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SELECTIVIDAD DE LA TERAPIA FOTODINAMICA EMPLEANDO ALA'Y
OTROS FOTOSENSIBILIZANTES. ROL DE LA VASCULATURA EN EL DANO
FOTODINAMICO

RESUMEN

La Terapia FotodinAmica (TFD), es un tratamiento para el cancer y otras
patologias, basado en la activacion de un fotosensibilizante (FS) ante la expokicion a
luz.

Uno de los mayores desafios de la TFD es aumensaiectividad por las células
neoplasicas. En este trabajo hemos estudiado la selectividad de FSs (Fescaiania
540, naranja de Acridina, Clorina, Verteporfin y Photofrin) y pro-FSs (ALA) por las
células tumorales en un modelo de linea celular normal/tumoral, HB4a y HB4a-Ras
transfectada establemente con el oncogén Ras.

Para ello hemos comparado la acumulacién y localizacién subcelular de diversos
FSs y la respuesta a la TFD y encontramos que las células transfectadas con Ras son
resistentes respecto a su parental. Por lo que nuestro objetivo de trabajo se focaliz6 en
estudiar las causas de dicha resistencia en las células HB4a-Ras. Hemos hipotetizado que
dicha resistencia se puede deharna menor adhesion al sustrato y adhesion célula-
célula debido a una desorganizacion de la E-cadherina y a alteraciones en el
citoesqueleto en F-actina y vinculina.

Otro aspecto importante de la fotosensibilizaciérele®l de la vasculatura. En
esta Tesis estudiamos cual es el blanco preferenaesdufar o tumoral) de la TFD. Los
estudios in vivo indican que tanto el dafio tumoral directo como el vascular son
fundamentales, mientras que in vitro, las ceélulas endoteliales HMEC-1 son mas
resistentes a la TFD con FSs tetrapirrolicos que algunas lineas mamarias tumorales y que
los queratinocitos humanos, aunque no ocurre lo mismo con FSs de otras estructuras
tales como la Merocianina 540 y naranja de Acridina.

Las diferencias de selectividad por las células endoteliales para los distintos FSs

podrian ser explotadas para su uso en el tratamiento de patologias especificas.



Hemos concluido que la selectividad de la TFD varia fuerteremt la estirpe
celular, y que la estructura del FS es esencial en dideegp. Asimismo, la expresion de

oncogenes en los tumores, seria un factor determinante enilddgdalel tratamiento.

Palabras claves

Terapia fotodinamica, vasculatura, resistencia, citoesqueleto, adhesion celular, oncogén
Ras



SELECTIVITY OF THE PHOTODYNAMIC THERAPY EMPLOYING ALA
AND OTHER FOTOSENSITISERS. ROLE OF THE VASCULATURA IN THE
PHOTODYNAMIC DAMAGE

ABSTRACT

Photodynamic Therapy (PDT) involves the administration of a photosensitiser
(FS) which is activated by light of an appropriate wavelength to treat cancer and other
diseases.

Tumour selectivity is one of the major challenges in the PDT field. In the present
work we have studied FSs (Foscan, Merocyanin 540, Acridine qrange
Clorine,Vertephorfin and Photofrin) and pF& (ALA) selectivity for tumour ce#
employing the normal/tumour cell line pair model HB4a and HB4a-Ras.

We have compared accumulation and intracellular distribution of a panel,of FSs
and we have found that HB4a-Ras cells are resistant to PDT treatment. Taking into
account this finding, we then focused on the study of the mechanism of PDT resistance.
We hypothesised that a decreased cell-substratum and cell-cell adhesion due to E-
cadherin, F-actin and vinculin disorganization, were involved in the development of
resistance.

The role vasculature in PDT photodamage has latgggyn discussed. We decided
to study vascular and tumour targets in the in vivo iandtro photodynamic process
Our results suggest that whereas in vivo both targets ardyed@ialaged by PDT, in vitro,
human endothelial HMEC-1 cells are more resistarRDT employing tetrapyrrolic PSs
than some mammary tumour lines and human keratiesciput not employing FSs dyes
such as Merocyanin 540 and Acridine orange. These atiifes in selectivity between
different FSs could be exploited for the treatment of spguaibologies.

The main conclusion of this work was that PDT selégtstrongly depends on
cell type, and that FS structure is crucial on the ggecMoreover, oncogene expression

may be a key point in the prediction of the tumours thaipecafit from PDT.



Keywords
Photodynamic Therapy, vasculature, resistance, cytoskeleton, cell adhesion, Ras

oncogene
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INTRODUCCION

I. Terapia fotodinamica del cancer

I.1. Introduccién

La Terapia FotodinAmica (TFD), es un tratamiento para el cancer y otras
patologias, originado en el descubrimiento de que ciertos tipos de compuestos, llamados
agentes fotosensibilizantes (FS), pueden destruir a una célula tumoral cs@nds é
expuesta a la luz.

La combinacion de la luz con el FS da lugar a una reaccion fotoquimica, enediad
por especies reactivas de oxigeno (ROS), que resultan citotoxicas y destruyen
selectivamente las células tumorales (Fidgukp

Es un tratamiento sumamente prometedor para tumores superficiales o de facil
acceso por via endoscopica, y se basa en la acumulacién preferencial del ESicm el
maligno luego de su administracion, generalmente sistémica.

Las ventajas terapéuticas que presenta la TFD respecto a las demas madalidade
antitumorales, es que se puede repetir o usar 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 tambiggoetieie

perforar o reducir la fuerza mecéanica de 6rganos internos.
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E1FS s¢ inyecta ¢n <l cuerpo, El FS s¢ acumula en ¢l tumor.

|
EIFS es setivado por In Luz

Figura I. 1. Principios basicos de la Terapia Fotodinamica.

|.2. Historia de la TFD

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

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

lampara de Wood.
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Lipson et al. en 1961 mejoraron la localizacion tumoral E8l mediante
acetilacion y posterior reduccion de la preparacion cruda, obteniendo el derivado de
Hematoporfirina (HpD). El hallazgo del HpD como un efecti®tumoral y el posterior
desarrollo de equipos laser y sistemas 6pticos 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 mas 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 adnhipBtnp 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 localizacionessliversa

I.3. Fotoquimica

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

La llamada “ventana fototerapéutica” de los FSs se extiende desde los 600 a los
1000 nm. En ese rango la luz tiene muy baja dispersion en los tejidos, y ademas la
absorcion por parte de otras biomoléculas tales como hemoglobina y melanina, es escasa.
Como la penetracion de la luz en los tejidos aumenta con longitudes de onda mayores
(Van Gemert et al., 1985; Wilson, 1989) generalmente se usa la banda de almséascion
débil que es la de 630 nm para irradiar, lo que permite una mayor penetratadiizle
(Figura 1.2.
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Figura I.2. Espectro tipico de absorcion de las porfirinasojyndidad de penetracion en la piel.
La figura representa el espectro de absorcién deripadi tales como el Photofrin y la PpIX (I) y la
penetracion relativa de la luz en masculo bovinsug la longitud de onda. Las flechas indicanogapicos
de absorcién de FSs de segunda generacién tales mmnftalocianinas y clorinas (Il), ftalocianinas,

purpurinas, verdinas y derivados de benzoporfir{fi8s/ bacterioclorina A (IV).

El efecto inicial de la TFD es la formacion de ROS, catalizada por la luz,
principalmente el radical oxigeno singulet®, 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 observo que la presencia de secuestrantes de oxigeno singulete
suprimian los efectos fototéxicos (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, 0
por reduccion monovalente. Si una molécula de porfirina absorbe un fotén, pasa a un
estado de excitacion singulete de vida media extremadamente corta. LiEgpuslde
volver al estado basal y emitir luz en forma de fluorescencia roja a longitudesalee
alrededor de los 620 nm. Sin embargo para ejercer su accion fotodinanti&agedbe
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 energieSleh estado triplete al
oxigeno molecular generando el oxigeno singulete, el cual es altamente ré&sstéugo

de mecanismo se denomina reaccion fotoquimica tipo Il (Figura I.3).
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Figura I. 3. Interaccion entre el FSy el oxigeno en la reaccién fotoquimical tipo |

Al absorber la luz el FS pasa a un estado activado singulete. Deied pasar nuevamente a estado
basal emitiendo fluorescencia, o bien puede pasar a un estado tripleteperonitd que reaccione con
el oxigeno también en estado triplete, activandolo a estado singulete, el cuelzgpsade oxidar otras

biomoléculas.

Un camino alternativo es que la interaccion se dé eh#S g una biomolécula,
con transferencia de electrones o de hidrégenos, 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 hidrégeno y anién
superéxido y se denomina reaccién fotoquimica tipo | (Buettner & Need, 1985; Van
Steveninck eal., 1986; Athar et al., 1989) (Figur&).
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Figura |. 4. Esquema de la reaccion fotoquimica alternativaltipo
El FS en estado triplete es capaz de reaccionaguaugn una proporcion muy baja, con una biomolécula
generando radicales libres tanto del sustrato coneSlel

I.4. Mecanismos de acumulaciéon de los FSs en los tumores

Uno de los mayores desafios de la TFD es aumentglectividad por las células
tumorales. No se conoce todavia la razon por la ca&3s se concentran preferentemente
en el tejido maligno, aunque se han propuesto divéesags que explican los posibles
mecanismos 0 la combinacion de éstos que podri@n astuando sobre cada FS en
particular.

En el caso de las porfirinas, la acumulacion sekegqivdria deberse en parte a la
afinidad porfirina/lipoproteina, debilidad de la wastura tumoral, drenaje linfatico
disminuido, receptores de LDL con mucha actividad o una esoasarsion a hemo debida
a una baja actividad de la enzima ferroquelatasa easel del pro-fotosensibilizante ALA
(Wilson et al., 1991). Existe también una hipotesis propone que los tejidos de rapido

crecimiento tienen una alta densidad de receppaneslipoproteinas y adquieren los lipidos
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necesarios para la sintesis de membranas via endocigsgisdifica 0 mediada por receptor
(Spikes & Jori, 1987). De esta manera las porfirimisagan junto con las lipoproteinas a
la célula, asi como también se incorporarian FS fdidians o vehiculizados en liposomas
(Chen et. al., 2005). También se propuso que el bajo pHuimingal, producto de la pobre

oxigenacion sumada a una alta actividad glicolitiestaria afectando la ionizacion de
algunas porfirinas que aumentan su lipofilicidad a pHs bajeslaqalo éstas retenidas en el
tumor (Pottier & Kennedy, 1990). Los tumores habitualt®@etienen incrementado el

ndamero de cuerpos lipidicos, en particular de micekastras, ademas de contar con
membranas celulares mas hidrofébicas que las delalss normales. Ambos fendmenos
podrian también explicar la acumulacion de los Riisofébicos en este tipo de células
(Freitas, 1990). La debilidad de la vasculatura tamounida a un drenaje linfatico

disminuido favoreceria asimismo la formacion de aapleg de porfirinas o complejos con

proteinas en el espacio intersticial (Bugleski et aB119

|.5. Sitios subcelulares blancos de la TFD

Existen diversos blancos celulares de dafio fotodinamico y estos dependen
principalmente de la naturaleza quimica E8lempleado, de la concentracion, tiempo de
exposicion, vehiculo y dosis luminica. Segun las caracteristicas B8$0 éstos presentan
distinta localizacion subcelular. Estos sitios de accion pueden ser ktolaslé bien
organelas como las mitocondrias, los microsomas, los lisosomas, el nucleo 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 ROS con los
lipidos poliinsaturados es una de las mas frecuentemente citadas, asi como la foenacion d
agregados entrecruzados de proteinas. La modificacion especifica de amindacidos,
fragmentacién de la cadena peptidica y la alteracion de la carga lukegdRi®, han sido
algunas de las evidencias encontradas a favor de esta hipétesis. Las proteinas asi
modificadas serian mas susceptibles a la protedlisis (Prinsze et al., 1990; FayorfakK
1991).

Es sabido que el oxigeno singulete y otras ROS conducen a la peroxidaciéon
lipidica y dafios en la membrana citoplasmatica, ADN, estructuras del citoesqueleto, etc.
(Moan et al., 1992). Pero el mecanismo final de la muerte celular puede debersdatanto a

necrosis como a la apoptosis, dependiendd-8eitilizado, la concentracion, el tiempo de

20



exposicion, la dosis de luz, la fuente de luz y el tipo celular (He et 84; D@llinger et

al.,, 1996; Noodt et al., 1996; Miyamoto et al., 1999). Se conoce que los FSs que se
localizan en mitocondrias o lisosomas son altamente efectivos, ya sea desenitadena
respuesta necrética o apoptotica (Stockeat. e2004).

Ademas, mecanismos de apoptosis y autofagia, ocurren luego de la TFD. La
autofagia esta asociada con el aumento de la supervivencia a bajos devédeodarno en
muchas células, sirviendo como una respuesta de pro-supervivencia en la via de reciclado
al dafio de organelas (Kessel et al., 2008)autofagia ofrece proteccion de los efectos
fototdxicos en bajas dosis de TFD, pero puede servir como modelo de muerte alternativa
cuando la dosis de TFD aumenta (Kessel et al., 2007; 2010).

Dentro de los FSs, los derivados de las porfirinas suelen presentar una ldealizaci
preferentemente mitocondrial, aunque esto varia en funcion del tipo celulzmp de
exposicion. En cambio, otras estructuras tales como la merocianina se localizan
preferentemente en membranas celulares, mientras que la naranja de AcHiodadizse
en ndcleo, mitocondrias y lisosomas. Sin embargo, aun no existen trabajos que
documenten las diferencias subcelulares de ubicacién de dichos compuestos entre células

tumorales y normales.
I.6. Fotosensibilizantes de uso comun en TFD

Hay un gran numero de FSs en distintas fases de investigacion clinica, y
principalmente se trata de estructuras que contienen anillggir@ticos tales como los

derivados de porfirinas, ftalocianinas, texafirina y clorinas. Porfircenos, coloraoteasy
entidades también han sido empleadas en TFD.
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Tabla |.1: Fotosensibilizantes de uso comercial en TFD.

COMPUESTO DROGA SUSTANCIA EMPRESA SITIO WEB
Porfirina Photofrin® HpD Axcan Pharma, Inc. WWwW.axcan.com
Porfirina Levulan® ALA DUSA Pharmaceutics, Inc.  www.dusapharma.com
Porfirina Metvix® Me-ALA Photocure ASA www.metvix.com
Porfirina Visudyne® Vertiporfin Novartis Pharmaceuticals www.visudyne.com

Texafirina Antrin® Lutexafirina Pharmacylics www.pharmacylics.com
Clorina Foscan® Temoporfirina Biolitec Pharma Ltd. www.bioletepharma.com
Clorina LS11 Talaporfina Light Science www.lightsciences.com
Clorina Photochlor HPPH RPCI www.roswellpark.org

Colorante Photosens®  ftalocianina General Physics Institute WwWw.gpi.ru

I. 6.1 Precursores de FSs

El &cido 5-aminolevulinico (ALA) es la pro-droga que induce la sintesis del FS
Protoporfirina IX (PpIX). Luego de la administracién de ALA, las células tumorales
generan PplX a través del camino biosintético del hemo.

La idea consiste en “by-pasear” la enzima limitante del camino del hemo, el ALA-
sintetasa, mediante la administracion de un exceso de su producto, el ALA, lo cual
conduce a la acumulacion de porfirinas, en particular PpIX (Figbyeen las células
malignas (Batlle et al., 1975; Malik y Lugaci, 1987; Navone et al., 1988; Fudtuala,

1989; Fukuda et al., 1990; Navone et al., 1990 a, 1990 b, 1990 c; Kennedy et al., 1990) .

La TFD basada en ALA (ALA-TFD) se centra en tres importantes hechos: a)
todas las células poseen la capacidad de formar porfirinas a partir de precursores del hemo,
b) en tejidos malignos y en regeneracion, se ha encontrado disminuida la actividad de
enzima ferroquelat® c) en estas mismas células se ha hallado que la actividad de la
porfobilinogerasa (PBGasa) esta aumentada (Leivovici et al., 1988; Schoenfeld et al.,
1988; Navone et al., 1990; Bharabasy et al., 1992; Rubino & Rassetti, 1996).
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Figura 1.5. Mecanismo de selectividad de la PplXen tumores.

Ademas de la selectividad, la ventaja que presenta la fotosensibilizacién endégena
con ALA es que la PplIX tiene una estructura molecular definida, con un maximo de
absorcién en la zona roja del espectro en los 630 nm (Pottier et al., 1986). Otra ventaja del
uso terapéutico del ALA es la corta vida media de los efectos fotosensibilizarites de
PplX comparadaon otros compuestos, que no se prolongan por no mas de 48 horas
(Kennedy et al., 1990; Fukuda et al., 1992a).

En 1999, la FDA y la ANMAT aprobaron el ALA bajo el nombre comercial
Levulan para el tratamiento de la queratosis actinica en cara y cuetodmabélizando
una fuente de luz policromética (Ormrod & Jarvisl, 2000; Szeimies & Laudthaler, 2002).

A causa de su baja lipofilicida@Figura 1.6), el ALA difunde lentamente a través
de las membranas celulares (Gaullier et al., 1997). Por lo tanto, se debeusaligaan
cantidad de ALA en la piel para asegurar una acumulacién adecuada en el tigjtda a
Con el objetivo de aumentar su tasa de difusion, se han desarrollado derivados del ALA
gue poseen mayor lipofilicidad, como por ejemplo los derivados metil-ALA y A&A-
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La prodroga derivada del ALA entra mas rapidamente a las células y es hidrolizada
enzimaticamente a ALA, conduciendo a la formacién de PpIX (Vena et al., 2004).
Ademas, el ALA y sus derivados pueden aplicarse para el fotodiagnéstico de tumores
(mediante fluorescencia), aumentando la sensibilidad de deteccidn respediécaitas
diagnésticas convencionales (Gilaberte et al., 2006).

El derivado metil ALA formulado en crema, Metvix®, estd autorizado y
comercializado en Europa, Australia, Nueva Zelanda y Brasil para el tratamiento de
cacinoma basocelular superficial y nodular y queratosis actinicas pequefias y no
pigmentadas y la enfermedad de Bowen (Szeimies et al.).2B0hexil ALA esta

actualmente en proceso de autorizacion para diagnostico temprano de caefigade v

O
H->N O.
2 M H
R{ 0]
ALA

Figura I.6. Estructura quimica délLA

|.6.2 Porfirinas

1.6.2.1 Photofrin I

Es una mezcla de oligbmeros formados por uniones éter o éster sumando hasta 8
porfirinas (Figural.7). Esta mezcla tiene una pobre absorcion en la region roja del
espectro de luz (longitudes de onda mayores a 600 nm), a las cuales la penedr&cion d
luz en los tejidos es mayor.

Photofrin 1l ® (PIl) fue el primer FS aprobado para su uso en pacientes, como
curativo en estadios tempranos de cancer o como paliativo en estadios avanzados
(Dougherty, 1987).

PII fue aprobado para TFD por la ANMAT en los siguientes casos:

e Cancer de Pulmon endobronquial a células no pequefiésstadio temprano).

e Cancer de Pulmén endobronquial a células no pequefa@&stadio avanzado
obstructivo).

e Cancer de Eso6fago obstructivo.

e Esofago de Barret.
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e Cancer Papilar de Vejiga(2da linea).
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Figura 1.7. Estructura quingia del Photofrin

[.6.2.2 Verteporfin

Entre los FSs de segunda generacion se encuendrderivados benzoilados de las
porfirinas, Verteporfin o BPDMA (Benzoporfirina derivado, anillo A monoacido)n u
derivado porfirinico muy usado en la clinica.

Verteporfin es una mezcla 1:1 de dos regioisomefioy 1) (Figural.8). Estas
moléculas poseen fuertes picos de absorcién entrey6B00 nm, con un maximo de
absorciéren690nm, y poseen a la vez caracteristicas hidrofébicas e hidasfilic

La formulacion comercial liposomal de Verteporfin es el Visudyne®, el cual fue
lanzado al mercado para el usie la TFD en el tratamiento de la degeneracion macular
relacionada con la edad (Verteporfin Round Table Participants, 2005). También se ha
practicado la ablacion endometrial (Wyss et al., 1994) con TFD empleando Verteporfin.

En la TFD del cancer, Verteporfin ha sido empleadeldratamiento de cancer de
prostata (Momma et al., 1998), y en modelos experatesntie rhabdomiosarcomas (Davis
et al., 1993) y melanomas (Busetti et al., 1999), deieaste ultimo particularmente
importante considerando la escasa respuesta de lesianes pigmentadas a los FSs
empleados hasta el momento, debido a la absorbdedma melanina a las longitudes de

onda de irradiacion.
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Figura I.8. Estructura quimica de Verteporfin.

|.6.3 Clorinas

Existe un gran interés en identificar nuevos FSs que absorban luz a longitudes de
onda mas largas que dl PLa mayor parte de este interés se ha dirigido hacia las clorinas
(porfirinas reducidas), que absorben fuertemente en la region roja del espectro visible

entre 640-700 nm, dependiendo de los sustituyentes del macrociclo (Spikes, 1990).

1.6.3.1 Clorina €6

La Clorina e6 (Ce6) deriva de la clorofila a (Figu&), y se sabe que en ciertos
tipos celulares, se une a sitios difusos del citoplasma fuera de las organelaseti@nce
endoplasmatico y aparato de Golgi (Merlin, 2003). Al ser inyectada en ratones portadores
de tumor, Ce6 induce una alta relacion de FS tumor/piel, lo cual es un indicadiar de a
selectividad (Kostenich et al., 1994).

Figura 9. Estructura quimica de Clorina e6
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1.6.3.2 m-THPC

El derivado mas difundido de las clorinas, la tetrahidroxifenil clorina (m-THPC)
difiere de las porfirinas solo en la presencia de un centro de saturacion [Hi@uyra esto
resulta en un aumento de la selectividad y la accién fotodinamica (Berenbaum et al.,
1986). Su absorcién maxima es a 652 nm.

Foscan® es el nombre comercial de m-THPC, y se ha usado exitosgmente
aprobado por la ANMAT para el tratamiento de cancer de cabeza y cuello avanzado
(Brown et al., 2004).

FigutalO. Estructura quimica del m-THRPC

|.6.4 Colorantes

Entre los FSs no porfirinicos, existen algunos colorantes que han sido usados en

TED con cierta eficacia.

.6.4.1 Merocianinas

La Merocianina 540 (MC540) (B-sulfopropil-2(3H)-benzoxalidina)-2-
buteniliden]-1,2-dibutil-2- acido tiobarbittrico) (Figurd.11) es un cromoforo
hetetociclico cargado negativamente.

Es util especialmente para el tratamiento de leucemias asi como para la
inactivacion de virus (Sieber, 1987). MC540 media una fotdlisis eficaz contra una amplia

gama de leucemias y tumores soélidos, y aunque se usa en la clinica, su medanismo

27



accion aun no es del todo conocido. En contraste con otros FSs, se ha reportado que
MC540 entra a la célula pero se acumula en sus membranas. Los lipidos de la membrana
son considerados el blanco del fotodafio dirigido por el oxigeno singulete. Su corta
longitud de onda de absorcién limita su uso a tumores superficiales (Diwu & Lown, 1994).

| W b
O) s
HaEI:.‘:J J’J

Figurh 11: Estructura quimica de la Merocianina 540
[.6.4.2 Naranja de Acridina

Entre los colorantesla naranja de Acridina (NA) es un colorante catidnico
fluorescente que interactia con el ADN y el ARN, intercalandose o por atracciéon
electrostatica. Las aminoacridinas derivadas de la NA fueron usadas hace mucho tiempo
como sondas fluorescentes y su blanco celular depende de su estructura (Wainwright et al.,
1998). La proflavina, es una excelente sonda para acidos nucleicos, mientradigde su
dimetilamino analogo (Figur12) se acumula en los lisosomas en funcion del gradiente
de pH (de Duve et al., 1974). La fotoinactivacién que se ha visto en levaduras y células de
mamiferos por NA se relaciona con el fotodafilADN y ARN (Diwu y Lown, 1994).

Cuando se une al ADN, tiene un espectro muy similar a la fluoresceina, con un
maximo de excitacion de 502 nm y un maximo de emision de 525 nm (verde). Cuando
estda asociado a ARN el maximo de excitacion es de 406 nm (azul) y el ndximo

emisién es de 650 nm (rojo).

‘ ““ + 1/,ZnCl,
HsC.. _CH
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Figura I.12. Estructura quimica de naranja de Acridina
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|.7. Fuentes de luz de uso en TFD

Inicialmente, se usaban ldmparas convencionaleslgpdtaminacion de superficies
corporales, especialmente la piel, con filtros aprogagomanera de seleccionar la longitud
de onda fotoactivadora y eliminar los componentésndiearrojo que pudieran causar el
calentamiento indeseado del tejido. Las desventajaspogsentaban estas lamparas
convencionales de gas era la limitacién en cuarltzs anétodos de aplicacion de la luz,
precision y control de la intensidad (Wilson & Pattersong198

El advenimiento de los laseres combinados conbaasfiopticas amplio el range d
aplicaciones de la TFD, ya que la luz de una longii@nda acotada adecuadamente con
una potencia de salida definida puede aplicarsdigaétente en cualquier sitio del cuerpo

ya sea intersticial o endoscopicamente (Figura 1.13).
¢ Fuentes de luz no coherentes: lampaftaaja potenciay amplio espectroije

e Fuentes de luz coherentelgiseres (alta potencialy Gnica).

Figura 1.13. Sistemas de aplicaciéon de luz en TFD

lluminacioén superficial con lampara convencionall@ser acoplado a una fibra éptica (I1). lumird
intersticial con un difusor cilindrico (Ill) o esféri€dv). lluminacién intraluminal e intracavitaria
difusor cilindrico (V) o esférico e isotrépico (M).

Las flechas representan la luz emitida, y la lipg@ateada representa la distribucion de la luz etejid

altamente refringente.

Aungue el laser de helio-nedn, con una longitud de dadi82,8 nm se adecua a los
requerimientos de la TFD con Photofrin, su baja mi¢ede salida limita su aplicacion, por
eso es que el laser de argén-colorante, que puedeagduz de cualquier longitud de onda
entre 350 y 700 nm, lo ha superado. El laser de agiie a una longitud de 514,5/488
nm, que es modificada por la accién del coloranteergdmente rodamina B o Kiton-red,
que fluoresce en la region de 630 nm.

La desventaja en cuanto al empleo masivo de estegldsel alto costo y su dificil
manipulacion para uso clinico. Estas desventajas@opartidas con el laser de vapor de
cobre, que es capaz de emitir en una longitud de /5¥8.2 nm, que se puede modificar

también con el bombeo de colorantes.
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Una alternativa prometedora es la que se empleta eactualidad, que es la
tecnologia de laseres diiodo que emiten a una longitud de 630 @spmMMAas econdMiIcos,
mas pequefios y facilmente transportables (Wilson, 1989).

Para el tratamiento de tumores superficiales, t@b@so los cutaneos o los de la
cavidad oral, es suficiente con el uso de lentes grtaas Opticas para producir una
iluminacién uniforme y continua.

La fibra dptica es necesaria para el caso de tummdbdos o situados mas
profundamente, y ésta puede ubicarse intersticidémelirectamente en el tejido tumoral
mediante una aguja de biopsia.

Para el caso de tumores bronquiales, de eso6fago wejim, que necesitan de
iluminacién intraluminal o intracavitaria, se usa (ibaa flexible de cuarzo que puede ser
ubicada en un endoscopio comun.

La salida de la fibra puede hacerse isotropicadaoti@ndo en la punta una esfera o
cilindro de algun material que disperse la luz (Asidfiet al., 1986).Las fibras Opticas
multiples son adecuadas para el tratamiento delgsavolimenes de tejido (Marijnissen et
al., 1992).

En la actualidad los regimenes de administracionlude son principalmente
empiricos y en general se expresan como la patémgtlente por area (W/&no como la
energfa incidente por area (JfAm Sin embargo, poco se sabe aln sobre la distibuci

espacial de la energia luminica absorbida por los tejidos.
1.8. Aplicaciones de la TFD
1.8.1 TFD en el tratamiento del cancer

Los usos principales de la TFD incluyen principalmente los tumores superficiales
y los de facil acceso por via endoscépica. Aunque el desarrollo de fibras Opticas
intersticiales permite la irradiacion de tumores solidos de dificil acceso, se poede de
gue hoy en dia hay pocos tumores que no hayan sido tratados con TFD.

En el tratamiento de tumores dermatoldgicos, la TFD ha sido usada en
carcinomas de células basales, enfermedad de Bowen, melanoma no melarféticas |
cutaneos de células T, carcinomas de células escamasasnas de Kaposi, metastasis
dérmicas de carcinoma mamario y carcinomas basocelulaneso(€t al., 1984; Calzavara-
Pinton, 1995).
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Ademas, tumores como los de pulmén, vejiga, cavidad oral, es6fago, endometrio,
mama Yy cerebro han sido recientemente tratados con éxito con TFD empleamassist
de fibras Opticas para llevar a cabo la iluminacion (Grant et al., 1993; Gossnet @9&;|
Jichlinski et al., 2001Kelly et al., 2002

Aparte de su uso para el tratamiento de tumorédosolla TFD también se emplea
como purgaexvivo de células tumorales remanentes en médula @sdes del
autotransplante y en el tratamiento hematoldgico de lirdataacélulas T (Grebenova et al.,
1998). También se ha empleado la TFD para el tratdmie carcinomatosis peritoneales y
para esterilizacion de la zona peritumoral en la TiEaoperatoria (Molpus et al., 1996
Momma et al., 1998; Ris et al., 2005

La Tablal.2 resume una gran parte de los estudios clinicos actuales que se
encuentran en distintas fases para el uso de la TFD en diferentes tumores.

Tabla I.2: Tumores tratados con TFD en estudios clinicos en la actualidad
¢ Carcinoma de células escamosas

¢ Linfoma cutaneo de células T

¢ Sarcoma de Kaposi

+ Neoplasia intraepitelial cervical y vaginal

¢ Cancer gastrointestinal no avanzado: estbmago y eso6fago.
¢ Céancer de ducto biliar

¢ Recurrencias de cancer de prostata

# Cancer no operable de pancreas.

¢ Glioblastomas y astrocitomas

¢ Tumores oculares

¢ Mesoteliomas

1.8.2 Fotodeteccién

Uno de los aspectos mas interesantes del uso de los FSs es el aprovechamiento de
su fluorescencia intrinseca para la deteccion de tumores tales como los de vejiga, esofago
y bronquios en el Fotodiagndstico (FD) (Ackroyd et al., 2001; Fotinos et al., 2006). El uso
de la fotodeteccidn intraoperatoria con posterior remocion quirdrgica o fotodinamica de la

masa tumoral, promete también mejorar sensiblemente la calidad de vida en pacientes con
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tumores cerebrales (Ishihara, 2007). También se emple6 diagnéstico fotodinAmico para

determinatos margenes quirdrgicos en cancer de mama (Ladner et al., 2001).

1.8.3 Otras aplicaciones no oncoldgicas de la TFD

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
las porfirinas se une selectivamente a las placas ateromatosas (Kessels& 1984

La TFD se usa como terapia antimicrobiana, incluyendo el tratamiento de Ulceras
cronicas, quemaduras infectadas (Jori et al., 2Q06na variedad de infecciones orales
(Demidova et al., 2004Una ventaja clave en la clinica de la TFD de las lesiones cutaneas
es la buena curacién y el excelente resultado cosmético post-tratamientmasAlds
leshmaniasis cutaneas han sido recientemente tratadas con éxito con TFD Soeder
et al., 2008).

La ventaja de la TFD es que se puede usar en caso de resistemtibgticas
(Bertolini et al., 1984; Nitzan et al., 1987; Wilson & Pratten, 1994). También se han
desarrollado técnicas o6pticas empleando FS en el monitoreo de infecciones (Hamblin et
al., 2003).

Ademas la TFD de componentes celulares de la sangre se esta estudiando para su
uso como técnica de esterilizacién reduciendo el riesgo de transmision de enfermedades
por transfusion (Ben-Hur et al., 1996; Lin et al., 1997).

Enfermedades con componentes de autoinmunidad tales como la artritis
inflamatoria (Chowdhary el al., 1998), encefalomielitis autoinmune (Leong et al., 1996)
psoriasis (Senior et al., 1998) también han sido tratadas con esta terapia.

Otro de los usos emergentes de la TFD es la denominada Fotoangioplasia (FAP),
que consiste en la TFD de lesiones ateroscleréticas y, potencialmente, restendticas
(Rockson, 2000, Chou, 2002). Para ello se han empleado hasta el momento FSs de
segunda generacién y la irradiacion de las zonas afectadas se lleva aechdnatem
sistemas de fibras Opticas.

El FS Verteporfn ha sido empleado en la TFD de lesiones oftalmoldgicas tales
como la neovascularizacion coroidea (NVC) secundaria a la degeneracion macular

relacionada con la edad (DMRE), lesiones NVC subfoveales ocultas, NVC por miopia
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patoldgica, por histoplasmosis ocular y por causas idiopaticas. Ademas lesiones no NVC
tales como melanomas coroidales (Young et al., 1996) y hemangiomas coroidales

(Barbazetto et al., 2000) se han tratado con éxito.
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II. Matriz extracelular, adhesién celular y citoesqueleto

Il. 1. Adhesion celular

Las uniones celulares se encuentran en todos los tejidos, siendo especialmente
abundantes en el tejido epitelial (Figura 11.1)

En los puntos de contacto célula-célula y célula-matriz extracelular, las uniones
celulares son modificaciones especializadas de la membrana plasmaticau&eran
constituidas por proteinas transmembrana que se unen, a través de proteinas adaptadoras,

al citoesqueleto (Lodish et al., 2008).
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"
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Figura 1.1. Principales tipos de uniones celulares que conectan las células epitdibles

intestino.

1. 1.1 Uniones adherentes

Las uniones adherentes se establecen entre células adyacentes para poner en

contacto sus citoesqueletos y asi conferir resistencia mecanica al tejido. Son contactos
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puntuales o lineales dispuestos alrededor de las célula (Nagafuchi, 2001). En la Figura

[I.2 se esquematiza una union adherente.

; 0 =
B-catenina B-catenina

a-catenina T

F-actina

E-cadherina

a-catenina

F-actina

Espacio
extracelular
Célula 1

Figura 11.2. Representacion esquematica de una union adleerent

I1.1.1.1 Las cadherinas

Las cadherinas median la adhesiéon célula-célula en todos los tejidos solidos del
cuerpo. La adhesividad de las cadherinas depende de la presencia de caleiolaxtiac
propiedad que da origen a su nombre (adherencia de calcio). Se caracterizan por ser
glicoproteinas de 750-900 amino&cidos con un dominio transmembrana, un dominio
citoplasmatico y uno extracelular. Las cadherinas de una célula forman dinraiemga
los cuales establecen uniones con los dimeros de cadherina de células vecinas

La E-cadherina es la cadherina mejor caracterizada y la primera en sgtalesc
Se concentra en las uniones adherentes de las células epiteliales maduras.n®u domi
citoplasmatico, contiene el lugar de union a la proteina adaptgaatenina, con la que
interacciona en proporcion 1:1. La B-catenina, a su vez, actia de puente entre la E-
cadherina y la a-catenna. La a-catenina interacciona con componentes del citoesqueleto
como la actina y la a-actinina (Nagafuchi, 2001).

La regulacion de la expresion de la E-cadherina es un proceso controlado que se
lleva a cabo durante el desarrollo, la formacion de tejidos y la organogénesis. Sin
embargo, la regulacion de su expresion también juega un rol esencial en procesos
patoldgicos, tales como la progresiéon tumoral. La pérdida de expresiéon o de la funcion de
esta proteina es un evento importante para la invasion de células epiteliales tumorales. Los

mecanismos moleculares involucrados en la disminucion de la expresion de esta proteina
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durante la progresion tumoral incluyen cambios genéticos, epigenéticos vy
transcripcionales. Se han encontrado alteraciones en el locus de E-cadherina en
carcinomas de mama y carcinomas gastricos. Los procesos epigenéticos incluyen la
hipermetilacion del promotor de E-cadherina. La sobreexpresion de represores
transcripcionales de E-cadherina, pertenecientes a la familia Snail, podriacachoa

inductora del proceso de invasion (Peinado et al., 2004).

I1.1.2 Contactos focales

Los contactos focales facilitan las interacciones célula-matriz. Por medio de este
tipo de union, los filamentos de actina del citoesqueleto pueden conectarse a los
componentes de la matriz extracelyf&agura 11.3). Consisten de integrinas y adaptadores

asociados a integrinas, tales como talina, paxilina y vinculina (Hehlgans et a)., 2007

Matriz extracelular

Vinculina

Paxilina

F-actina

a-actinina

Figura Il.3Esquema de un contacto focal.

Ademas de sus funciones puramente estructurales, las integrinas median sefiales
desde el espacio extracelular al interior de las células a través de las moléculas
sefalizadoras FAK, ILK, PINCH y Nck2 (Figura I1.4). Por via de estas mialgclas
integrinas interaccionan cercanamente y cooperativamente con el receptor tirosina quinasa
(RTK) para regular la adhesion, supervivencia, proliferacion, forma celular, polaridad
migracion y diferenciacion (Watt, 2002) Se encontro que en células tumorales de diversos

origenes (tales como mama, colon o piel) la funcidén y regulacién de dichas proteinas es
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parcialmente alterada y asi puede contribuir al fenotipo maligno y a la resistencia
multidroga innata y adquirida. Una variedad de opciones terapéuticas tienen enacuenta |
influencia de las integrinas en el crecimiento de las células tumorales, eiddtasis y la
resistencia e incluyen inhibidores de quinasas, anticuerpos anti-integrinas o ARN de
interferencia (Alghisi et al., 20Q06lehlgans et al., 2007

Espacio

RTK extracelular

Membrana FE555 |

citoplasmatica

Citoplasma

Supervivencia
Proliferacién
Motilidad

Figura Il.4. Cascada de sefializacién en una adhesion focal. MEC: Matriz extracEukar

Receptor tirosina quinasa

[1.1.2.1 Integrinas

Las moléculas de adhesion celular de la familia de las integrinas consist8n de
subunidades o y 8 subunidades P, las cuales forman 24 heterodimeros aff conocidos,
dependiendo del tipo celular y la funcion celular. Cada subunidad de integrina tiene un
dominio extracelular grande, uno de transmembrana corto y uno intracelular pequefio.
Como se explico anteriormente, las integrinas son los receptores principales para las
proteinas de las matriz extracelular, tales como el coldgeno, la fibronectina y la laminina.

Estos ligandos (Ver tabla 1l.1), que se unen al dominio extracelular de las
integrinas, inducen cambios conformacionales, la activacion de cascadeasiades y
reclutamiento de complejos multiproteicos a las areas de adhesion focal (Hehlgans
2007).
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Tabla Il.1: Tabla de ligandos extracelulares que se unen a integrinas (Plow et al., 2000).

Ligando Integrina

Colagenos 11, 2B, 011P1, bPa
Colageno desnaturalizado asf1, oyPa, oipPs
Citotactina/tenascina-C g1, 0P, oPs, ovPs

Decorsina onpB3

Desintegrinas 0B, ouipPs

E-cadherina oeP7

Epiligrina 03P

. . 2P, 031, 0aP1, 0Bz, asPi, agPi, onPr, oPs, ouPs, o)
Fibronectina

oPBs, o3
Fibrinbgeno 0B, om B2, o3, 0xB2, cuibP3
ICAM-1 o B2, amp2
ICAM-2,3,4,5 o B2
Invasina 031, g, 0P, 0P
Laminina 011, 02B1, AP, i, oePa, 00PB3
Osteopontina o3
Plasmindgeno B3
Protrombina 0P, b3
Trombospondina 031, awPs, oupPs
VCAM-1 0B, 0aP7
Vitronectina 0B, 0P, onPs, cuinPs

Los cambios en los patrones de expresion de las integrinas afectan de diferente
manera a la invasion y la metastasis. Por ejemplo, la sobreexpdesitagrinas a6p4
fue encontrada en tumores de piel, de cabeza y cuello y podria explicar el aumanto de
adhesion de las células tumorales en el proceso de metastasis (Meraliyia(€11). Por
otro lado, la reduccion de los niveles de integrinas promueve la desunion del tumor
primario y el crecimiento invasivo. Unepresion reducida de 02, a3 y a5 integrinas se

puede encontrar en diferentes carcinomas (Mizejewski, 1999).
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11.1.2.2 Vinculina

Vinculina es una proteina de 117 KDa que se asocia a las adhesiones focales.
Posee un extremo N-terminal 4cido y uno C-terminal basico, separados por un segmento
medio rico en prolina. En las adhesiones focales, el extremo N-terminal de la viseulina
une a la talina, la cual a su vez se une a las integrinas, y el extremmiiitae une a la
actina y paxilina. De este modo, el complejo sirve para anclar los filamentosndesdea
membrana.

La expansion y movimiento celular ocurre mediante el proceso de union entre las
integrina y las moléculas de la matriz extracelular. La pérdida de vinculina afecta
variedad de funciones celulares, alterando la formacion del complejo y evitando la
adhesién. Asi, la ausencia de esta proteina demuestra una disminucion de la expansion
celular, acompafiada por la reducciéon de la formacion de fibras de estrés, @rdsenci
pocas adhesiones focales, e inhibicién de la formacién de lamelipodios. Seaiatto
que las células deficientes en vinculina tienen conos de crecimiento que avanzan mas
lentamente, asi como filopodios y lamelipodios menos estables (Goldmann et al., 2001).

La adquisicién de un fenotipo invasivo 0 metastatico en neoplasias a menudo se
correlaciona con una reducida adhesividad celular. Las células cancerosas que no expresan

vinculina son altamente metastasicas y moviles (Subauste et al., 2004).

1.2 Matriz extracelular

La matriz extracelular (MEC) estd compuesta por colageno, elastina,
proteoglicanos y glicoproteinas no colagenadas tales como fibronectina y laminina (Figura
[1.5). La MEC forma un complejo, una red tridimensional entre las células de diferent
tejidos de un 6rgano de manera especifica. La MEC es una estructura dinAmica que
interactda con las células y genera sefales por circulos de retroalimentacion pak control
el comportamiento de las células. Asi, las macromoléculas de la MEC son bioactivas y
modulan acontecimientos celulares como la adhesion, la migracion, la prolifefacion,
diferenciacion, y la supervivencia (Jarvelainen et al, 2009). La adhesion célula-MEC es

regulada por las integrinas.
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Figura Il.5. Esquema de la matriz extracelular
I1.3 Citoesqueleto

El citoesqueleto tiene por funcion estabilizar la estructura de la célula, organizar e
citoplasma con todas sus organelas y producir movimiento. Estéa formado por tres tipos de

filamentos proteicos principalmente: actina, microtubulos y filamentos intermedios
(Figura 11.6.
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Monémero de actina

- %-mdw-mw

Figura I.6. Esquema del citoesqueleto.

La actina es una proteina que se asocia espontdneamente entref@hzaran
polimero lineal y helicoidal en presencia de ATP. Estos filamentos tienen importancia e
el movimiento de la célula y en la forma celular. Se agrupan en lazaeéular, que es
una zona que rodea, por dentro, la membrana plasmética (Perry et al., 1965; Maigeat et
1984; 1988).

Los microtUbulos estaformados por tubulina, en sus dos formasf, que al
unirse, forman un heterodimero, unidad basica de los microtubulos (Wilson, 1975). Su
forma principal esta dada por la agrupacion de 13 protofilamentos, que es ufitaldeya
heterodimeros, que se unen mediante GTP, sin consumirlo.

Los microtibulos son los encargados del transporte dentro de la célula, la
ubicacion de las organelas y la generacién de movimiento. El transporte mediado por
microtUbulos esta determinado por las proteinas denominadas dineinas y kinesinas.

Los filamentos intermedios estan constituidos por fibras unidas entre si por enlaces
hidrofébicos (al igual que las anteriores), encargados de generar la resisterdiganec
(Lazarides, 1982).
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I1l. Mecanismos de resistencia a la TFD

A diferencia de la quimioterapia y radioterapia, la TFD implica la coroldinale
dos agentes: los FSs y la luz. Algunos autores han inducido resistencia a la TFD
incrementando la dosis de FS (Mayhew et al., 2001; Singh et al., 1991) o tesislae
luz (Luna et al., 1991; Casas et al., 2006) y en ambos casos se encontré niveles similares
de resistencia.

Los mecanismos de resistencia atribuidos a los FSs son compartidos con los
mecanismos generales de resistencia, y pueden ser atribuidos a: (i) tasas diferentes d
captacion o eflujo deFS (ii) trafico intracelular alterado del FS, (iii) disminucion de la
actividad del FS, y (iv) aumento de la inactivacion del FS.

Cuando la fotoactivaciéon del FS ocurre, se forman ROS, y durante lag&tapa,
aumenta la inactivacién de las especies citotoxacasmvés de las enzimas antioxidantes
(Henderson etl.,, 1986; Gomer eal., 1996). Ademas las proteinas de shock térmico
juegan un rol de chaperonas intracelulares para otras proteinas, plegando y asist@endo e
estabilidad de su conformacién, previniendo un plegamiento no deseado y ayudando a
estabilizar proteinas parcialmente dafiadas (Shackidy 2002) y asi ayudar a reponér e
dafio causado por la TFD. En un segundo paso luego del fotodafio, ocurre un aumento en
la reparacion del dafio inducidgroteinas, membranas y aiin ADN. En esta misma etapa,
se induce a nivel génico, una respuesta de estrés luego de que ocurrié la TFDdeesulta
en la modulacion de la proliferacion, desprendimiento de las células del sustrato, e
induccion de las vias de supervivencia, ademas de otras multiples vias de sefalizacion
extracelular (Ruhdorfer et al., 2007).

Ademas, la TFD puede inducir hipoxia en los tejidos como resultado del dafio
vascular y del consumo de oxigeno, pudiendo ser éste otro factor en la aparicion de
células resistentes (Ruhdorfer et al., 2007)

La matriz celular y los componentes del citoesqueleto se han encontrado asociados
a los mecanimos generales de resistencia a drogas y en particular, existen svigesicia
rol en la resistencia a TFO'hompson et al., 1992)

Aunque la mayor parte de los mecanismos de resistencia a TFD ya han sido

descriptos para la quimioresistencia, en muchos casos, no existe resistenciaetrnegada
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la TFD y la quimioterapia (Casas et al., 2011) . Esta observacion esta apoyadxipor el é

de la combinacion de TFD con quimioterapia.

lll. 1. Adhesion celular, MEC y citoesqueleto en relacion a la resistencia a TFD

El comienzo de la resistencia a drogas de quimioterapia a menudo esta asociado
con la alteracion de la expresion de adhesion y los componentes del citoesqueleto
(Cianfriglia et al., 1991; Thompson et al., 1992).

Recientemente, se ha visto que la interaccion célula-célula y oftia-resulta
de la reorganizacion del citoesqueleto y la activacion de multiples vias de transduccién de
sefiales que directamente influyen en la supervivencia de la célula, el crecimlanto y
diferenciacion. Pruebas experimentales muestran que la activacién de vias anti-apoptoticas
iniciadas por la adhesién celular en las células tumorales, causan la resististii@os
tratamientos. El fendbmeno es conocido como resistencia a drogas mediada por adhesion
celular, en inglés, cell adhesion- mediated drug resistance (CAM-DR). Este mecanismo se
describié a partir de la observacion de que en algunos casos la adhesion in vitro de las
células a proteinas de la MEC protege de la apoptosis inducida por los agentes
guimioterapéuticos (Hayashi et al., 1995). Ademas se ha visto expresitanddé de
moléculas de adhesion en células resistentes a la quimioterapia.

Ademas de la quimioterapia, también la adhesién celular a proteinas de la MEC
mejora la supervivencia celular durante la radioterapia. De modo similar al mecanismo
CAM-DR, se ha dado en llanlay radioresistencia mediada por adhesion celular (CAM-
RR) (Cordes et al., 2003). La reduccion del tamafio de la célula y de la adhdssdn a
proteinas de la MEC se han encontrado frecuentemente asociadas con la reversion de la
radioresistencia en células que sobreexpresan integrinas unidas a quinasas (Cordes et al.,
2004).

Margaron et al. (1997) mostraron una disminucién en la adhesién en células
tratadas con BD-TFD. Ademas, se vio que la menor expresionfdmtegrina podria ser
la razon de la disminucion transitoria de la adhesion a colageno 1V, fibronectinania
y vitronectina de células de céancer de ovario humano OVCAR3 después de la
fotosensibilizacion con Verteporfin (Runnels et al., 1999).

La proteina de adhesion fibronectina y sus receptores de integrinas juegan un rol
importante en el desarrollo del tumor. Las células tumorales son menos adhesivas que las

células normales, lo que contribuye a la separaciéon de las células tumorales y a la
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metastasis. Rudhorfer et al. (2007) observaron regulacion negativa del gen de la
fibronectina luego de tratamiento con TFD-ALA de la linea celular de carcinoma
escamoso A-431Este hecho puede caracterizar el principio del redondeo de la célula que
termina en el desprendimiento de la célula del sustrato luego de una injuria. Camo efec
secundario a este proceso, se podrian facilitar la migracion in vitro y la mstestag.

Luego de PII-TFD en lineas celulares de carcinoma de colon, se encontré una disminucio
transitoria en la adhesion y en la expresion de moléculas de adhesion (Rousset et al.,
1999).

Segun algunos autores, la disminucion en la adhesion podria representar una
disminucién en el potencial metastasico de células de cancer tratadas con TFD. Sin
embargo, han sido reportados tanto el aumento (Momma et al., 1998) como la
disminucién (Casas et al., 2008) en la capacidad metastasica de las células givesobrev
a la TFD, y estas diferencias pueden ser atribuidas a los diferentes FSs, a tesldasis
al modelo celular empleado.

El efecto de la TFD sobre la adhesion celular ha sido motivo de controversias.
Algunos autores han encontrado disminucion mientras que otros encontraron aumento en
la adhesién de las células al plastico, la MEC y a las células endoteliales (Foualtier e
1994; Vonarx et al., 1995 Runnels et al., 1999). La TFD usando BPD inhibe la adhesién
celular sin alteracién de la expresion de integrinas (Margaron et al., 1997). Ademas, la
TFD reduce la invasion de las células del musculo liso y la migracién de los fibroblastos,
generando una barrera de la matriz frente a la invasion vascular de las célulasiasgra
inhibiendo la hiperplasia de la intima (Overhaus et al., 2000).

Sefales extracelulares, el desprendimiento celular y los procesos de cambios de
forma de la célula reciben o transmiten informacion via sefales intracelotares
p53MAPK, ERK1/2 o JNK. Sanovic et al. (2009) encontraron que las vias p38MAPK,
ERK, JNK y la via de sefalizacion de Ras impulsan la supervivencia y/o la apoptosis
después TFD con el FS Hipericina.

Los genes que codifican las integrinas 31, integrina 3 e integrina 6 son regulado
negativamente luego de l&D-Hipericina (Sanoviet al., 2009). Como consecuencia, se
observa una reduccion en la transduccion de sefales de la MEC y en la adhesiéencelula
la fase temprana del dafio fotodinamico que lleva a la detencion del cicla gelala
apoptosis. De manera similar, se encontrd6 regulacion negativa de los prealesiares
integrina 2 y B3 luego de la TFD- Hipericina en un modelo de cancer de mama (Buytaer
etal., 2008).
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Ha sido demostrado que las integrinas-31 desempefian un rol preponderante en el
desprendimiento celular del sustrato y en la induccion de apoptosis provocada por la
pérdida de E-cadherina después de TFD con Ftalocianina de Zinc (Galaz et al., 2005).
Esto refuerza la hipotesis del rol en la regulaciobn negativa de las integrinas en |
promocion de la separacion de las células y la apoptosis.

Uno de los blancos de la TFD es el citoesqueleto (Lee et al., 1995). Cualquier
perturbacion en este sistema puede llevar a la progresion tumoral y a la metastasis (Vonarx
et al., 1995).

La regulacién positiva de la familia Rho GTPasa 3 (RhoE) por la TFD-Hipericina
probablemente contribuye al proceso de separacion de células y el control de los cambios
de la actina del citoesqueleto, ya que esto inhibe las integrinas preseldssadhesiones
focales y la formacién de fibras de estrés de actina que rodean la(Séluicet al.,

2009).

En nuestro laboratorio hemos encontrado que las células resistentes a TFD-ALA
son menos invasivas y migratorias. Sin embargo estas células resistentes mostraron in
vitro un aumento de la unién de las proteinas de colageno | de la MEC, sin sobreexpresion
de la integrina B1, principal molécula involucrada en la unién de colageno | (Casas et al.,
2008). Ademas, los clones resistentes exhiben menor cantidad de fibras de estés, y un
desorganizacion de la actina cortical. También se observd desorganizacién de E-
cadherinap-catenina (proteinas de adhesién célula a célula) y vinculina (proteina asociada
al citoesqueleto) (Casas et al.,, 2008). La reorganizacion del citoesqueletday de
proteinas de adhesion puede establecer un correlato con el bajo fenotipo metastatico
hallado.

La vimentina es una proteina principal del citoesqueleto, y es degradada en
respuesta a varios inductores de la apoptosis (Hashimoto et al., 1998; Casas et al., 2008).
Se ha visto que la vimentina confiere la resistencia a la TFD por disminucion de la

translocacion de la caspasa-3 (Belichenko et al., 2001).

lll. 2. Mecanismos de resistencia a TFD asociados a oncogenes

Las proteinas de la familia Ras comprenden un grupo de pequefas proteinas que se
unen a GTP, y juegan un rol esencial en el control de la actividad crucial \dadate
sefalizacion que regulan la proliferacion celular normal (Barbacid, 1987). Mutaciones en

las proteinas Ras producen defectos en la actividad de GTPasa y en laidactiva
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constitutiva de las sefales rio abajo. Alrededor del 20 al 30% de los tumores humanos
presentan activacion constitutiva de alguna de las proteinas da la familia Raal lo
demuestra la importancia de esta via de sefializacion durante la carcinogénesis.

La activacidon constitutiva de Ras influye considerablemente en varios aspectos del
fenotipo maligno, incluyendo alteraciones del crecimiento tumoral, e influyendo en los
procesos de invasion y metastasis (Barbacid, 1987; Downward, 2003). En este sentido,
esta descripto que la sobrexpresion de las proteinas Ras esta involucrada en la resistencia a
la muerte celular (Santibanez and Hurtado, 2005; Wakabayashi et al., 2007).

Ademas, existe una asociacion entre resistencia a radioterapia y la activeacion d
varios oncogenes, incluyendo Ras (Jones et al., 2001). Por otra parte, la inhibicién de Ras
aumenta la radiosensibilidad. Se ha postulado que rio abajo de la via de Ras ptidria exis
un blanco importante para mejorar la radioterafthbloqueo de PI3 kinasa aumenta la
respuesta a la radiacion in vitro o in vivo en células activadas por estaséaadieacion.

Por otra parte, se ha encontrado una alta proporcién de tumores con AKT fosforilado,
(blanco rio abajo de PI3 kinasa), en pacientes que mostraron resistencia a radioterapia
(McKenna & Muschel, 2003).

Recientemente se ha avanzado en la elucidacién de las vias de sopervive
celular mediadas por adhesién, y se han identificado diversos mediadores tales como Ras,
involucrados en los procesos de CAM-DR (Schmidmaier & Baumann, 2008).

En relacién a la TFD, Espada et al. (2009) han descripto que la activacion
oncogénica de H-Ras en queratinocitos murinos PAM212 puede prevenir la muerte
celular, debido a la pérdida de adhesién mediada por E-cadherina. El fotodafio inducido
por la TFD en células PAM212 con Ftalocianina de Zn, un FS que actia sobre complejos
de adhesion mediados por E-cadherina, fue inhibido en células que expresaban

constitutivamente H-Ras.
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IV. El rol de la vasculatura en la TFD

Un aspecto importante de la fotosensibilizacionl esl@e la vasculatura. La TFD
causa la destruccion de las células tumorales por toxicidad directa via apoptosis 0 necrosis,
0 por induccion de hipoxia celular como resultado del colapso de la microcirculacion
tumoral. Dicho colapso puede ser inducido por fotodafno al endotelio vascular o bien por
la liberacion de sustancias vasoactivas. Ademas, otro mecanismo alternativo, para la
modulacién del crecimiento celular es la activacion del sistema inmune (Nowis, 2005)

In vivo, la preferencia del blanco vascular versus el tumoral es altamente
dependiente de la distribucion relativa &8 en cada uno de esos compartimentos. Esta
distribucion esta dada por las propiedades farmacocinéticas desdog la eficiente
manipulacion de los intervalos de droga-luz durante el tratamiento de la TFD. La TFD
usada con intervalos cortos de exposicion al FS tiene como blanco la vasculatura del
tumor, debido a que confina la localizacion del FS a los vasos sanguineos. En aambio
FS que se ilumina a tiempos largos luego de su administracion sistémica puede inducir
mayor dafio en las células tumorales que las vascularesie alcanza a distribuirse en
los compartimientos de las primeras (Chen et al., 2006).

Chen et al. (2008) proponen que el mecanismo prindpalafio fotodinamico es
vascular. A pesar de que estudios in vitro demastranuerte tumoral directa, se ha
sugerido que la vasculatura tumoral seria una de las esigintés dafiadas en la TFD (Star
et al., 1986; Gomer et al., 1988). La destrucci@versible de la vasculatura del tumor se
cree que es principalmente responsable de laafleatide la TFD en tumores solidos ya
sea empleando Photofrin u oteéSs como el ALA, porficenos, etc. Se considera que los
FSs de alto peso molecular, que se localizan en elcasfntravascular, serian los mas
eficientes en este aspecto (Abels, 2004).

Las células tumorales sufren de por si de unadaltautrientes y aporte de oxigeno
debido a la debilidad de su vasculatura, por lo sueden ser mas vulnerables al dafio
vascular que las células normales; éstas Ultimasceperarian mas rapidamente del efecto
fotodinamico. Sobre estas bases se comenzo la aplicac@T BB la lesiones proliferativas
vasculares tales como la neovascularizacion de ilsarérummenauer et al., 2005). El
proceso antiangiogénico post TFD como consecuencia del colapso de la vasculatura es
fundamental en la respuesta final al tratamiento antitumoral (Gomer et al., 2006; Busch,
2006; Chen et al., 2006).
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Sin embargo, existen evidencias acerca de un rol pro-angiogénico de I®diD.
ejemplo, se ha reportado que la TFD basada en Photofrin (PII-TFD) induce la expresion de
factores angiogénicos tales como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y
que la combinacion de la TFD con terapias antiangiogénicas aumentan la efectividad del
tratamiento (Ferrario et al., 2000).

Ademas, empleando co-cultivos de células endoteliatamorales, se vio que estas
dltimas producen factores angiogénicos que inducerprddiferacion de las células
endoteliales, con un consecuente aumento en labBielasl a la TFD con ftalocianinas
(Yang et al., 1994).

En este sentido, se ha visto que el consumo fotoquimico del oxigeno generado por
la TFD limita la eficacia de esta modalidad terapéutica (Douglass et al., 1983) y que
promueve la angiogénesis mediada por hipoxia a través de la participacion del Factor
Inducible por Hipoxia (HIF). Estudios recientes han sefalado a la TFD como inductora del
HIF en estudios in vitro (Ji et al.,, 2006, Mitra et al., 2006), probablemente debido al
consumo fotoquimico de oxigeno y al estrés oxidativo generado (Ferrario et al., 2000,
Ferrario et al., 2000). En este sentido, HIF actia como mediador clave de losnfenome
promovidos por los cambios de oxigenacion, donde intervienen todos los componentes del
complejo microambiente tumoral: macrofagos y células estromales, tumorales y
endoteliales, embebidos en una matriz extracelular. Se ha visto que los fibroblastos
asociados al cancer en muchos casos comprenden la poblacion preponderante en el
estroma tumoral y se han relacionado con un aumento en la progresion del tumor,

angiogénesis y metastasis (Hanahan et al., 2011).

VI.1. ALA-TFD y vasculatura

Se sabe que las células endoteliales pueden generar una cantidad sigrifécativa
PpIX a partir de ALA. Peng et al., demostré a principios de 1992 que las mitocondrias de
las células tumorales y de células endoteliales, al igual que la laminaddaalparedes
vasculares debajo del endotelio del tejido tumoral, eran extensamente destruidas en
etapa temprana luego de la administracion sistémica de ALA-TFD. A partir de estos foco
dafados, se observd una severa necrosis de las células tumorales circundantes como
producto del dafio mitocondrial tumoral y vascular

Wyld et al. (1997) concluyeron que aunque las células tumorales generan mas

PpIX que las células vasculares luego de una administracion sistémica, la ALA-TFD
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puede ejercer algunos efectos sobre la microcirculacion del tejido tratado, por toxicidad
directa del endotelio y del muasculo liso de las células vasculares y esta topicethed
incrementarse por el microambiente del tumor. Se observo también in vitfecin e
fotodindmico, de ALA-TFD en cultivos de células primarias de endotelio de vena
umbilical humana (HUVEC) asi como también en lineas celulares endoteliales
inmortalizadas dda microvasculatura dérmica (HMEC-1) (He et al, 1995; He et al.,
1996).

Sin embargo, se podrian presentar algunas diferencias en términos de respuesta a la
fotosensibilizacion en las células endoteliales, dependiendo E®lempleado. Por
ejemplo, células MEC de cultivos primarios de hemangiomas fueron mas sensibles al

tratamiento de TFD con PIl que con PplX generada a partir de ALA (Chang et al., 1999)

IV .2. Tratamiento fotodinAmico de lesiones no cancerosas vasculares

La proliferacion de las células del musculo liso es el principal componente de
restenosis luego de una angioplastia. La selectividad de algunos FSs de uso en TFD por
los tejidos en proliferacion hizo factible la propuesta de usar el tratamiento fotodinamico
en la profilaxis de restenosis inmediatamente luego de una angioplastia, sin efectos
secundarios sistémicos del FS (Gonschior et al., 1991).

Por otra parte, las placas ateromatosas pueden ser tratadas con TFD usando
diversos FSs, los cuales se acumulan selectivamente en tejidos ateroescleréticos (Tang et
al., 1993; Hsiang et al., 1993; Dartsch et al., 1994; Saito et al., 1996). La incorporacion
preferencial del FS a las placas ateromatosas esta favorecida por su asociacién con la
lipoproteinas plasmaticas (Allison et al., 1997).

Otro nuevo uso de la TFD a nivel vascular es el de la trombosis fotoquimica con el
objetivo de ocluir la vasculatura del ojo en la zona de la retina o coroides con fines
terapéuticos (Wilson et al., 1991).

DistintosFSs han sido empleados en la TFD de lesiones oftalmoldgicas tales como
la NVC secundaria a la DMRE, lesiones NVC subfoveales ocultas, NVC por miopia
patoldgica, por histoplasmosis ocular y por causas idiopaticas (Schmidt-Erfurth et al.,
1999, Maddula et al., 2011, Matsuo et al., 2011)

La TFD se puede usar también en el tratamiento de las manchas de nacimiento

llamadas mancha en vino de Oporto, ya que la misma puede actuar sobre las células
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endoteliales y producir la muerte de vasos capilares anormales debajo de la epidermis
(Zhao, 2011).
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OBJETIVO GENERAL

- Mejorar la eficiencia de la Terapia FotodinAmicanyphar el conocimiento sobre sus

aplicaciones.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Estudiar la selectividad del pro-FS ALA por lasutss tumorales en un modelo de linea
celular normal/tumoral (linea normal HB4a y su contrapartida tumoral transfectada co

el oncogén Ras, HB4a-Ras).

- Estudiar la selectividad de un panel de FSs en el modelo de HB4a/HB4a-Ras
comparando su acumulacion y localizacién subcelular y establecer una correlacién

con la respuesta al dafio fotodinamico.
- Elucidar los mecanismos de resistencia a la TFD en estas células que sobrexpresan
Ras, con énfasis en el estudio de las proteinas de citoesqueleto, proteinas relacionadas

con mecanismos de resistencia y la adhesion celular.

- Poder predecir si los tumores que expresan Ras serian respondedores a la TFD con
diversos FSs.

- Estudiar las alteraciones sobre el citoesqueleto inducidas por el tratamiento

fotodinamico en las células HB4a y HB4a-Ras.

- Estudiar el rol de la vasculatura en el tratami¢atodinamico con el pro-FS ALA y

otros FSs.

- Analizar la respuesta al tratamiento fotodinAmicoitioxcon ALA y con otros FSs en

una linea de endotelio vascular.

- Comparar la respuesta a la fotosensibilizacion amteelinea de endotelio vascular y

varias lineas tumorales y normales tales como tjouecéos y células de mama normal,
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con el objeto de estudiar in vitro la selectividial tratamiento fotodinamico por las

distintas estructuras tisulares

Elucidar cudles serian los FSs que serian més atdtecipara la TFD de lesiones

vasculares y cudles para el tratamiento de lesionewales.

Estudiar cual es el blanco preferencial (vascultunaoral) de la TFD in vivo en un
modelo de adenocarcinoma murino transplantadasiieamente.
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MATERIALES Y METODOS
|. Fotosensibilizantes

Se usaron Verteporfin liposomada (Conifarma, Argentina), Clorina e6 (Ce6)
(Frontier Scientific Inc, Logan, USA) meta-tetrahidroxifenilclorina (m-THPC) Foscan®
de Biolitec Pharma Itd., Irlanda y Photofrin [I® (PII) de QLT Therapeutics, USA. ALA,
Merocianina 540 (MC540) y 3,6-Bis(dimetilamino) Acridina (naranja de acridina) (NA)
de Sigma, UK.

Para los estudios in vivo los FSs se emplearon en sus respectivas dosis y vias de
administracion y se vehiculizaron en dextrosa como solvente.

Para estudios in vitro Ce6 se disolvio en dimetil sulfoxido (DMSO)-agua destilada,
tal que la concentracion final de DMSO en contacto con las células fue menor de 0,1%. El

resto de los FSs se disolvieron en agua destilada.
Il. Lineas celulares
1.1 LM2

Es la linea que deriva de un adenocarcinoma mamario originado espontaneo en un
ratbn BALB/c (Galli et al., 2000). Las células se cultivaron en medio minimo esencial
Earle (MEM) suplementado con L-glutamina 40 pg/ml, gentamicina y 5% de suero fetal
bovino (SFB). Se incubaron para su crecimiento a 37 °C en atmésfera conteniendo 5%
CO,. Se inyectaron 5.2@élulas en el flanco subcuténeo izquierdo de ratones BALB/c.

1.2 HB4a y HB4a-Ras

La linea celular HB4a es una linea clonal, no transformada ni tumorigénica y
deriva de tejido epitelial luminar de mama normal, cuya inmortalizacion fue obtenida por
transfeccion del antigeno LT del virus SV40 (Stamps et al., 1994).

Su derivada tumoral, HB4a-Ras, transfectada con el plasmido pEJ, contiene 6,6Kb
del genoma del oncogén H-Ras (Val/12 Ras) (Harris et al., 1995).

Ambas lineas fueron provistas por el Profesor O"Hare del laboratorio de Cancer ae mam

del University College London, UK.
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Las células fueron cultivadas a 37°C en una atmosfera de 5% gdeeC@edio
RPMI 1640 suplementado con L-glutamina 40 pg/ml, 10% de SFB, 5 pg/ml de
hidrocortisona y 5 pg/ml de insulina. Se cheque6 periddicamente la expresion del oncogén
H-Ras por Westernblot empleando un anticuerpo primario anti H-Ras (259) sc-35 de Santa

Cruz Biotechnology, Inc y un secundario anti-rata de Jackson Immuno-Research, USA.

1.3 HMEC-1

Linea de endotelio microvascular de dermis humana cedida por el Dr. E. W. Ades
del Centers for Disease Control and Prevention (Atlanta, USA). Estas células se
inmortalizaron por transfeccién con un pldsmido que contiene la regién codificante del
antigeno largo T del virus SV40 (Ades et al., 1992). Las células crecieron enbasaio
EBM-2 (Lonza, USA) suplementado con factores de crecimiento: hidrocortisona, 10%
SFB, hEGF, VEGF, hFGFB, R3-IGF-1, &cido ascérbico, heparina y gentanflicnza,

USA), en estufa con GB% a 37°C. (Células cedidas por el Instituto Roffo)

1.4 PAM212

Linea de queratinocitos murinos transformados espontdneamente cultivado en
medio RPMI-1640 (Gibco BRL, Life Technologies Ltd., Paisley, UK) con L-glutarfi
mM y suplementado con 5% de SFB.
[1.5 HaCat

Linea de queratinocitos humantvansformados espontdneamente cultivado en
medio RPMI-1640 (Gibco BRL, Life Technologies Ltd., Paisley, UK) con L-gluta@ina
mM y suplementado con 5% de SFB.
1.6 MCF-7

Linea de carcinoma mamario humano, cultivado en medio RPMI-1640 (Gibco

BRL, Life Technologies Ltd., Paisley, UK) con L-glutamina 2 mM y suplementado con
10% de SFB.
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I1l. Determinacion del nidmero de células

El nimero de células sembradas por pocillo y elerdnde células empleado en la
relativizacion de los valores de fluorescencia gatalar se determind por conteo de células

viables, incubadas en presencia del colorante atakdlusion azul Tripan.

IV. Cuantificacion de porfirinas intracelulares sintetizadas a partir de ALA

Las células se incubaron con ALA en medio sin suero. Las porfirinas
intracelulares, se extrajeron con HCl 5%. Las porfirinas liberadas al medio, se
cuantificaron por el agregado directo de 2 ml de HCI 5%. Estas condiciones resultaron ser
Optimas para una extraccion completa de porfirinas. Las mediciones se reaizaron
espectrofluorometro Pekin Elmer LS55, utilizando una longitud de onda de excitacion de
406 nm y de emisién de 604 nm, y empleando PplX (Porphyrin Products, Logan, Utah,
USA) como estandar de referencia.

V. Cuantificacion de FS intracelular por extraccion quimica

Las células se incubaron con los distintos FSs en medio de cultivo sin suero. Los
tiempos de exposicidon al FS se fijaron de manera tal de obtener una fluorescencia
intracelular de al menos 3 veces mayor que los valores basales de autofluoreSstscia.
tiempos fueron entre 2 y 3 hs de incubacién.

Las concentraciones maximas empleadas se determinaron en funcion de aquéllas
qgue no mostraron citotoxicidad en oscuridad, en ensayos de MTT.

Los FSs se extrajeron de las células por diferentes acidos o solventes luego de 3
lavados con buffer fosfato salino (PBS). La fluorescencia obtenida se cuaetifiot
fluorometro Perkin Elmer LS55 empleando las longitudes de onda de luz de maxima
excitacion y emision para cada FS (Tabla 1). Los solventes empleados se tomaron de la

literatura (ver referencias en la Tabla 1).
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Tabla 1: Condiciones de extraccion de FS intracelular

PIl Verteporfin MC540 NA m- THPC Ceb
T de Incubaciq 2 3 2 2 3 3
(hs)
5% HCI| MeOH:H,0 EtOH: Ac. MeOH: Ac. | MeOH:DMSO | MeOH
Solvente (2:2) Acético:H,0 Acético:H,0 (4:1)
(70:5:25) (70:5:25)
A de excitacion 406 420 520 500 423 405
[nm]
A de emision 604 690 580 592 657 570
[nm]
Referencias |Casas et ¢ Casas et al. Rundquistetg Rundquist et g Caietal. | Hamblin et
2001 2002 1984 1984 1999 al. 2000

VI. Tratamiento de TFD

Para llevar a cabo los tratamientos fotodinamicos, las células se sembraron en
placas de 6 pocillos, y se expusieron en medio sin suero a los FSs al pro-FS ALA&, durant
los tiempos indicados en cada capitulo. Seguidamente las células se irradiarts duran
distintos periodos de tiempo, desde abajo y a una distancia de 20 cm de la fuenta.lumini
Luego de la irradiacion el medio fue sustituido por medio con suero y sin FS. Las células
se incubaron otras 19 hs a 37° C para permitir que ocurra el fotodafio, y se ddeermind
viabilidad del MTT (3-(4,5- tiazol-2H)-2,5-

difeniltetrazoliobromuro).

por el ensayo dimetil

VI.1 Fuente de luz

Se emplearon dos tubos fluorescentes (Osram L 36 W/10) que producen un
espectro de luz entre 400 y 700 nm, con una radiacion maxima a 600 nm. Las placas con
las células se ubicaron sobre una lamina de vidrio a 20 cm de la fuente luminica. La
potencia de luz emitida se midié con un radiometro Yellow Springs Kettering modelo 65
(Yellow Spring, HO, USA). Se utilizaron dosis de energia variables entre 0,2 y 120
mJ/cnf para FSs y hasta 1000 mJfcpara el pro-FSs ALA (dichas dosis se variaron
modificando los tiempos de exposicion a la luz) y la densidad de potencia fue de 0,5
mwi/cnf.
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VI.2 Ensayo de viabilidad de MTT

La fototoxicidad y toxicidad en oscuridad de los FSs se determind mediante el
ensayo de MTT (Denzinot & Lang, 1986), método basado en la actividad de las
dehidrogenasas mitocondriales, el cual se ha demostrado que se correlaciona bien con
otros métodos de evaluacién de toxicidad fotodinamica, tales como el ensayo de
formacién de colonias (Evans et al., 1997). Luego de los tratamientos, gé agreada
pocillo, 0,5 mg/ml de MTT de Sigma-Aldrich (Poole, UK), y las placas se incubaron a 37°
C durante 1 h. Como resultado se obtuvieron cristales de formazéan, que se disolvieron en
DMSO vy la absorbancia de la solucion obtenida se cuantific6 a 560 nm en un lector de
placas (Spectra Count, Packard USA).

V1.3 Dosis letal 50

Se defini6 la dosis letal 50 (3§ como la dosis de luz expresada en m3/que

produce el 50% de muerte celular.

VII. Experimentos de localizacion subcelular de los FSs

Las células se sembraron en placas de 6 pocillos conteniendo cubreobjetos. Luego
de 48 hs las células se incubaron en medio sin suero con los diferentes EBsloclis
tiempos de incubacion y concentraciones de acuerdo a los experimentos de acumulacion
intracelular de FS (descriptos en el punto V de Materiales y Métodos).

Se realizaron 3 lavados con PBS, y se montaron en fresco los cubreobjetos con las
células, sobre unas gotas de PBS. La emision de fluorescencia emitida por $&s FSs
observé inmediatamente en un microscopio confocal (Nikon D-Eclipse C1, IBYyME,
Fundacion Sales) empleando excitaciones de 488 nm y 544 nm, usando filtros de emision
bandpass de 515/30 nm y longpass de 570 nm. Se observo la autofluorescencia de las
células sin tratar con FSs.

Se confirmaron los sitios subcelulares de localizacion subcelular empleando los
marcadores especificos para organelas: mitotrackers (marcadores mitocondriales),
lisotrackers (marcadores lisosomales) y los esfingolipidos fluorescentes NBD y BODIPY

(marcadores de aparato de Golgi), todos de Molecular Probes, USA.
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VIII. Tinciébn con azul de Toluidina

Para la observacién de la morfologia, luego de ser fijadas en metanol frio, las
células se tifieron con azul de Toluidina durante 30 segundos, y luego de dejar secar se

montaron en DePeX y se observaron en microscopio optico.

IX. Ensayos de inmunofluorescencia

Para los ensayos de inmunofluorescencia las células cultivadas sobre cubreobjetos
se fijaron en paraformaldehido 3% durante 15 minutos. Las muestras se rehidrataron en
PBS y se permeabilizaron con Triton X-100 1% durante 10 minutos. Luego se incubaron
con los anticuerpos primarios durante 1 h a 37°C. Se utilizaron los anticuerpos primarios
anti E<adherina, vinculina y a-tubulina de raton (Santa Cruz Biotechnology Inc) diluidos
1:50 6 1: 100.

Seguidamente se lavaron las células con PBS y se incubaron con anticuerpos
secundarios anti-lgG de ratdon acoplados a compuestos fluorescentes (Alexa-488, de
Molecular Probes) (1:500 en 0,1 % de seroalbumina bovina (B$Afinalmente se
lavaron nuevamente con PBS. Se realizaron contratinciones nucleares con Hoechst 3325.
Las muestras se montaron sobre Prolong para su observacion.

Para la deteccién de F-actina, las células se incubaron con TRITC-Faloidina (1:500
de 1 mg/ml en 0,1 % BSA) durante 30 minutos a 37°C y luego se realizaron lavados con
PBS. Los preparados fueron montados en los portaobjetos con Prolong.

La observacion microscopica y fotografica se realizO en un Microscopio de
Fluorescencia Olympus BX61, equipado con una lampara de Mercurio HBO 100 W y los
correspondientes filtros para microscopia de fluorescencia: azul (450-490 nm, filtro de
excitacion BP 490) y verde (545 nm, filtro de excitaciéon BP 545). Ocasionalmente se
empled un Microscopio Confocal (Nikon D-Eclipse C1, IByME, Fundacion Sales) para
ver detalles estructurales, empleando excitaciones de 488 nm y 544 nm, usando filtros de

emisién bandpass de 515/30 nm y longpass de 570 nm.
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X. Ensayos de Westernblot

Las células fueron lisadas en buffer conteniendo 50 mM Tris (pH 7,4), 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 10% glicerol, 1% Nonidet P-40, 0,1% SDS, 1 mM
Mg.Cl, 1 mM PMSF, 10 pg/ml leupeptina, 5 pg/ml pepstatina, 5 pg/ml aprotinina, 1 mM
ortovanadato de sodio y 25 mM NaF. El lisado se centrifugé a 12000 x g durante 30
minutos a 4°C y las proteinas retenidas en el sobrenadante fueron cuantificadas usando el
kit comercial del acido bicinconinico de Bio-Rad (Richmond, CA). Las proteinas se
desnaturalizaron por hervor en buffer Laemli con 3-mercaptoetanol 5% y se separaron por
SDS-PAGE. Se transfirieron de los geles a membranas de PDVF Immobilon-P (Millipore,
Bedford, MA, USA) y se bloquearon toda la noche a 4°C con leche descremada 5% en
buffer Tris pH 7,6 conteniendo Tween 20 0,05%. Luego las membranas se incubaron 1 h a
temperatura ambiente con los anticuerpos primarios especificos anti E-cadherina (1:200),
anti a-tubulina (1:1000) y anti vinculina (1:400) de ratén, anti survivina (1:300) de conejo,
anti Ras de rata (1: 300), anti Integrina B1 de raton (1:200) (Santa Cruz Biotechnology,
Inc), anti Integrina B3 de raton (1:200) (Millipore) y anti MDR-1 de raton (1:200)
(Chemion International Inc) y B-tubulina (1: 70.000) (Santa Cruz Biotechnology, Inc),
diluidos en buffer de bloqueo. Los anticuerpos secundarios anti ratén, conejo o rata fueron
de Vector Laboratories, Burlingame, CA, diluidos en PBS-Tween 20 0,1% Yy se incubaron
1 h a temperatura ambiente. La deteccion se llevd a cabo con un sistema de
quimioluminiscencia (ECL Plus Healthcare UK limited, Buckinghamshire, UK). Las

bandas se cuantificaron en un densitometro luego de ser escaneadas.

XI. Ensayos de adhesion a proteinas de BC

Para este tipo de ensayo se usaron placas de 96 pocillos, las cuales se incubaron
toda la noche a 4°C con las siguientes proteinas @T: Mibronectina, vitronectina,
laminina, colageno | y IV disueltos en PBS pH 8,8. Una hora antes del experimento, se
descartaron los ligandos y se bloguearon los sitios de pegado inespecifico con una
solucion de 0,5% BSAComo control negativo de adhesién inespecifica, se emplearon
pocillos cubiertos con una solucién de 40 pg mé BSA en las condiciones descriptas
previamente.

Las células (5 x Tanl™) se tripsinizaron y se sembraron en medio con BSA sobre

los pocillos cubiertos con las proteinas de®/4 se incubaron durante 30 minutos a 37°C.
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Las células se lavaron tres veces con PBS, seguidamente se fijaron con metanol frio
durante 15 minutos y se tifieron con cristal violeta 0,5%. Las células adhereri€ssa M
cuantificaron por absorbancia a 560 nm después solubilizacion en SDS 2%. Los

experimentos se realizaron por cuadruplicado.

XIl. Ensayo de TFD de células en suspension

Las células se sembraron en frascos de cultivo, y se expusieron a los FSs en las
concentraciones y tiempos optimizados previamente. Seguidamente, las células se
tripsinizaron, se centrifugaron, se sembraron en placas de 6 pocillos y se irradiaron en
suspension con distintas dosis de luz. Cada 3 min las células se agitaron para evitar su
adhesion al plastico. Luego de finalizar la irradiacion, se dejaron adherir en estufa hasta el

dia siguiente y se cuantificaron por el método del MTT.

XIII. Determinacion de proteinas celulares

Las células se lavaron 3 veces con PBS y se mantuvieron en presencia de NaOH
1IN durante una noche. Luego se realizé el ensayo de Lowry (Urtregerl®Od)., y se
cuantificé la absorbancia a 750 nm. Las proteinas se calcularon a partir de una curva

estandar realizada con BSA.
XIV. Crecimiento celular y tiempo de duplicacion celular

Se sembraron 7.1@ells/ml en placa de 24 pocillos por triplicado. Cada 2, 24, 48y
72 hs, las células se contaron en camara de Neubauer. El tiempo de dupli¢aleibsece
estimoéenel punto medio de la fase exponencial de la curva de crecimiento.
XV. Tratamiento estadistico

Los valores en las figuras y tablas correspondientes a los experimentos in vitro son
expresados como la media * los desvios estandar. Se realizaron al menos 3 experimentos

por duplicado. Se utilizo el t-test de Student desapareado. Las diferencias searomnside

estadisticamente significativas cuando p<0,05.
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XVI. Experimentos in vivo

XVI.1 Animales

Se emplearon ratones machos y hembras de la celp@/88e 2 meses de edad y
de 25 a 30 g de peso. Se les suministré agua y aocaddibitum. Los ratones tratados
portaban un adenocarcinomM2 (Hospital Roffo) originado por inyecciéon subcutanea d

células LM2 entre 10 y 15 dias antes de comenzar la TFD.

XVI.2 Procedimiento de Terapia Fotodindmica in vivo

Los ratones se rasuraron en la zona tumoral y séeai@@en con una mezcla de
xilazina/ketamina. Se procedio a la irradiacioradeona tumoral haciendo incidir la fibra
Optica del laser Lumiia de 635 nm a una distancid@ dedd raton, cubriendo un area de
iluminacién de 1 cm de diametro. Se probaron desipotencias y tiempos de iluminacion,
y se fijaron como optimos, los tiempos de irradiaciér2@emin con una potencia de 620
mW.

Figura Procedimiento de iluminacién

Los FSs inmediatamente de ser resuspendido en dextrosa, se administraron en las
dosis y vias indicadas en la Tabla 2. Los tiempos de espera antes de prolzeder a

iluminacion se tomaron de la literatura.
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Tabla 2: Esquemas de fotosensibilizacién in vivo.

FS Dosis Solvente | Via |Tiempo pre-iluminacion
1 | Verteporfin |2 mg/raton dextrosg i.v. |15min (Chen et al., 2005)
2 |Verteporfin |2 mg/ratén dextrosa i.p. |1 hora (Chen et al., 2005)
3 | Verteporfin |2 mg/raton dextrosg i.v. | 3 horas (Chen et al., 2005
4 |Verteporfin |2 mg/raton dextrosg i.p. | 3 horas (Chen et al., 2005
5 |Foscan 5 ul/ratén dextrosa i.p. |72 horas (Ris et al., 1999)
6 | Photofrin 0,75mg/ratoy dextrosa i.p. |24 horas (Hajri et al., 2002)

i.v.: intravenoso; i.p.: intraperitoneal

XVI1.2.1 Laser de 635 nm

Para las irradiaciones in vivae empled un laser Lumiia de fabricacion nacional
acoplado a una fibra éptica con difusor plano. La longitud de onda emitida es de 635 nm
+0.25% (rojo), con una potencia variable entre 10 a 2500 mW £3% Resol. 10 mW, modo

de exposicién continuo, y apertura numérica 0,22.
XVI.3 Estudios histolégicos luego de TFD in vivo

Luego de 30 min, 3, 6, 24 6 48 hs de la TFD, los ratgeesacrificaron y se
extrajeron los tumores junto a la piel circundantes tejidos se fijaron en formol, se
incluyeron en parafina, se cortaron en secciones @erl§ se tiieron con hematoxilina y
eosina. Se analizé la presencia de necrosis tupeadcular, dafio epidérmico y dérmico,
infiltrados linfociticos y zonas viables de tumor.

XVI1.4 Seguimiento de crecimiento tumoral post-TFD in vivo

Luego de la TFD se evalud la regresion tumoral argdi medicién con calibre

digital. Se empled la formula de volumen tumoral: 0.58kb¢, donde ab, y ¢ son 3
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medidas ortogonales del tumorLos ratones se sacrificaron a las 24 6 48 hs y se
procesaron los tumores para estudios histolégicos. Algunos ratones se emplearon para
observar regresion tumoral o recrecimiento durante 10 dias luego de la TFD. Se
sacrificaron cuando el volumen tumoral fue del 20% del peso inicial del raton, décacue

con las normas de ética vigentes (UKCCCR, 1988
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RESULTADOS

I. Resistencia de las células transfectadas con el oncogén Ras a la Terapia

fotodinamica mediada por ALA

En la primera parte de esta Tesis decidimos estudiar la selectividad de la ALA-TFD
por las células tumorales empleando el modelo del par celular normal/tumoral HB4a y
HB4a-Ras. Sin embargo, nos encontramos con que las células tumorales transfectadas con
Ras eran mas resistentes a la TFD que su contrapartida normal, por lo cual decidimos
investigar en los dos Capitulos siguientes las posibles razones para explicar este fenomeno

de resistencia.

I. 1 Caracterizacion de las células HB4a y HB4a-Ras

En esta serie de experimentos que nos llevan a evaluar la sintesis de porfirinas a
partir de ALA y su sensibilidad al tratamiento fotodindmico, como primer paso, hemos
caracterizado al par de lineas en estudio, HB4a y HB4a-Ras.

La Tabla I.1 muestra que las células HB4a-Ras crecen mas rapido que las
parentales HB4a. El tiempo de duplicacion celular para las células transfectadas con Ras
es de 32 = 2 hs mientras que en la linea parental es de 48 + 5 hs. Adetods| MTT
como también el contenido de proteinas es significativamente mas alto en las lineas

celulares transfectadas con Ras.

Tabla I.1: Caracteristicas de las células HB4a y HB4a-Ras

HB4a HB4a-Ras
Tiempo de duplicacion celular (hs) |48 5 3212
Actividad del MTT (Absseg)/10° cél 0,183 + 0,012 |0,274 +0,025
Contenido de proteinas (pg/cel) 18,4+1,3 28,9+1,7

Media £ DS; n= 4
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Teniendo en cuenta estas diferencias en el crecimiento celular, hemos decidido
sembrar las células HB4a en una densidad mas alta que las HB4a-R4sHB440
cél/mly 5x10 HB4a-Ras cél/ml) para llevar a cabo los experimentos.

Las células se emplearon para la sintesis de porfirinas y para el estudio de ALA-J&D lue
de 48 hs de la siembra, y bajo estas condiciones, la viabilidad determinada por el método

del MTT se encuentra dentro de un rango de linealidad.
I.2 Sintesis de porfirinas a partir de ALA en células HB4a y HB4a-Ras

La sintesis de porfirinas en las células HB4a-Ras alcanza el plateau coh ALA
mM, mientras que las producidas por las HB4a alcanza un pico a 1 mM pero luego cae
abruptamente a partir de 2 mM (Figura 1.1) producto de la toxicidad del ALA elinesta

La maxima cantidad de porfirinas producida por las células HB4a es de 18,4
ng/10 y 29,1 ng/10en las células HB4a-Ras.

Es decir, que las células transfectadas con Ras producen un 50% mas de porfirinas
que las células parentales.
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Figura 1.1: Produccién de porfirinas en funcién de la concentracion de ALA en las células HB4a
y HB4a-Ras

Se sembraron 8xt@élulas HB4a /ml y 5x10células HB4a-Ras /ml. Luego de 48 h, se incubaron por 3 h en
presencia de diferentes cantidades de ALA Los niveles de porfirinas inkaaese se determinaron

fluorométricamente y se normalizaron por el nimero de células presentexipigpuel experimento

Se midio la viabilidad celular luego de 3 hs de exposicién al ALA por el método
del MTT. La Tablal.2 muestra que en las células HB4a hay una notable toxicidad a
concentraciones de ALA mayores a 4 mM, mientras que en células HB4a-Ras soélo a

concentraciones de 8 mM se produce una leve toxicidad.
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Tabla I.2: Toxicidad en oscuridad del ALA evaluada por MTT

HB4a HB4a-Ras
Control 100% 100%
ALA1 mM 100% 100%
ALA 2 mM 98% 100%
ALA 4 mM 53% 100%
ALA 8 mM 27% 75%

Células HB4a y HB4a-Ras expuestas 3 hs a distintas concentraciones. da Aabilidad se expresé como

porcentaje del control sin ALA

Se analizé la sintesis de porfirinas en funcién del tiempo en ambos tipos celulares,
en presencia de distintas concentraciones de ALA, para verificar las diferencias en la
produccioén de PplX en diversas condiciones experimentales.

La produccién de porfirinas en el tiempo a partir de ALA 1y 2 mM es lineal para
ambos tipos celulares a lo largo del tiempo estudiado (Fig)raPor el contrario, a las 8
hs se produce un plateau en la sintesis de porfirinas en el rango de concentracién de ALA
de 0,05- 0,6 mM en ambas lineas celulares. Se cree que estesd dgbtamiento del
sustrato a concentraciones menores a 1 mM. En general, no se observan diferdaxias en
formas de la curvas de concentracion entre las dos lineas celulares, pero ge se sig
observando una mayor sintesis de porfirinas en HB4a-Ras en todo el rango de tiempo

analizado.
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Figura I.2: Sintesis de porfirinas en funcién del tiempo de incubacion en presencia de ALA
Se sembraron 8 xi@élulas HB4a /ml y 5xf0células HB4a-Ras /ml. Luego de 48 hs, se incubaron
durante diferentes periodos de tiempo en presencia de diversas concentracidids des
porfirinas intracelulares se determinaron fluorométricamente y se norroaligar el nimero de
células presentes al principio del experimento..
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I.3 Tratamiento fotodindmico a partir de ALA en células HB4a y HB4a-Ras

La Figural.3 muestra que a pesar de la alta produccion de PplX, las células
HB4a-Ras son mas resistentes al tratamiento con TFD empleando 1 mM ALA como
pro-fotosensibilizante. La dosis letal luminica 50 {p)Lfue de 340 mJ/ctpara
HB4a-Ras y 140 mJ/chpara HB4a.

120
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—— HB4a-Ras

100

80 -

60 -
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Figure 1.3: Supervivencia celular luego de ALA-TFD con diferentes dosis de luz
Se sembraron 8x!@élulas HB4a /ml y 5xT0células HB4a-Ras /ml. Luego de 48 hs, se incubaron durante 3
horas en presencia de ALA1 mM y se irradiaron con diferentes diwsig. Después de 19 hs se realizo el

ensayo de MTT. La supervivencia celular se expresdé como el porcentantel no irradiado incubado
con ALA
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Los experimentos descriptos anteriormente se han llevado a cabo sembrando
concentraciones celulares diferentes para ambos tipos de lineas, por lo que se quiso
averiguar si la respuesta a la ALA-TFD dependia en alguna forma de la densidad celul
Se encontré que 48 hs luego de sembrar un rango dédéltr@l a 1x168 cél/ml de ambas
lineas, ni la respuesta a la ALA-TFD, ni la produccion de porfirinas normalizada por el

namero de células fue afectada por la densidad celular (datos no mostrados).

I. 4 Discusion

Las células HB4a-Ras crecen 1,5 veces mas en comparacion con las células HB4a.
Sumado a esto, el contenido proteico por célula y actividad de MTT es 1,5 vecegmayor
las células transfectadas con Ras. Este incremento metabolico tiene un correldto con e
aumento en la sintesis de porfirinas en comparacion con la parental, de manera que el
namero de moléculas de PplX sintetizado relativizado por la cantidad de proteina, es igual
para ambas lineas.

Esta alta produccion de porfirinas se observa a tiempos diferentes de sembrado,
incluyendo la fase lag, exponencial y estacionaria del crecimiento celular.

De manera similar Li et al. (1999) determinaron que las células murinas 3T3
producen menos fluorescencia inducida por ALA que las células transfectadaskeon V-
Ras. En dicho trabajo, la cantidad de PpIX se cuantifico por fluorescencia dedeta
monocapa celular y por citometria de flujo. Sin embargo, no se llevaron a cabo estudios de
fotosensibilizacion.

No solo la maxima sintesis de porfirinas es considerablemente mas alta en las
células HB4a-Ras, sino que el perfil de la curva de produccion de porfirinas también es
diferente. Sin embargo, la caida en la sintesis porfirinas para las células HB4a se
correlaiona con la toxicidad en oscuridad del ALA.

O bien el consumo de ALA en HB4a-Ras lleva a las células a sobreponerse de la
toxicidad causada por el compuesto en oscuridad, o por el contrario, la toxicidad intrinseca
del ALA sobre las células HB4a, lleva a la disminucién de la sintesis de porfirinasaespect
a la linea transfectada.

La alta acumulacion de PplX en células HB4a-Ras no se correlaciotearoagor

resistencia (2,5 veces) al tratamiento de ALA-TFD. Muy probablemente la resistencia
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pueda deberse a las sefiales de supervivencia queusen en las células por la inserciéon
del oncogén Ras.

Se ha demostrado que Ras se asocia con fosfatidilinositol-3-OH quinasa (PI3K) e
induce la activacién de Akt en respuesta al estrés oxidativo y asi se estimulanassjmiest
supervivencia celular.

La resistencia a la TFD en lineas celulares que sobrexpresan oncogenes habia sido
observada con el FS Photofrin. Tong et al. (2000) estudio la respuesta a TFD con Photofrin
en fibroblastos humanos normales que expresan el fenotipo salvaje de la proteina supresora
de tumor p53 y de células inmortalizadas de sindrome Li-Fraumeni (LFS) que expresan
una mutante de p53. Las células LFS presentaron mayor resistencia a TFD en e@mparac
a los fibroblastos humanos normales. Aunque la captacion de Photofrin por célula es 1,6
veces mayor en los fibroblastos humanos normales, el tratamiento fotodinAmico a niveles
intracelulares equivalentes de Photofrin también induce una mayor resistencia en las
células LFS. Ademas la transfeccion de la proteina p53 wyld type en células LFS induce
un incremento en la sensibilidad a la TFD pero sin cambios en los niveles intracelulares de
Photofrin por célula.

Mientras queel ALA ha resultado ser selectiven la localizacién tumoral y el
tratamiento fotodinamicen humanos (Zaak et al., 2001; Friesen et al., 2002; Piotrowski
et al., 2004; Baas et al., 2006) y en modelos de animales (Peng et al., 1992t @gasas e
1999; Moan et al., 2001) esta localizacién selectiva es controvertida in vitro.

Pa una parte, algunos autores demostraron que la fluorescencia de PplX a partir
de ALA no fue selectiva en un modelo de tumor experimental hepético (Svanberg et al
1996). Por otra parte, Ji et al. (2006@studiaron el modelo de localizacién subcelular de
PpIX a partir de ALA en las lineas celulares de carcinoma humano de eK§8§6450
y KYSE-70 y en la linea celular normal Het-1A. Dichos autores no encontraron ninguna
diferencia en la localizacién de PpIX. Ademas, mientras que una de las |imeaalds
(KYSE-70) mostré una respuesta similar a la TFD-ALA comparada a la linea namal, |
otra linea tumoral (KYSE-450) resultdo mas resistente a la terapia.

También in vitro, Lang et al. (2001) compararon la biosintesis de PplX en células
normales de queratinocitos de piel HaCaT, y en las células de melanoma Brd;23x{Me
SKMel-28. Los niveles de porfirinas varian entre las distintas lineas de 10 a 80 vece
(SKMel-28> HaCaT> SKMel-23>> Bro), demostrando asi que las células mestagiésicas
melanoma (SKMI-23, SKMel-28) acumulan mucha mas PplX que las células de

melanoma primario (Bro), pero no comparadas con las células normales HaCat.
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Pa otra parte, en el area de ALA-TFD aplicada al tratamiento de leucssnieg
visto que las células de linfoma y también los linfocitos activos, presentan una mayor
acumulacion de PplX a partir de ALA en las células malignas en comparacion a los
linfocitos normales (Rittenhouse-Diakun et al., 1995; Grebenova et al., 1998; Casas et al
2002), probablemente debido al hecho de que las células activadas se dividen mas
rapidamente, usando reservas intracelulares de hierro para los citocromos \sik dénte
ADN y de esta manera se acumula una mayor cantidad de PplX, al no acomptejarse c
hierro para la sintesis de hemo (Hryhorenko et al., 1999).

Ademas, el ALA induce una mayor concentracion de PplX en células de
fiborosarcoma, y en fibroblastos transfectados con el oncogén c-myc inmortalizado, el
receptor IGF-1, IGF-1 y su receptor, v-fos, v-raf, v-K-ras, o v-abl en a@awipa con los
cultivos primarios de fibroblastos normales y con lineas celulares de fibroblastos
inmortalizados (Li et al., 1999)

Sin embargo, se puede ver que es dificil predecir la respuesta a la TFD-ALA a
partir del modelo de acumulacion de PplX, por lo que un contenido alto de porfirinas no
mostraria necesariamente una correlacion con la respuesta al tratamiento fotodinamico,

como se demostré en este capitulo.

1.5 Conclusion

En conclusién, la linea celular tumoral obtenida por transfeccion del oncogén Ras
sintetiza altas cantidades de PplIX a partir de ALA, pero es mas resistente BFBL4ue
la linea no tumoral parental. EI mecanismo subyacente de esta respuesta roose rela
con la acumulacion del FS, pero probablemente si esté relacionado con la activacion de

sefales de supervivencia celular que provoca la insercion del oncogén Ras.
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Il. Resistencia de las células transfectadas conl ®ncogén Ras a la Terapia

fotodinamica con diversos FSs y su relacion con la adhesion celular

En este capitulo decidimos estudiar si la resistencia al tratamiento fotodinamico en
la linea HB4a-Ras se limitaba a la TFD a partir de las porfirinas formadas endagename
por el ALA o si se trataba de una resistencia general a otros FSs y elucidar los

mecanismos subyacentes a dicha resistencia.

Il. 1 Toxicidad en oscuridad de los FSs

Para definir el rango de concentracioaesmplear, primero se testeo la toxicidad
en oscuridad de los FSs en las células HB4a y HB4a-Ras. Concentracioness rady@d
UM PII, 1,2 uM Verteporfin, 30 uM MC540, 110 pM NA, 7 pM m-THPC y 10 uM Ce6
fueron significativamente toxicos (datos no mostrados). En los subsecuentes

experimentos de cuantificacién de los FSs, se emplearon concentraciones no toxicas.

II. 2 Cuantificacion de FSs y Terapia Fotodinamica

Se comparé la eficiencia de acumulacion de los E8stificados por fluorometria
empleando las longitudes de onda maximas de emisi@xcitacion respectivamente,
incubando con PII, Verteporfin, NA, Ce6, Pll, MC540 y m-TtHfabla 1 de Materiales y
Métodos). Seguidamente, se pusieron a punto las condiciones OpmiEsmpos de
incubacion para luego realizar los experimentos de TFD.

El criterio de seleccién de las concentraciones de los FSs y tiempos para realizar
los experimentos de TFD fue tal que a) se induzca igual concentraciéon de FS en ambas
lineas celulares, b) que se alcance una concentracion intracelular de mé&ces Sobre
los valores de autofluorescencia del control, y ¢) que la dosis de luz requerida para
fotosensibilizar el 50 % de las células no sea mas alta que 120’ mafenevitar tiempos
de iluminacién excesivamente prolongados ni menor a 0,2 Mmy/ara evitar tiempos

excesivamente cortos.
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Il. 2.1 Photofrin Il

La Figura II.1A muestra que practicamente se acumula la misma cantidad de Pll en
las células normales HB4a y tumorales HB4a-Ras en todo el rango de concentraciones
empleado. Ademas, la acumulacién intracelular de PIl en ambas lineas celulanm® aume
con la concentracion, alcanzando el plateau en los valores de fluorescencia de PIl 100 uM.
Basandonos en estudios anteriores (Casas et al., 2006), escogimos la concentracién de 10
UM para realizar los experimentos de TFD. Esta concentracion induce una acumulacion
intracelular 3 veces mas alta que los niveles basales y es una concefataaictiva en
otras lineas celulares (Casas et al., 2006) y requiere tiempos de iluminacifedade

En la Figura II.1B se muestra la viabilidad de las células luego de 2 hs de
incubacion con PIl y recibir el tratamiento con IaTFD. Lasfpara las células HB4a es
de 23 mJ/crhy para las HB4a-Ras es de 41 mJicbhas células transfectadas con Ras

muestran 2 veces mayor resistencia al tratamiento con PII.
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Figura I1.1: Acumulacion intracelular de PIl y respuesta a la TFD-PIl ercéhiglas HB4a y
HB4a-Ras.

La Figura Il.1A muestra la acumulacion de Pll luego de 2 hs dbéamtdn con diferentes concentraciones
del FS en las células HB4a y HB4a-Ras. Las unidades de fluorescemespoaden a foélulas.

La Figura 1.1B muestra la TDF-PII luego de 2 hs de exposicibd aM de Pll y a diferentes dosis de luz.

Los porcentajes se expresan respecto al control con PIl no irradiado.
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II. 2.2 Verteporfin

La Figura Il.2A muestra que se acumulé la misma cantidad de Verteporfin tanto en
las células normales como transfectadas en todo el rango de concentraciones ehapleado.
acumulacion intracelular de Verteporfin aumentd también con la concentracion a lo largo
del rango analizado. El valor de plateau se observd aproximadamente con 1 uM de
Verteporfin en ambas células. La concentracién de 0,5 uM se eligié para dosnexpos
de TFD porque induce una acumulacién intracelular 5 veces mas alta que los niveles
basales, pero no alcanza los valores del plateau.

En consecuencia, las células se incubaron 3 horas con 0,5 uM de Verteporfin antes
de la TFD. La Figura Il.2B muestra la viabilidad de las células después de la TFDsd_a DL
fue 6,2 mJ/crhpara las células HB4a y 12,2 mJfcpara las HB4a-Ras. La linea celular

HB4a-Ras fue 2 veces mas resistente al tratamiento de TFD con Verteporfin

10C



50

A

<40
[&]
C
[0}
O
(%)
2 30+
o
=
[}
©
@ 207 -@— HB4a
> —- HB4a-Ras
©
c
o 10+

0 | | | | |

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
Concentracion Verteporfin (uM)
B

100
— —@— HB4a
S 80 M- HB4a-Ras
3
(&)
©
T 60
?
8
o 40
=
8
P

20

0

0 5 10 15 20 25 30 35

Dosis luminica (mJ/cm2)

Figura 11.2: Acumulacion intracelular de Verteporfin y respuesta a la VEReporfin en las
células HB4a y HB4a-Ras.

La Figura II.2A muestra la acumulacién de Verteporfin luego des 3ddn incubacion con diferentes
concentraciones del FS en las células HB4a y HB4a-Ras. Las unidafiiesrelecencia corresponden a
10°células.

La Figura I1.2B muestra la TDF-Verteporfin luego de 3 hs de expos&dj5 UM de FS'y a diferentes dosis

de luz. Los porcentajes se expresan respecto al control con Verteporfiadiado.
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1. 2.3 Merocianina 540

La Figura II.3A muestra que hasta una concentracion de 20 UM se acumula similar
cantidad de MC540 en ambas lineas celulares. A concentraciones mas altaslael FS,
acumulacion intracelular en las células transfectadas con el oncogén Rahastadeas
de tres veces mayor que en las células normales. Se eligié una concentracifrivdee20
MC540 para realizar los experimentos de TFD.

La Figura 11.3B muestra la viabilidad de las células después de la THDL §gdue
de 73 mJ/crhpara las células HB4a y 120 mJfopara HB4a-Ras. La linea celular HB4a-

Ras fue 1,6 veces mas resistente al tratamiento de TFD con MC540.
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Figura 11.3: Acumulacion intracelular de MC540 vy respuesta a la TFD-MC54@ercélulas

HB4a y HB4a-Ras.

La Figura I.3A muestra la acumulacion de MC540 luego de 2 éisindubacién con diferentes

concentraciones déiS en las células HB4a y HB4a-Ras. Las unidades de fluorescencia cod@spo

10°células.

La Figura 11.3B muestra la TDF-MC540 luego de 2 hs de expos&idd UM del FS y a diferentes dosis de
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[I. 2.4. Naranja de Acridina

La Figura Il.4A muestra que hasta la concentracion de 20 uM, la cantidéd de
acumulada en ambas lineas celulares aumenta linealmente y sin difesgmofacsativas
entre ambas. A concentraciones mayores que 20 uM, la acumulacion de NA duidas cé
transfectadas con el oncogén Ras alcanza la saturacion, mientras que en las células
normales lo hace a valores mas altos, alcanzando el pla@at0 uM. Para realizar los
experimentos de TFD se empleé 20 pM, concentracion a la cual se induce igual
acumulacion de NA en ambas lineas celulares sin llegar al plateau.

La Figura 11.4B muestra la viabilidad de las células después de la TFD cohdA.
DLso fue de 17 mJ/chpara las células HB4a y 22 mJfcpara HB4a-Ras. La liae

celular HB4a-Ras fue 1,3 veces mas resistente al tratamiento de TFD con NA.
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Figura 1.4 : Acumulacion intracelular de NA y respuesta a la TFD-NA en lagda®IHB4a y
HB4a-Ras.

La Figura Il. 4A muestra la acumulacion de NA luego de 2 hs dd#&widn con diferentes concentraciones
delFSen las células HB4a y HB4a-Ras. Las unidades de fluorescencia codespol8células.

La Figura 1.4B muestra la TDF-NA luego de 2 hs de exposicid@ pM delFSy a diferentes dosis de luz

Los porcentajes se expresan respecto al control con NA no irradiado.
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II.2.5 m-THPC

La Figura II.5A muestra que la misma cantidad de m-THPC es acumulada en
ambos tipos celutas en todo el rango de concentraciones analizado. La concentracion
elegida para llevar a cabo la TFD es de 0,7 pM, ya que debido a lefialkscia
fotosensibilizante de m-THPC, concentraciones mayores requerian tiempos muy cortos de
iluminacién.

La Figura 11.5B muestra la viabilidad de las células después de los experimentos d
TFD. La DLso fue de 15 mJ/cfipara las células HB4a y 27 mJfcpara HB4a-Ras. La

linea celular HB4a-Ras fue 1,8 veces mas resistente al tratamierf®@dmn m-THPC.
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Figura I1.5: Acumulacion intracelular de m-THPC y respuesta a la TFD-m-TER Gs células

HB4a y HB4a-Ras.

La Figura II.5A muestra la acumulacion de m-THPC luego de 3 hs @éanion con diferentes
concentraciones del FS en las células HB4a y HB4a-Ras. Las unidafiiesrelecencia corresponden a
10°células.

La Figura 11.5B muestra la TDF-m-THPC luego de 3 hs de exposicthiid @M del FS y a diferentes dosis

de luz. Los porcentajes se expresan respecto al control con m-THPC nadioradia



Il. 2.6 Clorina e6

La Figura Il.6A muestra que en todo el rango de concentraciones probado se
acumula en ambos tipos celulares la misma cantidad de Ce6. La concemteadidnuM
es la que se eligié para realizar los experimentos de TFD, porgue a esta cadnederac
FS se necesitan dosis de luz dentro del rango de 0,2 a 120 pafermatar el 50% de
las células.

La Figura 11.6B muestra la viabilidad de las células después de los experimentos de
TFD. La DLs fue de 12,5 mJ/cfipara las células HB4a y 32 mJfcpara HB4a-Ras. La
linea celular HB4a-Ras fue 2,5 veces mas resistente al tratamierff@amn Ce6.
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Figura 11.6: Acumulacion intracelular de Ce6 y respuesta a la TFD- Ce6setelalas HB4a y
HB4a-Ras.

La Figura I.6A muestra la acumulacion de Ce6 luego de 3 hs deaicidmbcon diferentes concentraciones
del FSen las células HB4a y HB4a-Ras. Las unidades de fluorescencia cadespolfcélulas.

La Figura 11.6B muestra la TDF-Ce6 luego de 3 hs de exposictjs pM del FS y a diferentes dosis de luz.

Los porcentajes se expresan respecto al control con Ceb6 no irradiado.



Estos resultados demostraron que las células tciadés con Ras aumentan
significativamente su resistencia al tratamiento fotodiod. Se observa una correlacion con
resultados previos realizados en nuestro laboragogamostraban que las células HB4a-Ras
son mas resistentes a antineoplasicos tales comdotrbl@to, 5-Fluoruracilo,

Ciclofosfamida, Mitomicina C y Doxorrubicina (datos no trexos.

II. 3. Experimentos de localizacion subcelular de FSs

Con el objetivo de elucidar los mecanismos de resistencia a la €Féalgaron
experimentos de localizacion subcelular de los distintos FSs en microscopia confocal de
fluorescencia. No se observaron diferencias en la locé@lizaabcelular de los FSs entre la
linea normal y la tumoral que puedan explicar fardhcia en la respuesta a la TFD entre
ambas lineas celulares (Figura ll. 7 Ay B).

Pll, Verteporfin y m-THPC mostraron en ambas lineas aedsllocalizacion a nivel
mitocondrial, reticulo endoplasmatico y citoplasméatifasd.

Por otro lado Ce6 present6 una localizacion marcadsargolgiana, y NA un patrén
de localizacion lisosomal.

MC540 se localiz6 en ambas lineas tanto en el apatat Golgi, como en
mitocondrias y en reticulo endoplasmatico. En capmlsie observaron vesiculas de
evaginacion e invaginacion de membranas con comtezitdplasmatico so6lo en la linea
HB4a.

Estos sitios de localizacién subcelular para caSasg confirmaron realizando
ensayos de co-localizacion con marcadores especifiira organelas tales como
mitotracker, lisotracker y NBD- BODIPY.
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HB4a HB4a-Ras

NA

Figura 1.7 A: Localizacién intracelular de NA por microscopia confocal de fluores:
Aumento 60x.
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HB4a HB4a-Ras

Pl

Verteporfin

MC540

m-THPC

Ceb

Figura 11.7B: Localizacion intracelular de PIl,Verteporfin, M@ m-THPC y Ce6 por

microscopia confocal de fluorescendamento 60X



II. 4 Morfologia celular

En la Figura 1.8 se observa que las células HB4a presentan uiatogia diferente
a las HB4a-Ras. Las primeras muestran una forma lada, pnientras que las HB4a-Ras
son mas redondeadas. Sin embargo, los volimenes delldascen suspension son
similares para ambos tipos, demostrando de estarangoe no existen diferencias de
tamarfo entre ambas células que puedan explicar el nmacageseral de resistencia a TFD.
Las diferencias morfologicas provienen simplemente estructura del citoesqueleto y de

proteinas de adhesion diferente.

HB4a

HB4a-Ras

Figura 11.8: Morfologia de células HB4a y HB4a-Ra%incion con azul de toluidina. Aumento
20X
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II. 5. Ensayos de inmunofluorescencia

Dado que ambas lineas celulares presentan una agigdbien diferenciadaes
realizaron una serie de ensayos para evaluar les&p de moléculas del citoesqueleto,
microtUbulos y de adhesion celular y asi encontrarcarrelato con los mecanimos de
supervivencia a TFD.

En cuanto a la expresion de proteinas de citoesiguéas células HB4a expresan
extensas fibras de estrés que atraviesan la superficie celular, mientras qetulizs
HB4a-Ras expresan un grueso anillo de actina cortical del cual salen estructurasaen for
de agujas que protruyen desde la zona de actina cortical hacia elreyteritemas en
forma de una fina malla en toda la célula. En estas ultimas no se observaron fibras de estrés
gue atraviesen todo el citoplasma celular.

Por otro lado no se observaron diferencias significativas en la expresion de los
microtubulos presentes en ambos tipos celulares cuando se l@atimunofluorescencia
de a-tubulina (Figura I1.9.

Actina

HB4a HB4a_Ras

a-tubulina

HB4a HB4a_Ras

Figura 11.9: Microfotografias de fluorescencia mostrando la distribucion deriia y a-tubulina

en células HB4a y HB4a-Ra€ontratincién con Hoechst. Aumento 40X
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La inmunofluorescencia de vinculina revela que la distribucién de dicha proteina de
adhesidén focal se encuentra confinada a la zona de los contactos focaleasende! las
células HB4a mientras que por el contrario, las HB4a-Ras muestran fluorescencia

citoplasmatica inespecifica (Figura 11.10).

HB4a

HB4a-Ras

Figura 11.10: Microfotografias de fluorescencia mostrando la distribucion de vinculinélelas
HB4a y HB4a-RasEscala: 20u. Aumento 60x.

En el caso de E-cadherina, en las células transfectadas con Ras, $&0exgee
encuentra en los sitios de contacto célula-célula pero los mismos no se encuentran
definidos como en las células HB4a, sino que se trata de un patron difuso y ramificado en

los sitios de contacto intercelular (Figura 11.11).
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HB4a

HB4a-Ras

Figura 11.11: Microfotografias de fluorescencia mostrando la distribucion de E-cadherina
en células HB4a y HB4a-Rasimento 60x.

Il. 6. Expresion por Westernblot de E-cadherina, vinculina, actina,p1 y B3 integrina,
MDR y survivina en células HB4a y HB4a-Ras

En la Figura 11.12 se observa que la expresion dedkerina, actina total y de
vinculina es similar en ambos tipos celulares, masngue la molécula de unién a sustrato
B1 integrina S€ encuentra menos expresada en las células HB&aaroteina a-tubulina
se emple6 como control de carga. Los resultados rfueamfirmados por el analisis

densitométrico de las bandas.

11¢



Las moléculas relacionadas con los procesos de supeciavMDR-1 y survivina,
no fueron detectadas ni en las células HB4a ni ecostrapartida transfectada con Ras.
Asimismo no se observo expresion deBlaintegrina, molécula involucrada en la unién a

vitronectina.

Actina [ —

E-Cadherina S

Vinculina [
B, integrina | g

a-tubulina et

Figura 11.12: Westernblots de actina, &dherina, vinculina, f1 y B3 integrina, MDR y

survivina
Se emplearon extractos totales de proteinas provenientes de monocapasscalleonfluentes. Se
empled a-tubulina como control de carga de proteinas. La Figura es represerdatal menos 3

experimentos.
II. 7 Ensayo de adhesion celular a proteinas de MEC

Se realiz6 el ensayo de adhesion en el rango deotraciones Optias para cada
sustrato y pudo observarse que para los ligandos de MEC fibronectina, colagehg | y
laminina y de la proteina inespecifica BSA, las células HB4a-Ras prmesenta
significativamente una menor adhesion que las HB4a. Solamente el pegado ativisronec

fue igual en ambos tipos celulares (Figlira3).



Mientras que las células HB4a se adhieren a las 5 proteinasEd: dd manera
dependiente de la concentracion de ligando, las células HB4a-Ras presentan solo

claramente esta caracteristica con las proteinas de MEC fibronectina y vitronectina.
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Figura I1.13: Adhesion de las células HB4a y HB4a-Ras a proteinas de MEC

Se realiz6 el ensayo de adhesion a los ligandom#iotima, colageno | y IV, vitronectina y laminina a
un tiempo de 40 min. Se cuantificé la absorbacia60 nm luego de tincidn con cristal violeta
solubilizacién con SDS. Diferencias significativas efiBla y HB4a-Ras para cada ligando: *p<0,05,
**p< 0,005, **p<0,0005

Il. 9 Ensayos de TFD con células en suspension

Para demostrar la correlacion directa entre adhesion y resistencia al tratamient
fotodinamico, se realizé la TFD de células en suspension, previamente exmlestas
fotosensibilizante Pll. Se observé que tanto para las células HB4a como para las HB4a-
Ras, las DLs aumentaron con respecto a la TFD en células adheridas (Figura 11.14). La
DLsoaumenté casi 5 veces en las HB4a (de 23 nfJacil0 mJ/cr) y 10 veces en las
HB4a-Ras (de 41 mJ/éna 400 mJ/cr). Resultados similares se observaron para el resto
de los FSs.
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Esto demuestra que la adhesién es un factor fundamental en la resistencia al
tratamiento fotodinamico, y que las células que sobrexpresan Ras, que de por si son menos

adherentes, la desagregacion celular influye en mayor manera que en las agdulaseg.
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Figura Il.14: Ensayo de TFD en suspensién
Las células adheridas a sustrato se expusieron 2 hs a 10RIM ylee realiz6 la TFD en suspension.

El porcentaje de células viables se determiné por MTT al dia siguiente.



1. 10 Discusion

En el presente trabajo hemos encontrado que las células HB4a transfectadlas con e
oncogén Ras presentan resistencia al tratamiento fotodinAmico con varios FSs de muy
diferente estructura quimica. Esto nos sugirié en principio que la resistencia se aeberia
algun mecanismo de defensa celular general, inducido a partir de la generacion de radicales
libres producto de la TFD. Sin embargo, encontramos resistencia cruzada con los
antineoplasicos Metotrexato, 5-Fluorouracilo, Ciclofosfamida, tofdicina C vy
Doxorrubicing que no ejercen su accion a través de la generacion de especies reactivas de
oxigeno.

El grado de resistencia obtenido respecto a las células parentales varié entre 1,3 y
2,5 veces dependiendo del FS. Los FSs que indujeron mas resistencia fueron Ce®6, PII,
Verteporfin y m-THPC, mientras que los que indujeron menor resistencia fueron los
compuestos no tetrapirrélicos NA y MC540. Si bien se usaron FSs con distintas eficiencias
de fotosensibilizacion (Nowak-Sliwinska et al., 2006), no se encontré una correlacion entre
eficiencia y resistencia al tratamiento.

Pll, m-THPC, Verteporfin y Ce6 inducen en HB4a y HB4a-Ras igual acumulacién
de FSs en todo el rango de concentraciones analizado. Por otro lado, los FSs no
tetrapirrdlicos NA y MC540 inducen igual acumulacion de FS a bajas concentraciones,
mientras que a altas concentraciones las células HB4a acumulan mayor cantidagl de NA
HB4a-Ras de MC540.

Sin embargo, hemos llevado a cabo la TFD en condiciones de igual concentracion
intracelular de FS en ambas lineas, con lo cual demostramos que el mecanismo de
resistencia encontrado no se relaciona con una menor acumulacion de FS.

Espada et al. (2009) encontré que la activacién oncogénica de H-Ras en la linea
celular PAM212 de queratinocitos murinos puede prevenir el dafio fotodinamico mediado
por disrupcion de la adhesion de E-cadherina. En este trabajo, la TFD se rdbéefe
con el FS ftalocianina de Zn, el cual tiene como uno de sus blancos de acgion, lo
complejos de adhesion de E-cadherina. En las células tansfectadas con Reeste
celular no habia sido afectado, y esto se debe, segun se ha demostradtadmtehlioajo,

a las vias de sefalizacion PI3K/Akt inducidas por el oncogén Ras.
Sin embargo, la resistencia a TFD no es un mecanismo general en toéhgdas c

transfectadas con Ras. Pazos et al. (2007) no encontré resistencia al tratamierido de TF
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empleando ftalocianina de Aluminio, en células endoteliales de aorta de conejo
transfectadas con el oncogén EJ-Ras. Sin embargo, se trata de células no tumorales y de
otro tipo de oncogén Ras.

La mitocondria y secundariamente el reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi
son los sitios preferenciales de acumulacion de FSs tetrapirrolicos (Runnels et al., 1999;
Yow et al., 2000, Merlin, 2003, Teiten et al., 2003, Hsieh et al., 2003). Sin emleatgo, s
demostrado que en algunos casos la localizacion es un proceso dinamico. Por Ejgmplo,
se localiza in vitro a tiempos cortos en la membrana plasmatica, y cuando los periodos de
incubacion son largos se localiza en membranas intracelulares tales como la mitocondrial,
(Morgan et al., 2000Por otra parte, NA se acumula en lisosomas o acidos nucleicos (de
Duve et al., 1974) dependiendo de su estructura (Hiruma et al., 2007, Tatsuta et al., 1988)
La localizacibn de MC540 por el contrario, ha sido descripta como intracitoplasmatica,
pero con gran acumulacion en la membrana plasmatica (Diwu & Lown, 1994).

En el presente trabajo hemos encontrado localizaciones subcelulares en las células
HB4a y HB4a-Ras similares a las encontradas en la literatura, y en general no hubo
diferencias en la localizacion entre ambas lineas. Solamente se encovescoitas de
evaginacion e invaginacion de membranas con comteaioplasmatico sélo en las células
HB4a.

Las células parentales muestran un mayor “spréadiog lo cual se presentan mas
planas y con mayor numero de contactos focales catgm con las transfectadas con Ras,
gue son mas redondeadas y presentan menor adhlesitGtrato. Esto da una apariencia de
una mayor fluorescencia de los FS en las células H4a que sin embargo, se debe a la
forma celular.

La forma celular se encuentra claramente modificada en las células HB4aaRas.
morfologia de una célula esta determinada in vivo por ECMn la cual las células
descansan e in vitro por el sustrato en el cual las células crecen. El sustratez induce
la produccion celular de material extracelular y proteinas especificas que colarolan
morfologia celular (Gospodarowicz, 1978). La morfologia celular es un factor importante
en la regulacion de la sensibilidad celular a los mitégenos, especialmente en las células
cuya tasa de proliferacion es dependiente del sustrato (Dodsoin, 1974

Los cambios en la morfologia celular, ya sean relacionados con la adhesion o con el
citoesqueleto, promueven la formacion de cuerpos apoptéticos y contribuyen a la
depuracién de los mismos por parte del sistema inmune. Un caso especiah@gild, o

sea la apoptosis inducida por el desprendimiento del sustrato Ede dé células
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adherentes (Ruoslahti, 1999). Se ha observado que la transformaciéon maligna por insercion
de oncogenes como H o K-Ras induce resistencia a la afiéilssh and Francis, 1994;
Rak et al., 1995).

Se ha observado que el dafio fotodindAmico esta fuertemente ligado a los procesos

de adhesion celular.uando diferentes lineas celulares se sometieron a TFD, se encontrd
una asociacion entre respuesta al tratamiento y eficiencia de plaqueo (Perr§S&0a.
Por otra parte, células resistentes a TFD mostraron una reduccién en la eficiencia de
plagueo y un aumento del nimero de células requerido para el desarrollo de tumores in
vivo (Casas et al., 2008a, Luna & Gomer, 1991). Estos hallazgos sugieren que podria
existir una correlacion entre una menor adhesion a sustrato y la resisteridia la

En el presente trabajo se encontré que algunos pardmetros de adhesion se
encuentran alterados en las células transfectadas con el oncogén Ras. La distiedacion
proteina de adhesién a sustrato vinculina y de la de adhesién célula-célula E-cagherina
encuentra alterada en las células HB4a-Ras, si bien se vio una expresion similar por
Westernblot. De manera similar, la proteina de citoesqueleto F-actina wsentesc
reorganizada en las células que sobrexpresan Ras, lo cual demuestra la existencia
alteraciones de citoesqueleto inducidas por la activacion oncogénica. En conse@iencia, |
reubicacion de estas moléculas dentro de la célula modifica su funcién. Por Westernblot
asimismo se observo una menor expresion de B1 integrina en HB4a-Ras.

E-cadherina es una molécula de adhesion presente en la membrana plasmética de la
mayoria de las células epiteliales. De hecho, E-cadherina actia como un supresor tumoral
inhibiendo los procesos de invasion y metastasis, y frecuentemente se encuentra inhibida o
degradada durante la transformacion maligna. Algunos tumores como los de mama en los
gue se encuentra sobrexpresado el oncogén Ras, frecuentemente poseen una regulacion
negativa o localizacion anémala de E-cadherina (Li & Mattingly, 2008, Nam, 2002). Mas
aun, la inhibicion de las vias de sefializacion de Ras puede restaurar la expresion de E-
cadherina en una variedad de tumores humanos (Nam, 2002).

La reduccién de los contactos ceélula-célula y célula-sustrato asociados a los
procesos tumorales estan intimamente relacionados con los rearreglos de ilaaspiete
citoesqueleto, especialmente actina y vinculina (Geiger et al. 1980; Schliwal&g4).,
ademas de la pérdida de proteinas deCNhles como fibronectina. Estos rearreglos se ha
visto que pueden ser inducidos por la activacion de oncogenes tales como H-Ras

(Feramisco et al., 1984).



Los componentes de los complejos focales tales como vinculina y talina, cuando no
se encentran acomplejados con integrinas, se encuentran libres en el citoscdeygse ¢
proteinas de la familia de Ras serian responsables de la regulacion de su ensamblaje dentro
de los complejos de adhesion (Hall, 1992).

De manera similar, la remodelacién de actina con la consecuente pérdidage fibra
de estrés suele ser consecuencia de la activacion oncogénica de laseiadiziEcion de
actina producida por Ras y Src (Rao et al., 2004; Takahashi et al., 1986).

En trabajos previos de nuestro grupo, habiamos encontrado una redistribucion de
actina, E-cadherina y vinculina en células con resistencia a TFD adquirida por multiples
exposiciones al tratamiento, confirmando una vez mas la relacion entre la alteracion de
estos parametros y la resistencia a TFD (Casas et al., 2008b).

Asimismo, la adhesién a proteinas d&®ide las células HB4a-Ras se encuentra
disminuida respecto a las parentales, excepto en el caso de vitronectinaénT asthi
reducida la adhesion inespecifica a BSA. Mientras que las células HBdhiseen a las
5 proteinas de HIC estudiadas, de manera dependiente de la concentracion de ligando, las
células HB4a-Ras presentan sélo claramente esta caracteristica con laagpoeNEC
fibronectina y vitronectina. Esto demuestra el patron de alteracion de adhesion en las
células transfectadas con el oncogén Ras. La Unica proteind&@Geclya adhesion se
erncuentra conservada en las HB4a-Ras es la vitronectina. Vitronectina se une al sustrato
principalmente a través de las subunidafies fsde integrina, a diferencia del resto de los
ligandos, que se unen mayormente a través de la subunidad 1. Debido a que la integrina
B1 se encuentra downregulada por la insercion de Ras, proponemos la hipotesis de que esta
integrina estaria modificando la union a los distintos ligandos, y que estaria jugando un rol
en la resistencia al tratamiento fotodinamico. En canfhimtegrina no se expresa ni en
las células parentales ni luego de la insercion oncogénica. Sin embargo, la adhesion
dependiente de la concentracion de vitronectina en ambas células, sugiere queti@guna
integrina podria estar involucrada en dicha unién.

Creemos que el conjunto de modificaciones que induce Ras sobre proteinas de
citoesqueleto e integrinas da el conjunto de caracteristicas observadas, que se traducen en
una menor adhesién a sustrato y a otras células, ademas de una morfologia celular
diferente.

Hughes et al. (1997) encontraron que el oncogén H-Ras puede suprimir la
activacion de integrinas en células de ovario CHO. Si bien se cree gque hd-Reeractia

directamente con las integrinas, dicho oncogén podria afectar la activacion de las
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moléculas de integrina por medio de sefiales intracelulares que no impliquen la interaccion
directa. Empleando células osteoblasticas humanas, Tanaka et al. (2002) encontraron que
H-Ras reduce la adhesion de los mismos a proteinaseenvediada por integras 1.
Ademas se encontré que H-Ras suprime la activacién de integrinas en fibroblastos (Huges,
2002; Kashiwagi 1997) pero por el contrario, promueve su activacion en otros tipos
celulares tales como células hematopoyéticas (Liu, 1999; Fujimoto, 2001). Esta accién
dual de H-Ras sobre la activacion de integrinas es fuertemente dependi@pteatgular.
Cabe destacar que las células CHO, al igual que las HB4a, son de oitigjeal.ep

El conjunto de resultados nos llevan a elaborar la hip6tesis de que alteraciones en la
adhesion de las células transfectadas con Ras podrian ser las responsables de la resistencia
a TFD. Esta hipétesis esta respaldada por los trabajos de Espada et al. (2009) quienes
describieron que las células de queratinocitos murinos PAM212 transfectadas con H-Ras
no responden a la TFD mediada por el fotosensibilizante Zn-ftalocianina, el cual ataca
entre otros blancos celulares, a los complejos de adhesion de E-cadherina. Tanto la
activacion constitutiva de Ras como de PI3K ejercen el efecto fotoprotector. Dicha
resistencia se correlacion6 con un menor desprendimiento del sustrato Ildego de
tratamiento fotodinamico.

Para demostrar la correlacion directa entre adhesidon y resistencia al tratamient
fotodindmico, se realiz6 la TFD de células en suspension, previamente expuest&Ss,
y encontramos que en ambas lineas celulares aumentd la resistencia a la TFD, lpero muc
mas marcadamente en las células HB4a-Ras. Esto demuestra que la adhesios celular e
factor fundamental en la resistencia al tratamiento fotodinamico, y que en las gélela
sobreexpresan Ras, que de por si son menos adherentes, la desagregacion celular influye en

mayor manera que en las células parentales.

11.11 Conclusién

En el presente trabajo hemos encontrado que la insercion del oncogén Ras en
células normales lleva a un cambio de fenotipo relacionado con una menor adhesion a
sustrato y célula-célula y a alteraciones en el citoesqueleto. Creemos queerstzieras
podrian estar relacionadas con la resistencia al tratamiento fotodindmico inducida por la
expresion del oncogén. Por otra parte, sabemos que la resistencia adquirida no se relaciona
con el contenido ni con la distribucion intracelular de cada FS, ni con la expresion de

moléculas relacionadas con los procesos de supervivencia tales como MDR y survivina
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En relacion al mecanismo CAMR, descripto para la resistencia a
antineoplasicos, parece contraponerse con el mecanismo hallado de resistencigaa TFD,
que en el primero, la adhesién protege a las células de los efectos letalesndacla
quimioterapia, mientras que en el segundo ocurre lo contrario. En futuros ensayos
estudiaremos si la resistencia a los antineoplasicos conferida por Ras, también se
incrementa en células en suspension. De encontrarse que la resistencia a THER actia
manera opuesta a la resistencia a antineoplasicos, se abre una perspectiva irepdeante
combinacion de ambas modalidades terapéuticas, como asi también en la maataa de

las resistencias a ambas terapias.
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[ll. Cambios en la distribucion de actina y E-cadherina inducidos por la TFD a partir
de ALA

En el capitulo anterior se encontraron diferencias de distribucion en la proteina de
citoesqueleto, actina y en la proteina de contacto célula-célula, E-cadharire las
células HB4a y HB4a-Ras. En el presente capitulo estudiaremos el impacto de la TFD
mediada por ALA sobre la distribucion diferencial de actina y E-cadherina en ambos tipos
celulares, tratando de elucidar los detalles del posible rol de estas proteinas en los

mecanismos de resistencia.

[11.1 Morfologia celular luego de distintos tiempos de ALA-TFD en células HB4a y
HB4a-Ras

En estas experiencias se ha empleado una uUnica dosis de luz, que fue de 230
mJ/cnd, la cual induce aproximadamente un 70% de muerte celular en las células HB4a y
un 30% en las transfectadas con Ras luego de 19 hs post ALA-TFD (Capitulo ).

Luego de 10 minutos del tratamiento con ALAL;, alrededor del 13 a 15 % de
las células HB4a y HB4a-Ras comienzan a ser dafiadas (TlablaB| fotodafio progresa
de igual manera en ambas lineas celulares hasta una 1 hora de iniciado el tratamiento,
induciendo aproximadamente el 77% de viabilidad celular en ambas lineas. Sin embargo,
a partir de las 3 hs, la citotoxicidad progresa mas rapidamente en las célulagud Ba
las células transfectadas con el oncogén Ras (44 £ 3 % vs 68 +7 % respattiVaay
de 6 hs), como una consecuencia intrinseca de la resistencia al tratamiento. Mientras que
en las células HB4a-Ras, la viabilidad se recupera completamente luego de &8 hs d
tratamiento con ALA-TFD, en las células HB4a el dafio producido impide que las células

se dividan y recuperen el namero inicial.
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Tabla 1ll.1: Determinacion de la fototoxicidad por ensayo de MTT a diferentes tidmpgs de
ALA-TFD.

Tiempos luego de la TFD HB4a HB4a-Ras
10 min 8519 87+7
20 min 8317 8416
30 min 80+5 82+8
1h 77+8 7719
3hs 56+4 70+6
6 hs 44 +3 68 7
24 hs 36+3 73+6
48 hs 38+2 100 £9

Las células fueron tratadas 3 hs con ALA1 mMy con dosiszige B0 mJ/crd, y se reali@ el ensayo de
MTT luego de 19 hs. Los valores estan expresados como porcentagbitidad respecto al control sin

tratamiento.

La Figura lll.1 muestra la tincién de las células con azul de Toluidinararntis
tiempos luego del tratamiento con ALA-TFD con 230 m3/@omo ya hemos visto en el
Capitulo I, la insercién de Ras induce cambios per se en la morfologia celular. Mientras
que las células HB4a se extienden mas sobre el sustrato, las transfectadas con Ras son mas
redondeadas, con menos contactos de adhesion.

La morfologia celular cambia en ambas lineas celulares en funcién al tiempo post
ALA-TFD. Luego de 1 h del tratamiento con ALA-TFD, los nucleos de HB4a y HB4a-
Ras se observan condensados, aunque el grado de dafio es mayor para l&Bdalulas
Muchas de las células HB4a ya se desprenden tan pronto como a la hora de comenzado el
tratamiento. Luego de 1 h y 3 hs post ALA-TFD, las células HB4a-Ras muestran la
presencia de vesiculas picnéticas en torno a la membrana celular, las cuales son
caracteristicas de necrosis (Juarranz et al., 2001) (Figura Ill.1 inserto). Por otrel lado,
desprendimiento celular es caracteristico de las células HB4a y ademas encontramos otra
sefial de necrosis, que es la vacuolarizacion citoplasmatica, que también es rada marc
en las células HB4a (Ver insertos de Figura Ill.1). Ambas lineas celulares camanz
reponerse del dafio a partir de las 6 horas luego del tratamiento y la recuperacion
morfolégica es completa luego de las 24 hs, aunque algunas células HB4a sobrevivientes

han adquirido rasgos de las HB4a-Ras.



HB4a HB4a-Ras

Ctrol

3h

Figura Ill.1: Morfologia de las células HB4a y HB4a-Ras luego del tratamiento con ALA-TFD.

Células fijadas y tefiidas con azul de Toluidina a diferentes tiempo3pDstAumento 20X Insertos: En
HB4a-Ras 1 h y 3 hs, y HB4a 3hs se observan detalles delasspitnéticas. En HB4a 1 h y 3 hs se
observan células vacuolizadas (100X).
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[11.2 Cambios en la distribucidén de actina inducidos por ALA-TFD

La Figura Ill.2 muestra la distribucion de F-actina en las células HB4a y HB4a-Ras
luego de diferentes tiempos post-ALA-TFD. Ers leélulas HB4a control, podemos
observar largas fibras de estrés extendidas a lo largo del citoplasma. En las célalas HB4
Ras control se observa la presencia de un anillo de actina cortical gruess ddama
fina malla de actina intracelular, y gran cantidad de fibras de estrégeriféria celular,
organizadas en forma de puas que protruyen desde la célula hacia el extertag\ikéer
[1l.2. Inserto HB4a-Ras control).

El tratamiento con ALA-TFD induce sobre las células HB4a una gran
desorganizacion de las fibras de estrés, y una formacion de microplas de actina y en
muchas células, la aparicion de cinturones de actina perinucleares (1 hora luego del dafio).
Luego de 3 hs de fotodafio, comienzan a aparecer protuberancias de actinia sobre
superficie de la membrana, en correlacién con lo observado en el item IHid.l&$6 hs
luego de la TFD, se comienza a evidenciar un anillo de actina corticdgrsanque
presentan las células HB4a-Ras control. A las 24 hs luego del fotodafio, las células HB4a
comienzan a recuperarse. Sin embargo, luego de las 48 hs, muchos de los rasgos de
desorganizacion de actina permanecen presentes en las células sobrevivientes de HB4a,
conservando caracteristicas similares a las células HB4a-Ras control.

En las células HB4a-Ras, la distribucién de F-actina exhibe sefiales de dafio luego
de 1 h post ALA-TFD. Aparecen protuberancias en la superficie de la membrana en
muchas células dafadas y ademas, el borde cortical se hace mas grueso, debido
probablemente a la contraccion celular. El patron de distribucion de actina comienza a
recuperarse entre las 6 y 24 hs después del tratamiento, y la recuperaciéon es corapleta a la

48 hs, en términos de porcentaje de células dafiadas y de distribucién de actina.



HB4a HB4a-Ras
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48h

Figura 111.2: Fotografias de los microfilamentos de las células de HB4a y HB4a-Ras luego de

ALA-TFD. Monocapas fijadas y tefiidas con F-actina a diferentes tiempos postAEebtos: Se muestra
en el control de las células HB4a-Ras un ejemplo de la localizacién perdéhidar de las fibras de estrés

y luego de 1 h post-tratamiento, se muestran las protuberanceafcales membranosas (40X).
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[ll. 3 Cambios en la distribucion de E-cadherina inducidos por ALA-TFD

La Figura 111.3 muestra que mientras las células HB4a exhiben una distribucion
normal de E-cadherina en los contactos ceélula-célula, la distribucion de las células
transfectadas con Ras se encuentra alterada. Sin embargo, el tratamiento de TFD no induce
cambios particulares en la distribucion de E-cadherina en ambas lineas celulares, aunque
induce desprendimiento celular. Alun asi, no se vio que la desorganizacion de E-cadherina
favoreciera el desprendimiento célula-célula en las células HB4a-Rase ystas células
son las que menos se desprenden del sustrato como respuesta al fotodafio. A las 24 hs
posteriores al tratamiento, la distribucion de E-cadherina se recupera en ambas lineas

celulares.
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Figura I11.3: Inmunofluorescencia de E-Cadherina en las células HB4a y HB4a-Rasdeego

ALA-TFD. Las monocapas se fijaron y se inmunotifieron con E-cadherinaraniés tiempos post-TFD.

Aumento 40X



I11.4 Discusiéon

En el Capitulo | se demostré que las células HB4a transfectadaRas eran
resistentes a ALA-TFD. Las células HB4a-Ras comienzan a ser afectadaslip@r éa
tiempos cortos posteriores del tratamiento. Sin embargo, el dafio no progresa con el
tiempo como consecuencia intrinseca de la resistencia y, por el contrario, lasseélulas
recuperan luego de las 24 hs de ser irradiadas. En las células parentales ldBda, el
progresa desde un 77% de viabilidad luego de 1 h post TFD hasta un a 36% luego de 24
hs post-tratamiento.

La insercion de Ras induce cambios per se en la distribucién del patrén de actina.
Las células HB4a-Ras exhiben una desorganizacion de las fibras de estrés, organizacion en
forma de micropuas de actina y una fina malla a lo largo del citoplasma. Etraibages
se encontrd también que fibroblastos transformados con Ras exhiben una morfologia mas
pequefia y retractil con micropuas de actina (Fischer et al., 1998).

Luego del tratamiento con ALA-TFD, la actina de las células HB4a se vuelve
desorganizada y adquiere un patrén parecido a las HB4a-Ras, con la presencia de
micropuas de actina. Luego de esta primera etapa de desorganizacion, se profiasen da
mayores de F-actina. Se pierden completamente las estructuras de actinalgrszae
las protuberancias en la superficie de las membranas. Estas protuberancias dede superfi
de la membrana también se observan en las células HB4a-Ras dafiadasas; adem
engrosa el anillo cortical, probablemente debido al efecto de la contraccion citoplasmatica.
Este patron de protuberancias se correlaciona con la observacion morfolégica luego de
tincion de azul de Toluidina. Ademas, se encuentran signos de necrosis masiva tales como
la vacuolizacion celular, que especialmente se observan en las células HBdaatasc
como consecuencia de un dafio severo. En ambos tipos celulares se observa retraimiento
celular y nuclear como consecuencia del fotodafio.

En otros trabajos se han observado protuberancias de actina inmediatamente luego
de la TFD de cultivos celulares con varios FSs (Cafiete et al., 1983, Juarranz9&l
Ruck et al., 1996) y estas estructuras se consideran una manifestacion morfolégica del
dafio de la membrana relacionado con las alteraciones del citoesqueleto (Jacabson et
1983).

Se puede observar que luego de 48 hs de tratamiento, algunos rasgos de

desorganizaciéon de actina permanecen en las células HB4a sobrevivientes al ALA-TFD

13:



qgue las asemejan a las células transfectadas con Ras, sugiriéndose que un ciatéo grado
dafio en los microfilamentos persiste luego del fotodafio.

Los efectos de la TFD en los microfilamentos parecen depdeda linea celular.
Uzdensky et al. (2005) encontraron que dosis subletales de ALA-TFD sobre células WiDr
de adenocarcinoma, las cuales crecen en colonias, estimulan la formaciomiie de a
actina cortical, e inducen un aumento del nimero de fibras de estrés ers medha
células. Por el contrario, el tratamiento con ALA-TFD en células D54Mg de glioblastoma,
que crecen separadas y se comunican por protusiones, induce la pérdida de FHastina en
conos de crecimiento, la retraccion de las protusiones y aparicion de protuberateias
superficie de la membrana. Los autores sugirieron la hipétesis del guenento en la
cantidad de fibras de estrés en las células WiDr tratadas con TFD posiblementenindica u
fortalecimiento de los contactos célula-sustr@sto probablemente se relacione con la
fotoinhibicion del desprendimiento celular, reforzando nuestra hipoétesis planteada en el
Capitulo 1l de un rol fundamental de la adhesién celular al sustrato en la resplaesta
TFD. Los autores proponen que esta profunda reorganizacion del citoesqueleto de actina,
podria ser producto de un proceso de transduccion de sefiales mas que una accion directa
de la TFD sobre los contactos focales.

Otros autores también han encontrado alteraciones en la distribucion de actina
luego de la TFD. You et al. (2011) encontraron que la TFD empleando FSdoesxtia la
planta Hedyotis corymbosa inducen una reducc&m la concentracion de los
microfilamentos de actina. Etminan et al. (2011) reportaron que la morfologia de los
esferoides de células de glioblastoma tratados con ALA-TFD, evolucionan hacia la forma
poligonal epitelial, lo cual se encuentra asociado a las alteracionesitestueleto de
actina. Ademas, la TFD en células de prostata LNCaP, resulta en la disrupcion rapida de
los microfilamentos de actina (Liu et al., 2010).

La TFD utilizando Zinc(ll)-ftalocianina (Zn-Pc) induce cambios en los
componentes del citoesqueleto de las células HelLa (Juarranz et al., 2001). Estos cambios
parecen estar relacionados con las diferentes dosis de luz empleadatulasgraéadas
con TFD se encuentran retraidas, y la mayor parte de F-aetioalapsa en la zona
perinuclear y se pierde la organizacién en fibras de ediéslicho trabajo, se vio que en
las células sobrevivientes a TFD, la reversién del dafio de actina es evidente [Bégo de
48 hs, dependiendo de la dosis de luz empleada. Estas alteraciones se evidencian entre las
8 a 24 hs de la fotosensibilizacion, dependiendo de las condiciones subletales empleadas.

En el mencionado trabajo, el fotodafio resulté transitorio para aquellas célelas qu
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finalmente fueron resistentes al proceso de fotosensibilizacion, recuperando la distribucién
morfologica y la expresion de las proteinas de las estructuras del citoesqueleto luego de 24
a 48 hs de la fotosensibilizacion.

En nuestro trabajo la transfeccion con Ras induce per se la disrupcion de la
distribucion de E-cadherina entre los contactos célula-célula. Sin embargo, el tratamiento
con TFD no produjo cambios particulares en su distribucion. Ademas no se observoé que la
desorganizacion de E-cadherina favorezca el desprendimiento entre célula-célula luego del
tratamiento con TFD de las células HB4a-Ras. Luego de 24 hs post-tratamiento, la
distribucion de E-cadherina se recuperdé en ambas lineas celulares. De sirailara
Uzdensky et al. (2004) no encontraron cambios en la distribucién de E-cadherina en las
células WiDr luego de ALA-TFD. Por otro lado, Galaz et al. (2005) demostraron una
fuerte correlacion entre la adhesion célula-célula mediada por E-cadheriaa y
supervivencia a la ZnPc-TFD en células de queratinocitos murinos. Bajo condiciones
apoptaéticas, la ZnPc-TFD indujo una rapida desorganizacion de la E-cadherina gue med
la adhesién célula-célula, lo cual precede el desprendimiento las célutastdato, via
integrina B-1 y la induccion de apoptosis. Ademas, el bloqueo de la funcion de E-
cadherina con un anticuerpo especifico, indujo apoptosis en este sistema celular,
sugiriendo que el complejo de adhesion de E-cadherina puede ser el principal &lenco d
TFD con Zn-Pc Espada et al. (2009) estudiaron que la activacién del oncogén H-Ras en
gueratinocitos murinos puede prevenir la muerte celular inducida por TFD mediante
disrupcién de la adhesion de E-cadherina. Bhuvaneswari et al. (2008) demostraron que la

Hipericina-TFD induce diminucién en la expresion de E-cadherina.

I1l. 5 Conclusion

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este capitulo y la literatura
analizada, se puede concluir que la actina pero no la E-cadherina constituyeaon bla
importante en la TFD. El hecho de que algunos rasgos de desorganizacion de los
microfilamentos permanezcan presentes en las células HB4a y no en las célula
transfectadas, sugiere que estructuras del citoesqueleto tales como la F-acénagpiaed

implicadas en los mecanismos de resistencia de la TFD.
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IV. Terapia Fotodinamica mediada por ALA en las células HMEC-1

En el presente capitulo estudiaremos el rol de la vasculatura en la TFD in vitro
empleando ALA como Pro-FS y analizando la sintesis de porfirinas y respuesta al

tratamiento fotodinamico en las células endoteliales humanas inmortalizadas HMEC-

IV .1. Sintesis de porfirinas a partir de ALA en células HMEC-1

Se estudio la sintesis de porfirinas en las células HMEC-1 luego de ser incubadas
durante 3 hs y 24 hs con diferentes concentraciones de ALA (Figura IV.1). A las 3 hs se
observé que la produccién de porfirinas es lineal hasta una concentracion de ALA de 2
mM, mientras que entre 2 y 4 mM (6,2 + 0,5 ng porfirinastéulas) se establecié un
plateau en la sintesis. Concentraciones de ALA mayores a 4 mM inducen una leve
disminucién en la produccion de porfirinas debido a la toxicidad del compuesto en
oscuridad (datos no mostrados determinados por el método del MTT).

Ademas, se eligié un tiempo de 24 hs para evaluar la produccion de porfirinas a
partir de ALA en periodos de incubacion largos. Luego de 24 hs de incubacién con ALA
en las células HMEC-1 se pudo observar un pico en la producciéon de porfirinas a una

concentracion de ALA de 2 mM (10,9 + 0,8 ng porfirinastdlulas).
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Figura IV.1: Produccion de porfirinas en funcion de la concentracion de ALA

Las células se incubaron durante 3 y 24 hs en presencia de diferect#tramiones de ALA. Los niveles
intracelulares de porfirinas se determinaron fluorométricamente y se namoali@or el nimero de células

presentes al principio del experimento

La Figura IV.2 representa la sintesis de porfirinas de las células HMEC-1 en
funcion del tiempo, luego da incubacién con ALA 2 mM. Se observé un aumento en la
sintesis de las mismas hasta 36 hs de incubacién (12,04 + 1,05 porfirinaétlds). A
mayores tiempos de incubacion ocurre una disminucion de la sintesis, nuevamente

debido a la toxicidad del ALA en la oscuridad.



14

ng porfirinas/1 0° células

0 T T T T
0 10 20 30 40 50
Tiempo de incubacion (horas)

Figura IV.2: Sintesis de porfirinas en funcién del tiempo de incubacién en presencia de
ALA2 mM

Las células se incubaron durante diferentes periodos de tiempo ercigreeALA 2 mM. Las porfirinas
intracelulares se determinaron fluorométricamente y se hormalizaron ponelande células presentes al
principio del experimento.

IV. 2. Tratamiento fotodinamico a partir de ALA en células HMEC-1
Se eligié una concentracion de ALA de 2 mM, para incubar las células HMEC-1

durante 3 hs y luego llevar a cabo la TFD. Bajo estas condicionesstaeBlde 340
mJ/cnt (Figura IV.3.
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Figura IV.3: Supervivencia celular luego de TFD con diferentes dosis de luz

Las células se incubaron durante 3 hs en presencia de ALA 2 mivtgdiaron con diferentes dosis de luz.
Después de 19 hs se realizé el ensayo del MTT. La supervivencia celularesaesomo el porcentaje del
control no irradiado incubado con ALA

IV.3. Comparacion de sintesis de porfirinas y respuesta a ALAFD en células

HMEC-1 y un panel de distintas lineas celulares

En la Tabla IV.1 se muestra una comparacion de la sintesis de porfirinas y
respuesta a la TFD entre las células HMEC-1, la linea de queratinocitos murinos PAM212
y humanos HaCaT, la linea celular de carcinoma mamario murino LM3 previamente
estudiada en nuestro laboratorio (Casas et al, 2006), la de carcinoma mamario humano
MCF-7 y el par de células humanas mamario normal/tumoral HB4a y HB4a-Ras. Se
observo el siguiente orden decreciente en la cantidad de porfirinas sintetizadas por célula:
LM3>HB4a-Ras>HB4a>HaCat>PAM212=MCF-7=HMEC-1.

Sin embargo, al normalizar la cantidad de porfirinas pgrde proteina, se

observan valores similares entre HMEC-1 y el resto de las lineas celulares analmadas,



excepcion de la linea PAM212 y MCF-7 que aun normalizada produce una cantidad
menor de porfirinas.

El orden decreciente de resistencia a la ALA-TFD resultd el siguiente:
PAM212>HMEC-1=HB4a-Ras>MCF-7>LM3>HB4a>HaCaT.
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Tabla V.1 Comparacion de la sintesis de porfirinas a partir de ALA y lag Bh

diferentes lineas celulares

ng porfirinas  ng porfirinas DLso

Lineas celulares /10° céP  /ug proteina®  (mJ/cm?)
HMEC-1 (endotelial) 6,2+0,5 18,4 + 3,7 340
LM3 (mamaria muringd) 40 £ 16 17,6 £6,8 170
HB4a (mamaria humana normal inmortalizad 18,4 +2,1 16,3+2,4 140
HB4a-Ras (mamaria humana transfectada H- 29,1 + 3,4 18,7+ 3,6 340
PAM 212 (queratinocitos murinos) 7,4+0,8 3,7£0,2 510
HaCaT (queratinocitos humanos) 95+1,1 135+1,5 75
MCF-7 (mamaria tumoral) 6,7+0,8 5,7+0,7 218

% Tomados de (Casas et al., 2006).
P Los datos de sintesis de porfirinas corresponden a 3h da@iénlzon ALA en condiciones saturantes, es
decir, HMEC-1: 2 mM, LM3: 0,6 mM; HaCaT, HB4a y HB4a-Rasnil; PAM212 y MCF-7: 2 mM.

° DLso e calculd luego de la TFD en las condiciones descriptas en

I11.4. Discusion

El pro+S ALA indujo en la linea celular microvascular endotelial HMEC-1, una
cantidad de porfirinas que aumenta con el tiempo de exposicion y con la concentracion,
alcanzando un valor de plateau en 2 mM después de 3 hs de incubacion. Estas
caracteristicas son similares a las observadas en estudios de cinética de produccién de
PpIX y dependencia de la concentracion de ALA en otras lineas celulares (Tunstall et a
2002 Casas et al., 2006; Rodriguez et al., 2007; Egli et al., 2007). Esto indica que las
células endoteliales se comportan de manera similar a otras lineas celularesedte dife
origen, teniendo la misma posibilidad de ser fotosensibilizadas con PpIX en comparacion
con otras lineas.

En varios trabajos se han observado para distintas lineas celulares, diferentes
formas de la curva de produccion de PplX en funcién de la concentracion de Aa\. Est
diferencias pueden ser atribuidas a los distintos mecanismos de transporte de ALA a la
célula, tal como ha sido extensivamente estudiado por nuestro grupo (Casas & Batille,
2002).
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La cantidad de porfirinas total sintetizada por las células HMEC-1 es
considerablemente mas baja que la obtenida en las lineas celulares de origep mamari
LM3, HB4a y HB4a-Ras, pero similar a la de los queratinocitos PAM212 y HaCat y a la
linea celular MCF-7, que se caracteriza por su baja tasa de replicacion. Sigagmba
debido a las diferencias en contenido proteico, cuando se normalizan los valores de
porfirinas por la cantidad de proteinas no se observan diferencias significativas con el
resto de las lineas, pero si con las PAM212 y MCF-7 que sintetizan una cantidied muc
menor de PplX.

Por otra parte, no hemos encontrado una correlacion directa entre el contenido de
PpIX y respuesta a la TFD para todos los tipos celulares. Si bien las células HMEC-1,
PAM212 y MCF-7, que presentan los menores valores de porfirinas por célula, muestran
valores altos de DJg, por otro lado observamos que la linea de queratinocitos humanos
HaCaT induce una escasa sintesis de porfirinas pero es la mas sensible a la TFD. Esta falta
de correlacion entre cantidad de PplX sintetizada a partir de ALA y eficiencia de
fotosensibilizacion para algunos tipos celulares ha sido descripta previamente por linuma
et al. (1994).

En trabajos previos de nuestro laboratoriba#a demostrado que lineas celulares
tumorales con baja produccion de porfirinas y un pequefio tamafio celular unido a un
escaso contenido proteico, presentan una alta sensibilidad a la TFD (Cas29@6nl

Sin embargo, en este capitulo hemos encontrado similares valores de porfirinas y
similar grado de resistencia en las células endoteliales HMEC-1, que sontdasade
mas pequerio de todas, y en las MCF-7 que son las de mayor tamafo.

Por otro lado, las HMEC-1 son igualmente sensibles a la ALA-TFD que las
tumorales HB4a-Ras, las cuales son resistentes a la ALA-TFD (Capitulo ). Bst@ sug
que otros factores particulares de las lineas celulares, tales como los factores de
supervivencia (Jones et al., 2001; Schéafer et al., 2007), pueden afectar la &fitiahci
de la fotosensibilizacion.

Los queratinocitos murinos PAM21&sultaron mas resistentes al tratamiento
fotodinamico que las células HMEC-1 pero lo mismo no ocurre con los queratinocitos
humanos HaCaT, en los que se vio un alto contenido de PplIX unido a una gran
sensibilidad al tratamiento fotodindmico, de lo cual podemos deducir que la lin@a celul
y/o el origen murino o humano también puede estar influyendo en la resistencia al

tratamiento.
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Por otra parte, factores tales como la tasa de proliferacion también podrian ser
responsables de las diferentes susceptibilidades a la TFD. Creemos, que en general,
factores propios del tipo celular y de los tejidos serian los responsables de estas grandes
variaciones en la respuesta a la TFD, tal como ha sido sugerido por linuma et al. (1994).

En dos trabajos tomados de la literatura se ha cuantificado el contenido de PpIX en
distintas células endoteliales en comparacion con otros tipos celulares de diferente origen
Steinbach et al. (1995) analizaron la capacidad de acumular étpliXeas celulares
uroteliales, fibroblastos normales y células endoteliales, y encontraron que las células de
cultivo primario de endotelio umbilical HUVEC poseen menos fluorescencia de PplX en
comparacion con las células uroteliales y fibroblastos. De manera similar, Spdrri et a
(2001) vieron que células HUVEC tratadas con ALA-TFD no respondieron al tratamiento,
mientras que si lo hicieron las células de tumor ovéarico hum&t debido a una
acumulacion intracelular de PplX 500 veces mayor que la de las endoteliales (Lim et al.,
1994).

Estos resultados sugieren que los cultivos primarios de células de endotelio pueden
ser mas refractarios a la TFD-ALA debido a una baja sintesis de PplX enddgeoa y est
podria estar relacionado con la proliferacidbn o quiescencia de las mismaset\ld
(1997) han encontrado que las células HUVEC son sensibles a la TFD y acumulan entre
1,5y 4 veces mas PplX durante su proliferaciéon, comparadas con el estaiksdencia.

Debido a que las células HMEC-1 tienen un origen dermal, es interesante
compararlas con las células de queratinocitos humanos transformados HaCaT. En este
capitulo se vio que se requieren dosis mucho mas bajas para fotosensibltbzar
gueratinocitos, lo cual en este caso se correlaciona con la cantidad de porfirinas producida
Esto sugiere un probable dafio severo de la ALA-TFD superficial sobre la capa mas
externa de la de la piel. Esto concuerda con el hecho de que el ALA TDydauen
resultado en el tratamiento de lesiones superficiales como queratosis actinicas (Smits et
al., 2009).

Sin embargo, hay que tener en cuenta que la distribucion espacial de los
precursores de PplIX en los tejidos, la capacidad de cruzar el estrato catoaozar la
vasculatura de la piel podria influir en la disponibilidad in vivo luego de una aplicacién
topica de ALA.

Respecto a otros FSs administrados exogenamente, algunos autores han
demostrado que las células endoteliales de la vasculatura incorporan mas PIl y son mas

sensibles a la TFD que las células malignas y normales (West et al., 1990; Gomer et al
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1998). Esto determina la destruccion no solo de los vasos tumorales sino de los vasos de
los tejidos normales (Reed et al.,, 1989). En los proximos capitulos de esta tesis,
estudiaremos el efecto intnd e in vivo de la vasculatura sobre la fotosensibilizacion con
diversos FSs exdgenos.

IV .5 Conclusion

Las células vasculares HMEC-1 son susceptibles de ser tratadas
fotodinamicamente con el precursor ALA. En este sentido, son igualmente sensibles que
las células tumorales HB4a-Ras y MCF-7 y mas sensibles que los queratinocitos murinos
PAM?212, pero menos sensibles que las tumorales LM3 y las células de mama normal
HB4a y queratinocitos HaCaT.

Como conclusién general de este capitulo, y teniendo en cuenta los diversos
resultados encontrados en la bibliografia, podemos decir que el dafio fotodinamico a partir
del pro-fotosensibilizante ALA, puede ser selectivamente vascular o tumohdiapdo
del tipo celular. Asimismo, el dafio sobre las células circundantes no tumorales tales como
los queratinocitos de la piel, podria ser severo, aunque finalmente el estudio de lon mode
in vivo nos proporcionara informacion mas exacta en este punto.

En el siguiente capitulo nos enfocaremos a estudiar en detalle la captacién de
diversos FSs porfirinicos y no porfirinicos en las células HMEC-1 y su respuesta a la TFD

en comparacién con la linea de queratinocitos humana HaCat.
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V. Terapia Fotodindmica con diversos FSs en células vasculares y no vasculares

En este capitulo describiremos la capacidad de captacion de diversos FS en las
células HMEC-1 y los queratinocitos HaCaT y su respuesta al tratamiento fotodinamico.
Ademas, introduciremos la comparacion con los resultados obtenidos para las lineas de
mama tumorales HB4a-Ras y MCF-7. De esta manera tendremos un estudio de los
componentes principales de un tumor superficial: células tumorales, células vasculares

células de la piel.

V.1 Toxicidad en oscuridad de los FSs

Se determiné la toxicidad en oscuridad de los distintos FSs por el método del
MTT. En los subsecuentes experimentos de cuantificacion de los FSs y de TFD, se

emplearon concentraciones no toxicas de los mismos.

V.2 Cuantificaciéon de FS intracelular acumulado en células HMEC-1 y HaCaT y

eficiencia de la TFD

Se comparo6 la acumulacion de los FSs: PlI, Vertapddf, Ce6, Pll, MC540 y m-
THPC en células HMEC-1 y HaCaT, cuantificada por flowtsia y empleando las
longitudes de onda maximas de emision y excitaci@pedivamente y los tiempos de
incubacion puestos a punto en el Capitulo Il (Tabla 1 derhbs y Métodos).

Para los ensayos de TFD se emplearon concentraciones que induzcan igual
cantidad de acumulacién de FS en ambas lineas celulares, tratandosgamle mas
cercanas posibles a las utilizadas en el Capitulo Il para la linea celular ldB4aRie la
dosis de luz requerida para fotosensibilizar el 50 % de las células sea menofque 12

mJ/cnt y mayor que 0,2 mJd/c¢n

V. 2.1 Photofrin Il

La Figura V.1A muestra que a concentraciones mayores a 5 uM se acumula una
cantidad ligeramente mayor de PII en las células HMEC-1. El aumento dshnies
células HMEC-1, mientras que en HaCaT se alcanza un plateau con PIl 100 uM. Se

escogidé la concentracion de 5 puM para realizar los experimentos de TFD. Esta
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concentracion induce una acumulacién intracelular 3 veces mas alta que los niveles
basales y con la cual se obtienen iguales niveles intracelularfeS.del

En la Figura V.1B se muestra la viabilidad de las células luego de 2 hs de
incubacion con PIl y tratamiento con TFD. Ladolpara las células HMEC-1 es de 11
mJ/cnt y para las HaCaT es de 3,71 mJcnLas células HMEC-1 son 3 veces mas

resistentes a la PII-TFD que las HaCaT.
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Figura V.1: Acumulacion intracelular de PIl y respuesta a la TFD-PII en lataséHVEC-1 y
HaCaT.

La Figura V.1A muestra la acumulacién de Pll luego de 2 hsaddartion con diferentes concentraciones
del FS en las células HMEC-1 y HaCaT

La Figura V.1B muestra la TFD-PII luego de 2 hs de exposiciéud de Pll y a diferentes dosis de luz.

Los porcentajes se expresan respecto al control con PlI no irradiado.



V. 2.2 Verteporfin

La Figura V.2A muestra que la acumulacion intracelular de Verteporfin aumenta
con la concentracion a lo largo del rango analizado en ambas lineas celulateseftio
es lineal en las células HaCaT, mientras que en HMEC-1 se alcanza um plattea
Verteporfin 1,75 uM. Se eligié una concentracion de 1,75 uM para los experimentos de
TFD porque con esta concentracién se requieren dosis mayores a 0,3 padéciducir
una Dlgo.

En consecuencia, las células se incubaron 3 horas con Verteporfin 1,75 uM antes
de la TFD. La Figura V.2B muestra la viabilidad de las células después d®ld.daF
DLso fue 0,96 mJ/chpara las células HMEC-1 y 0,24 mJfcpara las HaCaT. Las
células HMEC-1 son 4 veces mas resistentes a la Verteporfin-TFD que las HaCaT.
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Figura V.2: Acumulacion intracelular de Verteporfin y respuesta a la TFDeyerfin en las
células HMEC-1 y HaCaT

La Figura V.2A muestra la acumulacién de Verteporfin luego de 3 hs de incubaoidrdiferentes
concentraciones del FS en las células HMEC-1 y HaCaT.

La Figura V.2B muestra la TFD-Verteporfin luego de 3 hs de expaskxi®,75 uM de FS y a diferentes

dosis de luz. Los porcentajes se expresan respecto al control con Vertepanfadiado.
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IV. 2.3 Merocianina 540

La Figura V.3A muestra que se acumula similar cantidad de MC540 en ambas
lineas celulares. El aumento de la fluorescencia en funcion de la concentraciSnedel F
lineal. Se eligié una concentracion de 10 uM de MC540 para realizar losnexues
de TFD.

La Figura V.3B muestra la viabilidad de las células después de la THDL Jga
fue de 83 mJ/chpara las células HMEC-1y 78 mJfcpara HaCaT. Las células HMEC-

1 responden a la MC540-TFD de manera similar que las HaCaT.
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Figura V.3: Acumulacién intracelular de MC540 vy respuesta a la TFD-MC540 en laks<él
HMEC-1 y HaCaT

La Figura V.3A muestra la acumulacion de MC540 luego de 2 hsnadebacion con diferentes
concentraciones del FS en las células HMEC-1 y HaCaT

La Figura V.3B muestra la TFD-MC540 luego de 2 hs de exposit0 uM del FS y a diferentes dosis de
luz. Los porcentajes se expresan respecto al control con MC540 nadioad
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V. 2.4. Naranja de Acridina

La Figura V.4.A muestra que hasta una concentracién de 20 uM de NA ambas
lineas acumulan igual cantidad de FS, pero a partir de esa concentracion lasIHMEC-
alcanzan un plateau mientras que las HaCaT contindan con un aumento lineal en la
acumulacion de NA . Para realizar los experimentos de TFD se empled 10 uM de NA.

La Figura V.4B muestra la viabilidad de las células después de la TFD con NA.
La DLso fue de 2,2 mJ/chpara las células HMEC-1y 1,74 mJfcpara HaCaT, por lo

gue se concluye que las células HMEC y HaCaT son igualmente resistentes a la TFD con
NA.
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Figura V.4: Acumulacion intracelular de NA 'y respuesta a la TFD-NA en lasaiHMEC-1 y
HaCaT

La Figura V. 4A muestra la acumulacion de NA luego de 2 hs déawddn con diferentes concentraciones
del FS en las células HMEC-1 y HaCaT
La Figura V.4B muestra la TFD-NA luego de 2 hs de exposicibd @M del FSy a diferentes dosis de luz.

Los porcentajes se expresan respecto al control con NA no irradiado.
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V. 2.5m-THPC

La Figura V.5A muestra que la misma cantidad de m-THPC es acumulada en
ambos tipos celulares en todo el rango de concentraciones analizado. La concentracion
elegida para llevar a cabo la TFD fue de 1,5 uM.

La Figura V.5B muestra la viabilidad de las células después de los experimentos de
TFD. La DLs, fue de 7,2 mJ/cfrpara las células HMEC-1 y 1,87 mJfcpara HaCaT.

Las células HMEC-1 son 4 veces mas resistentes al tratamiento fotodinamico con m-
THPC.
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Figura V.5: Acumulacion intracelular de m-THPC y respuesta a la TFD-m-THPI@secélulas
HMEC-1 y HaCaT

La Figura V.5A muestra la acumulacion de m-THPC luego de 3 hs déaiciébn con diferentes
concentraciones del FS en las células HMEC-1 y HaCaT

La Figura V.5B muestra la TFD m-THPC luego de 3 hs de exposicif/d uM del FS y a diferentes dosis

de luz. Los porcentajes se expresan respecto al control con m-TH®Cirradiado.
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V. 2.6 Clorina e6

La Figura V.6A muestra que en las células HaCaT la concentracion intracelular de
Ce6 es igual en todo el rango de concentraciones analizado. La concentrad@bde
UM es la que se eligid, para llevar a cabo la TFD.

La Figura V.6B muestra la viabilidad de las células después de los experimentos de
TFD. La DLso fue de 15,3 mJ/chrpara las células HMEC-1y 7,6 mJfcpara HaCaT.
Las células HMEC-1 son 2 veces mas resistentes a la Ce6-TFD.
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Figura V.6: Acumulacion intracelular de Ce6 y respuesta a la TFD- Ceb6 en las células HMEC-1y
HaCatT

La Figura V.6A muestra la acumulacion de Ce6 luego de 3 hs dariénkron diferentes concentraciones

del FS en las células HMEC-1 y HaCaT

La Figura V.6B muestra la TFD-Ce6 luego de 3 hs de exposicypSapM del FS y a diferentes dosis de

luz. Los porcentajes se expresan respecto al control con Ce6 no ioradiad



V.3 Comparacion de la acumulacion intracelular de FS en células HMEC-1, HaCaT,

MCF-7 y HB4a-Ras y su relacion con la eficiencia de la TFD

En la Tabla V1 se puede ver que si bien la acumulacion de todos los FS es similar
en las células HEC-1 y HaCaT en las condiciones empleadas para la TFD, cuando se
relativiza por la cantidad de proteinas, la acumulacion en HMEC-1 es de
aproximadamente el doble que en HaCaT, incluso en los FSs NA y MC540 que inducen
igual respuesta a la TFD.

Ademas introducimos los valores de acumulacion de FSsy @ldtenidas para las
mismas concentraciones de FS en las células tumorales humanas MCHH{B¥4ddaRas.

En esta comparacion podemos observar que si bien salvo excepciones, la cantidad
de FS acumulada por célula es similar en los 4 tipos celulares estudiados, al relativizar
por contenido proteico, se ve que la acumulacion creciente de FS sigue el sigdiemte or
HMEC-1>HaCaT>MCF-7>HB4a-Ras.

En el andlisis de las B, observamos que la linea HB4a-Ras es la mas resistente
de todas las analizadas, independientemente del FS empleado, excepto endel caso
MC540, en el cual la linea MCF-7 es la mas resistente.

Del resto de las lineas celulares podemos concluir que la HMEC-1 es mas
resistente que la tumoral MCF-7 y la de queratinocitos HaCaT, siendo por lo gensral esta

dos ultimas, de una sensibilidad similar al tratamiento fotodinamico.
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Tabla V.1: Comparacion de FS acumulado en las lineas HMEC-1, HaCat, MCF-7 yRiB&4a

sus Dlgg
HMEC-1
FS UF/10° células UF/ ug de proteinas DL
Pl 27 80,3 11
Verteporfin 40 125,3 0,96
MC450 35 104,1 83
NA 175 477,1 2,2
m-THPC 30 89,2 7,2
Ceb 4 11,9 15,3
HaCaT
FS UF/10° células UF/ ug de proteinas DLsq
PIl 25 35,6 3,71
Verteporfin 42 62,8 0,24
MC450 35 50,2 78
NA 160 248,5 1,74
m-THPC 32 45,7 1,87
Ceb 3 4,3 7,6
MCF-7
FS UF/10° células UF/ g de proteinas DL 5o
Pl 21 18,1 5,71
Verteporfin 34 29,3 0,47
MC450 38 32,7 167
NA 162 139,6 2,75
m-THPC 35 30,1 1,85
Ceb 3 2,5 7,8
HB4a-Ras
FS UF/10° células UF/ pg de proteinas DLso
Pl 18 10,9 44
Verteporfin 42 25,4 3,3
MC450 30 18,1 138
NA 156 94,3 35
m-THPC 29 17,5 15,4
Ceb 7 4,2 39

FS acumulado intracelularmente (expresado como UF) en las condiciones e ti@oncentracion
empleadas en los experimentos de fotosensibilizacién (PIl 5 pM, Vertepofd pM, MC540 10 uM, NA
10 puM, m-THPC 1,5 uM, Ce6 0,25 puM) relativizado por el namgeocélulas y por la cantidad de

proteinas.



V.4 Discusién

En este capitulo hemos tratado de comparar fundamentalmente la respuesta al
tratamiento fotodinamico de las células endoteliales HMEC-1 con los queratinocitos
HaCaT, equiparando concentraciones que lleven a igual acumulacion intracelulande FS e
ambas lineas. Por otra parte, hemos incluido los resultados de acumulacién intracelular de
FS y Dlsp de una linea tumoral humana (MCF-7) y una linea que ha adquirido su
tumorigenicidad por insercién del oncogén Ras y que es resistente a la TFD (HB4a-Ras).
Sin embargo, para estas dos ultimas, cabe destacar que en algunos casodayasio ha
igual acumulacion intracelular de FS empleando las concentraciones elegidas para HMEC-
1y HaCaT.

Bajo estas condiciones de igual acumulacion intracelular del FS, hemos atwontra
que las células HMEC-1, presentan mayor resistencia al tratamiento fotodinamico con
varios fotosensibilizantes en comparacién con los queratinocitos inmortalizados HaCaT.
Estos FSs son PII, Verteporfin, m-THPC y Ce6, 0 sea que se trata de tetrapiarcies
de estructura de porfirina o de clorina. Por otra parte, FSs de distintas estructuras
qguimicas como los colorantes NA y MC540 sensibilizan de igual manera a ambos tipos
celulares.

La distinta respuesta a la TFD podria relacionarse con la localizacién subcelular,
ya que los FSs que se acumulan en lisosomas (NA) y en membrana (MC540) no inducen
en las células HMEC-1 una resistencia a la TFD de la manera que lo hacen los FS
tetrapirrélicos, que se acumulan en mitocondria.

La linea celular HMEC-1 posee un bajo contenido de proteinas (3,3 pg
proteinas/célula) a diferencia de la HaCaT, que posee el doble de cantmatetes (7
pg proteinas/célula). Sin embargo, a pesar de que el contenido de FS rdtajparza
cantidad de proteinas es del doble en las células endoteliales, esto no impacta en el grado
de sensibilidad a la TFD, tal como si habiamos visto para otros tipos celulares en trabajos
de nuestro laboratorio (Casas et al., 2008).

Ademas el tamafo de las células HMEC-1 es menor que el de las HaCaT
(resultados no mostrados). Esto indica que la resistencia de las células endoteliales al
dafio fotodinAmico no se debe a la relacibn molécula de FS/proteina, o bien a la relacién
FS/tamarfo celular. Por ello deducimos que deben estar actuando mecanismos propios de
la estirpe celular, por lo cual in vitro las células endoteliales HMEC-1 son mas resistentes

gue otros tipos celulares.
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Estos resultados se asemejan a los ya expuestos en el Capitulo IV para la TFD a
partir del precursor ALA, donde las HMEC-1 son mas resistentes que las HaCaT, y esta
resistencia no se ha encontrado que se relacione ni con el contenido de FS, ni de proteina
ni con el tamafo celular, sino que se trata de mecanismos de supervivencia a la TFD
propios de cada estirpe celular.

Cuando se realizé una comparaciéon con similares concentraciones de FS/célula en
las 4 lineas estudiadas, al relativizar por contenido proteicee sgie para todos los
compuestos empleados, la acumulacién creciente de FS sigue este orden: HMEC-
1>HaCaT>MCF-7>HB4a-Ras.

En la comparacion de la respuesta a la TFD de las 4 lineas celulares, suege que
linea HB4a-Ras es la mas resistente de todas las analizadas, independientinfkehte d
empleado, excepto en el caso de MC540, en el cual la linea MCF-7 &s lasistente.

Del resto de las lineas celulares, la HMEC-1 es mas resistente que la tumoral
MCF-7 y la de queratinocitos HaCaT, siendo por lo general estas dos Ultimas, de
sensibilidad similar al tratamiento fotodinamico.

Las células HB4a-Ras, son mas resistentes a la TFD que las HMEC-1, donde el
grado de resistencia varia de 2 a 8 veces, mientras que en el caso de MC5alfilseovae
este patron de mayor resistencia. A pesar del mayor contenido proteico de las células
HB4a-Ras, por el cual la relacibn FS/proteina es muy baja, existe una resistencia
intrinseca debida a sefiales de supervivencia disparadas por el oncogén Ras. Y eomo ya s
ha discutido extensamente en el Capitulo Il, diversos mecanismos actdan en la eesistenci
a la TFD de las células transfectadas con Ras.

En el caso particular de la MC540, como ya hemos expuesto en el Capitulo II, es
un FS que se une preferentemente a las membranas celulares, Golgi y RE, sin éanbargo,
acumulacién por numero de célula es bastante similar entre las 4 lineas estudestas, a p
de las diferencias de tamafos celulares. Laopara MC540 es del doble en la linea
MCF-7 respecto a HMEC-1 y HaCaT, y esto puede deberse al gran tamafio de dicha
células, y su menor contenido de MC540 acumulada por unidad de membrana celular.

En el caso de NA, que se acumula preferentemente en lisosomas, la TFD es
igualmente efectiva en HMEC-1, HaCaT y MCF-7, pero bastante menos efectiva en
HB4a-Ras, a pesar de una acumulaciéon similar en los 4 tipos celulares.

La falta de resistencia de las células endoteliales a los colorantes NA40MC
sugiere que estos podrian ser buenos FSs para el tratamiento con TFD de patologias

vasculares.
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Ademas de lo ya discutido por nosotros (Capitulo 1V) y otros autores acerca de la
fotosensibilidad de las células vasculares a la TFD in vitro con el PplX a partirAle AL
también otros autores han encontrado fotosensibilizacion de células vasculares empleando
FSs exdgenos tales como Ftalocianina de Aluminio (Andreeva et al.,, 2010), Ce6
(Wawrzynska et al., 2010), ATX-S10 (Na) y Verteporfin (Huang et al. 2004), entre otros.

Hemos encontrado en la bibliografia resultados diversos en cuanto a las diferencias
de sensibilidad a la TFD de las células endoteliales respecto a células de otro origen.
Algunos autores (Spdrri et al., 2001) sostienen que células endoteliales tales como las
HUVEC presentan mayor resistencia a la TFD que las células de tumor ovarico humano
TEC, empleando PplIX a partir de ALA. Asimismo, Wawfrgya et al. (2010) encontraron
que las células TG/HA-VSMCs de musculo liso de endotelio vascular responden en menor
medida a la TFD mediada por Ce6, respecto a los fibroblastos NIH3T3 que son mas
sensibles a la Terapia.

Por otro lado, otros autores tales como Huang et al. (2004) observaron que células
como las humanas epiteliales de la retina HRPE son mas resistentes que las células
humanas de la microvasculatura endotelial HMVEC empleando los FSs ATX-S10(Na) y
Verteporfin.

Sin embargo, no podemos atribuir a la estructura del FS las diferencias encontradas
entre los mencionados trabajos. En este capitulo hemos visto que FSs de estructura
tetrapirrdlica de acumulacion preferencial mitocondrial, inducen cierto grado de
resistencia a la TFD de la vasculatura, pero lo mismo no ocurre con FSs de distinta
localizacion subcelular. Por lo tanto, consideramos que las diferencias enconitezlas e

distintos trabajos se deben a los distintos tipos celulares involucrados.

V. 5 Conclusiones

En este capitulo hemos visto que in vitro, las células endoteliales HMEC-1 son
mas resistentes a la TFD con fotosensibilizantes tetrapirrélicos que la linea celular de
gueratinocitos HaCay que las células tumorales MCF-7, pero no que la linea HB4a-Ras
intrinsecamente resistente a TFD. Sin embargo, esta resistencia no se obsérsdgsra
NA y MC540 que poseen una localizacién celular no mitocondrial. Estas diferencias de
selectividad encontradas para los distintos FSs podrian ser explotadas para su uso en el
tratamiento de patologias especificas, dependiendo del tipo celular mas fuertemente
afectado por la TFD para ese FS en particular. Por ejemplo, NA y MC540 podrian ser

buenos=Ss para el tratamiento fotodindmico de patologias vasculares.



En el proximo Capitulo evaluaremos el efecto de la TFD con distintos FS® in vi
sobre la vasculatura y las estructuras tumorales, en un modelo de tumor transplantado

subcutaneamente en raton.
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VI. Regresion tumoral inducida por TFD con varios fotosensibilizantes y el rol de la

vasculatura en la eficiencia de la TFD in vivo

En este capitulo hemos estudiado el rol de la TFD en el dafio al tejido y vasculatura
tumoral luego de la fotosensibilizacion en un modelo in vivo de ratones portadores de
tumor, inyectado subcutaneamente. Para ello se utilizaron tres FS aprobados para su uso

en pacientes: Pll, m-THPC y Verteporfin.

VI.1 Regresion tumoral inducida por la TFD con Photofrin. Verteporfin y m-THPC

Se emplearon ratones portadores de tumor LM2 inyectado subcutdneamente. Para
el tratamiento fotodinamico se empled un laser de 635 nm y tres FSs aprobados para su
uso en pacientes: Pll, m-THPC y Verteporfin. No se emplearon los FSs colorantes NA y
MC540 debido a la escasa bibliografia al respecto, eran necesarios estudios previos para
determinar su toxicidad en animales.

Se eligié la via i.p. para la administracién de los FSs, excepto emselde
Verteporfin, en el cual se comparé esa via con la i.v., debido a los conocidos dé&cto
dicho FS sobre la vasculatura (Chen et al., 2006). En la Tabla 2 de Materiales y Métodos
se describen los distintos esquemas de los tratamientos efectuados. Los intervalos de
tiempo entre la administracién del FS y la aplicacion del laser se tomaron deatarit.

En la Tabla VI.1 se observa que en ratones controlesiaeibieron luz ni FS, los
tumores incrementan su volumen en promedio un 36% 24 hs y en un 46% a las 48 hs
respecto al volumen determinado al inicio del expento. Por otra parte, en todos los
casos, los ratones tratados con TFD con los distii@esrecieron menos que los controles.

Los tres FSs empleados fueron efectivos en la redudeipral. Sin embargo,
hubo mucha variacién entre vias y tiempos de TF& administracién de Verteporfin, el
esquema de inyeccion iv. con aplicacion de luz 15 min-: pgstccion fue el mas efectivo.

En general, los FSs y vias mas efectivos en la ragstut@moral fueron Verteporfin
I.v., Foscan i.p. y Photofring.

Considerando como un 100% a los volimenes inicilasada animal, Verteporfin-

TFD i.v. 15 min. indujo una disminucion al 44,6% y 37,6%widéumen inicial, a las 24 y
48 hs respectivamente. En forma similar, TFD-Fosgardisminuyo el tumor al 6398y
50,9% a las 24 hs y 48 hs respectivamente. En caaRtootofrin i.p., el volumen fue del

60,1%Yy 42,6 % a las 24 hs y 48 hs respectivamente, siempre respadtoreen inicial.
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Teniendo en cuenta el crecimiento de los ratonesales sin tratar, vemos que la
regresion a las 48 hs comparada con un crecimigaiéo tumoral fueron para Verteporfin
1.v. 15 min.: 108,7%,; para Foscan i.p.: 95,4% y para Photofrin i.p.:%03,7

Los esquemas de Verteporfin i.p. con aplicacién dduego de 1y 3 hs, (78,6 y
63,4% de regresion respectivamente) al igual quesplertin i.v. con aplicacion de luz a las
3 hs fueron los menos efectivos (13,7% de regresiosip. da cuenta de la importancia de
los tiempos de aplicacion de la luz en el casostie ES que puede tener como blanco la
vasculatura tumoral o el tumor mismo.

Se sabe que el blanco de Verteporfin por via i.vaegabculatura si la TFD se
realiza a los 15 min de administracion, y lo esegtld tumoral si se realiza a las 3 hs.
Teniendo en cuenta las distintas vias y tiempogatfteporfin, observamos que para lograr
la méaxima eficiencia de la Terapia empleando esteeFlanco deberia ser la vasculatura

tumoral.

Tabla VI.1: Regresion tumoral en ratones tratados con TFD stintds FSs

24 hs 48 hs Regresion a las 485

Controf 136,4 + 15,1% 146,3 £ 25,3 % -

Verteporfin iv 15 mifi~ 44,6 +57 % 37,6 +5,6 % 108,7%
Verteporfin i,v, 3 h% 86,8 £6,7 % 132,6 +21,3 % 13,7%
Verteporfini,p, 1 ¥ 99,0+8,9% 67,7+5,7% 78,6%
Verteporfin i,p, 3 h8 98,9+10,1% 829+6,8% 63,4%
Foscanip, 72 s 63,3+5,8 % 50,9 +7,8 % 954%
Photofrin i,p, 24 h&~ 60,1+ 14,7 % 42,6+ 4,7 % 1037%

Los valores se expresan en porcentaje del volumerrairaolas 24 y 48 hs luego de la TFD, respecto al
volumen al inicio del experimento en cada animal

n:3

n:2

¢ Corresponde al porcentaje de regresion tomando emaceévolumen tumoral a las 48 hs deHatones
tratados, respecto al promedio del volumen tumaahdbnes control.

" Corresponde a la fotografia de la Fighta

" Corresponde a la fotografia de la Figt2

™ Corresponde a la fotografia de la Figut3

™™ Corresponde a la fotografia de la Fightat
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V1.2 Andlisis histologicos de los tumores tratados con TFD: dafio vascular y tumoral

En la Figura VI.1 B se muestra la histopatologia detwmor en crecimiento
subcutdneo con compromiso de la dermis y cubiertoepatermis integra. A mayor
aumento puede observarse tumor maligno poco diferenciado con células viables y
elevada actividad mitética (ver flechas en la Figura €).1

A\

Figura VI.1: Fotografia de un ratdén con tumor sin tratar (contfd). Histopatologia 5X (B).
Detalle de la histopatologia 40X (®). epidermis; T: tumor; M: células en mitosis.
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En la Figura VI.2.C se observa un leve dafio epidérmaonecrosis tumoral muy
extensa casi total (aproximadamente el 90%), qge kela zona mas profunda del tumor
(Figura VI.2.D). Se distinguen infiltrados leucocitariosdeando éareas de necrosis
isquémica. Se destaca que a pesar de la ubicaceprofanda del tumomeel subcutaneo

el dafio tumoral lleg6 hasta la zona mas profunda del tumor.

Figura VI.2: Fotografia del tumor de un ratén que se someti6@ don Photofrin i.p. (A) antes y
48 hs después (B) de la TFD. Histopatologia 5Xutebr tratado (C)Detalle de la histopatologia
40X (D).

E:epidermis; D: dermis; SC: subcutaneo; M: tejidesonlar; TN: Tumor Necraotico.



En la Figura VI.3.C se observa una necrosis dernmiegpica con ulceraamn
cubierta pounacostra hematica y leucocitanapor debajo se encuentran zonas de necrosi
tumoral que se extienden hasta una profundidadrdenSlesde la superficie (sefialada por
una flecha en la Figura). En zonas mas profundas aginssevan células viables, como asi
también en la zona adyacente a la necrética, donde eh@@alegé a incidir.

En la Figura VI1.3.D se muestra el detalle del dafi@was con un vaso derecho
mostrando un trombo asociado a necrosis por TFD, y sm izguierdo viable, que marca
una zona de transicion con las células tumorales viables.

En ratones tratados con Verteporfin por via intiégpegal se distinguen patrones

similares, con menor grado de dafio vascular (ilustracidnastrada).
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Figura VI.3: Fotografia del tumor del ratén tratado con TFD-&potfin i.v. (A) antes y 48 hs
después (B) de la TFD. Histopatologia del tumatatdo 5X (C). Detalle de la histopatologia 40X

(D).
Tv: tumor viable; Ec epidermis conservada; NT: neirdumoral; Area U-N:Area Ulcero-necrotica; Tr V.

Trombo vascular.

En la Figura VI.4.C la histologia muestra en la supenficidesprendimiento corneo
con dafio fotodinamico epidérmico severo y necrosi®letumor subyacente. El dafio
necrético compromete el 80% de la masa tumoralcgnabh los 5 mm de profundidad
(sefalado con flecha en la misma Figura V1.4.C).

En la Figura VI1.4.D se distingue en la profundidad deldiuun gran dafio necrotico

asociado a vasos danados y trombosados.



Figura VI.4: Fotografia del tumor tratado con TFD-Foscan i.pes(A) y 48 hs después (B) de la
TFD. Histopatologia 10X del raton tumor tratado. [@3talle de la histopatologia 40X (D).

V Tr: Vaso trombosado.

La Figura VI.5 muestra que en una serie realizadd=osnan i.p. tomada a tiempos
cortos luego de la iluminacion, se vio que luego@end, ya se evidencian signos de dafio
vascular, ademas de imagenes de células tumoralapogiosis, que no se observan a
tiempos mas largos post-tratamiento. A las 3 hs ldeda TFD, el dafio vascular progresa,
y ya se observan muy pocas células en apoptosis pedonpran las imagenes de células

tumorales necroéticas.
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Figura VI.5: Fotografia de un tumor tratado con TFD-Foscan i.p., lue@®dein (AyB) y 3 hs (C
y D) Histopatologia 40X del tumor tratado (Ay Ogtalle de los dafios vasculares 20X (B y D).

V Tr: Vaso trombosado, VD: vaso dafiado, VC: vasayestivo.

Se representan dos curvas de crecimiento tipiconderés controles sin tratamiento.
Ademas se muestran curvas de crecimiento de remasioompletas de tumores tratados
con TFD con Foscan, Verteporfin y Photofrin (Figura VI1.6).

En el caso de Foscan, el periodo libre de enfermégadie 4 dias, en el de
Verteporfin fue de 6 dias, y el ratén tratado con &hatTFD permanecié 3 dias libre de

enfermedad.
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Figura VI.6: Curvas de crecimiento tumoral en ratones portaddedsimor LM2 y sometidos con
los distintos esquemas de tratamientos (detallewl¢s Tabla 2 de Materiales y Métodos)
Verteporfin i.v. 15 min.; Foscan i.p. 72 hs; Photof.p. 24 hs.

VI.2 Discusion

Se lograron resultados muy promisorios empleandoS8 &probados por la
ANMAT, tales como Photofrin, Verteporfin y Foscan. Las reduees tumorales obtenidas
fueron en el rango del 70 al 100% respecto al vatumes deberian haber alcanzado los
tumores teniendo en cuemtcrecimiento tipico de un tumor LM2.

Si bien hasta el momento tenemos pocos animaldzades, podemos ver que el
FS Verteporfin es mas efectivo cuando se aplica por via imiipreviamente a la TFD.

Como ya se ha mencionado previamente, la TFD usada con intervalos cortos de
exposicion al FS tiene como blanco la vasculatura del tumor, debido a que confina la
localizacion del FS a los vasos sanguineos. En cambio, un FS que se ilumina a tiempos
largos luego de su administracion sistémica puede inducir mayor dafio en las células
tumorales que las vasculargs,que alcanza a distribuirse en los compartimientos de las

primeras (Chen et al., 2006).
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Abels et al. (2004) han sefialado que los FSs depako molecular, que se
localizan en el espacio intravascular, serian los efigientes en el dafio a la vasculatura
tumoral y por ende, provocarian un mayor dafio tumokals FS empleados en este trabajo
son de alto peso molecular, por lo cual creemos gpaestan estar cumpliendo la hipotesis
propuesta por Abels, y esto podria estar explicamdpagte las diferencias encontradas
respecto a la falta de respuesta a la TFD de las célulagavasadn vitro.

De los ratones analizados, obtuvimos regresionesapgs@mpleando los tres FSs.
El periodo libre de enfermedad fue de 6 dias para Verteperfi4 dias para Foscan i.p. y 3
dias para Photofrin i.p. Consideramos que los veh@&s tumorales tomados para estos
experimentos fueron excesivamente grandes comdquaea remisiones completas, debido
a la penetracion de la luz en el tumor hasta urtandi® de 5 mm de la superficie, pero
consideramos que tumores de no mas de esa profdndigderian regresionar
completamente con los esquemas de tratamiento adauilast

La histologia evidencia que el dafio fotodinamicgdla una profundidad de 5 mm
en todos los casos, y esto se debe a la limitacipermietracion de la luz en el tejido (Karrer
2001; Berr 2004). Més alla de esta distancia, se zanpe a ver focos de células viables,
por lo cual se concluye que bajo las presentes conds, se podrian tratar exitosamente
lesiones pequefias y ubicadas superficialmente.

Los dafios observados son fundamentalmente de natursemitica, con dafo
vascular profundo, variable dependiendo del FS y giadiministracion. El dafio a nivel
epidérmico y dérmico fue bastante severo, pero dependergeado de invasion tumoral.

Excepto para el PS Photofrin, el dafio de la piel &wers, y esto se encuentra en
concordancia con lo encontrado en el Capitulo Vesebrdafio de diversos FS sobre los
queratinocitos humanos HaCaT. Sin, embargo, cregumda ubicacion del tumor, y su
captacion selectiva de FS seria critica en el poode fotosensibilizacion cutanea en este
modelo de implantacién subcutanea. La Figura VI.2 ejerwgldl caso de un tumor donde
la ubicacion fue mas profunda dentro del tejido sdmad, y el dafio a la epidermis fue
muy leve. Esto habla de la gran selectividad por |kgasétumorales, del FS aplicado por
via sistémica, y explica el dafio epidérmico engbrde los casos donde la ubicacion de la
implantacion tumoral fue mas superficial, con una mayobabilidad del FS de alcanzar la
zona mas superficial de la piel.

Se observaron signos de dafio inducidos por toddsSsstales como la presencia

de trombos, hemorragia, necrosis vascular, estas@ilagasetc. Sin embargo, en este
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Capitulo no hemos observado que la necrosis endqiedieeda a la necrosis tumoral. En
ratones estudiados luego de 30 min, 1 h y 6 hs ludgmatiEmiento fotodinamico, no se
observé que el dafio vascular preceda al dafio tunpenal si se observéd dafio vascular a
tiempos cortos, e imagenes de células tumorales@jmas, mientras que a tiempos largos
se observé predominio de imagenes necroticas.

Tal como hemos observado en los Capitulos anteriak grado de fotodafio
depende fuertemente del tipo celular, y del estadtfgrativo de la célula (West et al.,
1988).

Se han encontrado diferencias en la bibliografia en cudatooarelacion entre los
modelos in vitree in vivo, pudiendo esto deberse en parte a la baja tasa de proliferacion de
las células endoteliales, la cual afecta la respuesta a la TFD, pezmisamgo se ha
encontrado también que factores liberados por las células tumorales inducen la
proliferacion de las células vasculares (Yang et al., 1994). Estos autores han encontrado
gue tanto el sobrenadante como los lisados de células de carcinoma de células egcamosas
células de carcinoma de colon, contienen factores angiogénicos relacionados con factores
de crecimiento fibroblastico, que finalmente impactan en la mayor proliferacidas de
células endoteliales HUVEC y aumentarian su sensibilidad a la TFD in vivo. Esto podria
estar explicando las diferencias que se observan respecto al patron de relativaiaesisten
in vitro de las células endoteliales al tratamiento fotodindmico.

Por otra parte, debido a que se conoce recientemente la importancia del estroma
tumoral en el desarrollo del cancer (Kalluri et al., 2006), no descartamos que otros tipos
celulares tales como los fibroblastos del microambiente tumoral podrian estar

involucrados en la respuesta a la TFD.

VI. 3 Conclusién

La conclusion general de este capitulo es que &rdafio tumoral directo por via
necrética como el dafio vascular son fundamentales énatamiento fotodinamico. Sin
embargo, cuando el blanco tisular es preferentemeamseular, como es el caso de
Verteporfin a tiempos cortos, la regresion tumoral regyor. Es de destacar que
independientemente del FS y via de administracidprdfundidad de dafio no supera los 5
mm. En las presentes condiciones, se podrian tratar exitosamesiones pequefias y

ubicadas superficialmente.
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CONCLUSIONES GENERALES

o La linea celular tumoral obtenida a partir de HB4a por transfeccion del
oncogén Ras sintetiza altas cantidades del fotosensibilizante Protoporfirina IX a partir de
ALA, pero sin embargo, es mas resistente a ALA-TFD que la linea no tumoral paternal de
mama HB4a. Por otra parte, en condiciones de igual acumulacion intracelular de diversos
FSs de distinta localizacion subcelular tales como naranja de Acridina, Clorina €6,
Photofrin, Verteporfin, Foscan y Merocianina 540, la resistencia al tratamiento
fotodinamico se sigue conservando.

. La insercion del oncogén Ras en células normales lleva a un cambio de
fenotipo relacionado con una menor adhesion a sustrato y célula-célula y a alteraciones en
el citoesqueleto. Creemos que estas alteraciones podrian estar relacionadas con la
resistencia al tratamiento fotodindmico inducida por la expresion del oncogén. Por otra
parte, sabemos que la resistencia adquirida no se relaciona con el contenido ni con la
distribucion intracelular de cada FS, ni con la expresién de moléculas relacionadas con los
procesos de supervivencia tales como MDR y survivina.

o Las células HB4a-Ras resultan menos adherentes al sustrato y a proteinas
de matriz extracelular que las HB4a parentales. Por el contrario, en el mecanismo de
resistencia a drogas mediada por adhesion celular (CAM-DR), descripto para la resistencia
a antineoplasicos, la adhesion protege a las células de los efectos letales inducidos por la
guimioterapia, por lo cual no se trataria de un mecanismo de resistencia a la TFD clasico
CAM-DR. En futuros ensayos estudiaremos si la resistencia a los antineoplasicos
conferida por Ras, también se incrementa en células en suspension. De encontrarse que la
resistencia a TFD actla de manera opuesta a la resistencia a antineoplasicos, se abre una
perspectiva importante en la combinacién de ambas modalidades terapéuticas, como asi
también en la manera de tratar las resistencias a ambas terapias.

o En este trabajo de Tesis Doctoral, en la blusqueda de los mecanismos
subyacentes a la selectividad del dafio fotodinamico, hemos finalmente encontrado que la
insercion del oncogén Ras en células normales induce la resistencia a la Terapia
FotodinAmica. Estos hallazgos revisten importancia a la hora de predecir qué tumores son
susceptibles de ser tratados con TFD.

o In vitro, las células vasculares HMEC-1 responden al tratamiento

fotodinamico con Protoporfirina IX a partir de ALA, y con otros FSs de distinta
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localizacion subcelular tales como naranja de Acridina, Clorina e6, Photofrin, Verteporfin,
Foscan y Merocianina 540.

o Por otra parte, hemos estudiado in viria vivo el rol de la vasculatura en
el dafio fotodinamico, concluyendo que si bien in vitro las células vasculares tratadas con
FSs tetrapirrélicos son relativamente resistentes a la TFD, in vivo ambos blancos tumoral y
vascular exhiben similar grado de susceptibilidad al tratamiento. Las células endoteliales
HMEC-1 son més resistentes a la TFD que las lineas celulares de queratinocitos humanos
y tumores mamarios.

o Las diferencias de selectividad por las células endoteliales encontradas para
los distintos FSs podrian ser explotadas para su uso en el tratamiento de patologias
especificas, dependiendo del tipo celular mas fuertemente afectado por la TFD para ese FS
en particular. Por ejemplo, NA y MC540 podrian ser buenos FSs para el tratamiento
fotodindmico de patologias vasculares. Por otra parte, por su alta accion fotodinamica
sobre los queratinocitos humanos, los FS tetrapirrdlicos serian indicados para patologias
tales como las queratosis actinicas, y lesiones donde sea de importancia la preservacion de
las estructuras vasculares.

o Estudios de TFD in vivo aplicada sobre ratones portadigrésmor, indican
que tanto el dafio tumoral directo por via necrética ocagh dafio vascular son
fundamentales en el tratamiento fotodinamico. Sin embawgmdo el blanco tisular es
preferentemente vascular, la regresibn tumoral es mayer. d& destacar que
independientemente del FS y la via de administracigapfandidad de dafio no supera los
5 mm, y esto se debe a la limitacion de penetracion de &nlel tejido.

o Como conclusion general de esta tesis, podemos declia gelectividad de
la TFD varia fuertemente con la estirpe celular dafiada, y quedetest del FS es esencial
en dichos procesos. Asimismo, el tipo tumoral y la expresdéondogenes en los tumores

seria un factor determinante en la efectividad del tratamiento
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