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“Estudios in vitro e in vivo sobre la Terapia Fotodinimica de tumores a partir de ALA

y sus derivados”

La Terapia Fotodinamica (TFD) se basa en la capacidad de fotosensibilizantes de
acumularse en células tumorales. La irradiacion del tumor desencadena reacciones
fotoquimicas que destruyen el tejido.

El 4cido 5-aminolevulico (ALA) se utiliza como precursor de Protoporfirina IX,
fotosensibilizador formado endégenamente en tumores.

Por cuanto el ALA es una molécula hidrofilica, su incorporaciéon podria
incrementarse aumentando su lipofilicidad por esterificacion. Otra alternativa se basa en el
uso de pro-drogas que posibiliten el ingreso de varias moléculas en las células
(dendrimeros).

El objetivo de la Tesis ha sido optimizar la TFD empleando ALA y sus derivados,
aumentar su captacion mediante la administracion por distintas vias y distintas
preparaciones y evaluar la interaccion del 6xido nitrico con la TFD.

Se concluye que el uso de derivados de ALA puede ser més efectivo y pueden llegar
a optimizar la TFD en dosis menores a las utilizadas con ALA.. Sin embargo, su uso esta
limitado al tipo y localizacion del tumor.

En cuanto al NO y el ALA-TFD, no se observo una interaccion directa entre la
citotoxicidad del NO y sus derivados, y la fototoxicidad del ALA-TFD. La resistencia al

NO en tumores, no estaria relacionada con la resistencia a la TFD.

Palabras claves: TFD, ALA, ALA-derivados, Porfirinas, Cancer.




“Photodynamic Therapy with ALA and its derivatives. In vifro and in vivo studies”

Photodynamic Therapy (PDT) is based on the properties of photosensitizers to
accumulate in tumoural cells. Irradiation of tumour leads to photochemical reactions which
selectively destroy the tissue.

5-Aminolevulinic acid (ALA) is a precursor of the photosensitizer Protoporphyrin
IX, endogenously formed in tumours.

Because ALA is a hydrophilic molecule, its uptake might be enhanced, increasing
its lipophilicity by esterification. Other alternative is based on the use of pro-drugs which
make possible the entrance of several molecules of ALA (dendrimers).

The aim of this Thesis has been to optimize PDT, using ALA and ALA derivatives,
increasing their uptake by means of using different administration vias and different
preparations.

The conclusion has been that the use of ALA derivatives can be more efficient to
optimize PDT at lower doses than those of the parenteral ALA. However, their use is
limited to the type and localization of the tumours.

As far as NO and ALA-PDT interaction, it has been found that there is not any
direct interaction between cytotoxicity of NO and its derivatives and phototoxicity of ALA-

PDT. Resistance to NO in tumours, would not be related to resistance to PDT.

Key words: PDT, ALA, ALA-derivatives, Porphyrins, Cancer.
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ABREVIATURAS

3m-ALA: Tris (tert-butiloxicarbonil-5-ALA) metilamina

ALA: Acido 5-aminolevulico

ALA-D: ALA dehidrasa

ALA-S: ALA sintetasa

ALA-TFD: Terapia fotodinamica basada en ALA

Arg: Arginina

COPROgen: Coproporfirinogeno II1

CPGasa: Coproporfirindogeno oxidasa

Denl8mer:1,3,5-Tris|[N-[N-[N-Imino-3,3'-bis[ N-[N-[tris(metil5-aminolevulinato)metil ]
acetamido-propionamido]benceno

Fe-Quel: Ferroquelatasa

GSH: Glutation reducido

GSSG: Glutation oxidado

He-ALA: Hexil ALA éster

Hp: Hematoporfirina

HpD: Derivado de Hematoporfirina

1.p.: Intraperitoneal

L-NAME: No-Nitro-L-arginina metil éster

MEM: Medio Minimo Esencial de Eagle

Me-ALA: Metil ALA éster

MTT: 3-(4,5-dimetil-2-tiazolyl)-2,5-difeniltetrazolio, bromuro

NO: Oxido nitrico

P: Coeficiente de particion aparente

PBG: Porfobilindgeno

PBG-asa: Porfobilinogenasa

PBS: Buffer fosfato salino

PPGasa: Protoporfirindgeno oxidasa

PpIX: Protoporfirina IX

PROTOgen IX: Protoporfirindgeno IX

RNOS: Especies reactivas de NO



ROS: Especies reactivas de oxigeno

SA: Succinil acetona

SFB: Suero fetal bovino

SNP: Nitroprusiato de sodio

TFA: Acido trifluoroacético

TFD: Terapia fotodinamica

THP-ALA: R, S-ALA-2-(hidroximetil) tetrahidropiranil ALA éster
Und-ALA: Undecanoil ALA éster

URO-D: Uroporfirindgeno decarboxilasa

Urogen III: Uroporfirinégeno III.
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I- Las porfirinas y el camino metabdélico del hemo.

I-1. Las porfirinas. Generalidades.

Las porfirinas estan ampliamente distribuidas en la naturaleza y juegan un rol
fundamental en el control de oxidaciones bioldgicas, transporte de oxigeno y reacciones
enzimaticas.

Su estructura bioldgica béasica es un macrociclo formado por cuatro anillos
pirrolicos (A, B, C, y D), unidos por cuatro puentes meteno. La existencia de dobles enlaces
alternados da lugar a una molécula plana, resonante y resistente a modificaciones quimicas.
Poseen, ademas, cadenas laterales que determinan sus caracteristicas fisicas (Figura I-1a).

Los metabolitos fisiolégicamente activos son los derivados reducidos de las
porfirinas, llamados porfirindgenos, que a diferencia de las anteriores, no son coloreados ni
emiten fluorescencia, y se oxidan espontaneamente a las correspondientes porfirinas
(Figura I-1b).

Las porfirinas pueden combinarse facilmente con metales, dando lugar a quelatos de
gran importancia bioldgica, como la hemoglobina y mioglobina (con hierro ferroso), las
clorofilas (con magnesio), los citocromos (contienen hierro capaz de oxidarse y reducirse) y
las corrinas (con cobalto).

Las hemoproteinas son aquellas proteinas que contienen como grupo prostético un
quelato tetrapirrdlico de hierro (grupo hemo). Entre las hemoproteinas encontramos
también enzimas como las peroxidasas, la catalasa y la triptofano pirrolasa.

Cuando cambia la valencia de los metales de transicion a los que se encuentran
unidas, las porfirinas pueden controlar el desplazamiento de electrones y asi aumentar la
eficiencia de las reacciones de oxido-reduccion. Es por eso que las porfirinas han tenido un
rol fundamental en la ontogénesis de la vida terrestre (Mercer Smith & Mauzerall, 1981),
facilitando la aparicion de formas de vida (Batlle, 1989), y han sido detectadas tanto en
fosiles (Blumer, 1974) como en rocas precambricas (Kolesnikov & Egorov, 1977).

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

dicha actividad estd incrementada en médula 6sea e higado.



Figura I-1b: Nucleo de porfirinogeno

I-2. Biosintesis del hemo.

La secuencia de reacciones involucradas en el camino de las porfirinas fue
dilucidada en una serie de estudios con marcadores isotopicos (Cookson & Rimington,
1953; Granick & Bogard 1953; Neuberger & Scott, 1953, Shemin & Rusell, 1953;
Rimington & Krol, 1955); de tal forma se determino la existencia de ocho enzimas, de las
cuales la primera y las tres tltimas son mitocondriales y el resto, citosolicas (Figura I-2).

El primer paso es la condensacién de la glicina con el succinil CoA, ambas
moléculas derivadas del ciclo de Krebs, para formar &cido S5-aminolevulico (ALA),
catalizado por la enzima ALA sintetasa (ALA-S), usando fosfato de piridoxal como
cofactor.

Esta es la reaccion limitante en la biosintesis del hemo, y es regulada por el pool de

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



transporte activo, es trasladado al citoplasma (Batlle, 1997), donde la enzima ALA
dehidrasa (ALA-D) condensa y cicla dos moléculas del sustrato para dar lugar a la
formacion del primer intermediario aromatico, el monopirrol porfobilindgeno (PBG).

En el paso siguiente se condensan cuatro moléculas de PBG, reaccion catalizada por
la PBG deaminasa (URO-I-S), formando el tetrapirrol lineal hidroximetilbilano, que luego
es isomerizado y ciclado por la isomerasa (UROgen III-S) para formar uroporfirinégeno III
(Urogen III).

En ausencia de isomerasa, el hidroximetilbilano puede ciclarse espontaneamente
para dar origen al UROgen I, que es bioldgicamente inactivo y s6lo se acumula en el
organismo en condiciones patologicas.

La ultima enzima citosélica es la UROgen decarboxilasa (URO-D), que cataliza la
decarboxilacion de las cadenas laterales de acetato del UROgen para dar grupos metilos,
con la produccion de intermediarios de siete, seis, cinco y cuatro carboxilos.

El producto final, de cuatro carboxilos, recibe el nombre de coproporfirindgeno III
(COPROgen), que reingresa a la mitocondria, y alli la coproporfirinégeno oxidasa
(CPGasa) cataliza la decarboxilacion oxidativa de dos grupos propionatos ubicados en las
posiciones 2 y 4 de los anillos pirrélicos A y B para dar dos grupos vinilos, formandose el
protoporfirinogeno IX (PROTOgen IX).

La PROTOgen oxidasa (PPGasa), que también es mitocondrial, oxida el
PROTOgen IX a protoporfirina IX (PpIX). El paso final es la insercion del hierro en estado

ferroso en la PplIX, catalizada por la enzima ferroquelatasa (Fe-Quel), para formar hemo.
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II- Terapia fotodinamica del cancer.

II-1. Introduccion.

La Terapia Fotodinamica (TFD), es un tratamiento para el cancer, originado en el
descubrimiento de que ciertos tipos de compuestos, llamados agentes fotosensibilizantes,
pueden destruir a un organismo unicelular cuando éste es expuesto a la luz.

La combinacion de la luz con el fotosensibilizante da lugar a una reaccion
fotoquimica, mediada por especies reactivas de oxigeno (ROS), que resultan citotoxicas
destruyendo selectivamente las células tumorales (Figura II-1).

Como tratamiento antineoplasico es sumamente prometedor para tumores
superficiales localizados o solidos, y se basa en la acumulacion preferencial del
fotosensibilizante en el tejido maligno luego de su administracion, generalmente sistémica.

Las ventajas terapéuticas que presenta la TFD respecto a las demas modalidades
antitumorales, es que puede ser repetida o usada luego de otros tratamientos, por no exhibir
resistencia cruzada con otras drogas. Ademas, el riesgo de generacion de nuevas neoplasias
es bajo, ya que el dafio al ADN es limitado, asi como lo es también el riesgo de perforar o

reducir la fuerza mecéanica de 6rganos internos.
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Figura II-1: Principios basicos de la Terapia Fotodinamica

(A) administracion del fotosensibilizante, (B) acumulacion del fotosensibilizante en el tejido

tumoral, (C) irradiacion con luz y (D) remision del tejido tumoral
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II-2. Su historia.

La primera observacion de fotosensibilizacion quimica de un tejido fue descripta
por Raab (1900). Poco tiempo después Tappeiner y Jesionek (1903) usaron eosina aplicada
topicamente y luz solar para tratar pacientes con cancer de piel, estableciendo asi el
concepto basico de la TFD. Diez afios mas tarde, Meyer-Betz (1913) se autoadministro
Hematoporfirina (Hp) con el objeto de determinar sus efectos bioldgicos.

En 1942, Auler y Banzer ya habian observado la particular afinidad del
fotosensibilizante Hp por el tejido neoplasico, confirmada mas tarde por Figge et al. (1948),
quienes describieron la fluorescencia de las porfirinas acumuladas en el tumor cuando se las
iluminaba con la lampara de Wood.

Lipson et al en 1961 mejoraron la localizacion tumoral del fotosensibilizante
mediante acetilacion y posterior reduccion de la preparacion cruda, obteniendo el Derivado
de Hematoporfirina (HpD). El hallazgo del HpD como un efectivo fotosensibilizante
tumoral y el posterior desarrollo de equipos laser y sistemas Opticos de transmision de la
luz, llevaron a la aplicacion de la TFD durante la década del *70. Inicialmente, el principal
interés en el uso del HpD se concentro en la deteccion y localizacion de tumores durante la
exposicion de los tejidos a luz ultravioleta. Diamond et al. (1972) evaluaron los efectos
terapéuticos en gliomas murinos irradiando a longitudes de onda maés largas, en tanto que
Dougherty et al (1975) realizaron los primeros estudios de TFD en tumores animales. El
primer caso clinico de TFD fue un paciente con cancer de vejiga, a quien se le administrd
HpD y se lo sometid a una irradiacion transuretral (Kelly & Swell, 1976). Desde entonces,
ha habido un creciente interés en esta nueva terapia, con una gran cantidad de estudios

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

I1-3. Fotoquimica.

Las porfirinas muestran una intensa absorcion alrededor de los 400 nm en la region
azul, llamada banda de Soret, y cuatro bandas de menor absorcion entre los 500 y los 650
nm.

La llamada “ventana fototerapéutica” de los fotosensibilizantes, se extiende desde
los 600 a los 1000 nm. En ese rango la luz tiene muy baja dispersién en los tejidos, y

ademas la absorcion por parte de otras biomoléculas es escasa. Como la penetracion de la
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luz en los tejidos aumenta con longitudes de onda mayores (Van Gemert et al, 1985;
Wilson, 1989) generalmente se usa la banda de absorcion mas débil que es la de 630 nm
para irradiar, lo que permite una mayor penetracion de la luz.

El efecto inicial de la TFD es la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
catalizadas por la luz, principalmente el radical oxigeno singulete ('0y)a partir del oxigeno
disponible en los tejidos (Weishaupt et al, 1976). Esta especie seria la responsable del dafio
tisular inducido por la TFD. También se observd que la presencia de secuestrantes de
oxigeno singulete suprimian los efectos fototoxicos (Valenzeno, 1987).

La activacion del oxigeno puede ocurrir por dos mecanismos diferentes: la
absorcion de energia suficiente como para revertir el spin de un electron desapareado, o por
reduccion monovalente. Si una molécula de porfirina absorbe un fotén, pasa a un estado de
excitacion singulete de vida media extremadamente corta. Luego el fotosensibilizante
puede volver al estado basal y emitir luz en forma de fluorescencia roja a longitudes de
onda de alrededor de los 620 nm. Sin embargo para ejercer su accion fotodinamica, el
fotosensibilizante debe pasar a un estado de excitacion triplete, el cual es mas estable que el
estado singulete y por lo tanto tiene mayor posibilidad de interactuar con el oxigeno en
estado basal (Gomer, 1989). Esta interaccion permite la transferencia de energia del
fotosensibilizante en estado triplete al oxigeno molecular generando el oxigeno singulete, el
cual es altamente reactivo (Figura I1-2).

Un camino alternativo es que la interaccion se de entre el fotosensibilizante y una
biomolécula, con transferencia de electrones o de hidrogenos, produciendo formas radicales
de ambos compuestos. Estos radicales pueden reaccionar directamente con el oxigeno
molecular para formar especies activas como el radical hidroxilo, peréxido de hidrogeno y

anion superdxido (Buettner & Need, 1985; Van Steveninck et al, 1986; Athar et al, 1989).
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Figura II-2: Interaccion entre el fotosensibilizante y el oxigeno

Al absorber la luz el fotosensibilizante (FS) pasa a un estado activado singulete. De alli puede
pasar nuevamente a estado basal emitiendo fluorescencia, o bien puede pasar a un estado triplete
lo cual permite que reaccione con el oxigeno también en estado triplete, activandolo a estado

singulete, el cual a su vez puede oxidar otras biomoléculas.

I1-4. Las porfirinas en la fotodeteccion de tumores y su uso como fotosensibilizantes.

La excitacion con luz de 405 nm de un tejido fotosensibilizado con porfirinas,
induce la emision de fluorescencia roja que puede ser detectada mediante el uso de sistemas
opticos electronicos. La concentracion selectiva de las porfirinas en los tumores ha sido
utilizada como método de diagnostico a través de la deteccion de fluorescencia.

Si la luz utilizada en TFD proviene de un laser, se puede transmitir a través de una
fibra optica, la cual se coloca en el area cancerigena para entregar la cantidad de luz
adecuada. Ademas la fibra Optica puede ser dirigida a través de un broncoscopio a los
pulmones para el tratamiento de cancer de pulmoén o a través de un endoscopio al eséfago

para el tratamiento de cancer de es6fago.
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Esta propiedad ha sido usada para la fotodeteccion de canceres tempranos en el
arbol traqueo-bronquial (Doiron et al, 1979) y en la vejiga urinaria (Benson et al, 1982).

La fuente de luz —un laser de kripton o una lampara de mercurio con filtro- es
acoplada a una fibra optica ubicada en el canal de un endoscopio. La luz emitida por la
fibra induce la fluorescencia del fotosensibilizante. La imagen es filtrada de manera de
eliminar la luz excitante, y luego es amplificada por un intensificador de imagen para ser
visualizada en un monitor. También se puede analizar el espectro de fluorescencia, que
puede ser representado en una pantalla o en un graficador. El espectro obtenido para el
tumor es distinto en amplitud y forma, al de la mucosa normal permitiendo la deteccion
endoscopica de lesiones superficiales.

El HpD desarrollado por Lipson, es una mezcla compleja de varias especies de
porfirinas, algunas de las cuales son poco eficientes in vivo como fotosensibilizantes
tumorales (Dougherty, 1984).

Mediante el uso de tamices moleculares se logré aislar una fraccion enriquecida en
las especies responsables de las propiedades fotosensibilizantes del HpD (Dougherty,
1984). Esta fraccion activa se denomind porfimero de sodio (Photofrin II, QLT Inc.,
Vancouver, Canada y Laboratorios Lederle, Pearl River, NY, USA) y est4 constituida por
una mezcla agregada de trimeros/oligdémeros de porfirinas unidas por puentes éter y/o éster
(Dougherty, 1987; Kessel et al, 1987; Dougherty & Marcus, 1992) (Figura II-3). Este
producto fue el primero en ser aprobado por la FDA de Estados Unidos, y es
corrientemente utilizado en la TFD clinica, ya que en diciembre de 1995 se autoriz6 su uso
para el cancer de es6fago y en enero de 1998 para estadios tempranos de cancer de pulmoén
de células no pequefias y para los casos avanzados en que el tratamiento convencional no se
pudiera aplicar.

Una ventaja de la TFD es que causa un dafio minimo al tejido sano. Sin embargo,
debido a que la luz laser utilizada no puede atravesar mas de 3 cm de espesor de tejido, la
TFD se utiliza principalmente para tratar tumores situados sobre la piel o justo debajo de
ella o bien en la superficie de 6rganos internos.

En 1998 Momma et al, reportaron por primera vez el uso combinado de la TFD con
la cirugia (esterilizacion del lecho quirurgico) obteniendo como resultado un mejor control
local del tumor primario y una reduccion significativa en el niumero de metastasis,

trabajando con un modelo de tumor de prostata.
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Figura II-3: Estructura del Photofrin

Composicion quimica de un trimero de porfirina, uno de las principales componentes del Photofrin

I1-5. Mecanismos de acumulacion de las porfirinas en los tumores.

No estda dilucidado aun la razéon por la cual las porfirinas se concentran
preferencialmente en el tejido maligno, pero se sugirieron varias hipotesis: a) la afinidad
porfirina/lipoproteina, b) la debilidad de la vasculatura tumoral, c) el drenaje linfatico
disminuido, d) los receptores de proteinas de baja densidad (LDL) con mucha actividad o e)
a una escasa conversion a hemo debida a una baja actividad de la ferroquelatasa (Wilson et
al, 1991)

Existe una hipdtesis que propone que los tejidos de rapido crecimiento tienen una
alta densidad de receptores para lipoproteinas y adquieren los lipidos necesarios para la
sintesis de membranas via endocitosis inespecifica o mediada por receptor (Spikes & Jori,
1987; Kessel y Woodburn, 1993). Asi las porfirinas ingresarian junto con las lipoproteinas
a la célula.

También se propuso que el bajo pH intratumoral, producto de la pobre oxigenacion
sumado a una alta actividad glicolitica, estaria afectando la ionizacion de algunas porfirinas
que aumentan su lipofilicidad a bajos pHs, quedando asi retenidas en el tumor (Pottier &
Kennedy, 1990).

Los tumores habitualmente tienen incrementado el nimero de cuerpos lipidicos, en
particular de micelas neutras, ademas de contar con membranas celulares mas hidrofobicas
que las de las células normales. Ambos fenémenos podrian también explicar la

acumulacion de los fotosensibilizantes hidrofobicos en este tipo de células (Freitas, 1990).

18



La debilidad de la vasculatura tumoral, unida a un drenaje linfatico disminuido
favoreceria la formacion de agregados de porfirinas o complejos con proteinas en el espacio
intersticial (Bugleski et al, 1981).

Las células tumorales también podrian tener aumentada la capacidad de fagocitar o
pinocitar los agregados de porfirinas (Jori, 1989). Los macréfagos asociados al tumor
podrian ser los responsables de la alta concentracion de las porfirinas en este tejido. La
fagocitosis de los agregados de porfirinas por los macrofagos residentes seria también el
mecanismo responsable de la acumulacion de estos compuestos en las placas
ateroscleroticas (Hamblin & Newman, 1994).

Dailey y Smith (1984) estudiaron la interaccion de algunas porfirinas presentes en el
HpD con la Fe-Quel, siendo que éstas eran o bien sustrato o bien inhibidores competitivos
de la enzima. La baja actividad de Fe-Quel en el tejido tumoral podria contribuir a la
acumulacion de porfirinas en el tumor.

La interaccion entre las porfirinas y las glutation S-transferasas, que estan presentes
en el tumor en una concentracion relativamente alta (Di Ilio et al, 1985) podria contribuir

también a la acumulacion de las porfirinas en los tumores (Smith et al, 1985).

I1-6. Sitios celulares y subcelulares blancos de la TFD.

Existen diversos blancos celulares de dafio fotodindmico y estos dependen
principalmente de la naturaleza quimica del fotosensibilizante empleado. Estos sitios de
accion pueden ser biomoléculas o bien organelas como las mitocondrias, los microsomas,
los lisosomas, el nticleo y el reticulo endoplasmatico (Moan et al, 1989; Jori, 1990).

Hay amplio consenso en sefialar las membranas celulares como uno de los sitios
principales de dafio (Girotti, 1990; Chapman et al, 1991). La reaccion de los radicales libres
del oxigeno con los lipidos poliinsaturados es unas de las reacciones mas frecuentemente
citadas, asi como la formacioén de agregados entrecruzados de proteinas, la modificacion
especifica de aminoacidos, la fragmentacion de la cadena peptidica y la alteracion de la
carga luego de la TFD, han sido algunas de las evidencias encontradas a favor de estas
hipotesis. Las proteinas asi modificadas serian mas susceptibles a la proteolisis. (Prinsze et

al, 1990; Farr & Kogoma, 1991)
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En algunas lineas celulares murinas se observo una disminucion en la actividad de
algunas enzimas de membrana luego de la fotosensibilizacion, mientras que las enzimas
citosolicas lactato y malato deshidrogenasa no sufrieron cambios (Gaffney & Sieber, 1990).

Por otro lado, dado que las porfirinas se acumulan principalmente en las
mitocondrias, se piensa en estas organelas como otro posible blanco (Salet & Moreno,
1990).

Woodburn et al (1991), observaron que las porfirinas con cadenas cationicas se
localizan en las mitocondrias, mientras que las anionicas se localizan en los lisosomas,
siendo estas ultimas de menor citotoxicidad.

El oxigeno activado y los agentes que producen radicales libres, asi como las
radiaciones ionizantes, inducen numerosas lesiones en el ADN, causando deleciones,
mutaciones y otros efectos genéticos (Imlay & Linn, 1986). La principal causa de ruptura
del ADN simple cadena es la oxidacion del azficar por el radical hidroxilo, asi como
también el entrecruzamiento del ADN con las proteinas (Oleinick et al, 1986).

La fotosensibilizacion mediada por porfirinas en algunos casos también es capaz de
inducir daflo en el DNA ya sea en forma directa (actuando sobre DNA de cadena simple) o
indirecta, activando endonucleasas, lo cual lleva al tipico patron apoptdtico de
fragmentacion en escalera (Agarwall et al, 1991).

En cuanto al blanco subcelular del dafio producido por el tratamiento fotodinamico,
es sabido que el oxigeno singulete y otras ROS conducen a la peroxidacion lipidica y dafios
en la membrana, ADN, citoesqueleto, etc. (Moan et al, 1992). Pero el mecanismo final de la
muerte celular puede deberse tanto a la necrosis como a la apoptosis, dependiendo del
fotosensibilizante utilizado, la concentracion, el tiempo de exposicion, la dosis de luz, la
fuente de luz y el tipo celular (He et al, 1994; Dellinger et al, 1996; Noodt et al, 1996;
Miyamoto et al, 1999). Se observo que la activacion de fosfolipasas (Agarwall et al, 1993)
y caspasas (He et al, 1998) estan involucradas en el proceso apoptotico inducido por la
TFD.

Webber et al (1996) observaron una respuesta apoptdtica a la TFD in vivo en
ratones con adenocarcinoma de colon, tratados con ALA para inducir la formacion
endogena de PPIX. Noodt et al (1996) también observaron que algunas lineas celulares
expuestas a ALA-TFD morian principalmente por necrosis, mientras que otras morian por
apoptosis. Se ha descripto que la TFD induce la expresion de citoquinas en células

tumorales; Usuda et al (2001) encontraron que en las células de carcinoma de pulmon de
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Lewis tratadas con L-aspartil clorina-TFD empleando un laser de diodos, se inducia la
expresion de interleuquina 6 (IL-6), IL-2 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa),
pero solo en las células que tenian aumentada la IL-6 se encontré una mayor sensibilidad a
los efectos citotoxicos asi como un aumento en la apoptosis.

Sin embargo, no parece que el dafio y reparacion nuclear fueran importantes en la
fotodestruccion celular ya que la TFD indujo niveles de citotoxicidad similares en
fibroblastos normales y deficientes en las enzimas reparadoras de ADN (Gomer et al,
1988).

La fotosensibilizacion mediada por porfirinas puede aumentar la transcripcion y
traduccion de varios genes de estrés oxidativo como el de la hemooxigenasa (Gomer et al,
1991). Si bien atin no esta claro el significado de esta induccion, una posible funcion seria

la de actuar como mecanismo de defensa antioxidante.

I1-7. Otras Aplicaciones de la TFD empleando diversos fotosensibilizantes.

La terapia fotodinamica de componentes celulares de la sangre estd siendo
ampliamente estudiada para su uso como técnica de esterilizacion para reducir el riesgo de
transmision de enfermedades por transfusion (Ben-Hur et al, 1996; Lin et al, 1997).

Asi, ademas de su uso como tratamiento de tumores sélidos, la TFD también se
emplea como purga ex vivo de células tumorales remanentes en médula 6sea previo al auto
transplante (Sieber & Krueger, 1989) y en el tratamiento hematoldgico de linfomas de
células T (Edelson et al, 1987).

A pesar de la efectividad demostrada por el Photofrin como fotosensibilizante y como
localizador de tumores, sus efectos adversos han llevado al desarrollo de productos
alternativos, llamados fotosensibilizantes de segunda generacion, tales como las ftalocianinas,
clorinas, purpurinas y bacterioclorinas entre otros.

Las ftalocianinas (FC) son compuestos estructuralmente similares a las porfirinas y
entre ellas existen derivados metalicos y no metalicos. Asi, por ejemplo, la cloro-aluminio FC
demostro ser un buen fotosensibilizante tanto in vitro como in vivo (Ben-Hur & Rosenthal,
1985). Mediante el uso de anticuerpos monoclonales Vrouenraets et al (2001) lograron
producir una acumulacion tumoral selectiva del fotosensibilizante aluminio ftalocianina

tretasulfonato en ratones “nude” portadores de carcinoma de células escamosas.
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Los ésteres asparticos de Clorina e6 (NPe6) poseen una importante accion fototoxica
(Nelson et al, 1987). Mas recientemente se encontrdé que derivados etéreos de cadena larga
son mejores fotosensibilizantes que sus ésteres analogos (Pandey et al, 1991). Estudios in
vitro (Beems et al, 1987), utilizando células leucémicas murinas demostraron que la
bacterioclorina A produce una efectiva destruccion celular.

Las purpurinas poseen un grupo pirrolico reducido, y por lo tanto tienen propiedades
similares a las clorinas. La ventaja sobre estos compuestos es que muestran una absorcion
mas intensa con un pico cercano a los 700 nm. En estudios con tumores experimentales
demostraron una considerable accion fotodinamica (Morgan et al, 1987).

Agentes fotosensibilizadores tales como benzoporfirina derivado (Jamieson et al,
1990; Lemoli et al, 1993; Obochi et al, 1995), ftalocianinas (Singer et al, 1987; Singer et al,
1988) y merocianina 540 (Sieber et al, 1984; Smith et al, 1992; Lydaki et al, 1997) se han
estudiado para la depuracion de células madres hematopoyéticas.

Ademas de la terapia antitumoral, la TFD también tiene un futuro promisorio en el
tratamiento de la psoriasis (Berns et al, 1984), infecciones bacterianas (Malik et al, 1990;
Merchant et al, 1996; Minnok et al, 1996) y virales (Sieber et al, 1989), micosis (Wolf et al,
1994), endometriosis (Yang et al, 1996) y aterosclerosis (Hayashi et al, 1995), ya que el
HpD se une selectivamente a las placas ateromatosas (Kessel & Spikes, 1984).

También se ha comprobado la efectividad de la TFD para destruir bacterias Gram
positivas y disminuir el riesgo de resistencia a antibidticos, utilizando como
fotosensibilizantes Hp, HpD, deutero porfirina o ftalocianinas con aluminio (Bertolini et al,
1984; Nitzan et al, 1987; Wilson & Pratten, 1994).

Hamblin et al (2003) describieron el uso de técnicas Opticas para monitorear y tratar
infecciones con Pseudomonas aeruginosa en ratones. Para ello utilizaron un
fotosensibilizante policationico conjugado, el cual estd disefiado para penetrar en las
bacterias Gram negativas. De este modo, al aplicar el compuesto en forma topica en la
lesion, se observo la desaparicion de fluorescencia, y se obtuvo un 90 % de supervivencia
en los ratones tratados.

Estudios preclinicos demostraron que la TFD de tumores aumenta la respuesta
inmune del huésped. Sin embargo el rol del efecto de la TFD en células tumorales no se ha
determinado. Gollinck et al (2002) estudiaron la efectividad de la inmunogenicidad de un
lisado de células tumorales generado por TFD. Encontraron que el lisado funcionaba como

una vacuna potente siendo mas efectivos los lisados generados mediante TFD. Las vacunas
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generadas mediante TFD eran tumor especificas e inducian una mejor respuesta de las

células T citotoxicas.
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I1I- Terapia fotodindmica a partir de ALA.

II1-1. Introduccion.

Hacia fines de los afios 80 y principios de la década del 90, se comenzo a usar el
acido aminolevilico (ALA), para inducir la acumulacion selectiva de los tetrapirroles
endogenos sintetizados en el tejido tumoral (Navone et al, 1988; Navone et al, 1990;
Kennedy et al, 1990; Fukuda et al, 1992a) y se ha convertido en uno de los campos mas
promisorios en la investigacion de la TFD.

Siguiendo los descubrimientos cientificos de pioneros como Finsen, Raab y Von
Tappeiner, con el aislamiento de las porfirinas y el descubrimiento subsecuente de las
propiedades de localizacion tumoral y los efectos fototoxicos en este tejido, se desarrolld la
TFD basada en ALA (Ackroyd et al, 2001).

En 1975 Batlle et al fueron los primeros en observar que el agregado de ALA a
cultivos de callos de soja, un tejido tumoral vegetal, estimulaba la sintesis y acumulacion de
porfirinas y su destruccion por exposicion a la luz. Malik y Lugaci, en 1987, describieron la
fotosensibilizacion de células en cultivo expuestas a ALA.

El ALA es la pro-droga que induce la sintesis del fotosensibilizador Protoporfirina
IX (PpIX). Luego de la administracion de ALA, las células tumorales generan PpIX a
través del camino biosintético del hemo. Este método se basa en dos importantes hechos. El
primero es que todas las células poseen la capacidad de formar porfirinas a partir de
precursores del hemo. El otro es que en varios tejidos malignos y en tejidos en
regeneracion, se ha encontrado disminuida la actividad de la Fe-Quel mientras que en estas
mismas células se ha hallado que la actividad de la PBG-asa estaba aumentada (Leivovici et
al, 1988; Schoenfeld et al, 1988; Navone et al, 1990; El-Sharabasy et al, 1992; Rubino &
Rossetti, 1996).

La idea consiste en “by-pasear” la enzima limitante del camino del hemo, el ALA-S,
mediante la administracion de un exceso de su producto, el ALA, lo cual conduce a la
acumulacion de porfirinas, en particular PpIX (Malik y Lugaci, 1987; Fukuda et al, 1989;
Kennedy et al, 1990) en las células malignas.

Ademas de la selectividad, la ventaja que presenta la fotosensibilizacion endogena
con ALA es que el producto principal, la PpIX, tiene una estructura molecular definida, con

un maximo de absorcidén en la zona roja del espectro en los 630 nm (Pottier et al, 1986).
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Otra ventaja del uso terapéutico del ALA es la corta vida media de los efectos
fotosensibilizantes de la PpIX comparado con otros compuestos, que no se prolongan por

mas de 48 horas (Kennedy et al, 1990; Fukuda et al, 1992a).

I11-2. Selectividad de tejidos por la PPIX inducida a partir de ALA.

La administracion de una dosis adecuada de ALA en animales de experimentacion
induce la tipica fluorescencia de la PpIX en algunos tejidos, pero no en todos.

En ratones se observo una fuerte fluorescencia en piel, mucosa de la cavidad oral,
vaginal y anal, en glandulas salivales, ductos biliares, vejiga y vesicula seminal. Ciertos
organos, por otra parte, exhibieron una débil fluorescencia, en tanto que no fue detectable
en musculo esquelético y cardiaco (Sima et al, 1981; Pottier et al, 1986).

En tumores humanos se observdé que aquellos que tenian origen epidérmico
(carcinoma de células basales, escamoso, adenocarcinoma de glandulas sebaceas) y de
tejido mamario (adenocarcinoma de mama) exhibian una fuerte fluorescencia luego de la
aplicacion topica de ALA (Kennedy et al, 1990).

Se induce una mayor cantidad de porfirinas a partir de ALA en las células con alta
proliferacion. La mayoria de los tejidos epiteliales tales como la epidermis y la mucosa
epitelial de algunos 6rganos internos huecos (tracto gastrointestinal, vejiga urinaria, etc) asi
como en glandulas con ductos que se vacian en dichas superficies como las glandulas
sebaceas, mamarias o salivales, generan mayores niveles de PpIX, y en cambio es muy baja
la cantidad de porfirinas en las capas lindante de la dermis (piel), submucosa y musculo.
Por lo tanto las células malignas derivadas de estos tejidos deberian ser blanco de las pro-
drogas para la sintesis de PpIX sin producir dafios en los tejidos normales circundantes.

Steinbach et al (1995) estudiaron la capacidad de acumular PpIX a partir de ALA
en diversas lineas celulares, y encontraron que las células que derivan de tumores de vejiga
mostraban una intensidad de fluorescencia mucho mayor que la exhibida por las células

normales.

II1-3. Vias de administracion.

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

fotosensibilizantes, puede ser administrado por diversas vias en forma inocua, tales como:
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via sistémica, intravesical, topicacion, inhalacion y por via oral. En animales de
experimentacion también se ha utilizado la via intra-tumoral para administrar el ALA en
tumores accesibles, y si bien los niveles de porfirinas acumuladas fueron adecuados
(Fukuda et al, 1992a; 1992b), no se observo un aumento en la eficiencia del tratamiento con
respecto a las vias clasicas (Cairnduff et al, 1995), debido a la heterogeneidad de la

distribucion del fotosensibilizante.

II1-3.1. Penetracion del ALA a través de la piel.

La piel normal varia en cuanto al grado de penetracion del ALA, ya que las pieles
orientales o nativas americanas bloquean mas el pasaje del ALA que las occidentales y mas
aun que las europeas. Por otra parte en pieles célticas, el ALA parece penetrar de una
manera puntuada, como lo muestra la fluorescencia irregular que éstas presentan luego de
la administracion de ALA (Kennedy & Pottier, 1992)

Existen dos rutas para que una molécula pueda difundir a través de la piel normal
sana: la via transepidérmica, que incluye la via transcelular y la intercelular, o la via
transapéndica (foliculo piloso y glandulas sudoriparas). Estos apéndices pueden bypasear la
baja difusibilidad del estrato corneo. Sin embargo los apéndices representan solo una
pequena fraccion de la piel (Scheuplein, 1967) y no tendrian demasiada importancia en la
penetracion de las drogas. La mayoria de los agentes penetrarian a través de la epidermis,
en cuyo caso la molécula deberia primero pasar a través del estrato corneo antes de difundir
por la epidermis. (Figura III-1)

Varios tipos de anormalidades benignas de la piel tales como heridas, quemaduras,
psoriasis, queratosis actinica, etc., favorecen la permeabilidad del ALA. En cambio la
hiperqueratosis asociada a verruca vulgaris, inhibe en gran medida la penetracion de ALA.

Lesiones malignas como los carcinomas escamosos y de células basales, por
presentar alteraciones en sus capas de queratina, muestran una gran permeabilidad al ALA.
Esta diferencia respecto a las células normales adyacentes hace que en este caso no sea
necesaria la restriccion de la aplicacion del ALA al area afectada.

El ALA que penetra a través del estrato corneo difunde por la epidermis y llega
hasta la dermis, donde la fluorescencia se observa principalmente en las glandulas
pilosebaceas y no en las células en si, por lo cual se pueden tratar canceres de origen

epidérmico sin causar dafios serios a la dermis (Kennedy & Pottier, 1992).
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Figura IlII-1:Estructura de la piel normal y vias de difusion

Esquema de las distintas capas de la piel normal y sus componentes

La naturaleza hidrofilica de la molécula de ALA y el hecho de que el ALA es un
zwitterion a pH fisiologico y que por lo tanto tiene baja solubilidad lipidica, limita de
alguna forma el pasaje a través de barreras biologicas como el estrato corneo de la piel y las
membranas celulares. De aqui que la formacion de PpIX a partir del ALA esta
frecuentemente restringida a las capas superficiales del tejido, siguiendo una distribucion
inhomogénea y parcial en las capas mas profundas o lesiones nodulares. Para alcanzar
niveles de PpIX en las capas mas profundas de los tumores que sean clinicamente
relevantes es necesario administrar dosis mayores de ALA (Kloek et al, 1996).

Actualmente hay varias lineas de investigacion dedicadas a mejorar la penetracion
del ALA, ya sea utilizando distintos vehiculos en la aplicacion de ALA o bien
desarrollando nuevas moléculas sintéticas derivadas del ALA.

Con el uso de derivados de ALA mas lipofilicos se espera tener una mejor difusion

a través de las membranas celulares de manera tal que, tras alcanzar el sitio de accidn,
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ocurriria la conversion en ALA por hidrolisis enzimatica, obteniendo de esta forma una

mayor formacion de PpIX.

I11-4. Usos del ALA en la TFD y en la fotodeteccion.

La TFD mediada por ALA (ALA-TFD) brinda una esperanza para el tratamiento de
estadios precancerosos de lesiones de piel como la queratosis solar, la enfermedad de
Bowen y tumores, incluyendo el carcinoma de células basales, la enfermedad de Paget y el
carcinoma de células escamosas (Kurwa & Barlow, 1999). Patologias no malignas de piel
como la psoriasis (Boehncke et al, 1994) y la queratosis actinica, entre otras, han sido
también tratadas con esta técnica (Fritsch et al, 1998).

En noviembre de 1999, la FDA aprob6 el ALA bajo el nombre comercial Levulan
para el tratamiento de la queratosis actinica utilizando una fuente de luz policromatica
llamada Blu-U ( Ormrod & Jarvisl, 2000; Szeimies & Laudthaler, 2002).

Varios estudios abiertos reportaron la eficacia de la TFD tdpica en el tratamiento de
cancer de piel no melandtico y lesiones precancerosas. El uso de ALA-TFD topico y luz
azul para el tratamiento de queratosis actinica no hiperqueratética es actualmente una de las
pocas aplicaciones dermatologicas aprobadas en Estados Unidos (Bissonnette et al, 2002).
Szeimies et al (1996) llevaron a cabo un estudio en fase Il para evaluar la eficacia y
tolerancia del ALA-TFD en esta enfermedad. Encontraron que luego de aplicar la emulsion
e irradiar con luz no coherente, en el 71% de las queratosis actinicas ubicadas en cabeza se
producia la remision completa, mientras que en las lesiones de brazos y manos solo habia
una remision parcial.

Morton et al (1996) compararon la efectividad del ALA-TFD con el 5-fluorouracilo,
y observaron que inicialmente el 88% de los pacientes tratados con ALA-TFD mostraban
una remision completa comparado con el 67% para el 5-fluorouracilo. Mientras que los
pacientes que recibieron este ultimo compuesto mostraban escaras y ulceraciones, los que
recibieron ALA mostraron muy escasos efectos adversos. En forma similar la TFD es tan
efectiva como la crioterapia para el tratamiento de carcinoma de células basales, pero con
mayor poder curativo y cosmético. La TFD puede ser particularmente ventajosa para el
tratamiento de lesiones grandes y/o multiples y para aquellas lesiones que debido a su
ubicacion, las terapias convencionales pueden provocar riesgo de desfiguramiento o de una

pobre curacion. Aunque todavia no hay datos suficientes para comparar en lo que concierne
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a la cirugia de rutina, la técnica de curettage y radioterapia, la TFD parece ser igualmente
efectiva y en algunos casos, superior a las terapias estandar en el tratamiento de cancer de
piel no melanotico (Morton, 2002).

Se ha sugerido también que el ALA-TFD actuaria como un inmunomodulador o un
agente fotocitotoxico teniendo como blanco solo a los linfocitos activados o leucémicos
(Hryhorenko et al, 1998). También se ha descripto al ALA-TFD como una alternativa
promisoria para el tratamiento de estadios tempranos de linfomas cutdneos de células T,
caracterizados por la acumulacion de células T malignas en la piel y sangre periférica
(Malik & Lugaci, 1987; Grebenova et al, 1998).

Asimismo se ha sugerido el uso ex vivo para la depuracion de células en transplante
autélogo de médula dsea (Sieber et al, 1984).

Ademas de su utilidad en la terapia oncoldgica, el ALA tiene también una
caracteristica inica que puede ser explotada con el propdsito de diagnostico: luego de la
administracion topica o sistémica se induce la acumulacion de PpIX en forma casi selectiva
en el epitelio tumoral, con una alta relacion tejido tumoral/tejido circundante, la cual puede
ser visualizada luego de la excitacion con luz. Mediante el uso acoplado de sistemas de
camaras junto con un digitalizador de imagenes (CCD), el contraste de la imagen de
fluorescencia adquirida puede ser mejorada considerablemente y permite la determinacion
de un umbral, el cual puede ser utilizado ya sea para hacer una biopsia directa o para el
planeamiento pre-operativo en los casos en que la cirugia ya estd estipulada. Actualmente
se esta evaluando el empleo de rutina de estos sistemas (Szeimies & Landthaler, 2002).

Se investigo6 la efectividad de la administracion oral de ALA para el diagndstico
fotodindmico de tumores de mama primarios en humanos. El estudio incluy6 varios
pacientes con tumor de mama palpable que durante la operacion se irradiaron en el sitio
afectado y ademas se extrajeron diversas muestras. Mediante el diagndstico fotodindmico
con ALA lograron distinguir confiablemente entre el tumor primario de mama y el tejido
mamario normal debido a que el tumor tenia una fluorescencia significativamente mayor,
tanto macroscopica, como microscopica en todos los casos. Esto podria ser una simple
herramienta para reconocer los margenes del tumor durante la cirugia (Ladner et al, 2001).

Estudios preliminares sugieren que el fotodiagnodstico a través de la deteccion de
fluorescencia de la PpIX, es superior a la citoscopia de tumor de vejiga tradicional. Luego
de la administracién intravesical de ALA a 52 pacientes se detectd por fluorescencia un

25% de casos con tumores de vejiga que habian sido omitidos por la citoscopia
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convencional. La fotodeteccion con ALA tuvo un 94% de sensibilidad comparada contra un
70% de la citoscopia y un 43% de especificidad. Por lo tanto el fotodiagnodstico con ALA
podria llegar a ser un procedimiento estandar para la deteccion y reseccion de tumores de
vejiga, tales como carcinoma in situ, tumores multifocales y en especial para los casos en
que solo se llega endoscopicamente (Riedl et al, 1999).

En un estudio abierto se investigaron los efectos colaterales y la farmacocinética del
ALA asi como también la fluorescencia de la PpIX luego de la administracion intravesical
de ALA para la fotodeteccion endoscopica de carcinoma superficial de vejiga. El ALA
aumentaba rapidamente en plasma y a las 9 horas ya estaba por debajo de los niveles
normales. Si bien la absorcion en vejiga era baja, no se observaron efectos secundarios por
ALA en ningun caso (Popken et al, 2000).

Con los métodos actuales de tratamiento, el pronostico de los pacientes con tumores
de cerebro agresivos es muy desalentador y la falla de los tratamientos se debe
generalmente a la recurrencia local del tumor. La deteccion fotodindmica intra-operativa
del tejido tumoral y la TFD post-quirirgica de la cavidad resecada podria ser de gran

beneficio en la reseccion de tumores de cerebro (Freisen et al, 2002).
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IV- Derivados de ALA.

IV-1. Introduccion.

Se han sintetizado un gran nimero de derivados de ALA con el fin de desarrollar un
compuesto que penetre mejor la membrana plasmatica de las células blanco y difunda a
través de las capas de la epidermis mas eficientemente que el ALA. Se han preparado
derivados tanto a partir del extremo carboxilo como del amino y en muchos casos los
ésteres resultaron ser mas efectivos que el ALA, induciendo una acumulacion selectiva en
el tejido tumoral.

Es sabido que el aumento del nimero de carbonos en una cadena carbonada unida a
una droga existente, da como resultado un aumento en la lipofilicidad, y por lo tanto en la
permeabilidad a través de la membrana. Sin embargo, si la droga es demasiado lipofilica,
puede quedar retenida en la membrana o en el estrato corneo sin ser liberada para poder
ejercer su accion biologica. Por esta razon se ha sefialado que una pro-droga ideal deberia
tener tanto propiedades lipofilicas como hidrofilicas (Guy et al, 1992).

Midiendo el coeficiente de particion aparente de los ésteres de ALA en octanol y en
PBS (P), se demostro que mediante la esterificacion es posible variar la lipofilicidad del
ALA en més de tres ordenes de magnitud (Uehlinger et al, 2000). De acuerdo a este
criterio, tanto el ALA como el metil-ALA son hidrofilicos mientras que el etil, butil, hexil,
octil y ciclohexil éster son mas lipofilicos.

Podria también lograrse una mejora basada en la estrategia del disefio de pro-drogas
que pueden permitir el ingreso de varias moléculas dentro de las células. Recientes avances
en la quimica de polimeros permiten la sintesis de estructuras definidas y polimeros hiper
ramificados (o dendrimeros) los cuales pueden conjugarse con moléculas de drogas (Liu &
Frechet; 1999). La estructura minima de los dendrimeros son los dendrones, que son las
sub-unidades de cada ramificacion unida a la macromolécula (Figura IV-1).

Los dendrimeros, a causa de su gran tamafio, generalmente son considerados
impermeables a las membranas celulares, esta propiedad se ha utilizado exitosamente en el
transporte de algunas drogas, para las cuales se logré una rapida distribucion a través de la
circulacion, también para permitir una liberacion sustanciosa cuando son implantadas en

tejidos (Wu et al, 2004; Paleos et al, 2004; Namazi & Adeli, 2005 ).
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Con el fin de optimizar la TFD se han disefiado una serie de dendrimeros novedosos
conteniendo ALA (Battah et al; 2001), las ventajas del uso de dendrimeros son por un lado,
la alta carga de residuos ALA y por otro lado la posibilidad de incrementar la lipofilicidad
con respecto a ALA, con una consecuente localizacion diferente tanto tisular como
intracelular y asi optimizar su distribucion (Boas & Heegard, 2004; Rojo & Delgato, 2004;
McCarthy et al, 2005). El comportamiento de las drogas conjugadas depende de la
macromolécula a la cual se conjugan.

Estos compuestos dendriticos, contienen de 6 a 18 residuos de ALA, y algunos de
ellos fueron capaces de inducir sintesis de PpIX y fotodafio celular in vitro.

Sin embargo la efectividad potencial de los derivados de ALA no es trivial ya que
existen varios factores involucrados en la captacion de las pro-drogas y la liberacion de
ALA:

a) la tasa de difusion a través de los tejidos

b) la captacion celular de la pro-droga

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

Union Ester

Figura IV-1: Esquema de un dendrimero
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IV-2. La membrana celular como factor limitante en la penetracion de los derivados
de ALA.

Kloek et al (1996) sintetizaron por primera vez una serie de ésteres derivados de
ALA utilizando alcoholes de cadena de carbonos de longitud creciente, asi como también
amidas y derivados dobles de ALA (Figura IV-2). Empleando células de linfoma de Jurkat,
distinguieron entre un periodo de incubacion I (0 a 30 min.), en el cual se permite la entrada
a los derivados de ALA, y un periodo II (3 a 9 hs.), durante el cual las células metabolizan
la cantidad de pro-droga que penetré a través de la membrana durante el periodo de
incubacion 1. Los autores encontraron que cuando se mantenia el periodo I en un minimo, la
diferencia entre los derivados y el ALA como pro-fotosensibilizantes era mas pronunciada,
reforzando la hipotesis de que la penetracion de ALA a través de la membrana es un paso

limitante en la sintesis de PpIX.

N O
>/U\/\|( R,
R1 O
R R, Nombre Produccion de
! PpIX
H “H ALA
-H -CHs ALA-metil ester igual al ALA
-H -CHs ALA-etil ester mejor que el ALA
“H -C4Ho ALA-n-butil ester mejor que el ALA

-H X ] R,S-ALA-2-(hidroximetil) mejor que el ALA

tetrahidrofuranil ester

N\
-H R,S-ALA-2-(hidroximetil) mejor que el ALA
tetrahidropiranil ester
S
H;C -H N-acetil-ALA mejor que el ALA
H3C/ﬁ)\ -CHs N-acetil-ALA-etil ester igual al ALA
H, C/& -CsHy N-acetil-ALA-butil ester igual al ALA

Figura IV-2: Estructura del ALA y los derivados sintetizados por Kloek et al (1998)
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Analizando diversos ésteres de ALA (etil, propil, butil, pentil, hexil y octil), Kloek et
al (1998) encontraron que las pro-drogas con cadenas alquilo mas largas inducian un
aumento en el contenido intracelular de PpIX, llegando a un maximo con pentil-ALA éster,
mientras que los derivados formados a partir de alcoholes de cadenas mas largas que el
pentanol inducian menores concentraciones de porfirinas. Los autores explicaron estos
resultados indicando que cuando la lipofilicidad de la droga aumenta mas alla de un
determinado valor, la droga tiende a quedar retenida en la membrana celular, y cuanto
mayor es la lipofilicidad de la droga, menor es la fraccién que difunde de la membrana al
citoplasma, como se demuestra por el menor contenido de PpIX obtenido a partir de octil
éster comparado con el hexil éster.

Experiencias similares en lineas celulares humanas de pulmén y vejiga, inducida a
partir de ALA o sus ésteres derivados, mostraron que la formacion de porfirinas era mas
elevada a partir de los ésteres de cadenas largas con respecto a los ésteres de cadenas mas
cortas (Kloek et al, 1998).

Utilizando lineas celulares provenientes de diferentes tejidos, Gaullier et al (1997)
encontraron que la proporcion de aumento en la sintesis de PpIX inducida por la
esterificacion del ALA era dependiente de la linea celular utilizada. Estos resultados no son
sorprendentes, ya que hay que tener en cuenta que existen diversos factores que estan
involucrados en la sintesis de PpIX como la captacion, la conversion a ALA, y la

conversion a porfirinas.

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

La capa mas externa de la piel, el estrato corneo, ha sido identificada como la
principal barrera para la penetracion de la mayoria de las drogas. La matriz lipidica juega el
rol de mayor importancia en el funcionamiento de la barrera. Existen tres potenciales vias
de permeabilizacion de compuestos a través del estrato corneo: la via transapéndica, la via
transepidérmica, a través del espacio intercelular y la via transcelular a través de las células
mismas (Barry & Bennet, 1987). Las moléculas hidrofilicas ingresarian por la via
intracelular, mientras que las lipofilicas podrian atravesar el estrato corneo por la ruta
intercelular. (Figura IV-3).

El obstaculo principal para la permeabilizacion de los compuestos polares es su baja

particion dentro del estrato corneo y su dificultad para penetrar en la capa lipidica durante
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la permeacion. Aumentando el nimero de atomos de carbono de una cadena carbonada
unida a una droga, da como resultado un aumento de la lipofilicidad, y consecuentemente la
permeabilidad. Esto podria llevar a una acumulacion en la membrana o en el estrato cérneo
sin la posibilidad de ser liberada para ejercer su accion bioldgica. Recordemos que se ha
sefalado que la droga ideal debe tener tanto propiedades lipofilicas como hidrofilicas (Guy

& Hadgraft, 1992).

ruta intercelular ruta transcelular
[

ﬁfﬂx\'

membiana }
plasmitica | Citoplasma Acido grazo proteinas

espacio
intercelular

lipido  espacio : colesteral 0 VIS, e,
ACUOS T ceramidas

Figura IV-3: Microcaminos de penetracion de sustancias a través de la piel normal
Esquema de las vias de penetracion de compuestos a través de la piel normal y composicion de las

distintas capas de la piel

Por otra parte, una mayor solubilidad de los compuestos con alta lipofilicidad en
cremas y ungilientos puede aumentar la penetracion del ALA a través de la piel. Usando un
calculo aproximado para estimar el coeficiente de permeabilidad en estado estacionario de
los derivados de ALA, se puede predecir que el ALA butil éster va a ser transportado a
través de la piel 50 veces mas eficientemente que el ALA. Mientras que con ALA metil
éster, el transporte seria el doble. Sin embargo, estos datos so6lo son importantes en cuanto a

la biodisponibilidad, ya que las sustancias que son muy lipofilicas, como ya se dijo, pueden
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acumularse en el estrato corneo. Entonces para obtener un flujo maximo a través de la piel,
se debe tener un coeficiente de particion balanceado, con una buena solubilidad en agua y
lipidos (Uehlinger et al, 2000).

Algunos ésteres de ALA han sido usados en piel normal de raton (Moan et al, 2003)
y en carcinomas de células basales (Peng et al, 1995), observandose una distribucion tisular
mas alta y homogénea comparada con las porfirinas inducidas a partir de ALA.

Pero a pesar del éxito que demostraron tener los derivados de ALA para permear la
membrana plasmatica, el uso de estos compuestos para el tratamiento de cancer de piel esta
aun en discusion debido al hecho de que parecen difundir mas lentamente a través del
estrato corneo que el ALA.

En junio de 2001, el ALA metil éster fue aprobado en Suecia bajo el nombre de
Metvix, para el uso en queratosis actinica no hiperqueratotica de cara y cuero cabelludo, y
para el carcinoma de células basales que no puede ser tratado con terapias convencionales .

Casas et al (1999) examinaron una serie de derivados de ALA hidrofobicos (Figura
IV-4) en cultivos de explantes de piel normal humana y de rata y observaron que las drogas
son absorbidas a través de la dermis como ocurriria cuando se aplica la droga por la via
sistémica. Los resultados mostraron que en estos tejidos normales los derivados de ALA
eran captados, deesterificados y convertidos en PpIX con menor eficiencia que el ALA. La
excepcion fue el derivado doble carbobenzoiloxi-D-fenil-alanil-5-ALA-etil éster, que fue tan
activo como el ALA para inducir la formacion de PpIX. El agregado de un quelante de hierro,
CP94, aumento significativamente la acumulacion de PpIX en la piel humana expuesta a
ALA, metil-ALA éster y hexil-ALA éster.

Van den Akker et al (2000a) usando ratones sin pelo demostraron que el pentil-ALA
éster producia un ligero aumento en la produccion de PpIX comparado con el ALA libre en
lesiones de piel precancerosas inducidas por UVB, mientras que la piel normal mostraba
iguales cantidades de porfirinas ya sea a partir de ALA o del éster.

Los mismos autores (Van den Akker et al, 2000b) encontraron niveles de PpIX mas
altos en el estrato corneo de lesiones de piel, pero no en las capas de la epidermis displasica
tratadas con pentil-ALA, mostrando que este éster también difunde pobremente en
comparacion con el ALA. Estas lesiones consistian en queratosis actinica y seborreica y en

carcinomas de células escamosas.
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Figura IV-4: Estructura de ALA y derivados empleados por Casas et al (1999)
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Moan et al (2001), aplicaron metil-ALA éster y hexil-ALA éster (He-ALA) sobre la
piel normal o a piel que rodeaba un adenocarcinoma de colon, y siguieron la formacion de
PpIX mediante la medicion de la sefal de fluorescencia de la piel. Encontraron que el He-
ALA inducia los mismos niveles de PpIX que el ALA en la piel que rodeaba al tumor,

mientras que en otros sitios distantes de la piel no se observaba fluorescencia.

IV-4. Usos de derivados de ALA en la fotodeteccion y la TFD en cancer de vejiga.

Marti et al (1999) lograron mejorar la fotodeteccion y la TFD de carcinoma de
vejiga mediante el uso de ésteres derivados de ALA. Para ello estudiaron la acumulacion y
distribucion de las porfirinas formadas en la mucosa de vejiga humana y de porcino
perfundidos a partir de estos compuestos. Estos autores observaron que los ésteres, en
especial el He-ALA aceleraba y regularizaba la acumulacion de PpIX. Més alin, en un
estudio clinico piloto, el He-ALA fue aplicado a los pacientes en forma intravesical (Lange
et al, 1999) y se observo que, en comparacion con el ALA se necesitaba una concentracion
20 veces menor, originando una fluorescencia del doble en el tejido neopldsico. La
fluorescencia de la PpIX en ambos estudios se distribuia homogéneamente en todo el
urotelio maligno, y no se restringia solo a las capas superficiales. La selectividad por el
tejido maligno para el ALA y para el éster fue similar.

Los estudios sistematicos de Bridges et al (1979) con series de homologos del
carbamato mostraron una tasa de absorcion relativamente constante para compuestos con
valores de log P entre 0,8 y 2,8. Sin embargo, los carbamatos con valores de log P menores
que 0,8 mostraron una baja absorcion a través de la pared de la vejiga. Esto sugiere que en
el caso de los ésteres de ALA que contengan 2 o mas atomos de carbono en su funcion

éster la incorporacion seria mayor.

IV-5. Actividad especifica de esterasas.

Hay evidencias de que en algunos tejidos la actividad de esterasas es mayor en
células tumorales que en su contraparte normal (Davey et al, 1988; Sawaki et al, 1990),
mientras que lo opuesto se verifica en otros casos (Dube et al, 1984; Markey et al, 1993).
En general la hidrdlisis del éster varia considerablemente en funcion del tipo de célula y de

la estructura de la pro-droga (Dolan et al, 1998). Por lo tanto, para un tipo de tumor en
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particular, estas caracteristicas pueden ser explotadas para mejorar la selectividad del ALA-
TFD.

En la piel se ha identificado la presencia de esterasas asi como la actividad de otras
enzimas cutaneas. Por lo tanto es importante entender como este sistema de enzimas puede
modular la actividad de las drogas aplicadas en forma topica y en base a ello optimizar el
disefio de las pro-drogas (Chan & Po, 1989).

Cuando Kloek et al (1996) aplicaron en forma topica N-acetil-ALA, un compuesto
que habia resultado ser muy eficiente in vitro en una linea celular de linfoma,
sorprendentemente, no indujo sintesis de porfirinas. Se hipotetizd entonces que la causa de
estas diferencias se debia a la falta de la enzima responsable de convertir este derivado en
ALA libre. En base a esto, cobrd gran importancia la actividad y accesibilidad al sustrato
de la enzima responsable de liberar el ALA.

En un intento por distinguir entre la tasa de difusion de la droga a través de barreras
bioldgicas y su tasa de conversion enzimatica a la molécula parental ALA, Kloek et al
(1998) compararon los datos de experimentos con células intactas, con los de experimentos
en que las células habian sido lisadas previo a la incubacion con ALA o sus derivados.
Encontraron que en las células lisadas, empleando ésteres de ALA con cadenas alquilo de 1
a 8 carbonos, la formacion de porfirinas disminuia a medida que aumentaba el largo de la
cadena hasta el butil éster. Cuando la cadena tenia mas de 4 carbonos, el contenido celular
de PpIX se incrementaba, hasta llegar al He-ALA. Pero aumentando el largo de la cadena
de 6 a 8 carbonos, no se lograba un mayor aumento en la sintesis de porfirinas.

Aparentemente, con excepcion del He-ALA, las pro-drogas de cadenas alquilo mas
largas parecen ser hidrolizadas mas lentamente que las pro-drogas de cadenas mas cortas.
Con anterioridad a estos estudios, se habia propuesto (Bungaard et al, 1988) que las
cadenas alifaticas mas largas impedian la hidrolisis enzimatica, posiblemente debido a un
aumento en la unioén a proteinas de los compuestos mas lipofilicos (Jarvinen et al, 1995).
En contraste, algunos compuestos como ALA propil éster y ALA octil éster inducian una
mayor concentracion de PpIX en células intactas que en células lisadas, pero la razén por la
cual sucedia esto aun no esta clara. Una hipotesis es que algunas pro-drogas podrian gatillar
mecanismos de transporte activo, resultando en un mayor contenido intracelular de la pro-
droga.

Teniendo en cuenta la especificidad de las esterasas, Whitaker et al (2000) probaron

una serie de compuestos (Figura IV-5) y encontraron que hay un punto de ramificacion
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proximo al sitio de clivaje del éster que impediria el contacto entre el éster y el sitio activo
de la esterasa. Dado que se necesita una estrecha interaccidon molecular para clivar esta
union éster (Satoh & Hosokana, 1998), esto llevaria a una disminucion en la tasa de clivaje
(Dixon & Webb, 1979) resultando en una menor produccion de PpIX en el caso del iso-

propil y del ciclopentil ALA éster.

I
O
Nombre R Nombre

ALA n -hexil

n -propil
iso-propil
n -butil

R
\/\ {
N
NN n -pentil \)\ iso-butil
\/\< iso-pentil \Q

ciclo-pentil

ciclo-pentil

-metil

Figura IV-5: Estructuras empleadas por Whitaker et al (2000) para examinar la relacion

estructura / actividad, en la sintesis de PpIX

Berger et al (2000) sintetizaron ésteres de la familia del polietilenglicol. Para
evaluar la selectividad de las esterasas celulares, compararon la produccion de PpIX en
células endoteliales y de carcinoma humanas expuestas a ésteres de ALA de la familia del
etilen glicol (Figura IV-6). En las células endoteliales no se observaron diferencias entre
mono, di y trietilenglicol etil ésteres, mientras que en células tumorales al aumentar el largo
de la cadena de etilenglicol aumentaba ligeramente la produccion de PPIX, sugiriendo

cierta selectividad de las células tumorales sobre las endoteliales.
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n=1, R=CH 3 ALA-O-etilenglicol monometil éter (sal HCI)
n=1, R=CH 2CH3 ALA-O-etilenglicol monoetil éter (sal HCI)

n=2, R=CH 2CH3 ALA-O-dietilenglicol monoetil éter (sal HCI)
n=3, R=CH 2CH3 ALA-O-trietilenglicol monoetil éter (sal HCI)

Figura IV-6: Estructuras de los derivados de etilen glicol de ALA sintetizados por Berger
et al (2000)

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

Se han detectado niveles elevados de actividad de aminopeptidasas asociados a la
membrana plasmatica de varias lineas celulares tumorales humanas y varias lineas celulares
tumorales metastasicas de mamiferos (Ashmum & Look, 1990; Saiki et al, 1993; Smal et
al, 1995).

Se observo ademas que en la vasculatura del tumor, la actividad amino peptidasa se
expresa en forma diferencial en comparacién con la vasculatura normal de un mismo
organo, segin se trate de moléculas 4cidas, basicas o neutras (Juillerat-Jeanneret et al,
2000).

Berger et al (2000) sintetizaron algunos derivados aminoacidicos de ALA basicos,
acidos o neutros (Figura IV-7) los cuales representan sustratos potenciales de la amino
peptidasa A (APA), APB o APN/M respectivamente. Los autores evaluaron la selectividad
de las enzimas para atacar el ALA disponible en las células endoteliales asociadas al tumor
o bien en las células tumorales de pulmoén. La actividad de dichas enzimas habia sido
estudiada previamente en estos dos tipos celulares. En todas las lineas utilizadas se observo
que los mejores precursores eran los aminoacidos neutros, cualquiera fuera la actividad de
la APN/M. Por otro lado los derivados basicos no estimularon la biosintesis de PpIX, aun
en las células que expresaban una alta actividad de APB. Y los derivados acidos fueron
pobres precursores del ALA. En el mismo trabajo se demostré que para liberar el ALA de

los derivados, es necesaria una aminopeptidasa activa, mediante el uso de derivados
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bloqueados, que no podian ser sustrato de las aminopeptidasas similares a la APN/M

(Figura IV-8)

Ry
N O
TFA H3zN R,
0 O
Rl Rz Nombre

-CH; -CH; Ala-ALA-O-metil (Trifluoracetato)
-CH; -C¢His Ala-ALA-O-hetil (Trifluoracetato)
-CH; -C¢Hs Phe-ALA-O-metil (Trifluoracetato)
-(CHy)4-NH; TFA -CH; Lis-ALA-O-metil (Trifluoracetato)
-CH,-COOH -CH; Asp-ALA-O-metil (Trifluoracetato)
-CH; -H Ala-ALA (Trifluoracetato)

Figura IV-7: Estructura de derivados pseudoaminodacidos de ALA sintetizados por Berger

et al (2000.
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—CH; —CH; Boc-Ala-ALA-O-metil
~ CH3 -H Boc-Ala-ALA

Figura IV-8: Estructura de derivados pseudoaminodacidos N-protegidos de ALA
sintetizados por Berger et al (2000)
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V- Oxido nitrico.

V-1. Introduccion.

El 6xido nitrico (NO) es una molécula altamente reactiva que genera Arginina por
medio de una reaccioén enzimatica catalizada por la 6xido nitrico sintetasa (NOS). Han sido
identificadas, tres isoformas de dicha enzima: la neuronal constitutiva (nNOS o NOS1), las
isoformas endoteliales (eNOS o NOS3), y la isoforma inducible (iNOS o NOS2), todas son
hemo enzimas (Nathan & Xie, 1994).

La interaccion del NO con especies reactivas de oxigeno, modula su actividad. El
NO puede, ademas, aumentar o disminuir efectos biologicos dafiinos, dependiendo de la
concentracion y los medios bioldgicos.

El NO es producido en una amplia variedad de células y puede modular un gran
espectro de actividades fisiologicas como en la accion tumoricidal de los macréfagos, en la
inhibicion de agregacion de plaquetas con la microvasculatura, afectando el flujo
sanguineo, en el incremento de la permeabilidad vascular, en la regulacion de
neurotrasmision y en la regulacion de apoptosis, como asi también puede estar involucrado
en muchos desordenes, incluidos el cancer (Moncada et al, 1991; Kim et al, 2001).

En algunos tipos de células, el NO puede promover la apoptosis, mientras que en
otros, puede inhibirla (Kim et al, 2001). In vitro, el NO puede prevenir la apoptosis
inducida por agentes citostaticos como la vincristina, pactitaxel (Henderson et al, 1999),
flavonas y campotecinas (Korbelik et al, 1997). Ademas, el bien conocido mecanismo de
hipoxia inducido por resistencia a drogas parece resultar, en parte, de la supresion de la
produccion endogena de NO (Dalbasti et al, 2002).

Por otro lado, se ha mostrado que in vivo, el NO puede incrementar la efectividad
de algunos citostaticos administrados en dosis bajas y subterapéuticas, asi como también

inhibir el desarrollo de resistencia a drogas (Gupta et al, 1998).
V-2. Oxido nitrico y su relacién con la terapia fotodinamica.
El radical gaseoso NO, no so6lo controla importantes funciones en la progresion

tumoral sino que tiene gran influencia en las terapias contra el céncer, particularmente

aquellas que son mediadas por la generacion de especies reactivas de oxigeno.
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En roedores, se ha descubierto que la inhibicion de la produccion de NO reduce el
didmetro vesicular y el flujo sanguineo en tumores y algunos tejidos normales, induciendo
también hipoxia. Todos estos factores son también marcadamente afectados por la TFD,
por lo cual se espera que la modulacion de los niveles de NO y TFD se influencien
mutuamente (Ekmeckcioglu et al, 2005).

La mayoria de los trabajos publicados sobre regulacion de NO en la toxicidad de la
TFD esta relacionada con la modulacion in vivo del flujo sanguineo tumoral y su influencia
en la respuesta a TFD, con una consecuente potenciacion de la eficacia de Photoftrin
(Korbelik et al, 1997; Henderson et al, 1999). Se ha demostrado que el nivel de produccion
endogena del NO en tumores parece ser uno de los determinantes de la sensibilidad de la
TFD y que los bajos productores de NO exhiben gran sensibilidad a la TFD con Photofrin
(Korbelik et al, 2000).

In vivo, se encontré que el ALA-TFD induce un incremento en la produccion de NO
(Cook et al, 2004) esto también se observo in vitro luego del tratamiento con TFD en
células tumorales (Ogura et al, 1998), debido a un aumento de la expresion de la especie
constitutiva de la NOS, y se sugirié que este incremento estd involucrado con la apoptosis,
luego de tratamientos de TFD con ftalocianinas en células tumorales A431 (Gupta et al,
1998) se observaron los mismos resultados

In vitro, tanto los donores de NO como el NO enddgeno inducido por L-arginina
inhiben el fotodafo producido por la TFD (Matthews et al, 2001; Wenzel et al, 2003), por
ejemplo, el donor de NO, espermina-NONOato inhibe el fotodafio necrético inducido por
ALA-TFD en una linea epiteliar de tumor de mama (Niziolek et al, 2003) y el agregado del
sustrato de NO, arginina, disminuye la muerte celular por apoptosis luego de la TFD en

células linfoblastoides con ftaliocianinas de aluminio (Gomes et al, 2002).
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OBJETIVOS

= Establecer si el método de Mauzerall & Granick (1956) es aplicable para la
cuantificacion de derivados ésteres de ALA, y desarrollar un método de separacion de

ALA y derivados de ALA empleando resinas de intercambio i6nico

» [n vitro, estudiar la naturaleza de la regulacion de la sintesis de porfirinas a partir de
ésteres de ALA, Hexil-ALA y THP-ALA, en la linea celular de adenocarcinoma mamario
LM3.

» [n vivo, estudiar la sintesis y distribucion de las porfirinas formadas a partir de los
¢ésteres de ALA, THP-ALA y Und-ALA, en los tejidos de raton luego de la administracion
sistémica de los mismos.

Determinar si los ésteres de ALA son retenidos en algun 6rgano especifico, pues de ser
asi, seria posible seleccionar el 6rgano potencialmente mas indicado como blanco para el
ALA-TFD.

Investigar el uso topico de Und-ALA y THP-ALA en términos de selectividad y sintesis

de porfirinas totales.

» Realizar estudios de sintesis de porfirinas en el modelo de explantes de érganos como
asi también estudios de afinidad para establecer posibles correlaciones entre estos sistemas

y los modelos in vivo.

* Estudiar la capacidad de los dendrimeros de liberar moléculas de ALA e inducir la
formacion de porfirinas a partir de ellas, tanto en cultivos de células como en el modelo

animal.

* Con el dendrimero aminometano tris-metil ALA (3m-ALA), que contiene tres residuos
de ALA acoplados al corazon central de la molécula por medio de uniones ésteres: evaluar

in vitro ¢ in vivo la eficacia para inducir la sintesis de porfirinas.

= Con el dendrimero 1,3,5-Tris[N-[N-[N-Imino-3,3'-bis[ N-[N-[tris(metil ~ 5-

aminolevulinato)metil]acetamido-propionamida]benceno TFA sal (Denl8mer), que
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contiene 18 residuos: evaluar in vifro e in vivo su eficacia para inducir la sintesis de PpIX

estableciendo una correlacion entre la estabilidad y las cinéticas de sintesis de porfirinas.

* Estudiar la interaccion entre el ALA-TFD y el NO, empleando tres lineas de
adenocarcinoma murino: LM2, no productora de NO, LM3 y LM3--SNP, ambas

productoras de NO en cantidades similares.

» Investigar la capacidad de estas células para inducir la sintesis de PpIX a partir de ALA,

y establecer si ellas presentan una respuesta diferencial al tratamiento de ALA-TFD.
» Mediante el empleo lineas celulares resistentes a la citotoxicidad inducida por NO y
lineas celulares resistentes a la TFD, establecer si los mecanismos de citotoxicidad al NO y

al ALA-TFD estan relacionados o son independientes.

= Estos resultados y las interacciones entre ALA, porfirinas, precursores y donores de NO

nos permitirdn esclarecer el rol del NO en el dafio mediado por el ALA-TFD.
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MATERIALES Y METODOS

67



I- Reactivos.

ALA, ALA metil éster (Me-ALA), PpIX, GSH, GSSG, nitroprusiato de sodio
(SNP), NC-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME), L-arginina, MTT y las resinas Dowex
50 X8 (malla de 100 a 200), y Dowex 50W X2-200(H), se obtuvieron de Sigma Chem Co.
DETA NONOato fue de Cayman Chemical, USA

El resto de los reactivos empleados fueron de grado analitico.
II- Sintesis de derivados de ALA.
II-1. Sintesis organica de ésteres de ALA.

Los derivados de ALA se obtuvieron como sales de cloruro de hidrogeno. ALA
hexil éster (He-ALA) y Undecanoil-ALA (Und-ALA) (Figura II-1) se sintetizaron de
acuerdo al método de Takeya (Takeya et al, 1992) mediante una reaccion de ALA con
hexanol y undecanol respectivamente en presencia de cloruro de tionilo. La mezcla se llevo
a 70°C hasta que el ALA.HCI se disolvié completamente, confirmando la reaccion por TLC
(C1,CH3/MeOH 9:1). El exceso de alcoholes fue evaporado en rotavapor con bomba de alto
vacio. Luego se adiciond dietiléter, y las sales de los derivados de ALA.HCI cristalizaron a
4°C. El rendimiento fue del 40 al 60%.

R, S-ALA-2-(hidroximetil)tetrahidropiranil éster se prepardé de manera similar. El
producto crudo se purificé en una columna cromatografica de silica gel, eluyendo con
mezclas de Cl,CH3;/MeOH. Finalmente, el producto se recristalizd en dietiléter con un
rendimiento de alrededor del 20%.

La pureza de los compuestos sintetizados fue siempre superior al 95%, establecido
por las técnicas de TLC y RMN.

Los derivados de ALA se disolvieron en agua destilada inmediatamente antes de su

uso y el pH de los medios de cultivo no vari6 por el agregado de ALA o sus derivados.

68



ALA

Metil-ALA

Hexil-ALA M “(CH,)sCHj

Undecanoil-ALA “(CHy)10CH;

R,S -ALA-2
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ester
Figura IlI-1: Estructuras de ALA y los derivados de ALA

II-2. Sintesis organica de dendrimeros de ALA.

El espectro RMN 'H y 13C, se realiz6 en un espectrometro Jeol EX270 MHz. El
espectro ultravioleta fue realizado en un espectrometro Unicam UV2 en solucion de
diclorometano. El espectro infrarrojo fue realizado en un espectroémetro Nicolet FTIR
como capas delgadas en diclorometano. El espectro de masa se obtuvo, usando un EI/CI,
FAB o técnica de electrospray con una matriz NOBA.

La cromatografia analitica de placa delgada se llevd a cabo en un equipo ICN
Adsorbentien, de fondo aluminado y recubiertas con placas de silica, en las cuales se
visualizaron los productos usando luz ultravioleta (254 nm). Para la columna
cromatografica se uso gel de silica (malla 220-440, Fluka). Los valores de Rf se
cuantificaron con el mismo sistema de solventes que se uso en la cromatografia analitica de
placa delgada, salvo que indique lo contrario. El sistema de HPLC se corrié en una columna

de Si(55w) 250x4,6 mm acoplado a un detector Gilson 714.
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Todos los reactivos fueron de Organix, Aldrich o Avocado y utilizados sin purificacion
previa excepto se indique lo contrario. Los solventes se purificaron de acuerdo a los
procedimientos estdndar de laboratorio (Leonard et al, 1996). Tris(tert-butiloxicarbonil-5-
ALA)metilamina se sintetizo por el método de Battah et al.(2001).

Para la sintesis de tris metil 5-ALA (3m-ALA), se disolvid Tris(tert-
butiloxicarbonil-5-ALA)metilamina en diclorometano, se agrego trifluoroacético (TFA) a la
solucion y la mezcla se agit6 a temperatura ambiente por 4 h. Los solventes se evaporaron
bajo presion reducida hasta obtener un residuo aceitoso, el que se disolvid por agregado de
metanol y dietileter, bajo atmodsfera de argdén hasta la precipitacion del producto. Los
solventes se decantaron y el residuo se secod en vacio para dar el producto final, 3m-ALA

(Figura II-2) como sal de trifluoroacético. El redimiento fue del 55%.

NH,
© NH,
AN 0 o}///é/o
0N, )
o\g(/

0]
NH

2

Figura II-2 3m-ALA

La sintesis de 1,3,5-Tris[N-[N-[N-Imino-3,3’-bis[ N-[ N-[tris(metil 5-
aminolevulinato)metil]acetamido-propionamido]benceno (Denl8mer) (Figura I1-3) consta
de varios pasos descriptos por Battah et al (2001).

Se disolvio Aminolevulinato metil- metil [propamidopropionamida] benceno en
diclorometano, se agregd TFA, y se agitd la solucion a temperatura ambiente por 2 h. Se
evaporaron los solventes bajo presion reducida hasta obtener un residuo aceitoso que se
recristalizd a partir de una mezcla de metanol, acetato de etilo y éter, obteniéndose el
compuesto final, 1,3,5-Tris[N-[N-[N-Imino-3,3’-bis[N-[N-[tris(metil 5-
aminolevulinato)metil]acetamido-propionamido]benceno como sal de trifluoroacético

(Den18mer) (Figura I1-3). El producto final es un s6lido amarillo palido. El rendimiento fue

del 41%.
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III- Caracterizacion de los derivados de ALA.

III-1. Determinacion de PBG y ALA.

Las determinaciones de PBG y ALA se realizaron segin el método de Mauzerall y
Granick (1956).

La determinacioén de PBG se basa en su reaccion con el reactivo de Ehrlich para dar
un compuesto coloreado que presenta un maximo de absorbancia a 555 nm. El reactivo de
Ehrlich estd compuesto por p-aminobenzaldehido (p-DMAB), HCI concentrado y 4cido
acético glacial.

La técnica empleada consiste en mezclar un volumen de la muestra con igual
volumen del reactivo de Ehrlich, a temperatura ambiente. Luego de la adicion del reactivo,
el maximo de color se alcanza a los ocho minutos, manteniéndose constante hasta los 15
minutos, cuando comienza a decaer.

Debido a la capacidad que poseen todas las aminocetonas de condensarse con
acetilacetona o etilacetato a pH 4,6, para formar un pirrol con una posicion libre, es que
Mauzerall y Granick (1956) se basaron en la técnica anterior para cuantificar ALA.

Para la formacion del pirrol a partir de ALA y su posterior cuantificacion, se
mezclan 0,5 ml de buffer acético-acetato 1M pH 4,6 conteniendo la muestra de ALA con
0,05 ml de acetil acetona y el sistema se calienta diez minutos en un bafio a 100° C. Luego
de enfriar, se mezcla con igual volumen del reactivo de Ehrlich y a los ocho minutos se lee
la absorbancia a 555 nm en un espectrofotometro Hewlett Packard con arreglo de diodos
modelo 8452A.

III-2. Validacion de la cuantificacion de los derivados de ALA.

Se agregaron diferentes cantidades de derivados de ALA disueltos en agua destilada
a buffer acético-acetato 1M pH 4,6. Luego fueron condensados con acetil acetona en un
bafio de agua a 100° C durante 10 min. Una vez enfriado, cada alicuota se mezclé con igual
volumen del reactivo de Ehrlich., y se leyd la absorbancia a 555 nm. Los productos de
reaccion de Ehrlich tienen una intensidad maxima de absorcion a los 555 nm para todos los

derivados de ALA.
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Los productos de condensacion de los dendrimeros 3m-ALA y Denl8mer, también
resultan indistinguibles de los obtenidos con ALA, dando un espectro de absorcion
idéntico. Los calculos indican que s6lo un residuo de ALA de dichos derivados se condensa
con acetilacetona para formar el pirrol coloreado, por lo tanto, concentraciones equimolares
de ALA, Denl8mer y 3m-ALA poseen igual absorbancia a 555 nm. La razén por la cual
reacciona solo un ALA por molécula de dendron puede deberse a impedimentos estéricos al

formarse los dipirroles coloreados (Mauzerall y Granick, 1956).

III-3. Caracterizacion de los productos de los derivados de ALA, luego de la

condensacion y la reaccion de Ehrlich.

Para descartar la hipotesis de una posible hidrolisis de los derivados de ALA
durante la reaccion de condensacion, el producto de condensacion de He-ALA con acetil
acetona, se liofilizo durante una noche, removiendo asi el exceso de acetil acetona. Por
tratamiento con hidroxilamina del producto seco, se confirmo6 la presencia de un grupo éster
de acuerdo a la reaccion de identificacion descripta en Shriner et al (1980). En forma
paralela la reaccion de ALA con hidroxilamina no dio un producto coloreado.

Ademas, para descartar una posible hidrélisis del He-ALA provocada por el medio
acido o por accion del calor, se calentd en bafio a 100° C, una solucion de He-ALA en
buffer acético-acetato durante 10 min, luego se agregd igual volumen de reactivo de
Ehrlich. El compuesto resultante se dializo durante la noche para eliminar las sales, se filtro
para eliminar el exceso de p-DMAB y finalmente se liofilizd. Se confirm¢6 la presencia de
He-ALA mediante TLC en acetona: metanol (6:4) y revelado con ninhidrina.

Habiendo confirmado que el He-ALA no se hidroliza durante la reaccion de
condensacion, se puede extender esta conclusion al resto de los derivados de ALA, ya que

los resultados obtenidos en todos los casos resultaron coincidentes.

I1I-4. Separacion de ALA a partir de derivados de ALA por cromatografia de

intercambio catidnico.
Se emplearon 3 g de resina Dowex 50 X8 empaquetados en columnas de pléastico de

Bio Rad. Luego del lavado y tratamiento con 5 ml de HC1 4 N, S mlde HCI 1 Ny 5 ml de

agua, una alicuota de 3 ml de soluciones de ALA o derivados de ALA preparadas en TCA
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5%, se sembro en la columna permitiendo la elucion de la misma. Luego, se agregaron 7 ml
de acetato de sodio 1 M, recolectando los eluidos en alicuotas de 1 ml. Luego, 0,25 ml de
cada eluido se mezcl6 con 0,25 ml de buffer acético-acetato 1 M pH 4,6 y 0,05 ml de acetil
acetona. La condensacion y cuantificacion se realizé como se ha descripto previamente.

Bajo estas condiciones los derivados de ALA quedan retenidos en la columna y se
eluyen con 10 ml de HCI 10 M recolectados de a 1 ml. Luego, 0,1 ml de cada fraccion
eluida se mezcl6 con igual volumen de NaOH 10 M para ajustar el pH, excepto el eluido 1,
el cual no necesitd agregado de NaOH. Se agrego6 buffer acético-acetato 1 M pH 4,6 hasta
completar 0,5 ml y finalmente se condenso6 con acetil acetona.

Para regenerar la resina se tratd sucesivamente con 5 ml de HC1 4 N, 5 ml de HCI 1

Ny 5 ml de agua.

III-5. TLC de ALA y derivados de ALA.

Las fracciones eluidas con acetato de sodio y HCl , se dializaron durante la noche
con el fin de eliminar sales y luego se liofilizaron. La presencia de ALA y derivados de

ALA se confirmoé por TLC, usando acetona: metanol (6:4) y revelado con ninhidrina.

I11-6. Determinacion de coeficientes de particion.

Los coeficientes de particion aparentes (P) para ALA y ésteres de ALA, se
determinaron en un sistema de dos fases de octanol-buffer (Uehlinger et al, 2000). Se saturo
por agitacion una mezcla de buffer fofato salino (PBS) (100 ml de solucion 0,1 M de pH
7,5) y octanol (100 ml) durante 30 min. Al cabo de ese tiempo se separaron las dos fases y a
2ml de cada una de ellas se les agregd 50 pl de una solucién 200 mM de ALA/derivados de
ALA. Se reunieron nuevamente alicuotas de cada fase , se agitaron vigorosamente y se dejo
a 4°C durante una noche, permitiendo nuevamente la separacion de ambas fases. La
absorcion de las prodrogas en ambas fases se determind espectrofotométricamente a 270
nm.

Los coeficientes de particion (P) se calcularon a partir de la relacion de

absorbancias de los compuestos en cada fase, de acuerdo a:

P = abs,./abspps = Coci/Cpps
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Donde abs,.; y abspgs representan las absorbancias en octanol y PBS, y Co.r y Crps

representan las concentraciones en las mismas fases, respectivamente.
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IV- Experiencias in vitro.

IV-1. Lineas celulares y cultivo celular.

Las lineas celulares LM2 (Galli et al, 2000) y LM3 (Werbajh et al, 1998) provienen
de diferentes adenocarcinomas mamarios murinos surgidos espontineamente (M2 y M3) en
ratones BALB/c.

La linea LM3-SNP, resistente a la citotoxicidad del NO, se obtuvo de la linea
celular LM3 luego de sucesivas exposiciones al donor de 6xido nitrico SNP (Niziolek et al,
2003). Estas células son 2 veces mas resistentes, a la citoxicidad del NO, produciendo los
mismos niveles de NO y cuando se inyectan in vivo exhiben menos desarrollo y grado de
crecimiento del tumor. Ademas, la linea LM3-SNP es menos angiogénica que la parental
(Galli et al, 1999)

La linea celular LM2 es no productora de NO, mientras que LM3 y LM3-SNP
producen NO en cantidades similares (Eijan et al, 1998; Galli et al, 1999).

Las células se cultivaron en medio minimo esencial de Eagle (MEM), suplementado
con 2mM de L-glutamina, 40 pg/ml de gentamicina y 5% de suero fetal bovino (SFB) y se
incubaron a 37° C en atmosfera humidificada conteniendo 5% de CO,. Las células se

utilizaron 48h luego de cada siembra.

IV-2. Determinacion del nimero de células.

El ntimero de células sembradas por pocillo y el nimero de células empleado para el
calculo de porfirinas por células se determin6 contando el numero de células viables mediante

el método de exclusion de Azul Tripan.

IV-3. Ensayo de viabilidad de MTT.

La relacion fototoxicidad/toxicidad, fue determinada mediante el ensayo de MTT
(3-(4,5- dimetil tiazol-2-yl)-2,5- difeniltetrazoliobromuro) (Denzinot & Lang., 1986),
método basado en la actividad de la dehidrogenasa mitocondrial, la cual se ha demostrado
que correlaciona bien con otras medidas de citotoxicidad, como por ejemplo, formacion de

colonias (Evans et al, 1997). Luego de los tratamientos, se agregd en cada pocillo, 0,5
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mg/ml de MTT y las placas se incubaron a 37° C por 1 h. Como resultado se obtuvieron
cristales de formazan, que se disuelven en DMSO vy se lee la absorbancia de la solucion

obtenida a 560 nm en un lector automatico de placas (Spectra Count Packard).

IV-4. Tratamiento de TFD.

Las células se incubaron en medio sin suero conteniendo ALA y 3 h después fueron
irradiadas. Luego de la irradiacion, el medio se reemplazd por medio con suero sin ALA y
las células se incubaron otras 19 h para permitir que ocurra el fotodafo, y se midi6 la
viabilidad. Se define la dosis letal 50 (DL50) como la dosis de luz que produce el 50% de
muerte celular, empleando concentraciones de ALA que producen el valor plateau de

porfirinas.

IV-5. Tratamiento luminico.

Se usaron dos tubos fluorescentes (Osram L 36 W/10) que produce un espectro de
luz entre 400 y 700 nm, con la radiaciéon maxima a 600 nm. Las placas se ubicaron sobre
una lamina de vidrio a 20 cm de la fuente luminica. La potencia de luz emitida se mididé con
un radidometro Yellow Springs Kettering modelo 65 (Yellow Spring, HO, USA). Se

utilizaron potencias entre 0,1 y 1 Jem® y la densidad de poder fue de 0,5 mW/cm®.

IV-6. Induccion de resistencia a ALA-TFD.

La linea LM3-SNP se mantuvo en frascos de 25 cm’ y se expuso a ciclos de TFD
con incremento de concentraciones de ALA (3 h de incubacién) en medio sin suero y con
aumento de dosis luminicas (0,18 a 0,24 J/cm®) sobreviviendo del 5 al 10% de las células
(Tabla IV-1). Luego de 24 h del tratamiento, estas células fueron transferidas a un nuevo
frasco y a las dos semanas fueron expuestas al siguiente tratamiento de ALA-TFD. La
poblacion final recibid un total de 11 ciclos y fue identificada como LM3-SNPLI1I.
Finalmente, por el método de dilucion limitante se aislaron seis clones. Se define DL50
como la dosis de luz que produce el 50% de muerte celular en concentracion saturante del
pro-fotosensibilizador y el indice de resistencia a ALA-TFD como la relacion LD50 del

clon resistente/LD50 de LM3-SNP.
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Tabla IV-1: Ciclos de tratamiento de ALA-TFD para inducir resistencia

Ciclos |Dosis de ALA (mM) |Dosis de Luz (J/cm”)
1 0,2 0,18
2 0,2 0,18
3 0,2 0,18
4 0,2 0,36
5 0,2 0,36
6 0,2 0,45
7 0,3 0,75
8 0,5 1,3
9 0,5 1,5
10 0,6 1,7
11 0,6 2,0

IV-7. Sensibilidad de las lineas celulares tumorales a la citotoxicidad inducida por
SNP.

Las células se sembraron por triplicado en placas de 24 pocillos en una densidad de
7.10% células/ml. Después de 48 h de incubacion se reemplazé el medio por medio fresco
con el agregado de SNP y las células se incubaron otras 18 h. El porcentaje de viabilidad se
determind por el ensayo de MTT. SNP-DL50 se definié como la dosis de SNP (mM)
necesaria para producir el 50% de muerte celular. El indice de resistencia a SNP fue

definido como la relacion DL50 del clon resistente / DL50 de LM3.
IV-8. Resistencia a PpIX exogena.
Las células se incubaron 2 h en medio conteniendo ImM de PpIX y se iluminaron

con dosis de luz crecientes (0,1 a 2 J/em®). Luego de 19 h se realizé el ensayo de viabilidad

de MTT.
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IV-9 Determinacién de proteinas celulares.

Las células se lavaron 3 veces con PBS y se mantuvieron en presencia de NaOH IN
durante una noche Luego se realizd el ensayo de Lowry (Urtreger et al, 1997), midiendo la
absorbancia a 750 nm. Las proteinas se calcularon a partir de una curva estandar realizada

con seroalbumina bovina.

IV-10. Produccion de NO.

Distintas densidades celulares de las diferentes lineas celulares se sembraron por
triplicado en placas de 24 pocillos. Luego de 48 h de incubacion a 37° C se reemplazo el
medio por MEM sin rojo fenol mas 5% de SFB. A las 18 h se cuantificé la produccion de
NO, por medio del agregado del reactivo de Griess (1% sulfamina en 30% de acido acético
con 0,1 % de dicloruro de N-(naftil)etilendiamina en 60% de acido acético) en el
sobrenadante (Loscalzo, 2002). La absorbancia se midi6 a 550 nm con un
espectrofotometro con lector de placas (Spectra Count Packard). La concentracion de nitrito
se determind a partir de una curva estandar de NaNO; diluido en medio de cultivo. Los
resultados de la produccién de NO se expresaron como nmol NO,/ 10° células.

También se incubo medio sin células bajo las mismas condiciones y se determino la
produccion de NO, la que se expresa como nmol NO,-/0.5 ml medio. Se comprobo que la
presencia de L-NAME, SNP, ALA y arginina en el medio de incubacién no interfiere con la

reaccion de Griess.

IV-11. Medicion de Glutation.

El contenido intracelular de glutation reducido (GSH) y el glutation oxidado
(GSSG), se determind mediante una modificacion del método de Hissin y Hilf (Galli et al,
1999). Las células sembradas en placas de 6 pocillos, se lavaron dos veces con PBS frio y
se levantaron mediante raspado. Luego, se suspendieron en 500 pl de buffer fosfato-EDTA
(PEB): 25% HPOs; (3:1, v/v), se sonicaron en un bafio de hielo durante 30 seg a 10 um de
amplitud en un sonicador Soniprep 150 y luego se centrifugaron a 10.000 g por 15 min.
Para la determinacion de GSH, se mezclaron 200 ul de la suspension con 1,8 ml de PEB y

100 pg de o-ftaldehido disuelto en metanol. Luego se mantuvo 15 min a temperatura
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ambiente y se midio6 la fluorescencia en un espectrofluorémetro Shimadzu RF-510, usando
como longitudes de onda de excitacion y de emision, 350 nm y 420 nm, respectivamente.
Para la determinacién de GSSG, se incubo por 30 min. a temperatura ambiente, 200 pl de la
suspension con 200 pl de N-etilmaleimida 0,04 M , agregandole luego 1,6 ml de NaOH 0,1
M. Se agregaron 100 pg de o-ftaldehido, determinando la fluorescencia también a 350 nm y
420 nm para la emision y la excitacion, respectivamente. La cuantificacion se realizd
utilizando curvas de calibracion preparadas con las drogas puras y los resultados se

expresan en pg de GSH/GSSG por 10° células.

IV-12. Actividad de la GSH S-transferasa.

La actividad de la GSH S-transferasa se midié de acuerdo a la modificacion del
método de Habig et al, (Granger et al, 1990), empleando 1-cloro-2,4-dinitrobenceno, que es
sustrato para las cuatro transferasas (A,B,C y E). Las células se lavaron rapidamente y se
suspendieron en PBS, se sonicaron en un bafio de hielo por 30 seg con una amplitud de 10
pm y se centrifugaron a 10.000 g por 10 min. El sobrenadante se mezclé con GSH ImM y
1-cloro-2,4 dinitrobenceno 1 mM en buffer fosfato de potasio 0,1 M pH 6,5. La reaccion
tiene lugar durante 3 min a 25° C y el cambio de absorbancia del producto de reaccion se
midié a 340 nm. La actividad de la GSH S-transferasa se expres6 como nmol de producto/

10° células x min.

IV-13. Determinacion intracelular de ALA, derivados de ALA y PBG.

Las células de la linea LM3 se sembraron en placas de 100 mm. Luego de 72 h, se
cambio el medio por medio sin suero conteniendo ALA o derivados de ALA 0,6 mM y se
continud la incubacioén por 3 h. Pasado ese tiempo las placas se lavaron 4 veces con PBS, se
agregd TCA 5% y se separaron las células de las placas por medio de raspado. Luego de
una centrifugacion, el sobrenadante se utilizd para las determinaciones de ALA o sus
derivados y PBG; empleando para ello una modificacion del método de Mauzerall y
Granick (1956). Para la determinacion de ALA o sus derivados, luego de la condensacion
con acetilacetona, se centrifugo y se cuantificaron los pirroles formados con el reactivo de

Ehrlich, midiendo la absorbancia a 555 nm. Como control, se condensaron estandares de
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ALA vy sus derivados. El agregado de Triton X100 o una sonicacion previo al tratamiento
con TCA, no modifico la liberacion de ALA o derivados de ALA de las células.

Para la determinacion de PBG, se agregd directamente el reactivo de Ehrlich al
sobrenadante desproteinizado con TCA.

Los valores de ALA y de los derivados de ALA, se obtuvieron por sustraccion de

los valores de PBG a partir del total de pirroles condensados.

IV-14. Separacion de ALA y derivados utilizando columnas cromatograficas de

intercambio ionico.

Las células se sembraron en placas de 100 mm. A las 72 h, se elimin6 el medio y las
células se expusieron 3 h a ALA o derivados de ALA 0,6 mM, en medio sin suero.
Finalizada la incubacion, las células se lavaron 4 veces con PBS y se agregd6 TCA al 5%. Se
rasparon las placas, se centrifugo y se reuni6 el contenido de dos placas (3 ml). Se empled
una alicuota de cada sobrenadante para determinar ALA y PBG como se describio
previamente, el resto se sembrd en una columna de resina Dowex 50 X8 y se eluy6 el PBG
con 5 ml de agua. Luego se eluy6 el ALA con 7 ml de acetato de sodio 1 M y los derivados
de ALA con 10 ml de HCI 10 N, como se describio previamente. De esta manera, se separd
el ALA de sus derivados, y los porcentajes respectivos se calcularon, sustrayendo

previamente la contribucion del PBG.

IV-15. Medicion de sintesis de porfirinas, luego de extraccion quimica.

Las células se incubaron con diferentes concentraciones de ALA o sus derivados en
medio sin suero. Para extraer las porfirinas acumuladas en las células, se agregd 1 ml de
HCI 5% y se dejo a 37° C media hora. El proceso se repitid dos veces, reuniendo los
extractos para su cuantificacion. Las porfirinas liberadas al medio, se cuantificaron por el
agregado directo de 2 ml de HCl 5%. Estas condiciones resultaron ser Optimas para una
extraccion completa de porfirinas. Las mediciones se realizaron en un espectrofluorometro
Shimadzu RF 510, utilizando una longitud de onda de excitacién de 406 nm y de emision
de 604 nm, y empleando PpIX (Porphyrin Products, Logan, Utah, USA) como estdndar de

referencia.
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V- Experiencias con eritrocitos.

V-1. Ensayo de ALA dehidrasa en eritrocitos.

Se utilizé el método de Bustos et al. (1980), lisando 0,5 ml de eritrocitos humanos
en 7 ml de buffer Tris HCl 50 mM, pH 7,4, conteniendo Triton X100. La incubacion se
realizo utilizando 0,2 ml de eritrocitos lisados, en buffer fosfato 50 mM, pH 6,8 y ALA 2.5
mM en un volumen final de 1 ml, durante 1 h a 37° C, con agitacion. La reaccion se detuvo
con el agregado de 0,1 ml de TCA 10%. Luego de una centrifugacion se determiné en el
sobrenadante, el PBG formado con el reactivo de Ehrlich y se midié la absorbancia a 555
nm en un espectrofotometro Hewlett Packard. La actividad de ALA-D se expresa en

unidades enzimaticas, las que se definen como nmol de PBG/h, ml GR.

V-2. Ensayo de Porfobilinogeno Deaminasa en eritrocitos.

Se utilizé el método de Batlle et al (1978). Los eritrocitos humanos (0,5 ml)se
lisaron en 7 ml de buffer Tris HC1 50 mM, pH 7,4 conteniendo Triton X100. Luego, 0,2 ml
de eritrocitos lisados se incubaron en buffer Tris HC1 0,5 M pH 8,2 en presencia de
porfobilindgeno (PBG) 0,3 mg/ml. Al cabo de 2 h de incubacion a 37° C, se detuvo la
reaccion con TCA 5% (concentracion final). Las porfirinas formadas se determinaron en el
sobrenadante luego de su centrifugacion y exposicion a la luz por 30 minutos, y se

cuantificaron espectrofotométricamente.
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VI- Experiencias in vivo.

VI-1. Animales.

Se emplearon ratones machos BALB/c de 12 semanas de vida, pesando entre 20-25
g. Los animales fueron alimentados con dieta Purina 3 (Molinos Rio de la Plata) y agua ad
libitum. Una suspension de 1,65x10° células de la linea LM3 se inyectd subcutineamente
en los flancos de los ratones. Las experiencias se realizaron 20 dias después de la
implantacion. Los tumores utilizados tenian un tamafio uniforme de 1 cm didmetro.

Los animales fueron tratados de acuerdo a la guia de Uso y Cuidados de Animales
establecida por el Comité de la Asociacion Argentina de Especialistas en Animales de
Laboratorio (AADEALC) y en total concordancia con la Guia Britanica para el Buen

Cuidado de animales en Neoplasia Experimental (Workman et al, 1988).

VI-2. Administracion de ALA y derivados.

El ALA y los derivados de ALA se disolvieron en solucion fisioldgica en un
volumen final de 0,15 ml inmediatamente antes de la inyeccion intraperitoneal (i.p.).

Para la administracion topica, el ALA o ésteres de ALA, se disolvieron en 0,3 ml de
una solucion de polietilenglicol 4000: solucion fisiologica (1:1), inmediatamente antes de
Su uso.

Para la administracion topica de ALA o 3m-ALA se disolvieron en 0,2 ml de
solucion fisioldgica inmediatamente antes de su uso. El agregado de DMSO 10% a esta
locion de solucion fisiologica constituyo la formulacion locion/DMSO. Luego de rasurar la
zona tumoral, se aplicaron las formulaciones de ALA y los derivados de ALA sobre el
tumor con un pincel suave por un periodo de 5 min, tiempo en el cual ya no se observan
vestigios de la locion.

El area de aplicacion se la denominé piel tumoral, mientras que la piel normal fue

tomada del flanco opuesto.
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VI-3. Espectroscopia de fluorescencia.

Se realizaron mediciones de fluorescencia in vivo para seguir la cinética de
formacion de PpIX luego de la aplicacion topica de ALA o de derivados de ALA. Se acoplo
a un espectrofluorémetro Perkin-Elmer LS50B una fibra optica, capaz de conducir la
excitacion proveniente de la piel, producida por una longitud de onda de 407 nm y registrar
la fluorescencia de emision de la PpIX a los 635 nm. Considerando, el coeficiente de
atenuacion para la piel, la luz de 407 nm penetra lo suficientemente profundo en la
epidermis y la dermis (Van den Akker et al, 2002). La fibra se fijo a la piel con un
espaciador de goma que provee una distancia entre la fibra y el tejido, constante y fija de 7
mm. Estas condiciones proporcionan una senal maxima de fluorescencia para cada muestra.
Se midi6 la intensidad de fluorescencia en funcion del tiempo y se expreso en unidades
arbitrarias (U.F.). Ademas, se hizo un barrido del espectro de emision para verificar que la
sefal de fluorescencia correspondia a PpIX, y se vio que no habia contribucién de
porfirinas hidrofilicas. La fluorescencia de PpIX se correlaciona con la concentracion de

PpIX en la piel tumoral (PT).

VI-4. Extraccion de porfirinas en tejidos.

Los animales topicados o inyectados con ALA o sus derivados, fueron sacrificados
previa inyeccion con heparina (0,15 ml, 1000 UI) y luego del sacrificio se perfundieron con
200 ml de solucion fisiologica estéril. Se extrajeron los tejidos y se homogeneizaron en una
solucion de acetato de etilo:acido acético glacial (4:1) (Fukuda et al, 1994). Las mezclas se
centrifugaron por 30 min a 3000 g, y las porfirinas de la fase acuosa se extrajeron con HCI
5%, repitiéndose la extraccion hasta que no se detectd fluorescencia en la fase organica.Se
utilizé un espectrofluorometro Shimazdu RF-510, fijando la longitud de onda de emision en
604 nm y la longitud de onda de excitacién en 406 nm, parametros que permiten detectar
tanto las porfirinas hidrofilicas como las hidrofoébicas. Como estandar de referencia se

empled PpIX (New Frontiers, USA).
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VI-5. Determinacion de ALA en cerebro.

Los ratones se inyectaron con ALA o THP-ALA y luego de 5 min, se sacrificaron y
se extrajeron los cerebros de manera cuidadosa. A las muestras se les agregé TCA 5% final,
para desproteinizar y se centrifugaron 30 min a 3000 g. Para la determinaciéon de ALA se
utilizo el método de Mauzerall y Granick modificado (1956). La reaccion de condensacion
se desarrolla a pH 4,6 en presencia de acetil acetona y los pirroles resultantes se cuantifican
a 555 nm luego de la adicion del reactivo de Ehrlich. También se condensaron los

estandares de ALA y THP-ALA para ser utilizados en los célculos.

VI-6. Afinidad de ALA y derivados de ALA por los tejidos.

En este experimento se prepararon los homogenatos con 0,5 g de tejido y buffer
acético-acetato 1M pH 4,6 (10% p/v),luego se agregaron ALA o los derivados de ALA en
una concentracion final de 0,125 mM y todo el sistema se incub6 durante 30 min a
temperatura ambiente. El tiempo de incubacion, el pH y la temperatura, no cambiaron a lo
largo de los experimentos. Finalmente, se agregd TCA 5% (concentracion final) para
precipitar las proteinas y se centrifugaron los homogenatos por 30 min a 3000 g. Los
sobrenadantes, se conservaron y los precipitados se lavaron tres veces con buffer acético
acetato, utilizando todos los sobrenadantes para las determinaciones de ALA/ALA
derivados. Los cuatro sobrenadantes se condensaron con acetil acetona y el ALA o los
derivados de ALA se determinaron como se describidé previamente. Los porcentajes de
recuperacion de ALA o de derivados de ALA se calcularon teniendo en cuenta los controles

de condensacion realizados sin tejido.
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VII- Cultivo de explantes de 6rganos.

Se utilizo el sistema de cultivo de explantes de 6rganos desarrollado por Polo et al
(1988). Explantes de alrededor de 50 mg en medio minimo esencial de Eagle, suplementado
con L-glutamina 2 mM y gentamicina (40 pg/ml) se incubaron a 37° C durante 3 h en
presencia de ALA o derivados de ALA 0,6 mM en placas de 24 pocillos. Al cabo de esa
tiempo, se lavaron con PBS y se realizo la extraccion de porfirinas de la misma manera que
se describid para los tejidos. Las condiciones de tiempo y concentracion Optimas fueron

descriptas por Fukuda et al (1989).
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VIII- Analisis estadistico.

Para establecer las diferencias significativas entre los grupos se utilizo el test de t de
Student desapareado. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas
cuando P < (,05. En el caso de las experiencias in vivo se emplearon tres ratones por grupo
de tratamiento. En las experiencias in vitro cada ensayo se realizo por triplicado y en tres
experiencias independientes. Los resultados se presentan como la media £ la desviacion

estandar de los experimentos.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES
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I- Separacion de ALA y los derivados de ALA mediante cromatografia de intercambio

ionico.

I-1. Validacion del método de cuantificacion de los derivados de ALA.

Se empled el método de Mauzerall y Granick (1956) como se describe en Materiales
y Métodos, obteniéndose los resultados que se muestran en la Figura I-1. La relacion entre
la absorbancia a 555 nm y la concentracion de ALA o derivados de ALA resulto ser lineal
hasta los 100 nmoles/ml. El desvio estdndar fue el mismo tanto para ALA como para sus
derivados (menos de 5 %), y el limite de deteccion para todos los compuestos de ALA
ensayados fue de 1 nmol/ml.

Los espectros de absorbancia de los pirroles productos de condensacion tanto de
ALA como sus derivados ésteres con el reactivo de Ehrlich fueron idénticos, lo que
demuestra que con este reactivo se pueden detectar sin distincion tanto ALA como sus
derivados éster.

Con el fin de determinar la naturaleza de los productos de condensacion de los
derivados de ALA que participan en la reaccion de Ehrlich, se realizaron los siguientes
ensayos. En el primero, luego de condensar el derivado He-ALA con acetil acetona se
liofiliz6 la mezcla a los efectos de eliminar el exceso de acetil acetona no reaccionante y
luego se realiz6 una cromatografia en TLC. Empleando hidroxilamina segun el método de
Shriner et al (1980), se identifico el grupo éster del Hexil-ALA. Por otro lado, cuando una
solucion de He-ALA en buffer acetato de pH 4,5 se sometié a 10 min de calentamiento a
100° C, se identifico también por TLC, la presencia de He-ALA y no la de ALA.
Resultados similares se obtuvieron luego de mezclar una solucion de He-ALA con el
reactivo de Ehrlich. Estos resultados permiten descartar la hipotesis de una hidrolisis de los
ésteres en las condiciones en que se desarrolla la condensacion aldolica, y por el

tratamiento de acidos como el reactivo de Ehrlich.
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Figura I-1: Validacion del método para derivados de ALA.
El ALA y los derivados de ALA se determinaron como se describié en Materiales y Métodos. Los
resultados se expresan como nanomoles de ALA / derivados de ALA por ml de mezcla de reaccion,

antes del agregado del reactivo de Ehrlich.
I-2. Elucion de ALA y derivados de ALA por cromatografia de intercambio iénico.

La Tabla I-1 muestra el porcentaje de recuperacion de ALA y los derivados de ALA
luego del pasaje de soluciones de concentracion 6; 0,6 y 0,06 uM, a través de una columna
de intercambio i6nico Dowex X-50 y elucion con acetato de sodio 1M.

La recuperacion de ALA en el eluido con acetato de sodio fue de alrededor del 90 +
4 % para las tres concentraciones ensayadas, de esa cantidad el 85 % se eluyd en las

fracciones entre 3 y 6 ml. Teniendo en cuenta las fracciones recogidas, y que en cada
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fraccion se puede detectar un minimo de 2 nmol ALA/ ml, seria entonces posible detectar
un total de 9,5 nmoles de ALA. Pero si consideramos que el porcentaje de recuperacion del
ALA sembrado es de alrededor del 90 %, podriamos decir que en realidad son 12 los
nmoles totales de ALA detectables por este método

En el caso de los derivados Hexil, Undecanoil y THP-ALA, para todas las
concentraciones ensayadas, se recuperd en la fraccion acetato de sodio de un 3 al 9 % del
total sembrado. Este bajo porcentaje puede deberse a un pequefio porcentaje de ALA libre
presente como impureza en los ésteres de ALA. Para el Metil-ALA el porcentaje de éster
detectado en las fracciones de acetato de sodio fue algo mayor, llegando a un 20-30% de
recuperacion.

Es de hacer notar que en estas experiencias el ALA y los derivados de ALA se
disolvieron en 4cido tricloroacético (TCA), ya que este es el 4cido normalmente utilizado
para precipitar las proteinas, obteniéndose los mismos resultados cuando los compuestos se

disolvieron en agua destilada.

Tabla I-1: Porcentaje de recuperacion de ALA o derivados de ALA en los eluidos de

acetato de sodio

umoles de ALA /

derivados de ALA 6 umoles 0,6 pmoles 0,06 umoles
sembrados

ALA 89,1 £4,30 91,2 +£3,20 94,4 £5,20
He-ALA 5,4+0,36 6,4+ 0,35 2,7+0,18

Me-ALA 28,3+ 0,15 27,5+0,12 21,8 £0,11

Und-ALA 6,8+ 0,25 53+0,14 6,4+0,21

THP-ALA 9,2+0,45 11,3+0,53 2,5+0,07

Se sembraron diferentes cantidades de ALA o derivados de ALA (6, 0,6 y 0,06 umoles) en las
columnas de Dowex 50-X8 (3 g) y se eluyeron con 7 ml de acetato de sodio 1 M, recogiéndose
fracciones de Iml. En cada fraccion se cuantifico el contenido de ALA/derivado de ALA segun se
detalla en Materiales y Métodos y la suma total se expresa como porcentaje de ALA o derivados de

ALA recuperados.
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Con el fin de eluir los derivados de ALA retenidos en la columna, se probaron
diferentes soluciones de alta fuerza idnica: acetato de sodio 2 My 3 M, HCl 1 Ny 4 N,
BaCl, 1 M y KOH 5 M. En todos los casos solo se logré eluir de un 5 al 10 % de la cantidad
total sembrada. Con acetato de amonio 2 o 3 M, se observaron interferencias en la
cuantificacion colorimétrica de los eluidos.

Finalmente una elucion con HCI 10 M permitié recuperar la casi totalidad de los
ésteres Hexil, Undecanoil y THP-ALA, en las tres concentraciones ensayadas (Tabla 1-2).
La cromatografia en TLC de los eluidos de las columnas previamente dializados,
confirmaron la presencia mayoritaria de los ésteres de ALA, lo que permite descartar la
hipétesis de que en las condiciones acidas de elucion se produzca la hidrélisis y liberacion
de los derivados unidos a la resina. Por otro lado, con el éster Me-ALA, la recuperacion en

las fracciones clorhidricas fue del 70%.

Tabla I-2: Porcentaje de recuperacion de ALA o derivados de ALA en los eluidos de HCI

10 M

pmoles de ALA /

derivados de ALA 6 pmoles 0,6 umoles 0,06 umoles
sembrados

ALA 15,0+ 0,77 0 0
He-ALA 95,6 + 3,82 102,0 + 6,12 83,4 +4,97
Me-ALA 71,5+2,15 68,7 +4,33 73,6 + 3,18
Und-ALA 98,3 £5,30 95,4+ 5,77 75,6 + 4,64
THP-ALA 97,6 £ 4,15 101,0 + 6,28 77,8 + 3,87

Continuando con la experiencia indicada en la Tabla I-1, a las columnas Dowex 50-X8 eluidas con
acetato de sodio 1 M, se las traté con 10 ml de HCI 10M, y se recogieron fracciones de 1 ml. En
cada uno de ellos se cuantifico el contenido de ALA/derivado de ALA segun se detalla en
Materiales y Métodos y la suma total se expresa como porcentaje de ALA o derivados de ALA

recuperados.

A diferencia de lo que sucede con la elucion del ALA con acetato de sodio, con HCI

10 M los ésteres de ALA se van disociando de la resina en forma gradual, de manera tal
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que todas las fracciones eluidas contienen entre un 10 a un 20 % del total sembrado en la
columna. Esta mayor distribucion de los ésteres a lo largo de todas las fracciones eluidas
hace que la sensibilidad del método para estos derivados sea 5 veces menor comparado con
el ALA, de manera tal que, si se tiene en cuenta el ajuste del pH por agregado de NaOH,
este limite llega a 5 nmol por ml de fraccion. Considerando la variacion de recuperacion en
los eluidos, se calcula que el limite de deteccion fue de 50 nmoles. Cuando se sembraron
0,06 pmoles (60 nmoles) se subestim6 un 10 % del total.

Cuando se sembraron 6 pmoles de ALA, se recuper6 sélo un 10 % en las fracciones

de HCI, debido a la saturacion de la resina bajo estas condiciones.

I-3. Separacion de mezclas de ALA y derivados de ALA.

Se prepararon diferentes mezclas de concentraciones equimolares de ALA y
derivados de ALA (6; 0,6 y 0,06 umoles de ALA y una cantidad igual de los distintos
derivados de ALA), que se sembraron en una columna de Dowex 50-X8 y eluyeron con
acetato de sodio 1 M y HCI 10 M en forma sucesiva, como fue descripto previamente. Los
porcentajes de ALA y derivados de ALA recuperados fueron los mismos que se obtuvieron

con los compuestos en forma separada (datos no mostrados).

I-4. Determinacion de ALA, derivados de ALA y PBG en células.

La Tabla I-3 muestra la acumulacion de ALA y derivados de ALA en células LM3
incubadas con ALA o derivados de ALA y el porcentaje de ALA presente en la forma libre.
Se puede observar que el ALA y/o He-ALA acumulado a partir de He-ALA es 4 veces
mayor que el ALA acumulado a partir de ALA, pero que sélo el 20% del He-ALA ha sido
hidrolizado a ALA libre. La cantidad de ALA y/o THP-ALA acumulado a partir de THP-
ALA es 2,8 veces mayor que la cantidad acumulada a partir de ALA pero sélo el 40 % es
convertido a ALA libre. Finalmente para Und-ALA, el ALA y/o Und-ALA acumulado en
las células es mucho menor comparado con los otros dos derivados, y no se pudo separar
por cromatografia idnica.

Debido a la baja sensibilidad del método para la determinacion de los derivados de
ALA en los eluidos de HCI, el porcentaje de ALA libre fue calculado considerando los

resultados obtenidos en los eluidos de acetato de sodio y el total de ALA luego de sustraer
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la contribucion de PBG, de esta manera se calcul6 la recuperacion de los derivados de ALA
en los eluidos de HCL

La cantidad de PBG detectada fue muy baja para todas las condiciones ensayadas
(datos no mostrados), y si tenemos en cuenta que el PBG no es retenido en las resinas
Dowex 50-X8, podemos entonces asegurar que no hay posibilidad de interferencias de este

compuesto en la cuantificacion de ALA o derivados de ALA en los eluidos colectados.

Tabla I-3: Acumulacion de ALA y derivados de ALA en células LM3

nmoles totales de Porcentaje de ALA °
ALA / derivados de ALA '
Control 2,24 + 0,09 100
ALA 18,06 £ 0,90 100
He-ALA 58,72 + 8,58 20
Und-ALA 4,36 £ 0,14 N.D.
THP-ALA 50,19 + 6,49 40

" La cantidad de ALA o derivados ALA en las células se cuantificaron segin se describe en
Materiales y Métodos luego de 3 h de incubacion con 0,6 mM de cada uno de los compuestos. Los
controles corresponden a niveles basales de células no tratadas. N.D.: no-detectable por este
método, sin distincion entre ALA y derivados.

2 El ALA se diferencié de los derivados de ALA empleando los datos de los eluidos de acetato de
sodio. El porcentaje de ALA libre se calculd con los datos del total de ALA+ALA derivados ('),

después de sustraer la contribucion de PBG.

I-5. Discusion.

En este capitulo se ha demostrado que es posible cuantificar los derivados ésteres de
ALA por la técnica clasica de Mauzerall y Granick, mediante una condensacion con acetil
acetona seguida del tratamiento con el reactivo de Ehrlich, método comtinmente utilizado
para la determinaciéon de ALA en fluidos bioldgicos. El espectro de absorbancia para los
productos de la condensacion con el reactivo de Ehrlich fue idéntico tanto para ALA como

para los derivados de ALA y los ensayos realizados demostraron que los ésteres no se
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hidrolizan durante el proceso de condensacion ni durante la reaccion con el reactivo de
Ehrlich.

También se describe el desarrollo de un método simple y econdémico para separar
ALA de sus derivados, basado en una cromatografia de intercambio i6nico. Considerando
que el ALA es retenido en las columnas catidonicas Dowex 50-X8 por medio de su grupo
amino, los derivados de ALA deberian ser retenidos por este mismo mecanismo. Sin
embargo, fue necesario utilizar una alta fuerza i6nica para liberar los derivados de ALA de
la resina. Nuestra hipdtesis es que las condiciones altamente acidas producidas por el HCl
10 M conducen a una relajacion estructural de la resina, la cual permite liberar las
moléculas atrapadas. Luego de regenerarlas, las columnas se pudieron reutilizar
conservando sus propiedades, indicando que los cambios producidos por las condiciones
acidas son reversibles.

Mientras que las interacciones idnicas estan involucradas en la retencion de todos
los derivados de ALA, otros factores, ademas de esas interacciones contribuirian en su
liberacion. La longitud de la cadena lateral del compuesto es aparentemente crucial en este
proceso, ya que el derivado de cadena mas corta, el éster Metil-ALA, es retenido en la
resina en forma parcial: un 30 % eluye con el acetato de sodio 1 M y el 70% restante con el
HCI 10 M. Por otro lado, una estructura ciclica como la del tetrahidropiranil es también
atrapada en la resina, y lo mismo sucede con la extension de las cadenas de hexil y
undecanoil.

Cuando los mismos experimentos se realizaron en batch en lugar de columna, los
resultados obtenidos fueron idénticos, lo que descarta la importancia del tamano de las
particulas de la resina o de la retencion de las moléculas a lo largo de las columnas.
Considerando la posibilidad de que ocurra una interaccion con las moléculas de divinil
benceno-poliestireno, se utilizd entonces una resina Dowex 50-X2, la cual posee un
porcentaje menor de entrecruzamiento que la Dowex 50-X8, y vimos que tanto el
Undecanoil-ALA como el He-ALA son igualmente retenidos, mientras que los ésteres de
ALA con cadenas cortas o ciclicas como el Me-ALA y el THP-ALA, eluyen
respectivamente un 100% y un 70 % con el acetato de sodio 1 M (datos no mostrados). Este
incremento de liberacion en las fracciones de acetato de sodio, refuerza la hipdtesis que la
longitud de cadena del derivado resulta determinante en la interaccion con la resina.

Empleando una linea celular como la del adenocarcinoma mamario LM3, fue

posible diferenciar el ALA de sus derivados Hexil y THP, y se observd que estos ésteres se
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hidrolizan parcialmente dentro de la célula, lo que demuestra las limitaciones de las
esterasas celulares en este proceso. No fue posible utilizar este método para separar ALA y
Me-ALA debido a la superposicion de los perfiles de elucion.

Este método permitio separar y cuantificar ALA de sus derivados ésteres, de manera
tal que se pudo emplear en determinaciones en extractos celulares. En las células LM3
utilizadas en este trabajo, donde la sintesis de porfirinas alcanza un plateau con 0,6 mM de
ALA o derivados de ALA, hay de un 20 a un 40% de conversion de los ésteres de ALA en
ALA, y la cantidad intracelular de ésteres de ALA es lo suficiente alta como para ser
detectada por este método. Hay que tener en cuenta sin embargo que, de acuerdo a la
literatura, diferentes lineas celulares alcanzan el plateau de sintesis de porfirinas con
diferentes concentraciones de ALA. Ademas, la actividad de las esterasas depende del tipo
celular y consecuentemente, podria eventualmente necesitarse una mayor cantidad de

células para ajustar el limite de deteccion del método desarrollado.
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II- Terapia fotodinaAmica. Regulacion de la sintesis de porfirinas e hidrélisis de ésteres

de ALA.
I1-1. Sintesis de porfirinas en células, a partir de ALA y sus derivados.
Se incubaron células de la linea de adenocarcinoma mamario murino LM 3, con

diferentes concentraciones de ALA, He-ALA y THP-ALA, durante 3 hs, al cabo de las

cuales se cuantificaron las porfirinas como se detalla en Materiales y Métodos.

ng porfirinas/10° células

0 I I I I I I
0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
ALA o ALA derivado (mM)

Figura II-1: Sintesis de porfirinas en funcion de la concentracion de ALA y derivados de
ALA

Se incubaron células de la linea LM3 durante 3 h en presencia de ALA, THP-ALA y He-ALA en
placas de 24 pocillos, a las concentraciones indicadas. Al cabo de ese tiempo se cuantificaron las

porfirinas intracelulares fluorométricamente y se normalizaron por numero de células.
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Como puede observarse en la Figura II-1, el perfil de porfirinas intracelulares
acumuladas con THP-ALA es similar al obtenido con ALA, mientras que el He-ALA
induce una significativa sintesis de porfirinas a una concentracion 2 veces menor. Sin
embargo la cantidad de porfirinas alcanzadas en el plateau es similar para los tres

compuestos.
I1-2. Incorporacion de ALA y derivados de ALA en las células.

Para estudiar la incorporacion de ALA y los derivados de ALA en las células LM3,
se incubaron las mismas con diferentes concentraciones de los compuestos durante 3 horas.
Al cabo de ese tiempo, se determiné la cantidad de ALA y derivados de ALA, obteniéndose

los resultados graficados en la Figura II-2.

100
—@— ALA

90 | W He-ALA
—&— THP-ALA

pmol ALA/10° células

0 \ \ \ \ \ \
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

ALA o ALA derivados (mM)

Figura II-2: Incorporacion de ALA y derivados de ALA en células de la linea LM3 en

funcion de la concentracion
Las células se incubaron 3 horas en presencia de diferentes cantidades de ALA y sus derivados en
placas de Petri de 100 mm. La cantidad ALA/ALA derivados acumulados en las células se determino

como se describe en Materiales y Métodos, y se normalizo por el numero de células.
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En todo el rango de concentraciones estudiado, la cantidad de compuesto

incorporado en las células fue mayor con He-ALA, seguido por THP-ALA y ALA.
I1-3. Sintesis de PBG y porfirinas en funcion del tiempo de incubacion.

Se analiz6 la formacion de porfirinas en funcion del tiempo de incubacion con dos
concentraciones de ALA y sus derivados: 0,6 y 1,2 mM. Los resultados se grafican en la
Figura II-3. Se observo que, para ambas concentraciones, tanto ALA como sus derivados

alcanzan un valor de plateau similar.

ALA 0,6 mM
He-ALA 0,6 mM
THP-ALA 0,6 mM
ALA 1,2 mM
He-ALA 1,2 mM
THP-ALA 1,2 mM

400

SRR

ng porfirinas/g tejido

0 I I I I
0 5 10 15 20 25
Tiempo (h)

Figura I1-3: Sintesis de porfirinas en funcion del tiempo de incubacion en presencia de
ALA y derivados de ALA bajo condiciones saturantes de concentracion
Las células se incubaron con 0,6 o 1,2 mM de ALA, THP-ALA y He-ALA en placas de 24 pocillos. A

los tiempos indicados se extrajeron y cuantificaron las porfirinas como se describe en Materiales y

Métodos y se normalizaron por el numero de células.
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En cambio la sintesis de PBG en el rango de tiempos estudiado es diferente para
ALA vy los derivados (Figura II-4). Utilizando una concentracion 0,6 mM, la cantidad de
PBG acumulada es muy baja, sobrepasando los valores basales so6lo con periodos de
incubacion de mas de 18 horas, tanto para ALA como para sus ésteres. Pero cuando la
concentracion de los compuestos se eleva a 1,2 mM, el ALA induce una acumulacion de
PBG significativamente mayor que los derivados éster, durante todo el rango de periodo de

tiempo estudiado.

50 —@)— ALAO06mM
45 4 —J— He-ALA 0,6 mM
40 - —A— THP-ALA 0,6 mM

—— ALA 12 mM
35 —7— He-ALA 1,2 mM

—/A— THP-ALA 1,2 mM

pmol PBG/10° células

Tiempo (h)

Figura II-4: Acumulacion intracelular de PBG a partir de ALA y derivados de ALA
Las células se incubaron con 0,6 o 1,2 mM de ALA, THP-ALA y He-ALA en placas de Petri de 100
mm. A los tiempos indicados se determino la cantidad de PBG intracelular como se indica en

Materiales y Métodos y se normalizo por el numero de células

I1-4. Consumo intracelular de ALA y derivados de ALA.

Con el fin de evaluar si la disponibilidad de ALA o los derivados de ALA

hidrolizados intracelularmente y el consumo de los mismos ocurren en la misma

proporcidn, se incubaron las células con una concentracion baja y no saturante de ALA y de
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sus derivados, durante tiempos de incubacion prolongados, de manera tal que los
compuestos se consuman completamente. A las 48 h se observo (Figura II-5) que los
niveles de porfirinas formados a partir de He-ALA y THP-ALA fueron 2 y 1,5 veces mayor
que la cantidad de porfirinas formadas a partir de ALA. Estas experiencias no pudieron

completarse debido al alto grado de muerte celular.
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Figura II-5: Sintesis de porfirinas en funcion del tiempo en presencia de bajas
concentraciones de ALA y derivados de ALA.

Las células fueron incubadas con ALA, THP-ALA y He-ALA 0,05 mM en placas de 24 pocillos. A los
tiempos indicados se extrajeron y cuantificaron las porfirinas como se describe en Materiales y

Métodos y se normalizaron por el niumero de células.
II-5. Cinética de incorporacion de ALA y derivados de ALA.
La Figura II-6 muestra la cinética de incorporacion del ALA y de los derivados de

ALA. Empleando ALA o ésteres de ALA a una concentracion 0,6 mM, las velocidades de

incorporacién son 0,13 pmol/min/lO5 células para ALA, 1,5 pmol/min/lO5 células para
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THP-ALA y 23,5 pmol/min/10° células para el He-ALA. Mientras que He-ALA difunde
rapidamente dentro de las células y alcanza un plateau luego de 1 min, tanto ALA como
THP-ALA se incorporan mas lentamente, alcanzando los valores de plateau a los 30 min de
incubacion. Estos mismos tiempos de plateau se encontraron empleando una concentracion

1,2 mM.
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Figura II-6: Incorporacion de ALA y derivados de ALA en las células en funcion del

tiempo de incubacion.
Las células se incubaron en presencia de 0,6 o 1,2 mM de ALA y sus derivados en placas de Petri de
100 mm. A diferentes tiempos se determino la cantidad de ALA/ derivados de ALA intracelular como

se describio en Materiales y Métodos y se normalizo por el numero de células.

Los estudios de eflujo realizados a 4°C y 37°C mostraron que tanto el ALA como

sus ésteres se traslocan desde las células rapidamente y en grado proporcional a la

105



concentracion intracelular. Las diferencias encontradas en las experiencias a 4°C y 37°C

indican que el proceso esta mediado por difusion (datos no mostrados).

II-6. Hidrolisis intracelular de los derivados de ALA.

La Tabla II-1 muestra la cantidad de ALA intracelular hidrolizado al emplear

diferentes concentraciones de derivados.

Tabla II-1: ALA intracelular a partir de diferentes concentraciones de derivados de ALA

en células LM3

pmoles ALA/derivado de | pmoles ALA/10° células * % ALA’
ALA/10’ células
ALA 0,3 mM 7,96 0,61 7,96 + 0,61 100
0,6 mM 13,05 + 0,90 13,05 £ 0,90 100
1,2 mM 30,59 + 4,06 30,59 + 4,06 100
He-ALA 0,3 mM 18,74 +1,37 4,76 +0,34 25,4
0,6 mM 42,41 +6,20 8,48 + 1,24 20,0
1,2 mM 90,64 + 7,60 11,78 + 0,99 13,1
THP-ALA 0,3 mM 12,42 +2,61 6,73 + 1,41 54,2
0,6 mM 28,20 +2,76 11,81 +1,15 41,9
1,2mM 51,62 + 6,32 16,93 +2,07 32,8

Las células se sembraron en placas de 100 mm y se incubaron 3 h con ALA y los derivados de
ALA

" Concentraciones intracelulares de ALA + derivados de ALA. Se determinaron segiin se describe
en Materiales y Métodos.

Determinado por cromatografia de intercambio ionico.

Puede verse que a mayor concentracion del éster mayor es la cantidad de ALA
incorporado. Sin embargo, el porcentaje hidrolizado de ALA decrece con el aumento de las
concentraciones de los derivados de ALA, lo que sugiere la existencia de un mecanismo de

regulacion por esterasas. Se realizaron controles de los ésteres de ALA incubando en un
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medio sin suero, en los que se observd que la hidrolisis es insignificante. El grado de
hidrolisis de los ésteres no se modificod cuando se incubd por periodos prolongados de hasta

24 horas (datos no mostrados).

II-7. Accion de la inhibicion de la sintesis de porfirinas.

La succinil acetona (SA) es un compuesto estructuralmente similar al ALA, y como
tal, un inhibidor competitivo de la enzima ALA Dehidrasa (Tschudy et al, 1981). Se
trataron las células con este compuesto con el fin de inhibir la sintesis de porfirinas, y

estudiar la regulacion de la acumulacion de ALA y la hidrdlisis de los ésteres de ALA.

Tabla II-2: Acumulacion intracelular de ALA y derivados de ALA bajo condiciones de

inhibicion de sintesis de porfirinas.

pmoles ALA o ALA pmoles ALA /10° células® | % ALA?

derivado/10° células '
Control 1,62 £ 0,07 1,62 £0,07 100
Control + SA 1,68 0,10 1,68 +0,10 100
ALA 13,05 + 0,90 13,05+ 0,90 100
ALA + SA 39,40 + 5,15 39,40 + 5,15 100
He-ALA 42,41 6,20 8,48 + 1,24 20
He-ALA + SA 48,15+ 7,85 9,93 +2,19 28
THP-ALA 28,20 +2,76 11,28+ 1,10 40
THP-ALA + SA 32,15 6,31 12,86 + 4,55 36

Las células se sembraron en placas de 100 mm y se incubaron 3 h con 0,6 mM de ALA o derivados
de ALA, en presencia y en ausencia de succinil acetona (SA) 0,5 mM. Los controles corresponden a
niveles basales de células no tratadas.

" Las concentraciones de ALA + ALA derivado intracelular se determinaron como se describe en
Materiales y Métodos.

2 . . . cro
Determinado por cromatografia de intercambio ionico.
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La Tabla II-2 muestra que la acumulacion de ALA intracelular a partir de ALA es
tres veces mayor en presencia de SA, pero ni la cantidad de los derivados He-ALA o THP-

ALA, ni la cantidad de ALA hidrolizado se modifica significativamente.

I1-8. Discusion.

Se estudio la regulacion de la sintesis de porfirinas a partir de ALA y ésteres de
ALA en una linea celular epitelial. La incorporacion de ALA y los derivados de ALA en
funcién de las concentraciones no se correlaciona con los perfiles de acumulacion de
porfirinas ( Figuras II-1 y II-2). A bajas concentraciones, el grado de incorporacion de He-
ALA es mayor que el de ALA y THP-ALA. En esas condiciones, la baja incorporacion de
ALA y THP-ALA podria estar limitando los niveles de porfirinas, sin embargo la mayor
disponibilidad de THP-ALA respecto del ALA, no conduce a una mayor produccion de
porfirinas, lo que sugiere que la hidrélisis del éster esta limitando probablemente la eficacia
del THP-ALA a bajas concentraciones.

La cinética de incorporacion de ALA y de los derivados de ALA muestra que el He-
ALA ingresa en la células a una velocidad 180 veces mayor que el ALA y 15 veces mas
rapido que el THP-ALA, lo que conduce a una rapida saturacién del sistema para alcanzar
el plateau al minuto de incubacion. Estos resultados concuerdan con otras observaciones
segun las cuales el mecanismo principal de incorporacion del He-ALA en las células LM3
es la difusion, no asi para el ALA o para el THP-ALA Por otro lado, el eflujo desde las
células es del mismo orden tanto para ALA como para sus ésteres, siendo el proceso una
difusion pasiva (datos no mostrados).

A partir de ALA 0,3 mM, se alcanza un plateau en la sintesis de porfirinas,
mostrando que la biosintesis de porfirinas y no la incorporacion de ALA, es limitante en la
produccion de tetrapirroles.

La eficacia relativa de los derivados de ALA depende fuertemente de las
condiciones experimentales. Cuando se incuban las células con una concentracion baja y no
saturante de ALA o de los ésteres de ALA durante periodos prolongados, como para que
sean consumidos completamente, observamos que los niveles de porfirinas formados a
partir de He-ALA y THP-ALA son 2 y 1,5 veces mayores que los acumulados con ALA.
Esto significa que mientras el ALA es consumido, los derivados contintian siendo

hidrolizados.
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La cinética de acumulacion de las porfirinas y el PBG son similares para ALA y
para los derivados de ALA, empleando concentraciones 0,6 mM. A esta concentracion,
aparentemente casi no hay regulacion presente, excepto por una intervencion menor de las
porfobilinogenasa a largos periodos de incubacion. Con una concentracion 1,2 mM, la
acumulaciéon de PBG es 3 veces mayor para el ALA que para los derivados éster,
sugiriendo que en esas condiciones la regulacion de la conversion de ALA a porfirinas esta
gobernada por la porfobilinogenasa. Esta enzima es responsable de la conversion del PBG a
porfirinas y se ha propuesto que es regulatoria, manteniendo un bajo nivel de porfirinas
(Hoffman et al, 2003). No obstante, para los derivados de ALA, son las esterasas las que
regulan la hidrélisis de los ésteres, y no la porfobilinogenasa, y como consecuencia de ello
los valores de PBG se mantienen bajos.

La regulacion de la hidrolisis por medio de las esterasas no es dependiente de las
porfirinas (Tabla II-1). El porcentaje de ALA hidrolizado, decrece con la concentracion del
derivado, aunque bajo condiciones de saturacion del camino del hemo, la cantidad de
porfirinas sea la misma. Esto quiere decir que, aunque la concentracion de porfirinas es la
misma, el grado de hidroélisis podria ser diferente. El proceso de hidrolisis esta regulado por
los productos de hidroélisis, como se ha observado para otras esterasas (Kraemer & Shen,
2002).

La acumulacion de ALA intracelular a partir de ALA es 3 veces mayor en presencia
del inhibidor del ALA dehidrasa, SA, que inhibe la conversion de ALA a PBG y en
consecuencia la sintesis de porfirinas. En trabajos anteriores (Correa Garcia et al, 2003) se
demostr6 que la SA no modifica la incorporacion de ALA a las células. En este trabajo no
se han observado cambios en la acumulacion intracelular de He-ALA y de THP-ALA, o en
la cantidad de ALA hidrolizado, en presencia de la SA. Estos resultados sugieren
nuevamente que la hidrélisis de ALA esta regulada por las esterasas, y cuando se inhibe el
consumo de ALA, la reaccion de equilibrio de la hidrdlisis se desplaza para mantener bajos
los niveles de producto. Por otra parte, los derivados de ALA no se acumulan como
consecuencia de un desplazamiento del equilibrio, indicando que los niveles de los
derivados de ALA se mantienen constantes por una regulacion del flujo y el eflujo. Este
ultimo tipo de regulacion no actuaria aparentemente sobre el ALA, de manera tal que el
ALA mantendria su ingreso a las células a pesar de la diferencia de consumo y los altos

niveles de ALA intracelular.
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Se puede decir entonces que a bajas concentraciones la propia sintesis de porfirinas
a partir de ALA y del He-ALA es la que regula la incorporacion de los compuestos en las
células, en tanto que para el THP-ALA seria su grado de hidrolisis.

Con el ALA, una vez llegado al nivel de saturacion, seria la enzima
porfobilinogenasa la que regula la sintesis porfirinica.

En cambio para los derivados ésteres, el primer paso en la regulacion seria el control
de la hidrolisis. Este control es realizado por las esterasas a través de una regulacion por

producto final, en el cual no estan involucradas las porfirinas.
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III- Estudios in vivo. Sintesis de porfirinas en tejidos de ratones a partir de los

derivados de ALA.

III-1. Sintesis de porfirinas en piel y piel tumoral luego de la administracion

intraperitoneal.

Se utilizaron ratones machos de la cepa Balb/c portadores del adenocarcinoma
mamario LM3, para estudiar la sintesis de porfirinas luego de la administracion i.p. de los
derivados de ALA THP-ALA y Und-ALA, en diferentes tejidos.

En la Figura III-1 puede observarse que en el tumor y en la piel adyacente al mismo
(Piel Tumoral=PT), tanto THP-ALA como Und-ALA inducen, a concentraciones menores
a 1,2 mmol/kg, una sintesis de porfirinas significativamente menor comparada con las
porfirinas producidas por ALA. A concentraciones iguales o mayores que 1,2 mmol/kg los
tres compuestos inducen una sintesis de porfirinas similar, si bien es de destacar que la
dosis de Und-ALA no pudo incrementarse por encima de dicha cantidad debido a su

toxicidad.

I1I-2. Sintesis de porfirinas en otros tejidos.

La Figura III-2 muestra que en la mayoria de los tejidos estudiados, la sintesis de
porfirinas a partir de THP-ALA es igual a la obtenida a partir de ALA, exceptuando rifion y
bazo, tejidos en los que los niveles de porfirinas son significativamente menores para altas
dosis de THP-ALA. Por el contrario, el cerebro es el unico tejido que sintetiza una cantidad
significativamente mayor de porfirinas a partir de THP-ALA comparado con ALA. En el
rango de concentraciones estudiado, tanto higado como rifion y piel normal muestran una

sintesis de porfirinas similar a partir de Und-ALA y de ALA.

111



4 — Tumor

—@— ALA
—m— THP-ALA

1 —A— Und-ALA

3

:@ 0 I I I I I I

) 0 1 2 3 4 5 6 7

2

K=

s 2,5

= .

) Piel Tumoral

o

o

=

ALA o ALA derivado(mmol/kg)

Figura IlI-1: Sintesis y acumulacion de porfirinas en tumor y piel tumoral luego de la
administracion i.p. con dosis crecientes de ALA y derivados de ALA

Se inyectaron por via i.p. diferentes dosis de ALA, THP-ALA y Und-ALA en ratones de la cepa
Balb/c. Luego de 3 horas, se sacrificaron los animales y se extrajeron las porfirinas de los tejidos

como se detallo en Materiales y Meétodos. Cada punto representa el promedio de tres

determinaciones. Las barras de error muestran los desvios estandar.
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Figura III-2: Sintesis y acumulacion de porfirinas en cerebro, colon, piel normal, higado,
rinon y bazo luego de administracion i.p. con dosis creciente de ALA o derivados de ALA

Cantidades diferentes de ALA, THP-ALA o Und-ALA fueron inyectados i.p. a ratones. Luego de 3
horas, se sacrificaron los animales y se extrajeron las porfirinas de los tejidos como se detallo en

Materiales y Métodos. Cada punto representa el promedio de tres determinaciones. Las barras de

error muestran los desvios estandar.
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I1I-3. Cinética de sintesis de porfirinas luego de la administracion intraperitoneal.

Se administré por via i.p. a ratones de la cepa Balb/c una dosis de 0,8 mmol/kg de
ALA, THP-ALA y Und-ALA, y se cuantifico la cantidad de porfirinas sintetizadas en los
diferentes tejidos, a distintos tiempos luego de la administracion de los compuestos.

Las Figuras III-3 y III-4 muestran que los tres compuestos estudiados inducen una
maxima sintesis de porfirinas en todos los tejidos, entre 2 y 5 h después de la
administracion. La excepcion es para el Und-ALA en el rifion, donde se obtiene una sintesis

maxima a las 8 h.

3
—@— ALA Tumor
@ THP-ALA
2 | — A Und-ALA
1 -
3
= 0 \ \ \ \
o0 0 5 10 15 20 25
3
£
8
s 20
a
o Piel Tumoral
1,5 1
1,0 H
0,5
0 \ I I I I
0 5 10 15 20 25

Tiempo (h)

Figura III-3: Sintesis de porfirinas a partir de ALA y derivados de ALA en tumor y piel
tumoral en funcion del tiempo

Se inyecto por via i.p. una dosis de 0,8 mmol/kg de ALA, THP-ALA y Und-ALA. A diferentes
tiempos, se sacrificaron los animales y se extrajeron las porfirinas de los tejidos como se detalla en

Materiales y Métodos. Cada punto representa el promedio de tres determinaciones. Las barras de

error muestran los desvios estandar.
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Figura IIl-4: Sintesis de porfirinas a partir de ALA o derivados de ALA acumuladas en
cerebro, colon, piel normal, higado, rifion y bazo en funcion del tiempo

Los ratones fueron inyectados i.p. con una dosis de 0,8 mmol/kg de ALA, THP-ALA o Und-ALA. A
diferentes tiempos, se sacrificaron los animales y se extrajeron las porfirinas de los tejidos como se

detalla en Materiales y Métodos. Cada punto representa el promedio de tres determinaciones. Las
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I1I-4. Cinética de sintesis de porfirinas luego de la administracion topica.

Se administré a ratones de la cepa Balb/c, concentraciones equimolares de ALA,
THP-ALA y Und-ALA mediante topicacion sobre el tumor implantado subcutdneamente.

La Figura III-5 muestra la cinética de acumulacion de las porfirinas en piel tumoral,
y en piel normal distante. Para ambos tejidos, los tres compuestos exhiben una maxima
sintesis de porfirinas entre las 3 y 4 h luego de la aplicacion. Sin embargo, ni el THP-ALA
ni el Und-ALA alcanzaron el nivel de porfirinas inducido por el ALA. En piel distante, la
sintesis de porfirinas alcanza valores significativos solo para el ALA, en tanto que para los

dos ésteres de ALA no llega supera los niveles basales.
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Figura III-5: Sintesis de porfirinas en piel tumoral y piel distante luego de la aplicacion
topica de ALA y derivados de ALA

El ALA y los derivados de ALA fueron aplicados topicamente en concentraciones equimolares (5
mg ALA; 7,85 mg THP-ALA y 9,55 mg Und-ALA) sobre la piel peritumoral. A diferentes tiempos
luego de la aplicacion, se midio la fluorescencia utilizando una fibra Optica acoplada a un
espectrofluorometro. Las determinaciones fueron realizadas sobre la piel tumoral y la piel distante.

Se utilizaron 3 ratones por tratamiento y se muestra el promedio de 3 determinaciones.
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I1I-5. Sintesis de porfirinas luego de la administracion tépica.

La Tabla III-1 muestra la cantidad de porfirinas acumuladas en tumor, piel
peritumoral, y piel distante luego de la aplicacion topica de ALA, THP-ALA y Und-ALA.
Mientras en el tumor la sintesis de porfirinas a partir de THP-ALA no es significativamente
diferente que la obtenida con ALA, en PT es apreciablemente mas baja (p= 0,026). Tanto
en tumor (p= 0,03) como en PT (p= 0,001) Und-ALA induce una menor sintesis de
porfirinas comparado con ALA. En la piel distante se acumulan 0,64 £ 0,11 pug porfirinas/g
a partir de ALA mientras que con THP-ALA y Und-ALA el nivel de porfirinas se mantiene

en los valores basales.

Tabla II1I-1: Acumulacion de porfirinas en tumor, piel tumoral y piel distante, luego de la

aplicacion topica de ALA y derivados de ALA.

Control ALA THP-ALA Und-ALA
Tumor 0,36 + 0,025 1,10 £ 0,25 0,78 £ 0,17 0,59 £ 0,11
Piel tumoral 0,12 + 0,002 1,17 £0,11 0,75+ 0,18 0,46 = 0,06
Piel distante 0,12 + 0,002 0,64+ 0,11 0,15+ 0,03 0,13 £ 0,04

Se topicaron concentraciones equimolares de ALA (5 mg), THP-ALA (7,85 mg) y Und-ALA (9,55
mg ) sobre la piel tumoral. Luego de 4 h se sacrificaron los animales y se extrajeron las porfirinas
de los tejidos indicados. Los resultados se expresan como ug/g tejido. Los controles corresponden

a niveles basales de porfirinas.

I11-6. Sintesis de porfirinas en explantes de érganos.

Se incubaron explantes de diferentes tejidos provenientes de ratones de la cepa
Balb/c portadores del adenocarcinoma mamario LM3, con ALA y los derivados THP-ALA
y Und-ALA.

La Figura I1I-6 muestra la sintesis de porfirinas en los explantes de 6rganos a partir
de ALA vy los derivados de ALA a la concentracion del plateau (0,6 mM). En todos los
tejidos excepto en rifion, la sintesis de porfirinas a partir de Und-ALA es significativamente

menor comparada con ALA. Por otro lado, en higado, rifion y cerebro la cantidad de
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porfirinas sintetizadas a partir de THP-ALA, es similar a la obtenida a partir de ALA,
mientras que en bazo, colon y piel es significativamente menor, s6lo en tumor la sintesis de
porfirinas fue mayor al utilizar THP-ALA con respecto a ALA. Cuando se usaron
concentraciones no saturantes (0,2 mM) tanto de ALA como de sus derivados, los patrones

obtenidos en todos los tejidos fueron semejantes (datos no mostrados).
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Figura IIl-6: Sintesis de porfirinas a partir de explantes de tejidos incubados con ALA,
Und-ALA y THP-ALA
Los explantes fueron incubados con ALA/ derivados de ALA 0,6 mM, durante 3 h. Al cabo de ese

tiempo, se extrajeron y cuantificaron las porfirinas como se describe en Materiales y Métodos. Los

controles corresponden a niveles basales de porfirinas en tejidos.

III-7. Acumulacion de THP-ALA en cerebro.

La Tabla III-2 muestra que luego de 5 min de la inyeccioén i.p., la acumulacion de

THP-ALA en cerebro es significativamente mayor que la acumulacion de ALA (p< 0.005),
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pero es 3,5 veces menor que la obtenida para He-ALA segln trabajos previos de Perotti et

al (2002).

Tabla I11-2: Niveles de ALA, THP-ALA y He-ALA en cerebro

nmol ALA o THP-ALA/g cerebro
Control 173
ALA 60+5
THP-ALA 101 £ 12
He-ALA 404 £ 10*

Se administro por via i.p. a ratones de la cepa Balb/C 2,4 mmol/kg de ALA, THP-ALA o He-ALA.
Luego de 5 min, los animales fueron sacrificados y se cuantifico ALA y ésteres de ALA acumulados
en cerebro como se describe en Materiales y Métodos. Los controles corresponden a niveles
basales de ALA en ratones no tratados.

* Tomado de un trabajo previo (Perotti et al, 2002).

II1-8. Afinidad de ALA y derivados de ALA por los tejidos.

La Tabla III-3 muestra la afinidad del ALA y sus derivados Und-ALA, THP-ALA y
He-ALA por diferentes homogenatos de tejidos. Se observa que Und-ALA es el compuesto
que presenta una mayor afinidad por todos los tejidos, siendo el cerebro, el tumor y el rifion
los tejidos que mas retienen el Und-ALA en las membranas destruidas. Tanto ALA como
THP-ALA y He-ALA pudieron recuperarse de todos los tejidos en un 100%, con la
excepcion del cerebro.

Mientras que el ALA y el THP-ALA fueron recuperados en su totalidad en el
primer lavado, con el He-ALA se recuper6 el 70-80% en el primer lavado y el resto en el
segundo y tercer lavados (datos no mostrados). De acuerdo a estos resultados, la afinidad
del He-ALA por los tejidos es mayor que la del ALA o la del THP-ALA. Es de aclarar que
se utilizd una relacion fija tejido: buffer de 10% p/v, y al incrementar esta relacion se
obtuvo una mayor retencion de Und-ALA y He-ALA en todos los tejidos, aunque es de

observarse que la afinidad de los derivados de ALA difiere segun el tejido.
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Tabla I11-3: Afinidad de tejidos por ALA y derivados de ALA

ALA THP-ALA Und-ALA He-ALA
Higado 100+ 5,3 100 £ 4,6 47,7+9,6 100 £ 10,2
Cerebro 100 + 3,1 82,3+6,3 18,2+3,2 83 £8,9
Tumor 100 £ 10,4 100 4,5 35,7 £10,2 100 £ 12,1
Rifion 100 £ 4,6 100 £6,3 344+5,3 100 £9,5
Piel 100 £ 3,8 100 £ 7,6 66,4+ 7,3 100 £ 7,6
Piel Tumora 100 + 5,8 100 + 8,6 59+6,5 100+ 11,2
Bazo 100 £6,3 100 £ 6,7 45,2 £3,5 100 £ 10,9
Colon 100 + 4,1 100 £ 8,4 54,3 +£9,6 100 £ 13,2

El ALA y los derivados de ALA fueron incubados con los homogenatos de los diferentes tejidos
durante 30 min a temperatura ambiente y luego se procedio como se detalla en Materiales y
Métodos. Los resultados se expresan como porcentajes de recuperacion y se calcularon con

respecto a controles de derivados incubados sin tejidos

I11-9. Lipofilicidad de ALA y sus ésteres.

La Tabla III-4 muestra la lipofilicidad del ALA y los ésteres de ALA calculados segun la
medicion de los valores de log P, siendo P el coeficiente de particion aparente entre octanol
y PBS. El valor de log P para ALA es negativo, lo que indica su hidrofilicidad, mientras
que los ésteres empleados en este trabajo al ser hidrofobicos, presentan un log P positivo, y

el orden de lipofilicidad creciente es: THP-ALA< He-ALA< Und-ALA.
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Tabla I11-4: Valores de Log P para ALA y ésteres de ALA.

Log P
ALA -1,520
THP-ALA 1,010
He-ALA 1,838 *
Und-ALA 3,262

(*referencia de literatura- Uehlinger et al, 2000).

P es el coeficiente de particion aparente entre octanol y PBS (Uehlinger et al, 2000).

II1-10. Discusion

La cantidad de porfirinas acumuladas en cerebro a partir de THP-ALA es 1,5-2
veces mayor que la obtenida a partir de concentraciones equimolares de ALA, indicando
que este derivado de ALA atraviesa la barrera hemato-encefalica. Como se ha demostrado
previamente para el He-ALA (Perotti et al, 2002), la estructura de la barrera hemato-
enceféalica permite que moléculas lipofilicas extravasen y alcancen el cerebro, y en el caso
del He-ALA, este compuesto induce una mayor cantidad de porfirinas en cerebro que el
THP-ALA. El log P de THP-ALA, es 1,010 y de acuerdo a Uehlinger et al (2000), el log P
para He-ALA es 1,838, esto significa que si bien el THP-ALA es menos lipofilico que el
He-ALA, posee una lipofilicidad suficiente como para cruzar la barrera hemato-encefalica.

Esta ampliamente reconocido el rol de la lipofilicidad en el sistema nervioso central
(SCN). Se ha demostrado que los compuestos mas potentes que actiian sobre el SNC
poseen un valor de log P de 2 £ 0,5 (Hansch et al, 1987). El Und-ALA, tiene un log P de
3,262 por lo cual seria lo suficientemente lipofilico como para cruzar la barrera hemato
encefalica, pero es probable también que las moléculas sean retenidas en la membrana en
el caso en que logren atravesarla. Recordemos que este compuesto resultd ser toxico por
encima de 1,2 mmol/kg, por lo que no fue posible determinar su acumulacion en cerebro.

Con la excepcion del cerebro, la sintesis de porfirinas a partir de Und-ALA y THP-
ALA en los tejidos analizados, no fue mayor que la obtenida a partir de ALA. Previamente,
se habia sugerido que la baja eficacia en la sintesis de porfirinas en tumor luego de la

administracion sistémica de los ésteres de ALA, se debia a la retencion de los derivados de
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ALA en las vesiculas sanguineas en la fase inicial de distribucion y/o en los capilares del
tumor (Perotti et al, 2004). Los estudios de afinidad permitieron elucidar que los tejidos son
responsables de la retencion de los ésteres de ALA.

La afinidad de los derivados de ALA por las membranas alteradas es mayor para
aquellos derivados mas lipofilicos, como el Und-ALA y He-ALA, que para THP-ALA o
ALA. Sin embargo, el THP-ALA se une a las estructuras destruidas del cerebro, mostrando
una correlacion entre afinidad y ubicacion de las porfirinas. Perotti et al (2002) mostraron
que el He-ALA induce una importante sintesis de porfirinas en cerebro y los datos
presentados aqui también muestran una mayor afinidad de este compuesto por los
homogenatos de cerebro. Esto sugiere que los estudios de afinidad pueden llegar a predecir
el nivel de sintesis de porfirinas en cerebro, donde no existe una correlacion con los demas
tejidos.

De acuerdo a estos estudios de afinidad se puede decir que el Und-ALA no es
retenido en las vesiculas sanguineas o capilares de los tejidos, pero si lo es a membranas
celulares o proteinas en general por simple afinidad. Kloek et al (1998) reportaron que
largas cadenas de ésteres de ALA tienden a permanecer en las membranas celulares por lo
cual la sintesis de PpIX es menor. Ademas, son también posibles las uniones a albtimina,
lipoproteinas, endotelio o matriz extracelular de tejidos (Roberts & Hasan, 1992).

Empleando cultivos de explantes de organos, en términos de sintesis de porfirinas,
no se encontrd una completa correlacion con los resultados in vivo. La sintesis de porfirinas
en explantes a partir de THP-ALA es menor o igual que a partir de ALA, excepto en tumor
donde fue mayor. Los resultados in vivo no son coincidentes para cerebro donde la sintesis
de porfirinas es mayor a partir de THP-ALA que a partir de ALA y en tumor donde la
mayor produccion de porfirinas se produce a partir de ALA. De manera similar, la cantidad
de porfirinas obtenidas en explantes de organos a partir de Und-ALA es menor que con
ALA, excepto ridn. Con en este compuesto no es posible realizar una total comparacion
con los resultados in vivo, ya que debido a la toxicidad, el Und-ALA no pudo administrarse
por encima de 1,2 mmol/kg, y a esa dosis, no se alcanza el plateau de porfirinas, sin
embargo puede estimarse que la cantidad de porfirinas obtenidas a partir de ALA seria
mayor.

Como se ha demostrado previamente para tumor (Perotti et al, 2004) los resultados
obtenidos en los sistemas de explantes de organos para todos los tejidos estudiados, se

asemejan a los sistemas in vitro y no a los sistemas in vivo.
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La cinética de sintesis de porfirinas luego de la administracion i.p. y topica de Und-
ALA y THP-ALA, es bastante similar a la observada para ALA, sugiriendo que una vez
dentro del organismo, los ésteres se hidrolizan y las moléculas de ALA son liberadas, y este
proceso no afecta la sintesis de tetrapirroles. Los estudios de estabilidad llevados a cabo en
PBS y medio minimo esencial empleando cromatografia de intercambio i6nico (Di Venosa
et al, 2004) muestran que ni el Und-ALA ni el THP-ALA se hidrolizan espontineamente,
durante un periodo de 6 h a pH 7,4 (datos no mostrados), confirmando que la hidrdlisis es
llevada a cabo enteramente por las esterasas.

Por el contrario, Moan et al (2003) encontraron que la cinética de sintesis de
porfirinas en piel a partir del éster Metil-ALA luego de la administracion i.p., fue diferente
que para ALA. En ese trabajo, el pico de porfirinas se produjo a partir de 1 h de la
administraciéon, mostrando que la PpIX inducida por Metil-ALA parece tener una vida
media mas corta en los tejidos que la PpIX inducida por ALA, probablemente debido a la
alta estabilidad de ALA en tejidos. Por el contrario, los ésteres empleados en el presente
trabajo parecen ser tan estables como ALA, ya que la cinética de sintesis de porfirinas a
partir de ALA y de los derivados evaluados es similar.

Previamente se habia observado que el He-ALA aplicado en forma topica, inducia
la formacion de porfirinas confinadas en el sitio de aplicacion (Moan et al, 2001; Casas et
al, 2001; Perotti et al, 2003). En este caso, THP-ALA y Und-ALA también exhiben una alta
selectividad por el sitio de aplicacion topica, sugiriendo que este hecho es general para los
ésteres de ALA. Es probable que la hidrdlisis intracelular de los ésteres de ALA ocurra en
el sitio de aplicacion y el ALA hidrolizado no difunda a los sitios distantes. La cinética de
formacion de porfirinas en PT a partir de los derivados de ALA es similar a la obtenida con
ALA. Sin embargo, la cantidad de PpIX formada es significativamente menor. Por otro
lado, en tumor se sintetiza la misma cantidad de porfirinas tanto a partir de ALA como de
THP-ALA. Probablemente THP-ALA difunde facilmente a través de la piel, conduciendo a
valores elevados de porfirinas en tumor. Alternativamente, las esterasas podrian estar
hidrolizando velozmente el THP-ALA retenido en la piel, favoreciendo asi la captacion de
ALA por el tumor, aunque en este caso seria de esperar una mayor cantidad de porfirinas en
sitios distantes.

La baja eficacia del He-ALA para alcanzar el tejido tumoral luego de la aplicacion
topica fue atribuida a la retencion de moléculas lipofilicas en el estrato corneo (Perotti et al,

2003) y el mismo razonamiento es aplicable para el Und-ALA, que posee un valor de log P
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mayor que el He-ALA, aunque las moléculas retenidas no son hidrolizadas para dar un
contenido mayor de porfirinas.

Se puede decir entonces que el THP-ALA podria ser util para el tratamiento de
tumores de cerebro luego de una administracion sistémica, mientras que ambos, THP-ALA
y Und-ALA podrian ser utilizados para tratamientos superficiales de tumores debido a su

alta selectividad.
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IV- Dendrimeros como transportadores moleculares para la distribucion de la

prodroga ALA: estudios in vitro e in vivo con el dendrén 3m-ALA.

Recientes avances en la quimica de polimeros permite la sintesis de estructuras
definidas y polimeros hiper ramificados (o dendrimeros) los cuales pueden conjugarse con
moléculas de drogas (Liu y Frechet; 1999). La estructura minima de un dendrimero es el
dendroén, que constituye la sub-unidad de cada ramificacion unida a la macromolécula. El
dendrén aminometano tris-metil ALA (3m-ALA), contiene tres residuos ALA acoplados al

corazon central de la molécula via uniones esteres.

IV-1. Coeficientes de particion.

Como ya se explico anteriormente, una manera de definir el grado de hidrofobicidad
de un compuesto, es establecer su coeficiente de particion (P) entre octanol y una solucion
acuosa (Uehlinger et al, 2000).

La Tabla IV-1 muestra los coeficientes de particion (P) medidos para ALA, Me-ALA
y 3m-ALA (cuyas estructuras se muestran en las Figuras 1 y 2 de Materiales y Métodos), entre
octanol y PBS. A modo comparativo, se incluye el valor de literatura para el éster de hexil
ALA (Uehlinger et al, 2000). Los valores de log P para ALA y Me-ALA estan en buena
concordancia con aquellos determinados por Uehlinger et al (2000). El dendrimero 3m-ALA,
posee un valor bajo y negativo de P (-0,11), que es intermedio entre los indicados para ALA y
He-ALA. De acuerdo a estos resultados, el dendron es mas lipofilico que ALA y Me-ALA, y
mas hidrofilico que el He-ALA.

Tabla IV-1: Valores de Log P para ALA, Me-ALA , 3m-ALA y He-ALA*, en octanol vs.
PBSapH 74y 25°C.

Compuesto Log P
ALA -1,52 £ 0,02
Me-ALA -0,85 £ 0,07

3m-ALA  |-0,11 £ 0,02

He-ALA 1,84%*

(*referencia de literatura - Uehlinger et al, 2000)
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IV-2. Sintesis de porfirinas.

Se incubaron las células LM3, con el dedrimero 3m-ALA y cantidades equimolares de
ALA y se compard la cantidad de porfirinas sintetizadas a partir de cada uno de los
compuestos.

La Figura IV-1 muestra que 3m-ALA en cantidades equimolares al ALA induce una
formacion de porfirinas similar en todo el rango de concentraciones, con la diferencia de
que las porfirinas formadas a partir de ALA alcanzan un valor constante a partir de una
concentracion 0,3 mM, en tanto que las porfirinas sintetizadas a partir del 3m-ALA

muestran un valor constante de 0,4 mM en adelante.
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Figura IV-1: Sintesis de porfirinas a partir de ALA y 3m-ALA
Las células LM3 fueron incubadas 3 horas en presencia de diferentes cantidades de ALA o 3m-ALA.
Los niveles intracelulares de porfirinas fueron determinados fluorométricamente y normalizados por

el numero de células presentes al comienzo de la experiencia.
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IV-3.Cinética de la sintesis de porfirinas.

La Figura IV-2 muestra la sintesis y acumulacién de porfirinas en funcioén del
tiempo, para células LM3 incubadas con ALA y 3m-ALA 0,8 mM. Podemos observar que
ambos compuestos presentan una cinética similar, con un ligero decrecimiento en la
formacion de porfirinas a las 48 h para el dendrimero 3m-ALA, debido a la toxicidad de

este compuesto.

550

500

450

400

350

5

ng porfirinas/10° células

300

250 +

200 +

150

100

50

0 I I I I I I I I I
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Tiempo (h)

Figura IV-2: Sintesis de porfirinas en funcion del tiempo de incubacion en presencia de 3m-
ALA

Las células LM3 fueron incubadas durante diferentes periodos de tiempo en presencia de ALA y 3m-
ALA, en una concentracion 0,8 mM. Los niveles intracelulares de porfirinas fueron determinados

Sfluorométricamente y normalizados por el numero de células presentes al comienzo del experimento.

IV-4. Acumulacion intracelular de ALA, 3m-ALA y PBG.

La Tabla IV-2 muestra que cuando las células son incubadas 3 h con 3m-ALA 0,6

mM, la acumulacion total de ALA/3m-ALA es un 20% mayor que cuando se incuba con
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una concentracion equimolar de ALA (primer columna); y algo similar ocurre con la
acumulacion de PBG. Mediante una cromatografia de intercambio idnico, se cuantificaron
los niveles de ALA y 3m-ALA separadamente. Luego de 3 h de exposicion a 3m-ALA, el
porcentaje del contenido de ALA respecto del total eluido en la forma de ALA y 3m-ALA
fue de un 34% (segunda columna). Estos resultados indican que en la célula sélo se produce
una liberacion parcial de ALA a partir del 3m-ALA. En trabajos previos efectuados con la
misma linea celular, también se habia observado una liberacion incompleta de ALA a partir

de He-ALA (Perotti et al, 2004).

Tabla IV-2: Acumulacion de ALA y PBG en células LM3 luego de 3 h de exposicion a ALA
0 3m-ALA. 0,6 mM.

pmoles de ALA (més derivado)/] Porcentaje molar de ALA” [pmoles  de
cels' PBG/10° céls
Control 1,62 £ 0,07 N.D. 0,75 £ 0,03
ALA 13,05 + 0,90 100 % 1,50 £ 0,11
3m-ALA 16,57 + 0,50* 34 % 1,85+ 0,19%

Las concentraciones de ALA y PBG fueron determinadas como se describe en Materiales y
Métodos.

'las mediciones corresponden a ALA y 3m-ALA sin distincion entre ALA y derivado (formas no
hidrolizadas e hidrolizadas).

? porcentaje de ALA con respecto a las especies totales de ALA, comprendiendo ALA y 3m-ALA en sus
formas hidrolizadas y no hidrolizadas, determinado por cromatografia de intercambio ionico.

*n< 0.05 comparado con ALA

El control corresponde a niveles basales intracelulares de ALA y PBG.
IV-5. Cinética de la sintesis de porfirinas in vivo.

Se topicaron ratones de la cepa Balb/c portadores del adenocarcinoma mamario
LM3, con cantidades equimolares de 3m-ALA y ALA, y se siguidé la sintesis y

acumulacion de porfirinas en piel, tumoral y distante al tumor, mediante espectroscopia de

fluorescencia, utilizando una fibra optica acoplada a un fluorometro.
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Figura IV-3: Sintesis de porfirinas en tumor y piel distante luego de aplicacion topica de ALA
y 3m-ALA

ALA (4) y 3m-ALA (B) fueron aplicados topicamente sobre la piel tumoral de ratones de la cepa
Balb/c portadores del tumor LM-3 en concentraciones equimolares (3 y 16 mg respectivamente). A
diferentes tiempos de aplicacion, se monitoreo la fluorescencia de las porfirinas con una fibra optica
acoplada a un espectofotometro de fluorescencia. Las determinaciones fueron realizadas sobre piel

tumoral y sobre un drea de piel. Se utilizaron 3 ratones por tratamiento.
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La Figura IV-3 muestra la cinética de porfirinas, en la piel tumoral y en la piel
distante. El espectro obtenido fue consistente con la formacion de PpIX, exhibiendo un pico
a 636 nm. Las dosis de ALA empleadas se basaron en trabajos previos (Perotti et al, 2003).

El pico maximo de porfirinas a partir de ALA se observa entre 2 hy 5 h luego de la
aplicacion, mientras que con 3m-ALA el maximo se produce entre las 4 h y 7 h. La adicion
de DMSO no incrementa la formacion de porfirinas. En forma similar a lo observado
previamente para otros ésteres de ALA, comparada con el compuesto parental, la
fluorescencia obtenida a partir de 3m-ALA parece estar mds confinada al sitio de

aplicacion, hecho consistente con su mayor lipofilicidad.

IV-6. Sintesis de porfirinas in vivo.

Con el objeto de correlacionar los datos espectroscopicos con la concentracion de
porfirinas en los tejidos, se realizd una aplicacion topica de 3m-ALA y ALA sobre piel
tumoral y al cabo de 4h 30 min se cuantificaron los niveles de porfirinas en tumor, piel
tumoral y piel distante, mediante una extraccion quimica. Los resultados obtenidos se

muestran en la Tabla IV-3.

Tabla IV-3: Acumulacion de porfirinas en tumor, piel tumoral y piel distante del sitio de

aplicacion

ALA ALA/DMSO | 3m-ALA 3m-ALA/DMSO
Tumor 0,61 +0,05 ]0,43£0,05 0,37 £ 0,02 0,42 + 0,03

Piel tumoral [0,85+0,08 0,76 £ 0,06 0,42 + 0,03 0,36 + 0,04

Piel distante | 0,45+ 0,03 [0,28 £ 0,03 0,05+ 0,002 0,050,003

Se aplicaron topicamente concentraciones equimolares de 3m-ALA y ALA (16 y 3 mg
respectivamente) sobre la piel peritumoral de ratones de la cepa Balb/c portadores del
adenocarcinoma mamario LM3. Se emplearon lociones en solucion fisiologica, con y sin el
agregado de DMSO 10 %. Luego de 4h 30 min, se extrajeron quimicamente las porfirinas
acumuladas en el tumor, la piel peritumoral y piel distante. Los resultados se expresan en

ug/porfirinas/g tejido
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Las porfirinas acumuladas a partir de 3m-ALA en los tres tejidos resultd ser
significativamente menor que los niveles de porfirinas obtenidos con ALA en
concentracion equimolar. Como se ve en la Figura IV-4 para las pieles, la adicion
simultdinea de DMSO y 3m-ALA no aumenta la formacion de tetrapirroles en los tumores.
Comparado con los resultados obtenidos con He-ALA, el dendrén induce en el tumor una
cantidad de porfirinas significativamente mayor (p=0,03) pero no asi en pieles.

La Figura IV-4 compara la sintesis de porfirinas a partir de ALA, 3m-ALA y He-
ALA, inyectados i.p. en concentraciones equimolares en ratones Balb/c portadores del
adenocarcinoma mamario LM3. La dosis de 3m-ALA no pudo ser incrementada debido a
que resultaba letal para los ratones. La toxicidad limitante del dendrimero trajo como

consecuencia una disminucion de las dosis respecto a las planeadas.
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Figura IV-4: Sintesis de porfirinas en diversos tejidos luego de la administracion i.p. de ALA,
He-ALA y 3m-ALA

Ratones de la cepa Balb/c portadores del adenocarcinoma mamario LM3 fueron inyectados i.p. con
concentraciones equimolares de ALA, He-ALA y 3m-ALA (3, 4,5 y 16 mg respectivamente). Luego de 3

h, las porfirinas fueron extraidas de los diferentes tejidos y cuantificadas como se detalla en Materiales

y Métodos. PT: Piel tumoral.
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En todos los tejidos, ALA indujo significativamente mas porfirinas que 3m-ALA,
pero a su vez, el dendron indujo mas porfirinas que He-ALA, con excepcion del cerebro.
En tumor, los niveles de porfirinas inducidos por 3m-ALA fueron mas del doble que los

inducidos por He-ALA.

IV-7. Cinética de sintesis de porfirinas in vivo, determinada por extraccion quimica.

La Figura IV-5 muestra la cinética de la sintesis de porfirinas en varios tejidos

luego de la administracion i.p. de 3m-ALA.
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Figura IV-5: Cinética de sintesis de porfirinas en tejidos luego de la administracion i.p. de
3m-ALA

Ratones de la cepa Balb/c portadores del adenocarcinoma mamario LM3 fueron inyectados i.p. con 12
mg de 3m-ALA y a diferentes tiempos, se extrajeron y cuantificaron las porfirinas de los diferentes

tejidos.
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En higado y piel, el 3m-ALA induce maxima sintesis de porfirinas a tiempos cortos,
luego de la administracion. Tumor y riiilén muestran un pico de porfirinas entre 3 y 6 h, con
niveles medibles y persitentes en tumor luego de 25 h. En piel, la concentracion de

porfirinas, vuelve a su nivel basal luego de 15 h.

IV-8. Discusion.

Los dendrimeros son moléculas sintéticas que a causa de su gran tamafo, son
generalmente impermeables a las membranas celulares y consecuentemente, incapaces de
atravesar las barreras de transporte de los sistemas bioldgicos. En virtud de esa
impermeabilidad, muchas macromoléculas han sido exitosamente usadas como
transportadores de drogas, permitiendo una rapida evacuacion a la circulacion, o una
liberacion sostenida cuando son implantados en los tejidos, e incluso han mostrado una
selectividad tumoral (Robinson et al., 1996). Otra aplicacion basada en esta estrategia, es el
disefio de macromoléculas pro-drogas que pueden ser transportadas o retenidas
selectivamente dentro de las células.

Battah et al (2001) lograron sintetizar dendrimeros que contienen 18 residuos ALA, y
demostraron que algunos de esos dendrimeros son capaces de inducir una sintesis de porfirinas
suficiente como para causar fotodafio celular.

En nuestro caso, estudiamos el dendrén amino metano tris metil ALA (3m-ALA), que
contiene tres residuos ALA, en cuanto a su eficacia tanto en células como en un modelo
animal, en liberar las moléculas de ALA e inducir consecuentemente la formacion de
porfirinas

Los resultados obtenidos muestran que el dendrén 3m-ALA es captado por las
células (Tabla IV-2) y puede inducir la sintesis y acumulacion de porfirinas intracelulares en
niveles comparables a las que se obtienen a partir de ALA (Figuras IV-1 y IV-2). 3m-ALA es
ligeramente mas lipofilico que ALA y mds hidrofilico que He-ALA (Tabla IV-1), y se infiere
que la incorporacion por difusion pasiva seria significativamente menor comparada con el He-
ALA. Debido al pequeiio tamaiio relativo del dendron 3m-ALA y su estructura compacta de
tres moléculas de ALA con el segmento dendritico, es posible también que ocurra otro

mecanismo de endocitosis, y resultados recientes sugieren que la pro-droga 3m-ALA podria
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ser incorporada en células mamarias, via transportadores BETA y PEPT-2 (Rodriguez et al,
20006).

In vivo el dendron 3m-ALA induce la acumulacion de porfirinas en tumor y en tejidos
normales tanto luego de la administracion topica como sistémica. Luego de la topicacion del
dendron, el pico maximo de niveles de porfirinas se retrasa 1 h, respecto del que se obtiene al
aplicar ALA, como se muestra en la Figura [V-3. Este retraso puede deberse a una mayor
retencion del dendron, mas lipofilico, en el estrato corneo del sitio de aplicacion. También en
el caso del He-ALA, la baja eficacia del derivado en inducir la formacién de porfirinas luego
de la topicacion utilizando el mismo modelo animal (Perotti et al, 2003), fue atribuida a la
retencion del derivado lipofilico en el estrato corneo. Del mismo modo, y como ocurriera con
el He-ALA, en piel distante a la aplicacion topica, se observd un nivel de acumulacion de
porfirinas significativamente menor, comparado con el ALA.

Cuando el dendron se administré por via sistémica, comparando con He-ALA, se
vio una mayor sintesis de porfirinas en todos los tejidos, con la excepcion del cerebro
(Figuras VI-4 y 5). La cinética de formacion de porfirinas luego de la administracion i.p. de
3m-ALA a ratones se ve que es comparable con ALA (Perotti et al, 2003), sugiriendo que
una vez dentro del organismo, la liberacion de las moléculas de ALA mediante la
desesterificacion no afecta el porcentaje de formacion de los tetrapirroles. Se ha propuesto que
la baja eficacia obtenida por la administracion sistémica de los ésteres de ALA puede deberse
a la retencion de los derivados en las vesiculas sanguineas en la fase inicial de distribucion, y/o
en los capilares del tumor (Perotti et al, 2003). Tunstall et al (2002) mostraron que el propil- y
el ciclohexil-ALA no inducian acumulacion de porfirinas luego de la administracion
intravenosa a ratones que portaban el adenocarcinoma mamario CaNT. Por el contrario el etil-,
butil-, pentil-, hexil- y bencil-ALA indujeron la formacioén de porfirinas en el tumor, aunque
fue menor con respecto a concentraciones equimolares de ALA.

Empleando una cromatografia de intercambio ionico, fue posible estudiar la eficiencia
de la liberacion de ALA a partir de 3m-ALA una vez incorporado en las células (Tabla IV-3).
Aunque la incorporacion intracelular de 3m-ALA fue comparable con la del ALA, se observo
so6lo una liberacion parcial de ALA a partir de 3m-ALA, mostrando que la desesterificacion es
incompleta luego de una exposicion de 3 h. Si bien no se hicieron mediciones a tiempos
largos, los resultados en cuanto a la acumulacion de porfirinas intracelulares mostrados en la
Figura IV-2 son también consistentes con una liberacion parcial de ALA. Luego de 3 h de

incubacion, el contenido de ALA es del 34%, por lo que se puede estimar que se hidroliza un
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residuo de ALA por molécula de dendrén, en lugar los tres residuos. Resultados similares
fueron encontrados por Perotti et al (2004), con las mismas células LM3, que fueron expuestas
a He-ALA 0,6 mM y solo el 20% del derivado de ALA fue convertido a ALA libre, indicando
que los niveles de esterasas pueden estar limitando la conversion del derivado de ALA a
tetrapirroles. Otro factor limitante puede ser la accesibilidad de los residuos de ALA a las
esterasas. No obstante, los resultados in vivo obtenidos con el 3m-ALA son alentadores y

muestran la viabilidad del uso de esta nueva clase de derivados.
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V- Estudios in vitro e in vivo con el dendrimero Denl18mer.

Como se indico en el capitulo anterior, Battah et al (2001) sintetizaron dendrimeros
que contienen 18 moléculas de ALA, y demostraron que algunos de esos dendrimeros son
capaces de inducir una sintesis de porfirinas suficientes como para causar fotodafio celular.

V-1. Sintesis de porfirinas in vitro.

La Figura V-1 muestra la sintesis de porfirinas a partir de concentraciones

equimolares de ALA y Denl8mer.
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Figura V-1: Sintesis de porfirinas a partir de ALA o Denl8mer en células LM3
Las células fueron expuestas a ALA o Denl8mer durante 3 o 24 h. Al cabo de ese tiempo, las
porfirinas fueron extraidas quimicamente y cuantificadas, como se detalla en Materiales y

Meétodos.

Puede observarse que a bajas concentraciones, el dendrimero de 18 moléculas de

ALA indujo una sintesis de porfirinas comparativamente alta respecto del ALA libre, tanto
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a tiempos cortos (3 h) como a tiempos largos (24 h). Concentraciones de Denl8mer
superiores a 0,1 mM fueron tdxicas, y consecuentemente, la formacion de porfirinas
disminuye. Esta toxicidad fue confirmada mediante el ensayo de MTT (datos no
mostrados). Para ambos compuestos, la sintesis de porfirinas aumenta considerablemente a

las 24 h de incubacion.

V-2. Acumulacion intracelular de ALA y Denl18mer.

En la Tabla V-I se puede ver que cuando las células se exponen a ALA o Denl8mer
a una concentracion 0,1 mM, la acumulacion intracelular de ALA/Denl8mer fue 7,5 veces
mayor cuando se incuba con el dendrimero, lo que se correlaciona con la mayor sintesis de
porfirinas observada a dicha concentracion. Por otro lado, Denl8mer se hidroliza
espontaneamente de manera muy rapida en medio sin suero libre de células (Tabla V-II), y
este efecto se incrementa marcadamente con el tiempo. El porcentaje de ALA hidrolizado a
partir del dendrimero luego de la incubacion con células, es comparable con el porcentaje
hidrolizado en medio libre de células. La adicion de suero al medio, no modifica el grado

de hidrolisis.

Tabla V-1: Acumulacion de ALA y PBG intracelular, luego de la exposicion a ALA o
Denl8mer

pmoles de ALA+Denl8mer pmoles PBG % de ALA

/10° células /10° células hidrolizado
Control 1,62 + 0,07 0,75+ 0,03 100
ALA 13,05 £ 0,90 1,5+0,11 100
Denl8mer 97,9 £ 6,20 27+1,3 25.6

Se incubaron las células con ALA o Denl8mer 0,1 mM, luego de 3 h se cuantifico la cantidad de
ALA y PBG acumulado intracelularmente. ALA, Denl8mer y PBG fueron determinados utilizando
el reactivo de Ehrlich de acuerdo a lo detallado en Materiales y Métodos. El porcentaje de ALA
hidrolizado fue determinado luego de separar el dendrimero por cromatografia de intercambio

ionico.
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Tabla V-2: Estabilidad de Denl8mer ALA en medio libre de células

Tiempo Denl8mer hidrolizado nmoles de ALA
(horas) (%) liberados
0 0 0
1 10,8 194,4 + 12,5
3 29,2 525,6 £ 30,2
24 40,3 725,4 £ 62,5
48 92,3 1661,4+ 112

Se incubaron 100 nmoles de Denl8mer en 1 ml de medio sin suero y sin células, a 37°C. La

hidrolisis de ALA fue determinada por cromatografia de intercambio ionico.

V-3. Sintesis de porfirinas in vivo.

Se inyectaron por via i.p. ratones de la cepa Balb/c portadores del adenocarcinoma
mamario LM3, con diferentes dosis de Den18mer. Luego de 24 h, se extrajeron los diversos
tejidos incluyendo el tumor y se cuantificé la cantidad de porfirinas acumuladas. La dosis
maxima inyectada por raton fue de 20 mg, dosis mayores resultaron ser letales. Como
puede observarse en las Figuras V-2 y V-3, las porfirinas fueron sintetizadas en todos los
tejidos analizados, incluyendo tumor y piel tumoral.

Cuando se compar6 la acumulacion de porfirinas luego de inyectar i.p. Denl8mer y
ALA en dosis equimolar o equimolar x 18, se observd que la cinética de aparicion de
porfirinas a partir de ALA en la mayoria de los tejidos muestra claramente un pico marcado
entre las 3 y 4 h. Por el contrario, con Denl8mer la produccioén de porfirinas se mantiene
relativamente elevada durante un amplio rango de tiempo, y hacia las 48 h vuelven a su
estado basal (Figuras V-4 y V-5). En higado (Figura V-5), se observa un pico de porfirinas
a las 24 h luego de la administracion de Denl8mer, en el caso del colon el compuesto
resultd ser particularmente ineficiente. En esas figuras, si se calculan las areas bajo las

curvas de porfirinas a partir de Denl8mer y ALA equimolar x 18, los resultados indican
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que son comparables para la mayoria de los tejidos excepto para colon. Se puede concluir
entonces que todos los residuos ALA son liberados del Denl8mer y la produccion total de

porfirinas es la misma para ambos compuestos, Den 18mer y 18xALA.
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Figura V-2: Sintesis y acumulacion de porfirinas en el tumor LM3 y piel tumoral (PT)
luego de la administracion i.p. de Denl8mer.Los ratones portadores del adenocarcinoma LM3
fueron inyectados i.p. con diferentes cantidades de Denl8mer. Luego de 24 h, los animales fueron

sacrificados, se homogeneizaron los tejidos y se extrajeron y cuantificaron las porfirinas.
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Figura V-3: Acumulacion de porfirinas en tejidos, luego de la administracion i.p. de
Deni8mer.Los ratones portadores del adenocarcinoma LM3 fueron inyectados i.p. con diferentes

cantidades de Denl8mer. Luego de 24 h, los animales fueron sacrificados, se homogeneizaron los

tejidos y se extrajeron y cuantificaron las porfirinas.
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Figura V-4: Sintesis de porfirinas a partir de ALA o Denl8mer en tumor LM3 y piel

tumoral en funcion del tiempo

Los ratones fueron inyectados i.p. con 14 mg de Denl8mer, 7,4 mg de ALA (18 veces la dosis
equimolar de Denl8mer) o 0,5 mg de ALA (dosis equimolar de Denl8mer). A diferentes tiempos,

los animales se sacrificaron y se extrajeron los tejidos y cuantificaron las porfirinas.

141



Colon

8 Higado
—@— Denl8mer

—m— ALA (equimolar x 18)
—O— ALA (equimolar)

Cerebro
0,5 —

0,4
0,3

0,2

ug porfirinas/g tejido

01 %

2,5

2,0

0,5

1,0

0,5

0 | | I I
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50

Tiempo (h)

Figura V-5: Sintesis de porfirinas a partir de ALA o Denl8mer en diferentes tejidos en
funcion del tiempo incubacion.

Los ratones fueron inyectados i.p. con 14 mg de Denl8mer, 7,4 mg de ALA (18 veces la dosis
equimolar de Denl8mer) o 0,5 mg de ALA (dosis equimolar de Denl8mer). A diferentes tiempos,

los animales se sacrificaron y se extrajeron y cuantificaron las porfirinas de los tejidos.

V-4. Discusion.

In vitro, el Denl8mer empleado a una concentracion 0,1 mM resulté més eficiente
que el ALA en cuanto a la sintesis de porfirinas, tanto a intervalos de incubacion cortos

como largos, lo que se correlaciona con una acumulacion intracelular elevada de
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ALA/Denl8mer. Concentraciones de Den 18mer mayores que 0,1 mM fueron toxicas.
Considerando la rapida hidrolisis espontanea del Denl8mer, esta elevada sintesis de
porfirinas puede deberse a una liberacion espontdnea de ALA y no a la accion de las
esterasas (30% del dendrimero en 3 h).

La hidrolisis espontdnea del Denl8mer en medio libre de células puede ser
relevante en la situacion in vivo, pues indicaria que a pH fisioldgico, el ALA se liberaria en
forma continua y gradual desde el dendrimero a la circulacion para alcanzar los tejidos,
luego de una administracion sistémica.

Mientras que la cinética de formacion de porfirinas a partir de ALA muestra
claramente un pico entre las 3 y 4 h en la mayoria de los tejidos, Denl8mer induce una
produccion elevada y constante de porfirinas, volviendo al valor basal a las 48 h.
Comparando las areas bajo las curvas, se puede concluir que todos los residuos de ALA del
Denl8mer son liberados y que se alcanzan a sintetizar una misma cantidad de porfirinas
tanto a partir de ALA como de Denl8mer.

Basado en los experimentos de estabilidad, los datos in vitro y la cinética de
aparicion de PpIX en los diferentes tejidos, resulta aparente que el Denl8mer no se
incorpora a las células por el mecanismo clasico de endocitosis de macromoléculas (El-
Sayed et al, 2003; Jevprasesphant et al 2004; D’Emanuele et al, 2004), sino que lo que se

incorporarian serian las moléculas de ALA liberadas espontaneamente.

143



VI- Sensibilidad de células con diferente produccion de 6xido nitrico a TFD-ALA y

resistencia a citotoxicidad a oxido nitrico.

VI-1 Interacciones entre ALA-TFD y Oxido Nitrico.

Como ya lo hemos comentado, el NO, no s6lo controla importantes funciones en la
progresion tumoral sino que tiene gran influencia en las terapias contra el cancer,
particularmente aquellas que son mediadas por la generacion de especies reactivas de
oxigeno.

En lo que respecta al ALA- TFD, se ha reportado que tanto in vitro como in vivo el
tratamiento con TFD induce un incremento en la produccion de NO (Ogura et al, 1998;
Cook et al, 2004)

Las lineas celulares empleadas en el presente trabajo, LM2 y LM3, difieren en
cuanto a la produccion de NO (Eijan et al, 1998; Galli et al, 1999), por lo que se considero
interesante estudiar las interacciones entre el metabolismo del radical gaseoso y el ALA-
TFD.

Para evaluar las interacciones entre el ALA y el oxido nitrico (NO) en la terapia
fotodindmica, se emplearon tres lineas celulares de adenocarcinoma murino: LM2, LM3 y
LM3-SNP, esta ultima derivada de LM3 y resistente a NO obtenida por sucesivas

exposiciones al dador de NO, nitroprusiato de sodio (SNP).

VI-2. Sintesis de porfirinas a partir de ALA.

La Figura VI-1 muestra la dependencia de la sintesis de porfirinas con la
concentracion de ALA, y se observa que en las tres lineas celulares los puntos de
saturacion se alcanzan con ALA 0,3 mM, pero la cantidad de porfirinas acumuladas fue
marcadamente menor en la linea LM2. El maximo de porfirinas para las células LM3 y

LM3-SNP, fue alrededor de 40 ng/10° células, y de 21 ng/10° células en la linea LM2.
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Figura VI-1: Sintesis de porfirinas a partir de ALA en células LM2, LM3 y LM3-SNP

Se incubaron 3,5x10° células por pocillo en placas de 24 pocillos, en presencia de diferentes
cantidades de ALA durante 3 h. Al cabo de ese tiempo, se extrajeron las porfirinas intracelulares, se

cuantificaron fluorométricamente y se normalizaron por numero de células.

VI-3. Efecto de la dosis luminica.

Para investigar el efecto de la dosis luminica en la TFD, se incubaron las células con
una concentracion de ALA 0,6 mM.

En la Figura VI-2 se muestra el dafio inducido por ALA-TFD en funcién de las
diferentes dosis de luz. Las DL50 son: 0,27 J/cm® para LM3; 0,10 J/cm® para LM3-SNP y
0,047 J/cm” para LM2. La linea celular mas sensible fue la LM2, en tanto que LM3 fue la

mas resistente.
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Figura VI-2: Supervivencia celular luego de ALA-TFD con diferentes dosis luminicas en
células LM2, LM3 y LM3-SNP

Se incubaron las células con una concentracion de ALA 0,6 mM en medio sin suero durante 3 h, en
placas de 6 pocillos. Inmediatamente después, las células fueron irradiadas con diferentes dosis de
luz e incubadas en medio con suero durante 19 h. La supervivencia celular se determino mediante el

ensayo de MTT y se expresa como porcentaje del control no irradiado incubado en presencia de ALA.
VI-4. Produccion de NO en las diferentes lineas celulares.

La Tabla VI-1 describe la produccién de NO a partir de las diferentes lineas
celulares. Las células LM3 y LM3-SNP producen igual cantidad de NO (8,5 nmol NO*
/10%), y ambas fueron inducidas significativamente por arginina (Arg), el sustrato para la
sintesis de NO. En el caso de las células LM2 bajo ninguna condicién fue detectable la
produccion de NO. L-NAME, inhibidor de la forma constitutiva de la enzima NOS, inhibe

significativamente la produccioén de NO tanto en la linea LM3 como en la LM3-SNP.
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El donor de NO, SNP, empleado en concentraciones no toxicas, induce la liberacion
de NO independientemente de la produccion endogena. Eijan et al (1998), ya habian
descripto previamente la produccion de NO en funcion de la concentracion de SNP, Arg y

L-NAME.

Tabla VI-1: Produccion de NO a partir de células LM2, LM3 y LM3-SNP

Control Arg L-NAME SNP
LM2 N.D. N.D. N.D. 5,12+ 0,25
LM3 8,2+0,45 11,3 £1,15 5,7+ 0,67 13,1+ 1,17
LM3-SNP 8,5+ 0,51 11,6 £1,10 6,1 +0,58 14,3+ 1,36

Las células fueron expuestas durante 18 h a Arg 1 mM, L-NAME I mM o SNP 0,001 mM.
Posteriormente, se cuantifico el NO liberado al medio como se detalla en Materiales y Métodos.
Los resultados se expresan como nmoles NO, /10° células presentes en el comienzo del

experimento. N.D.= no detectable.

Cuando se estudi6 el efecto de la Arg en el ALA-TFD, se encontrd que el agregado
de Arg antes, durante o después de la TFD, no modificé la toxicidad del ALA-TFD en
ninguna de las tres lineas celulares, y tampoco se encontr6 incremento de la produccién

intrinseca de NO luego del ALA-TFD (datos no mostrados).

VI-5. Efecto del ALA en la produccion de NO.

En forma inesperada, se encontr6 que la adicion de ALA modifica la produccion de
NO a partir de Arg en las células LM3 (Figura VI-3). Luego de 18 h de incubacion, en
condiciones control, es decir, sin el agregado de Arg, se formaron 8,2 nmoles NO,/ 10°
células, en tanto que en presencia de Arg se incrementa a 19,6 nmoles NO,/ 10° células. El
agregado de ALA (Arg + ALA) al medio de incubacion, reduce la produccion de NO
celular, a 14,8 nmoles NO,/10° células. Esta disminucion se observa también en células
irradiadas (Arg + ALA + L), demostrando que la dosis de luz no interfiere en este proceso,
y dado que el inhibidor del ALA dehidrasa, succinil acetona (SA), no modifica estos

resultados, la produccion de porfirinas tampoco estaria involucrada. La produccion basal de
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Se observo un comportamiento similar en las células LM3-SNP pero no asi en las

células LM2, que no producen NO per se (datos no mostrados).
VI-6. Efecto del SNP en la producciéon de NO.

El donor de NO, SNP, induce un incremento en la produccion de NO tiempo
dependiente tanto en células LM3 como en medio sin células (datos no mostrados). En
células LM3, una concentracion 0,001 mM de SNP libera 13,1 nmoles NO,/ 10° células
luego de 18 h de incubacion (Tabla VI-1), y otras 18 h de exposicion a SNP producen 17,5
NO*/10° células. El agregado de ALA a células tratadas con SNP (SNP + ALA) luego de
18 h induce un significativo aumento de la produccion de NO (Figura VI-4A).

En medio con suero, el agregado de ALA 0,6 mM induce un aumento atin mayor de
la liberacion de NO (Figura VI-4B), de 3,5 veces.

El incremento en la producciéon de NO, tanto en medio como en células, es
independiente del tratamiento luminico (SNP + ALA + L) y de la accion del inhibidor SA,
indicando que ni los efectos fotodinamicos ni las porfirinas interfieren en el proceso. El
ALA por si mismo o al ser irradiado, no modifico el contenido basal de NO, y el SNP no
fue afectado por el tratamiento de luz. Se observan patrones similares en las lineas celulares

LM3-SNP y LM2 (datos no mostrados).
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Figura VI-4: Produccion de NO en células LM3 y en medio libre de células, luego de
exposicion a SNP y ALA

A) en células; B) en medio. Se incubaron las células LM3 o el medio con suero sin células, con SNP
0,001 mM por 18 h y luego se continuo con los siguientes tratamientos: SNP: expuesto a SNP 0,001
mM por otras 18 h; SNP + ALA: expuesto a SNP 0,001 mM y ALA 0,6 mM por 18 h; SNP + ALA +
L: expuesto a SNP 0,001 mM y ALA 0,6 mM por 3 h, irradiado (0.27 J/em’) y luego se continué la
incubacion en presencia de SNP y ALA por otras 15 hy SNP + ALA + SA: expuesto a SNP 0,001
mM, SA 0,5 mM y ALA 0,6 mM por 18 h; SNP + L: expuesto a SNP 0,001 mM, irradiado (0.27
Jlem®) y expuesto a SNP por otras 18 h; ALA: expuestol8 h a ALA 0,6 mM; ALA + L: expuesto 3 h
a ALA 0,6 mM, irradiado (0.27 J/em®) e incubado por otras 15 h con ALA.

La cuantificacion de NO fue realizada al finalizar los tratamientos. La produccion de NO se
expresa en nmoles NO,/1 0° células presentes al comienzo del experimento, o nmoles NO,-/0,5 ml
de medio. Control de células: produccion basal de NO. Control de medio: produccion basal de NO

en el medio. *p < 0,05 (comparado con la condicion SNP).
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VI1-7. Efecto de SNP en la TFD.

El tratamiento de las células LM3, LM2 y LM3-SNP con Arg o L-NAME, no
modifico la respuesta a la TFD (datos no mostrados). Sin embargo, el SNP en un cierto
rango de concentraciones, tuvo un efecto protector del dafio producido por el ALA-TFD
(Figura VI-5). Bajas concentraciones de SNP (0,005 a 0,15 mM) indujeron un incremento
de alrededor del 40% en la proliferacion de células LM3 y LM3-SNP; en células LM2 el
incremento fue bajo y no significativo (Figure VI-5A). Concentraciones mayores de SNP
resultaron citotoxicas para las tres lineas celulares.

En lo que respecta a la fotosensibilizacion por ALA-TFD de estas células
previamente expuestas a SNP (Figura VI-5B), se observo una disminucion de la citoxicidad
dependiente de la concentracion de SNP, y dicha proteccion fue levemente dependiente de
la linea celular. Los resultados se confirmaron con el ensayo de formacion de colonias
(datos no mostrados), descartando asi la hipdtesis de alguna interferencia del SNP con el
ensayo de MTT.

También se encontrd que cuanto mayor es la dosis luminica, mayor es la proteccion,
y esta proteccion fue ejercida atn a concentraciones toxicas de SNP (0.2 mM) (datos no

mostrados).
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Figura VI-5: Efecto del SNP sobre la proliferacion celular y proteccion a la toxicidad de
ALA-TFD

Las células fueron preincubadas durante 18 h con diferentes concentraciones de SNP en medio
conteniendo suero. Luego A): el medio fie reemplazado por medio sin suero e incubado 21 h, se
realizo el ensayo de MTT y se calculo el porcentaje de viabilidad con respecto al control sin SNP: B):
el medio fue reemplazado por medio sin suero conteniendo ALA 0,6 mM y luego de 3 h, las células

fueron irradiadas con una dosis luminica que produce el 99% de muerte celular. El ensayo de MTT se
realizo luego de 18 h.
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VI-8. Efectos de SNP sobre la sintesis de porfirinas.

Con el fin de investigar la proteccion del SNP frente al dafio de la TFD mediada por
ALA, se estudio el efecto del SNP sobre la sintesis de porfirinas (Figura VI-6). Asi,
encontramos que al pre-incubar con SNP disminuye la sintesis de porfirinas en las tres
lineas celulares. Aun en las células LM2, donde los efectos de SNP sobre la proliferacion
son casi indetectables, se observd una disminucion en la acumulaciéon de porfirinas,

mostrando que este fendmeno no esta relacionado con la densidad celular.

60
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Figura VI-6: Sintesis de porfirinas en células expuestas a SNP

Se preincubaron las células durante 18 h con diferentes concentraciones de SNP en medio con suero.
Al cabo de ese tiempo, el medio fue reemplazado por medio sin suero conteniendo ALA 0,6 mM y
luego de 3 h se extrajeron las porfirinas con HCL. Los resultados se normalizaron por numero de

células presentes luego de la induccion de la proliferacion con SNP.

Se investigd ademas si la efectividad de la TFD con PpIX exdgeno también se ve

afectada por la exposicion a SNP, y se observo que el donor de NO no modifica dicha
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respuesta a la TFD, (datos no mostrados), reforzando asi la hipotesis de que el SNP ejerce

su accion a través del deterioro de la sintesis de porfirinas.

VI-9. Efecto de SNP sobre las enzimas ALA dehidrasa y/o porfobilinégeno deaminasa.

Otro de los aspectos estudiados fue ver si el SNP es capaz de inhibir las enzimas
ALA dehidrasa y/o Porfobilindgeno deaminasa, que catalizan los dos pasos de conversion
de ALA a Uroporfirinogeno III, primer tetrapirrol en el camino del hemo. Para estas
experiencias se emplearon eritrocitos humanos debido a la alta actividad de las enzimas en
esa fuente. Como puede verse en la Figura VI-7, el ALA dehidrasa se inhibio
dramaticamente ain a bajas concentraciones de SNP, en cambio la Porfobilindgeno
deaminasa (Valor normal: 70 + 10 unidades/ml) no se inhibié en ese mismo rango de

concentraciones (datos no mostrados).

UE/ml

0,1

0 T T T T \ \ \
0 0,025 0,05 0,075 0.1 0,125 0,15 0,175 0,2
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Figura VI-7: Actividad de ALA dehidrasa de eritrocitos humanos en presencia de SNP.
Los eritrocitos humanos se incubaron durante 3 h con diferentes concentraciones de SNP, luego se

determiné la actividad del ALA dehidrasa, segun se detalla en Materiales y Métodos.
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VI-10. Comparacién con otro donor de NO.

Ademas del SNP, estudiamos los efectos de otro donor de NO, el DetaNONOato.
Empleando condiciones en que se produce el mismo grado de liberacion de NO que el SNP,
observamos que el Deta NONOato no protege frente a la toxicidad del ALA-TFD ni
tampoco con respecto a la inhibicion de sintesis de porfirinas a partir de ALA, mostrando

que estos hechos no estan relacionados con la produccion de NO (datos no mostrados).

VI-11. Discusion.

El mecanismo por el cual se produce la liberacion del NO del SNP no se conoce
aun, pero se especula que ocurre espontaneamente, de acuerdo a estudios realizados con
tejido vascular luego de la reaccion con varios agentes reductores. El mecanismo propuesto
es que un electron es transferido al ligando NO™ a partir de otras moléculas, reduciendo el
anion SNP. Agentes oxidantes como el i0odo inhiben la liberacion de NO a partir de SNP, el
KCN también bloquea la liberacion de CN" y la formacion de intermediarios necesarios
para la liberacion de NO (Bates et al, 1991), mientras que bajo condiciones hipdxicas, la
liberacion de NO a partir de SNP se vea incrementada (Ioannidis et al, 1996).

En nuestro caso, el ALA aument6 la produccion de NO a partir de SNP en células y
en medio. Fraga et al (1994) demostraron que el ALA podria comportarse in vitro como un
pro-oxidante, a través de la generacion de especies reactivas de oxigeno con la oxidacion
catalizada de hierro a acido 4,5-dioxovalérico. De acuerdo a nuestros resultados entonces,
los agentes oxidantes como el ALA y/o los radicales libres inducidos por el ALA en lugar
de inhibir la liberacion de NO a partir de SNP, la aumentaron.

En presencia de ALA, la produccion de NO a partir de SNP se increment6 en 2,4
nmoles en el medio conteniendo células, pero el incremento en medio libre de células fue
mayor aun (7,65 nmoles mas que en el control de SNP). Este hecho no esta relacionado con
la produccion de porfirinas en células, ya que las células tratadas con el inhibidor de ALA
dehidrasa, SA, muestran un incremento equivalente de NO. Es posible que en el medio
condicionado con células se produzca un microambiente de oOxido-reduccion diferente
debido a la pérdida progresiva de vitaminas y aminoacidos, una leve diferencia de pH, o es
posible que tengan lugar otras alteraciones que no favorecen la liberacion de NO desde el

SNP en presencia de ALA.
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Dentro de las células, los resultados parecen indicar que el ALA inhibe la
conversion de Arg a NO a través de la NOS. Si bien se ha visto que PpIX inhibe las tres
isoformas de la NOS (Wolff et al, 1996), de acuerdo a las experiencias realizadas por
Correa et al (2003) con SA, en las que se encuentra impedida la formacion de porfirinas, se
puede descartar la hipotesis de un mecanismo que involucre las porfirinas. Es posible que el
ALA actte a través de una reaccion con la Arg consumiendo el sustrato NO, o inhibiendo la
actividad de la NOS o alternativamente, aumentando la actividad de la arginasa.

En roedores, se ha encontrado que la inhibicion de la produccion de NO reduce el
diametro vascular y el flujo sanguineo en tumores, modulando la permeabilidad vascular e
induciendo hipoxia tumoral (Fukumura et al, 1997; Wood et al, 1994), factores que
modulan la respuesta a la TFD (Henderson et al, 1999; Korbelik et al, 2000). No obstante, la
disminucion de los niveles endogenos de NO debido al ALA, puede conducir in vivo a un
incremento del flujo sanguineo y la disponibilidad de oxigeno, y consecuentemente la
eficacia del ALA-TFD en la cura de tumores podria deberse parcialmente a esta
interaccion.

Siendo un pobre oxidante en si mismo, el NO reacciona rapidamente con el anion
superoxido (O2") para dar el radical peroxinitrito (ONOQ?), un agente nitrante y fuerte
oxidante (Beckman, 1996). Por otro lado, en un medio bioldgico, si el NO es mas
persistente que el O, podria exhibir propiedades antioxidantes (Wink & Mitchell, 1998).
Ademas, el NO puede también reaccionar con radicales libres, bloqueando asi la reaccion
de propagacion de la cadena lipidica (Rubbo et al, 1994), ligarse a complejos pro-oxidantes
de hierro (Wink & Mitchell, 1998) o inactivar la induccion de apoptosis via caspasas por S-
nitrosilacion (Rossig et al, 1999).

Algunos autores han encontrado que ciertos donores de NO previenen el fotodafio.
Segun Gomes et al (2002), el agregado de arginina o donores de NO disminuye la muerte
celular apoptotica luego de la fotosensibilizacion de células con ftalocianinas de aluminio.
El donor de NO, NONOato-espermina inhibid la lipoperoxidacion y el fotodafio necroético
inducido por el ALA-TFD en una linea celular epitelial de cancer de mama (Niziolek et al,
2003) por el deterioro de las reacciones posteriores a la foto-oxidacion. En las lineas
celulares utilizadas en este trabajo, ninguno de los donores de NO, SNP y DETA NONOato
inhibieron marcadamente el dafio celular producido por el ALA-TFD. Se encontrd que el
SNP protege a las células del ALA-TFD debido a una disminucion de la biosintesis de

porfirinas como consecuencia de una inhibiciéon del ALA dehidratasa. Como el Deta-
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NONOato no protege contra la toxicidad del ALA-TFD ni inhibe la sintesis de porfirinas a
partir de ALA, el efecto observado para el SNP no esta relacionado con la produccion de
NO.

Mas aun, la falta de accion del SNP sobre la eficacia de la TFD al utilizar PpIX
exogeno, refuerza la hipotesis de que el bloqueo de la sintesis porfirinica es el tinico factor
involucrado en la fotoproteccion a ALA-TFD. Los efectos del SNP sobre la actividad del
ALA dehidrasa tampoco sorprenden, debido a la naturaleza sulfhidrilica de esta enzima,
aunque no han sido descriptos previamente. El tratamiento con SNP, a través de la
inhibicion del ALA dehidrasa, produce una disminucion del pool de hemo, y por tanto la
sintesis de NOS, y consecuentemente inhibe la sintesis endégena de NO. Dado que el SNP
es utilizado clinicamente para el control inmediato del aumento de la presion sanguinea, en
fallas congestivas de corazén y el control de sangrado durante las cirugias, la
caracterizacion de dicha inhibicion puede ser de interés para futuros estudios.

Las células LM3-SNP y LM3 producen igual cantidad de pofirinas inducidas por
ALA, y exhiben una produccion similar de NO. Sin embargo, las células LM3-SNP son
mas sensibles al ALA-TFD y mas resistentes a la citotoxicidad inducida por NO. No so6lo
no se encontrd una resistencia cruzada entre NO y TFD, sino que por el contrario, en este
caso, una mayor resistencia a NO se relacion6 con una mayor sensibilidad a TFD.

Inesperadamente, las células LM2 muestran una mayor sensibilidad al ALA-TFD,
siendo menor su sintesis de porfirinas. Se consideré entonces, la posible relevancia de la
produccion endégena de NO. Sin embargo, ni el incremento de los niveles de NO por
exposicion a DetaNONOate en las células LM2, ni la modulacion de los niveles de NO en
células LM3 con arginina o NAME, se modificaron las respuestas al fotodaiio producido

por la TFD.
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VII- Resistencia no cruzada entre ALA-TFD y dxido nitrico.

VII-1. Sintesis de porfirinas y resistencia a la TFD.

Se trato de dilucidar si los mecanismos de dafio celular producidos por el ALA-TFD
y la citotoxicidad por NO, son independientes. Para ello se empled la linea celular de
adenocarcinoma mamario murino LM3 y su variante resistente a NO, LM3-SNP; obtenida
luego de sucesivas exposiciones al dador de NO, nitroprusiato de sodio (SNP). Por otra
parte, también se indujo resistencia al ALA-TFD en la linea LM3-SNP, a través de
multiples ciclos de tratamiento fotodinamico. De esta manera, se aislaron seis sublineas,
identificadas como Clones 1 a 6, en las cuales se realizaron estudios de sintesis de

porfirinas a partir de ALA.

Tabla VII-1: Resistencia a ALA-TFD de los clones derivados de LM3-SNP

Sintesis maxima DL50 Indice de

Linea celular porfirinas (ng/1 (J/em?)° resistencia a

células *) ALA-TFD*
LM3-SNP 40 £ 16 0,10 1,0
LM3 37+ 12 0,27 2,7
Clon 1 35+£10 0,92 9,2
Clon 2 41+6 0,12 1,2
Clon 3 43 +9 1,25 12,5
Clon 4 31+7 0,08 0,8
Clon 5 49 + 12 0,11 1,1
Clon 6 40+ 12 0,13 1,3

Las células se incubaron con ALA 0,6 mM durante 3 h. Al cabo de ese tiempo, se determino la
cantidad de porfirinas luego de la extraccion quimica con dacido como se describe en Materiales y
Métodos. “ valor + SD, n = 4; * DL50: dosis luminica que produce el 50% de supervivencia celular
medido por el ensayo de MTT. Este parametro fue utilizado para comparar la resistencia a ALA-
TFD entre las lineas celulares en condiciones donde el pro-fotosensibilizador esta en exceso ( ALA

0,6 mM), DL50 Clon resistente / DL50 LM3-SNP.
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La Tabla VII-1 muestra el maximo de sintesis de porfirinas y el grado de resistencia
de las 6 sublineas obtenidas luego de la clonacion de la linea celular heterogénea LM3-
SNP11 resistente a ALA-TFD. La sintesis de porfirinas se estudié incubando con ALA en
un rango de concentraciones de 0,05 a 1,2 mM.

En todos los clones se llegd a condiciones de saturacion con concentraciones de
ALA menores a 0,6 mM (datos no mostrados) y la cantidad maxima de porfirinas no fue
significativamente diferente con respecto a la linea parental LM3-SNP. En general, los seis
clones no mostraron resistencia a ALA-TFD, pero teniendo en cuenta los datos de
supervivencia evaluados con el ensayo de MTT, se seleccionaron las dos lineas mas
resistentes para realizar la caracterizacion: Clon 1 y Clon 3. El patrén de formacion de
porfirinas fue idéntico en las cuatro lineas celulares: LM3, LM3-SNP, Clon 1 y Clon 3

(datos no mostrados).

VII-2. Respuesta a la TFD.

La Figura VII-1 muestra la respuesta de las lineas, Clon 1 y Clon 3, derivados de
LM3-SNP, a la TFD con ALA. Mientras que la DL50 para LM3-SNP es de 0,10 Jem?, el
Clon 1 presenta una DL50 de 0,92 J/crnz, y el Clon 3 una DL50 de 1,25 J/cmz, por lo que
podemos considerar que son 9,2 y 12,5 veces mds resistentes, respectivamente.

También puede observarse que las células LM3-SNP (DL50: 0,10 J/cmz) son mas
sensibles a ALA-TFD que la linea parental LM3 (DL50: 0,27 J/ecm®).
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Figura VII-1: Supervivencia celular luego de ALA-TFD

Las células se incubaron con ALA 0,6 mM en medio libre de suero durante 3 h en placas de 6
pocillos. Inmediatamente después, las células fueron irradiadas con diferentes dosis luminicas e
incubadas en medio conteniendo suero por otras 19 h. La supervivencia celular fue determinada

mediante el ensayo del MTT, y se expresa como el porcentaje del control no irradiado en presencia

de ALA.
VII-3. Sensibilidad a SNP.

La Figura VII-2 muestra la sensibilidad de las diferentes lineas celulares a la
citotoxicidad inducida por el donor de NO, SNP. Para las células LM3 la SNP-DL50 es
0,120, mientras que la sublinea LM3-SNP es dos veces mas resistente (DL50: 0,250). El
Clon 1 es menos resistente (DL50: 0,175) que la linea parental LM3-SNP, en tanto que el
Clon 3 es mas resistente (DL50: 0,301) (ver Tabla VII-1 para los indices de resistencia). A
bajas concentraciones de SNP se observé un ligero incremento de la viabilidad en todas las

lineas celulares.
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Figura VII-2: Resistencia a SNP
Las células fueron incubadas durante 18 h con diferentes concentraciones de SNP. Al cabo de ese
tiempo se determiné la supervivencia mediante el ensayo de MTT y se expresa como el porcentaje

de células control.

VII-4. Respuesta a TFD con PpIX exégeno.

La Figura VII-3 muestra la respuesta de las células a la TFD realizada con el
agregado exogeno de PpIX. La resistencia a PpIX-TFD de los Clones 1 y 3 con respecto a
LM3-SNP es menor que la resistencia a ALA-TFD. Ademas, las células LM3-SNP son
también mas resistentes a PpIX-TFD que la linea parental LM3, hecho observado

previamente para ALA-TFD.
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Figura VII-3: Supervivencia celular luego de TFD con PpIX exdgeno
Las células se incubaron con PpIX 1 uM durante 2 h y luego se iluminaron con dosis de luz
crecientes (0,1 a 2 J/cmz). Al cabo de 19 h, se realizé el ensayo de MTT para determinar la

supervivencia celular, la cual se expresa como porcentaje del control no tratado.

VII-5. Caracterizacion de las lineas celulares.

La Tabla VII-2 muestra que todas las lineas celulares tienen similar contenido de
proteinas, actividad MTT y de GSH transferasa. De todas maneras, el contenido de GSSG
es marcadamente menor en LM3-SNP, Clon 1 y Clon 3 en comparacién con la linea
parental LM3 (p=0,0007), y consecuentemente, la relacion GSH/GSSG es mayor.

La produccion de NO en los clones resistentes a ALA-TFD no es significativamente

diferente comparando con las células parentales LM3-SNP.
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Tabla VII-2: Caracterizacion de las lineas celulares

LM3 LM3-SNP Clon 1 Clon 3
SNP-LD50* 0,120 0,250 0,175 0,301
Indice de resistencia a SNP 1 2,08 1,45 2,5
Contenido de proteinas (pg/cell) 22,6 £25 20,1 £ 1,8 18+2,3 21+£1,5
Actividad MTT®/10° células 0,109 +0,016 | 0,115=+0,010 | 0,102+0,012| 0,120 + 0,015
ng GSH/10° células 10,23 £2,15 | 13,06+ 1,18 | 11,69 +2,10 | 10,14+ 1,95
ng GSSG/10° células 0,51 +0,035 | 0,36 +0,022* | 0,36 +0,027* | 0,30 + 0,029*
Relacion GSH/GSSG 20,0 36,3 32,4 33,2
GSH transferasa® 37,5+3,9 43,5+ 6,2 46,3+ 11,5 46,8 £ 12,7
NO° 13,1 +1,1 143 +1,3 12,8 £2,1 13,6 £ 1,6

“ SNP-DL50: dosis de SNP (mM) que produce el 50% de muerte celular

" DL50 Clon resistente /DL50 LM3

“Assy

4 nmol producto/1 0° células, min

¢ nmol NO,- /10° células

* p< 0.05 comparado con LM3

Contenido de proteina, actividad MTT, GSH, GSSG, GSH transferasa y NO : expresados como
valor £+ SD, n =3

VII-6. Discusion.

Luego de repetidos ciclos de irradiacion, fue posible aislar a partir de células de la
linea LM3-SNP, lineas celulares resistentes a ALA-TFD. Las células fueron 10 veces mas
resistentes que la linea parental, y este grado de resistencia fue similar al obtenido con los
clones derivados de la linea LM3 (Casas et al, 2006), lo que demuestra que la resistencia al
NO no interfiere con el desarrollo a resistencia a TFD.

Por otra parte, se encontr6 una resistencia no cruzada entre la citotoxicidad a NO y
el ALA-TFD, observandose que las células LM3-SNP (DL50=0,10 J/cmz) resultaban ser
més sensibles que las parentales LM3 (DL50=0,27 J/cm?). Cuando las células resistentes a

NO fueron inducidas a la resistencia a ALA-TFD, su sensibilidad a SNP decrecid en el
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Clon 1 (SNP-DL50=0,175 mM) y aument6 en el Clon 3 (SNP-DL50=0,301 mM)
comparado con la linea parental LM3-SNP (SNP-DL50=0,250 mM).

En el capitulo VI se demostré que tanto las células LM3 como LM3-SNP,
expuestas a concentraciones no toxicas de SNP (0,01 a 0,1 mM), quedan protegidas de los
dafios provocados por la TFD, debido a una menor sintesis de porfirinas a través de una
inhibicion de la enzima ALA-dehidrasa, que convierte el ALA en porfobilinogeno. Las
células LM3-SNP que han recibido multiples exposiciones a SNP no mostraron resistencia
cruzada con ALA-TFD debido a la inhibicion de esta enzima.

Se ha demostrado (Casas et al, 2006) que las lineas celulares resistentes a ALA-
TFD exhiben una mayor sensibilidad a dafios como la hipertermia, UV y TFD con otros
fotosensibilizadores. En el presente trabajo, vemos que la resistencia a ALA-TFD no
siempre conduce a un aumento de la resistencia a NO, por el contrario, podria conducir a
un incremento de la sensibilidad. Esto refuerza la hipdtesis de que los mecanismos de dafio
celular producidos por el NO y la TFD son independientes.

Se encontré ademas que los Clones 1 y 3 son mas sensibles al tratamiento de TFD
con PpIX exdgeno, por lo tanto el mecanismo que induce a la resistencia debe ser diferente
si la PpIX se genera enddogenamente o es administrada exdgenamente. Sin embargo Casas
et al (2006) observaron que dos lineas celulares independientes resistentes a ALA-TFD
eran ligeramente resistentes a la PpIX exogena. Esto demuestra la complejidad y la
variedad de factores involucrados en los mecanismos de resistencia a TFD.

La similitud en los contenidos de porfirinas totales en las células resistentes a ALA-
TFD, muestra que la causa de la resistencia no esta relacionada con este factor. Estas
caracteristicas fueron también observadas en células resistentes a ALA-TFD derivadas de
la linea LM3 (Casas et al, 2006). De manera similar, la mayoria de las células resistentes
aisladas por otros autores, acumulan cantidades semejantes de fotosensibilizador (Luna &
Gomer, 1991; Singh et al, 1991; Mayhew et al, 2001).

En concordancia con lo demostrado por Eijan et al (1998), se vio un ligero
incremento de proliferacion celular en las lineas celulares expuestas a bajas
concentraciones de SNP. Empleando concentraciones mayores, el SNP resulto ser toxico.
Este efecto dual de la citotoxicidad del NO derivado del SNP ha sido previamente
observado in vivo (Jenkins et al, 1995).

Se ha demostrado también que la mayor produccidén de NO se correlaciona con una

mayor resistencia a NO (Yang et al, 2002; Wenzel et al, 2003; Eijan et al, 1998). Sin
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embargo cuando la resistencia a NO es inducida exdégenamente como por ejemplo por
medio de SNP, la produccion de NO no aumenta (Galli et al, 1999). De hecho, las células
resistentes a TFD que se han estudiado en este trabajo, no muestran ninguna modificacion
en la produccion de NO.

En cuanto al rol del GSH sobre la citotoxicidad inducida por el NO, es un aspecto
que ha sido ampliamente estudiado y los resultados obtenidos indican que el balance entre
antioxidantes y especies reactivas de oxigeno que modulan el estado oxido-reduccion
intracelular, determina la respuesta de las células expuestas a NO (Boggs et al, 1998; Zhao
et al, 1997; Kim et al, 2001; Loscalzo, 2002). Comparadas con las células LM3 parentales,
las células LM3-SNP poseen un menor contenido de GSSG, lo que conduce a una mayor
relacion GSH/GSSG. Sin embargo, esta alteracion del estado oxidativo intracelular no
interfirio en la resistencia a ALA-TFD, y en los Clones 1 y 3 resistentes a ALA-TFD dicha
relacion se mantuvo constante.

Las lineas celulares resistentes a apoptosis inducida por el donor de NO, NONOato
de espermina, tienen menores niveles de GSH y un mayor estado oxidativo que las células
parentales, y el bloqueo de la produccién de GSH resulta en una abrogacion de la apoptosis
(Boggs et al, 1998). Por otro lado, en células vasculares de musculo, se encontré que los
niveles de GSH también decrecen cuando se exponen a donores de NO, pero la adicion de
GSH a las células previene la apoptosis inducida por NO (Zhao et al, 1997).

El NO es inestable en presencia de oxigeno. La interaccion del NO con O; conduce
a la formacion de RNOS (especies reactivas de NO), las cuales son conocidas por causar
importantes reacciones oxidativas con las proteinas de los tejidos. Ademas, bajo
condiciones de stress, el NO puede combinarse con O, para formar peroxinitrito, el cual es
un potente RNOS nucleofilico. Enzimas antioxidantes como superdxido dismutasa de Cu-
Zn, GSH-peroxidasas, catalasa y glucosa-6-fosfato dehidrogenasa, pueden inactivar las
RNOS (Loscalzo, 2002). También los niveles intracelulares de GSH modifican la
citotoxicidad del NO (Kim et al, 2001).

Por otro lado, el efecto fotodinamico inicial es la formacion de especies activas de
oxigeno, principalmente oxigeno molecular singulete (Spikes, 1988), por catalisis luminica.
Entre los radicales libres involucrados en el efecto fotosensible, los mas importantes son
los radicales de oxigeno, el radical hidroxilo y el anion superoxido (Bonnett et al, 1983).
Una vez iniciado el dafio fotodinamico, intervienen los mecanismos celulares de proteccion

primaria, como el secuestro del O,  mediante la accion de la superdxido dismutasa y la
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catalasa (Girotti, 2001). Algunos compuestos secuestrantes de radicales libres protegen las
células del fotodafio (Perotti et al, 2002). Luego ocurre una detoxificacion secundaria por
remocion de grupos oxidantes que dafian los sitios de accidon primaria, continuando con
procesos de reparacion, como las que realizan la GSH-peroxidasa y la GSH-S-transferasa
mediando la reparacion de lesiones de peroxidacion lipidica (Girotti, 2001). Ademas, el
GSH puede interaccionar con el oxigeno singulete y con el radical anion superoxido (Evans
et al, 1997), y se encontro que la deplecion del GSH sensibiliza a las células al dafio
fotodindmico (Miller & Henderson, 1986).

Sin embargo, a pesar de sus sistemas de detoxificacion compartidos, podemos decir
que la citotoxicidad del NO y el fotodafio producido por ALA-TFD no presentan
mecanismos cruzados.

Segin Gupta et al (1998) el NO posee una accion de retardo en el desarrollo de
resistencia a drogas como la ciclofosfamida. Aunque los autores no lograron explicar este
hecho, sugirieron que ese efecto podria estar relacionado con una inactivacion de
transferasas por las RNOS. Estudios realizados in vitro sugieren que los niveles
intracelulares de NO determinan la susceptibilidad de las células a los agentes
antineoplésicos (Wenzel et al, 2003, Yang et al, 2002) y en la mayoria de los casos, se ha
observado que una mayor produccién de NO aumenta la resistencia a las drogas (Eijan et
al, 1998; Yang et al, 2002; Wenzel et al, 2003). En el capitulo anterior se ha demostrado
que una mayor produccion de NO no se correlaciona con una mayor resistencia a la TFD.
Mas aun, los resultados refuerzan la hipotesis de que in vitro no hay una interaccion entre
la produccién de NO y el ALA-TFD.

El NO produce tanto efectos citostdticos como citotdxicos, y en ambos estan
involucrados mecanismos de apoptosis y necrosis. El que ocurra uno u otro evento, puede
estar determinado por la cantidad intracelular de hierro no hémico, el que, segiin se ha
visto, puede proteger de la muerte por necrosis (Lala & Chakraborty, 2001). De los
posibles determinantes genéticos que hacen que una célula sea resistente o no a NO, el p53
parece ser el principal agente. La resistencia al NO también puede ser conferida por varios
mecanismos de proteccion, tales como la activacion de ciclooxigenasa (COX-2), la
cantidad de superoxido dismutasa funcional, una regulacion positiva de proteinas heat-
shock y la concentracion de GSH. Ademas, la resistencia puede también conducir a una

dependencia de NO (Lala & Chakraborty, 2001).
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Por lo expuesto, podemos decir que no existe una clara interacciéon entre la
citotoxicidad de los derivados de NO y la fototoxicidad de ALA-TFD, ya que los diferentes
grados de resistencia a NO en los tumores no se correlacionaron con la resistencia a la
TFD. Ademas, ninguna interaccion in vivo puede estar exclusivamente relacionada con la

modulacion del flujo sanguineo.
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CONCLUSIONES GENERALES

» Se ha desarrollado un método simple para separar ALA de sus derivados ésteres
utilizando cromatografia de intercambio i6nico, su sensibilidad permite su aplicacion en
determinaciones de extractos celulares. Una limitacion del método es que no se puede
utilizar para separar el ALA de su derivado Me-ALA debido a la corta cadena de este
derivado y a la superposicion de ambos compuestos en el perfil de elucion de las columnas
de intercambio ionico. En los extractos celulares, fue posible diferenciar ALA de sus
derivados Hexil y THP, lo que permitido establecer que estos ésteres se hidrolizan

parcialmente dentro de las células, evidenciando el rol de las esterasas en este proceso.

» [n vitro, se estudié detalladamente la regulacion de la sintesis de porfirinas a partir de
ALA y ésteres de ALA. A bajas concentraciones, la incorporacion del ALA y He-ALA
estaria limitada por la propia sintesis de porfirinas mientras que en el caso del THP-ALA,
la regulacion estaria relacionada con el grado de hidrdlisis. A los valores del plateau, la
porfobilinogenasa regula la sintesis porfirinica. Sin embargo, esto es verdad so6lo para
ALA, ya que el primer paso en la regulacion de los derivados de ALA es el control de la
hidrolisis. Este control esta mediado por las esterasas a través de una regulacion feed-back
por producto final, en el cual no estan involucradas las porfirinas. Se puede concluir que el
uso de derivados de ALA estaria limitado a bajas concentraciones donde no ocurre

regulacion de la hidrolisis.

» [n vivo, se estudio la retencion de los ésteres de ALA en los diferentes organos y se
observo que el THP-ALA induce una mayor acumulacion de porfirinas en cerebro que el
ALA, indicando que este derivado de ALA atraviesa la barrera hemato-encefalica, por lo
cual podria ser 1til para el tratamiento de tumores de cerebro luego de su administracion
sistémica. En cuanto a la administracion topica, tanto THP-ALA como Und-ALA, exhiben
una alta selectividad por el sitio de aplicacion, sugiriendo que podrian utilizarse para

tratamientos superficiales de tumores.
= Se evalud la eficacia del dendrén, aminometano tris-metil ALA, se encontré que se

incorpora en forma eficiente a las células, liberando ALA para las sintesis de tetrapirroles. /n

vivo, tanto la administracion sistémica como la tdpica, inducen mayores niveles de porfirinas
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en la mayoria de los tejidos, con respecto a los derivados ésteres. Los resultados de nuevos
estudios de accesibilidad y regulacion de esterasas podrian proveer informacion para un mejor

disefio de dendrimeros de ALA.

» Recientemente se ha descripto una mejora de la TFD mediante la administracion
continua de bajas dosis de luz y fotosensibilizadores. Se han desarrollado varios métodos
de distribucion de luz para este uso, como asi también diferentes estrategias para la
administracion continua del fotosensibilizador. Los resultados obtenidos con Denl8mer
permiten proponer el uso de dendrimeros de ALA para la TFD asi como también el empleo

de dosis de luz multiples y bajas.

» Se investigd la accion del SNP, donor de NO, en tres lineas celulares; LM2, LM3 y
LM3-SNP, observandose una sorpresiva disminucion en la sintesis de porfirinas. Por otro
lado, se observo interaccion entre ALA y arginina, con una consecuente caida en la
produccion de NO. Si bien esta modulacién no modifico la respuesta al ALA-TFD in vitro,
es posible que in vivo las interacciones del ALA con arginina exdgena puedan contribuir a

la destruccion de tumores a través de una modulacion del flujo sanguineo.

= De los resultados obtenidos empleando las lineas celulares resistentes a la citotoxicidad
inducida por NO y a la TFD, puede concluirse que no existe una clara interaccion entre la
citotoxicidad de los derivados de NO y la fototoxicidad del ALA-TFD. Esto sugiere que
las diferentes grados de resistencia a NO en tumores, no estarian relacionados con la

resistencia a la TFD.
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CONCLUSION FINAL

Teniendo en cuenta que una de las limitaciones mas destacadas del ALA-TFD esta
relacionada con una baja incorporacion del ALA a las células debido a su hidrofilicidad, se
tratd de optimizar dicha terapia investigando la accion de distintos derivados de ALA, los
que por a su mayor lipoficilidad verian favorecido su ingreso a las células, logrando de esta
manera una mayor sintesis de porfirinas y en consecuencia una mayor muerte celular al
aplicar la dosis luminica.

Los estudios realizados permiten concluir que el uso de derivados de ALA, ésteres o
dendrimeros, puede llegar a ser mas efectivo que el ALA libre, aventurando entonces, un
futuro promisorio para esta terapia. Es de destacar sin embargo, que el uso de estos pro-
fotosensibilizantes, esta limitado al tipo y la localizacion tumoral, observandose que en
algunos casos, dichos compuestos pueden llegar a optimizar la TFD en dosis menores a las
utilizadas con ALA.

En lo que se refiere a la interaccion del NO con el ALA-TFD, se concluye que no
hay una interaccion directa entre la citotoxicidad del NO y sus derivados, y la fototoxicidad
del ALA-TFD. Los diferentes grados de resistencia al NO en los tumores, no estarian

relacionados con la resistencia a la TFD.
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