKs proteínas quinasas activadas por el estrés 

SCC carcinoma de células escamosas 

SDS dodecil sulfato de sodio 

SFB suero fetal bovino 

SLS laurilsulfato de sodio 

Sil glutatión reducido 

TBS solución salina tamponada con sal de tri-etil-amonio 

TdT transferasa terminal de desoxinucleotidos 

TFD terapia fotodinámica 

TRIS triethylammonium salt 

TUNEL Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling 

Ulml unidades/mililitro 

AlP„, potencial de membrana mitocondrial interna 

'02- radical anión superóxido 

'OH radical hidroxilo 
oic grados centígrados 

Fig/m1 microgramos/mililitro 

micrómetros 

02 oxígeno singlete 

3-0HP 3-hidroxipiridina 

7-AAD 7-amino-actinomicina D 

1 longitud de onda 
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