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Busqueda de nuevos fotosensibilizantes para el tratamiento del
cancer, inactivacion bacteriana y de principios activos

antineoplasicos a partir de especies vegetales de Argentina

RESUMEN

La Terapia Fotodindmica (TFD) es un tratamiento contra el cancer que implica la
administracion de un Fotosensibilizante (FS) y su activacion mediante luz visible,
produciendo asi, fotodafios mediados por oxigeno singlete en el tumor. Ademas de su
uso en cancer, los principales usos de la TFD incluyen el tratamiento de deso6rdenes

inflamatorios e infecciones.

El objetivo de este trabajo fue investigar una coleccion de plantas de la Argentina como
fuente de nuevos FS naturales para ser usados en cancer y Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana (TFDA), asi como también de compuestos antitumorgles

antibacterianos.

Se realiz6 una coleccion de 113 extractos de plantas de Argentina, y se tested la
presencia de actividad fototoxica sobre la linea celular LM2 de adenocarcinoma

mamario, y sobre la especie bacteriana Gram-poStaphylococcus epidermidis

En la linea celular LM2 se observd que la exposicion a los extractos metandlicos de
hoja deCombretum fruticosuny Scutia buxifoliaindujo la muerte celular al aplicar
TFD. Estos extractos se probaron en diferentes lineas celulares y el efecto fue selectivo

contra las lineas tumorales.

Se determiné ademas, que el extracto metandlico de hofgolieea argentinaes

fotoprotector contra la TFD.

En bacteria$. epidermidistres extractos resultaron ser altamente fotoact&olsnum

verbascifoliumflor, Tecoma standlor y Cissus verticillataraiz. Estos indujeron



reducciones de 4, 2 y 3 é6rdenes de magnitud en la supervivencia de la bacteria,
respectivamente al aplicar la TFDA. Es destacable que la TFDA empléando
verbascifoliumcomo FS, fue mas eficiente con luz solar que empleando una fuente de

luz artificial (erradicacion total vs. 4 érdenes de reduccion).

El balance entre compuestos oxidantes y antioxidantes debe estar probablemente
enmascarando potenciales FS de los extractos vegetales, pero empleando el extracto
crudo, el nivel de fotoactividad d& verbascifoliumes similar al de algunos de los FS

comerciales bajo la exposicidbn a luz solar, demostrando que compuestos naturales

vegetales son efectivos para ser usados en TFDA.

Se llevé a cabo la caracterizacion fotoquimica de la TFDA empleando el extr&to de
verbascifolium.Las reacciones fueron mediadas principalmente por oxigeno singlete y

en menor medida, por el radical hidroxilo.

Se estableci6 un modelo de internalizacion bacteriana en queratinocitos PAM212
empleando las especi& epidermidisy S. aureus Sobre las células infectadas se
aplic6 TFDA con S. verbascifolium resultando en la reduccion de las bacterias

intracelulares sin afectar la viabilidad de las células eucariotas.

Desarrollamos, ademas, un método parads@kening” de potenciales FS de plantas
basado en la generacion de reacciones redox y produccién de oxigeno singlete ante la

aplicacion de luz.

En cuanto a la busqueda de potenciales compuestos antitumorales, investigamos la
citotoxicidad de los extractos en oscuridad. Empleamos 4 lineas tumorales y 3 no
tumorales. Trece extractos resultaron ser altamente citotoxicos. Sin embargo, la
inhibicion del crecimiento celular fue dependiente de la linea celular y no se encontrd
selectividad por las lineas tumorales, excepto por el extrachood®ea cairica En

general, las concentraciones inhibitorias 50 estuvieron en el rango de 1g4hb0 0s
extractos mas citotoxicos correspondieron a las espgolaaum chacoenskchroma
australey Jacaranda mimosifoliaSe aislaron parcialmente los principios activos de
estos tres extractos, y se encontré6 que estos indujeron un alto porcentaje de muerte

celular mediante el arresto del ciclo celular e inhibicion de la migracién celular.



En lineas generales, este es uno de los primeros estudios enfocado al analisis de las
propiedades de las plantas nativas de Argentina como antitumorales y antibacterianos en

presencia o ausencia de luz y sus efectos bioldgicos.

Palabras clave: Terapia fotodindmica, extractos vegetales, nuevos fotosensibilizantes,

compuestos antitumorales, lineas celulares, inactivacion bacteriana.



Search of new photosensitizers for the treatment of cancer,
bacterial inactivation and antineoplastic active principles from
Argentinian plant species

ABSTRACT

Photodynamic therapy (PDT) is an anticancer treatment that involves administration of
a photosensitizer (PS) and its subsequent activation by visiblédigégult primarily in
singlet oxygeninduced photodamage the tumor. In addition to cancer, mainstream

uses for PDT include inflammatory disorders and infections.

The aim of this work was to investigate a collection of plants from Argentina as a
source of new natural PS to be used in cancer and antimicrobial Photodynamic Therapy

(aPDT), as well as antitumor and antibacterial compounds.

A collection of 113 Argentinean plant extracts was prepared and screened for
phototoxicity on LM2 mammary adenocarcinoma cells and the Gram-positive species

Staphylococcus epidermidis

In the mentioned cell line, it was found that exposure to the methanolic extracts of
Combretum fruticosumnd Scutia buxifolialeaves induced cell death after PDT. This

extracts were tested in different cell lines. The effect was selective for tumor lines.

It was also found tha@ollaea argentindeaf extractvas photoprotective against PDT.

In bacteria, three extracts turned out to be highly photoa@eknum verbascifolium
flower, Tecoma stanfiower andCissus verticillataroot. They induced 4, 2 and 3 logs
decrease in bacterial survival, respectively. It was noticeableSthaerbascifolium
aPDT was more efficient under sunlight as compared to artificial light (total eradication

vs. 4 logs).



The balance between oxidant and antioxidant compounds is very likely to be masking or
unmasking potential PS of plant extracts, but employing the crude extract, the level of
photoactivity of S verbascifoliumis similar to some artificial PS upon exposure to

sunlight, demonstrating that natural resources can be employed in aPDT.

Photochemical characterization 8f verbascifoliumflower extract upon exposure to
light was carried outaPDT reaction was dependent mainly on singlet oxygen and to a

lesser extent, on hydroxyl radicals.

We established a model of bacteria internalization into human keratinocytes employing
S. aureusandE. epidermidisspecies. Afterwards, we applied aPDT on infected cells,
and the response was a reduction in the number of intracellular bacteria without

affecting viability of eukaryotic cells.

We developed an easy method for the screening of potential PS from plants based on

redox reactions and singlet oxygen production.

Regarding to the search for potential new anti-cancer agents, we investigated the effect
of plant extracts on cell growth (in dark conditions). Four tumor cell lines and 3 non
tumor cell lines were assayed. Thirteen extracts were found to be highly cytotoxic.
However, inhibition on cell growth was dependent on cell type and selectivity was not
found except fotpomoea airica extract. In general, the inhibitory concentrations 50%
were in the range of 1050 pg/ml. The most cytotoxic extracts werBolanum

chacoensdochroma australendJacaranda mimosifolia
Active compounds from these three extracts were partially isolated, finding that they
induced a high percentage of cell death through cell cycle arrest and inhibition of cell

migration.

Overall, this is one of the first studies focusing on Argentinean native plants and their
compounds biological effects on PDT, as antitumor and antibacterial.

Vi



Keywords: Photodynamic therapy, plant extracts, new photosensitizers, anti-tumoral

compounds, cell lines, bacterial inactivation.
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ABREVIATURAS

ALA: Acido 5-aminolevulico

ALA-TFD: Terapia fotodinAmica basada en ALA
ATCC: American Type Culture Collection
Clsg: Concentracion inhibitoria 30

Clso: Concentracion inhibitoria 50

Clzs: Concentracion inhibitoria 75

Ce6: Clorina e6

CMB: Concentracion minima bactericida
CMI: Concentracion minima inhibitoria

DLso: Dosis luminica letal 50

DMSO: Dimetilsulfoxido

FS: Fotosensibilizante, fotosensibilizantes
HO: Radical hidroxilo

IP: loduro de propidio

Kobs Constante de fotodegradacion observada
LB: Medio liquido Luria Bertani

LBA: Agar Luria Bertani

MTT: Bromuro de 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil tetrazolio)
MOI: Multiplicidad de infeccion

MRSA: S. AureusMVieticilina resistente

'0,: Oxigeno singlete

PBS: Buffer fosfato de sodio

PplX: Protoporfirina IX

RL: radicales libres

ROS: Especies reactivas de oxigeno

RPMI: Medio Roswell Park Memorial Institute
SFB: Suero fetal bovino

TFD: Terapia fotodinamica

TFDA: Terapia fotodinamica Antimicrobiana
Trp: Triptofano

TS: Medio liquido tripteina de soya

TSA: Agar tripteina de soya



UF: unidades arbitrarias de fluorescencia.
UFC: Unidades formadoras de colonias

Xi



INDICE

RESUMEN . Lo e e e e e i
AB ST R A C T . . e %
AGRADECIMIENTOS . .. e e viii
ABREVIAT U R A S . .. X
INDICE. ...t Xii
INTRODUCCION

| O 1 et o A 1 72310 11<) 1 L0 L S PP 1
1.1 Cancer. Generalidades. ... .....ouiuiiei e 1
1.2 Incidencia del CANCET. .........uiuii e 3
1.3 Terapias CONtra €l CANCET. ... .uiut ittt ettt et et e et e et et et et et et eeaneaneeneeneennes 5
2. Tenpia FOotodiNAmiCa. ... ......oviiii i e e e e 7
2 B 413 (0 T4 L T 1 & 7
2.2 Ventana teraP@ULICA. . ... uveet ettt ettt et e e et et et et et et et et e s eseeteeeenaaneaneeneensannes 8
2.3 Principios y fotoquimicade [a TED.........ooiiiiiiii i e 10
2.4 Blancos yviasde acCiOn I TFD...........ccooiiiiii e 12
2.5 Fuentes de luz empleadas en TED..........ooiiiiiiii e 13
2.6 FOtOSENSIDINIZANTES. ...t 15
2.7 TFD en el tratamiento del CANCET..........o.ivuiiniiiii e 16
2.8 Busqueda de fotosensibilizandle origen vegetal................ocviiiiiiiiiiiiiiiieen, 18
3. Compuestos antinEOPIASICOS. ... ueuut ittt e 21
0 5013 o7 18 7o () U 21
3.2 Antineoplasicos de origen Vegetal...........oovuiiiiiii i 23
4. Especies reactivas del OXIZeNO0. . ....viuiiuiietii it 26
I 012 (06 L Lo o3 o 26
4.2 Radicales IIDIeS. .. ..ottt e 26
4.3 OXIENO ST EIOtC. ..ottt ittt et e e e e 29
4.4 Compuestos antioxidantes en Plantas...........oevevriiiiiieeire ettt iiie e enaensn 30
5. INTECAONES DACIEIIANGS. .. ... .e ettt et e eeans 30
ST INErOAUCCION. ...ttt 30
5.2 Staphylococcus epidermidis..............c.ouii i 32
S5.381APRYIOCOCCUS QUICUS ... . e e e e e e e e e eaaeee 32
0. ANTIDIOTICOS. ..ttt ettt et 33
0.1 INtrOUCCION. ...\t e e e e 33
6.2 ReSiStencia @ antiDiOtiCOS. . ... . e e n ettt ettt et et e e 36
6.3 ANtibiOtICOS NATUTALES. .. ...ttt e e 38

Xii



7 Terapia Fotodindmica antimiCrobIiana. . ..........oouvuieiititiiii e 41

78 B 413 (0 T4 L T 1 & P 41
7.2 Ventajas de 1a TED A. . ..o e e e e 43
7.3 Diferencias entre bacterias Gram positivas y negativas y surol en la TFDA...........ccccc..... 44
7.4 Fotosensibilizantes en TFDA. ... ... i 45
7.5 Aplicaciones ambientales de la TEDA...... ..ot e, 47
7.6 Fotosensibilizantes de origen vegetal en TFDA. ... .. ..., 49
REFEREN C I A S . .o e e s 52
OBJETIVOS

ODbJEtiVO ZENETAL. .. .\t e 72
ODbJEtiVOS PATCIAIES. . ... ettt ettt 72
MATERIALES Y METODOS

1 Reactivos y solventes empleados. ........o.uieiiiiiiii e 73
2 Coleccion de extractos Vegetales. ... ...o.ueuiiuin i 73
2.1 Recoleccion de muestras vegetales. ........o.eiuieiei it 73
2.2 Preparacion de 10S EXtraCtOS. . .. uuuir et ettt et et et e et et e ettt et e e aeeeans 74
3 Estudios en lineas celulares...............oiiiii i 77
3.1 Lineas celulares utilizadas..............ooiiiiii 77
3.2 Determinacion del nimero de células.............oooieiiiiii 78
3.3 Ensayo de viabilidad del MTT.......c.cooiiiiiiii e e 78
3.4 Determinacion de citotoxicidad en oscuridad de los extractos vegetales........................ 79
3.5 Observacion de morfologia celular.............oooviiiiii i s 79
3.6 Inmunofluorescencia pardiaatubuling................ocoiiiiiiiiiiiii e 79
3.7 Inmunofluorescencia ParaaBtna. . .............ovevriiiriii i 80

3.8 Determinacién de contenido de ADN por citometria de flujo en células LM2aiasiizon
EXETACLOS CIEOTOXICOS . . vttt ntt et ettt ettt ettt e et e e e e e e ettt e et e e et et e eeeeens 80

3.9 Determinaciéon de la capacidad migratoria de células LM2 incubadas con los extractos

CItOtOXICOS SElECCIONAAOS. ... etu ettt e 81
3.10 Fototoxicidad de extractos en c€lulas..............oooiiiiiiiiiiiiiiii 81
3.11 Fuente luminica para TFD de c€lulas..............cooiiiiiiiiiii e 82
3.12 Microscopia de fluorescencia de células expuestas a los extractos FS.............cccccoeeeiin. 82

3.13 Andlisis de la composicion de los extractos vegetales FS en células par.HPLC..82
3.14 Proteccion del extracto metandlico de hoje€ dargentinafrente ala TFD............... 83

3.15 Exposicién a radiacion UV-A de células LM2 incubadas con extracto metandlico de hoja

AEC. AFGOMIINA. ... ..o e e e e e e 84
3.16 Tratamiento eStadiStiCO. ... ouiirt ittt ittt et et 85
4 EXperimentos €n bactedia. .. ... 85



4.1 Cepas bacterianas UtIZadas. .........ooueiititi ittt ettt e ie e e eaeaans 85
4.2 Ensayos de determinacion de actividad antimicrobiana...............cccovvviiiiiiiininnnnn... 86

4.3 Determinacion de concentracion minima inhibitoria y concentracién minima bactdecida

10S EXErACtOS VEZELALCS. ..\ sttt ettt et e 86
4.4 “Screening” de posibles FS en bacterias............oovvviiiiiiiiiii i 87
4.5 Fuente luminica para TFDA. ... ..o e 87
4.6 TFDA en medio SOIIAO. ... .ttt et 88
4.7 Espectros de absorcion y fluorescencia del extracovdebascifolium..................... 88
4.8 Ensayo de union y captacion de extracts. derbascifolium..........................c....... 88

4.9 Microscopia de fluorescencia de bacterias incubada$ eetbascifolium.......... ..........89

4.10 Fotodgradacion de FS.... ..o 89
4.11 Estudios de mecanismos fotoquimicos en la TEDAScetxbascifolium.................. 90

4.12 TFDA empleand8. verbascifoliuny luz solar...............coooiiiiiiiiiiiiiiiiineas 90
4.13 Cromatografia en capa delgada de extrac® debascifolium.............................. 91

4.14 Tratamiento eStadiStICO. ... ittt ettt ettt et et et e e ee e ee e aaas 91
5 TFDA en bacterias internalizadas en qUEratinOCitoS. .......c.vvivrirrieineeireererrerneieananns 91
5.1 Internalizacién d8. epidermidiy S. aureugn queratinocitos PAM212..................... 91
5.2 TFDA deS. aureu S. epidermidisnternalizados en queratinocitos........................... 92

6 Reacciones de identificacion y extracciones de principios activos detestrvegetales

100 0110 3 q o0 PO 93
6.1 Ensayos de identificacion para ab@@ds. ..................cccooiiiiiii i 93
6.2 Ensayo de identificacion para antraqUinonas. ...........o.evreererrenrenrenreerensereensennennenns 93
6.3 Ensayo de identificacion para SAPOMINGS. ........o.eererrerrereereaneeneareaneeeareareaneaeaneanss 93
6.4 Ensayo de identificacion para glicidos. ... ...oviiiiiiiiii i 93
6.5 Ensayo de identifacion para taninos..............c..oeoiieriuininiii e 94
6.6 Extraccion de alcaloides. ... ......ooiiiiiii i s 94

7.1 Método colorimétrico para medir estado oxidante total.................coooiiiiiiiiiin.. 94
7.2 Método para determinacién de oxigeno singlete en muestras vegetales irradiadasnbasado
la oxidacion del triptOfano..........c.vuiirii i e 95

7.3 Determinacion de oxigeno singlete mediante un marcador fluorescente en muestras

vegetales ITadiadas. ... ...uueie e e 95
REFERENCIAS . ..ottt e e e e e e e 96
RESULTADOS

CAPITULO Lt 98
| RESULTADOS EN LINEAS CELULARES ... 99

Xiv



I.1 “Screening” de compuestos antitumorales PEI SE........cviivriitiiit et eieiereeeneeen i 99

I.1.1 Determinaciones de citotoxicidad de los extractos vegetales......................... 99

[.1.2 Accion de los extractos citotdxicos sobre la morfologia celular y el citoesgdeléas
CEIUIAS LIM2. ..o 107

1.1.3 Reacciones de identificacion de grupos funcionales y extraccion de alcaloides de part
EXIrACLOS CILOTOXICAS. . ... e ettt e e et e e e e e e e e aenes 111

I.1.4 Contenido de ADN en células LM2 incubadas con los extractos citotdéxicos de mayor
(o] (0] (0 (o1 o F= 1o [ O 115

I.1.5 Efectos de los extractos citotoxicos de mayor actividad sobre la capacidad migratoria

VItrO de CEIUIAS LIMZ ... e e e 118
[1.6 DISCUSION. . ...ttt ettt e e e e et e e et e e e et e e e et e eaeaas 119
I.2 Compuestos fotosensibilizantes para células a partir de extractos vegetales.....127

L. 2.1 “Screening” de fototoxicidad en células LM2...... ... 127

I.2.2 Fotoxicidad dé&. buxifoliay C. fruticosumen lineas HB4a, HB4a-Ras y PAM212..129

1.2.3 Microscopia de fluorescencia de células LM2 incubadas con los extractos FS..132

l. 2.4 Fotosensibilizacién con clorofilaen células LM2.............c.coviiiiiiiiiiiiiiinn, 133
1.2.5 Andlisis de los extractos @e fruticosumy S. buxifoliapor HPLC....................... 133
B2 G o 1 o o P 135
|.3 Fotoproteccion a partir del extracto de hojadCdélaea argentina......................... 138
1.3.1 Efecto fotoprotector dg. argentinafrente @ TFD...............ooiiiiiiiiiiiii i, 138
1.3.2 Fotoproteccion d€. argentinafrente a TFD con los FS verteporfin y temoporfin en
COIUIAS LIM2. ..o e e 144
1.3.3 Exposicion a radiacion UV-A de células LM2 incubadas con extracfo agentina.147
IR o 3 o o PP 147
.4 Conclusiones de los resultados en CElulas...............cooviiiiiiiiiiiii e, 151
L5 REIEIENCIAS. ....v i e 153
CAPITULO L., 163
[I. RESULTADOS EN BACTERIAS. ... 164
[1.1 Compuestos antimiCrobianos...........c..oooiiii i 164
[1.1.1 Determinacion de concentraciones minimas inhibitorias y bactericidas......... 164
0 I o 1 T P 166
[1.2 Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (TFDA).........cooiiiiiiiie e 172
I1.2.1 “Screening” de fototoxicidad en bacterias...............ccoooiviiiiiiiiii i 172
[1.2.2 TFDA sobre bacterias en suspension emple&nderbascifoliuncomo FS............ 174
[1.2.3 Union deS. verbascifoliuna bacterias...............ooovviiiiiiiiiieeee 177
[1.2.4 TFDA sobre bacterias en medio sélido emplea&deerbascifoliuncomo FS........ 179
[1.2.5 Fotodegradacion d& verbascifolium................... 180

XV



[1.2.6 Mecanismos de fotosensibilizacion$leverbascifolium...............cooooiiiiii .. 182

[1.2.7 TFDA empleand®. verbascifoliuncomo FS y luz solar como fuente luminica....184

[1.2.8 Cromatografia en capa delgada de extracto d&fleerbascifolium..................... 185
2 T o 1 1 T 186
[1.3 Conclusiones de los resultados en bacterias.............coooeiiiiiiiiiiiiiiin 193
1.4 RETEIENCIAS ... . et e 195
CAPITULO 1. 206
11l FOTOSENSIBILZACION DE QUERATINOCITOS INFECTADOS CON
BACTERIAS. ... 207

[ll.1 Puesta a punto de condiciones de infeccién de queratinocitos PAM2R aorneus/ S.
P AEIMIAIS. . .o 207
ll.2 Determinacién de fototoxicidad sobre queratinocitos y bacterias emple&do
verbascifoliumy azul de TolUIdING. ... ... 208

[11.3 Fotosensibilizacion deS. epidermidisy S. aureusluego de la internalizacion en

QUETATINOCITOS . ...ttt e 210
I S o 1= o o P 215
1.5 CONCIUSIONES ... .. e e e 218
1.6 RETEIENCIAS ... et 219
CAPITULO IV ..o 221
IV. METODOS PARA LA IDENTIFICACION DE EXTRACTOS VEGETALES CON
ACTIVIDAD FOSENSIBILIZANTE . ... e 222
IV.1 Deteccion de extractos potencialmente fotosensibilizantes por la metodologia de
cuantificacion de especies oxidantes totales..............ooiiiiiiiiiii i 222
IV.2 Deteccién de oxigeno singlete a partir de extractos vegetales FS irradiados......224
IV.2.1 Deteccién de oxigeno singlete por el método de oxidaciangtéfano................ 224

IV.2.2 Deteccidn de oxigeno singlete por un marcador especifico fluorescente.........225

IV.1.3 Disminucion de la produccion d@, por el extracto d€. argentina......................228

IV DISCUSION. ...t e e e e e e e 230
V.5 CONCIUSIONES .. ... e 232
V.6 REIEIENCIAS ... .t e 234
CONCLUSIONES GENERALES. ... ..o e 235

XVi



INTRODUCCION



1. Cancer y tratamientos

1.1 Cancer. Generalidades

El cancer es una enfermedad compleja caracterizada por la presencia de células con la
cgpacidad de proliferar de manera anormal, e invadir y colonizar otras zonas del

organismo. Estas células conforman tejidos anormales que son denominados tumores.

Los tumores poseen dos componentes basicos en su estructura: las células neoplésicas
que constituyen el parénquima tumoral, y el estroma de soporte. Este Ultimo, deriva de
cdulas del huésped no neoplasicas de tejido conectivo, vasos sanguineos, células

inflamatorias, etcjGarcia et al., 1999.

Debido a la gran complejidad de esta enfermedad, resulta dificil encontrar
caracteristicas generales que definan a la malignidad celular; sin embargo, se han
descripto algunas propiedades compartidas por todos los tipos de células cancerigenas
(Hanahan y Weinberg, 2000; Schultz, 2005):

- Proliferacion celular aumentada: por un lado las células cancerigenas presentan una
mayor sensibilidad a las sefiales que estimulan el crecimiento y por otra parte presentan
una minima o nula respuesta a las sefiales inhibitorias del crecimiento. Como
consecuencia, estas respuestas alteradas producen un crecimiento celular incrementado

y autbnomo.

- Apoptosis insuficiente: la proliferacion celular en el cancer depende del balance entre
tres factores: a) el aumento en la proporcion de células con mayor tasa de crecimiento,
b) el descenso en la tasa de muerte celular debido a una disminucion de la apoptosis y c)
la falta de diferenciacion celular, que también se asocia a un aumento en la proliferaciéon
celular, ya que las células diferenciadas presentan tasas de crecimiento menores que las
indiferenciadas. Estos tres factores intervienen en distinta medida segun el tipo de

cancer.

- Diferenciacién celular alterada: las células malignas no siguen el curso natural de la

diferenciacion. Algunas pueden asemejarse al tipo celular que les dio origen, otras
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pueden presentar estadios intermedios de diferenciacion, o incluso pueden expresar
marcadores especificos de otros tejidos. La diferenciacion en las células normales se
asocia estrechamente a la proliferacion, ya que va acompafiada de una disminucion o
pérdida del potencial replicativo celular. En las células cancerigenas la falta de

diferenciacion promueve el aumento de la proliferacion celular.

- Metabolismo alterado: las células cancerigenas presentan un aumento en la biosintesis
lipidica y proteica, asi como numerosas alteraciones enzimaticas, la mayoria de ellas
relacionadas con la gran demanda energética que requiere la alta proliferacion celular.
Estas alteraciones metabdlicas traen como consecuencia la produccion de productos de

desecho, hormonas o citoquinas que muchas veces resultan toxicas para el organismo.

- Inestabilidad gendmica: las células cancerigenas en general presentan mdltiples
alteraciones genéticas y epigenéticas tales como la poliploidia, aneuploidia, mutaciones
puntuales o alteraciones en los patrones de metilacion del ADN y a medida que el
cancer progresa, el numero de alteraciones tiende a incrementarse. El cancer consiste en
clones de células que difieren muy poco de las parentales en sus caracteristicas
genéticas. Las variantes de clones se encuentran sometidas a un proceso selectivo

continuo en el cual el clon mejor adaptado al medio es el que sobrevive.

- Inmortalizacion: las células tumorales poseen diferencias en la expresion de la
telomerasa con respecto a las células normales, lo cual les confiere el potencial de
dividirse infinitas veces, de la misma manera que las células madre y las células de la

linea germinal.

- Invasion y metastasis: esta propiedad constituye el principal criterio que determina la
malignidad celular y la letalidad del cancer. Durante la invasion, las células
cancerigenas se desprenden de su sitio de origen y se dispersan en distintos sitios del
mismo tejido, eventualmente creciendo por encima del mismo e incluso ers tejido
adyacentes. Esta etapa normalmente va acompafiada de inflamacion y neoangiogénesis,
gue consiste en la formacion de nuevos capilares o reconstruccion de vasos sanguineos
preexistentes, con el fin de proveer de oxigeno y nutrientes al nuevo tejido tumoral.
Durante la metastasis las células tumorales se separan del tejido de origen o tumor

primario y migran a través de los vasos sanguineos o linfaticos a otros 6rganos, donde



pueden formar nuevos tumores. Existen puntos que limitan la metastasis, tales como la
capacidad de las células para atravesar los capilares (extravasacion), o la capacidad de
sobrevivir y proliferar en un nuevo microambiente. En general, los 6rganos mas
susceptibles de metastasis suelen ser los que presentan una alta irrigacion, como el
higado, pulmén y hueso; sin embargo cada tipo de cancer presenta patrones
metastasicos diferentes.

1.2 Incidencia del cancer

A nivel mundial, una de cada ocho causas de muerte es debido al cancer. El cancer
causa mas muertes que el SIDA, la tuberculosis y la malaria en forma conjunta. Como
se indica en la Tabla 1, representa la segunda causa de muerte en los paises
desarrollados siguiendo a las enfermedades cardiovasculares y la tercera causa de
muerte en los paises en desarrollo después de enfermedades cardiovasculares y diarreas

(American Cancer Society, 2011).

Tabla 1. Principales causas de muerte en el mundo en paises desarrollados y en

desarrollo
Nivel Mundial Paises en Desarrollo Paises Desarrollados
Rank Muertes % Rank Muertes % Rank Muertes %

Enfermedades Cardiacas 1 8,923 151 1 7,342 145 2 1,563 183
Cdancer 2 7,424 12.6 2 5,255 104 1 2,154 266
Enfermedades Cerebrovasculares 3 5,712 9.7 3 4,949 9.8 3 757 9.4
Infecciones Respiratorias 4 4177 71 4 3,910 7.7 4 305 3.8
Condiciones Perinatales* 5 3,180 5.4 5 3,141 6.2 35 0.4
Enf. PUlmonarObstructiva Cré nica 6 3,025 5.1 6 2,737 5.4 5 285 3.5
Diarrea 7 2,163 37 7 2,148 4.2 14 0.2
SIDA 8 2,040 3.5 8 2,018 4.0 20 0.2
Tuberculosis = 1,464 255 9 1,448 29 15 0.2
AccidentesdeTra fico 10 1,275 2.2 10 1,158 23 14 1.4
Diabetes Mellitus 1 1,141 1.9 914 1.8 7 221 27
Malaria 12 889 15 888 1.8 0 0.0
Suicidio 13 844 1.4 707 1.4 9 18 1.5
Cirrosis 14 772 1.3 655 1.3 10 116 14
Nefritis y Nefrosis 15 739 1.3 611 1.2 8 126 1.6

58,772 100.0 50,582 100.0 8,095 100.0
El nimero cero en una celda indica una estimacién de menos de 500.
* Incluye " que surjan en el periodo perinatal" como se define en la Clasificacion Internacional de Enfermedades, peso
al nacer, principalmente bajo, la prematuridad, la asfixia al nacer y nacimiento trauma, y no incluye todas las causas
de las muertes ocurridas en el periodo perinatal.

Entre los tipos tumorales mas frecuentes se encuentra el cancer de prostata, que es el
mas comunmente diagnosticado entre los hombres, y el cancer de mama, el mas comun
entre las mujeres (Figura 1). Los canceres de colon, recto y pulmén son respectivamente
el segundo y el tercer tipo mas comunmente diagnosticado entre mujeres y hombres

(American Cancer Society, 2011) (Figura 1).



Hombres Mujeres
Prostata Seno
11,300 (24%) 14,200 (28%)
Colon'y recto Colon y recto
5,500 (12%) 4,900 (10%)
Pulmones y bronguios Pulmones y bronquios
4,800 (10%) 3,600 (7%)
Linfoma no Hodgkin Tiroides
2,700 (6%) 3,500 (7%)
Rifiones y renal, pelvis Cuerpo uterino
2,600 (5%) 3,300 (6%)
Vejiga urinaria Linfoma no Hodgkin
2,200 (5%) 2,300(5%)
Higado y conducto Cuello utenno
biliar intrahepdtico 2,000 (4%)
2,200 (5%) Ovarios
Leucemia 1,800 (3%)
1,800 (4%) Rifiones y renal, pelvis
Estémago 1,500 (3%)
1,600 (3%) Pancreas
Cavidad oral y faringe 1,400 (3%)
1,400 (3%) Todos los tipos
Todos los tipos 51,000 (100%)
47,900 (100%)

Figura 1: Incidencia de los distintos tipos de cancer por sexo para la poblacion mundial

La incidencia de los distintos tipos de cancer varia notablemente segun el sexo, la edad,
el grupo étnico, la localizacién geografica y los habitos alimentarios, entre muchos otros

factores (American Cancer Society, 20Hjura 2).

Paises en Desarrollo

Paises Desarrollados

Infecciones
8% T—

Tabaco —
16%

Figura 2: Proporcién de causas de cancer clasificadpor factores de riesgo y nivel de

desarrollo econémico

En Argentina hay mas de 50.000 muertos por cancer al afio: unos 27.000 hombres, en
gran medida con cancer de préstata y pulmén; y 23.000 mujeres, la mayoria con cancer
de mama y cuello de utero. En Latinoamérica, cada afio muere casi medio millon de



personas victimas del cancer y se estima que la cifra se duplicara hacia 2020. A escala
mundial, cada afio hay unos siete millones de muertes y se registran unos 11 millones de
nuevos casos, mientras 24 millones de habitantes viven con la enfermedad. Para el afio
2050 se estiman 27 millones de nuevos casos de cancer y 17,5 millones de muertes por
esta enfermedad segun la Sociedad Americana del Cancer (American Cancer Society
2011).

1.3 Terapias contra el cancer

Una terapia contra el cancer debe tener en cuenta varios aspectos, entre ellos el grado de
remocion del tumor, ya que la cura de la enfermedad esta sujeta a la erradicacion total
del mismo. Un tratamiento eficaz debe dirigirse no sélo al tumor primario, sino también

a los nuevos tumores que puedan aparecer en otras partes del organismo (Alvarez et al.
2006). Cuando la remocion total es posible se habla de curacion, pero si el tumor no
esta localizado, existen metéastasis, o no es factible esa eliminacion por otros motivos, el
objetivo en la terapéutica es paliativo; en ese caso lo que se pretende es reducir el
tamafio del tumor o el niumero de células, aliviar los sintomas y prolongar la

supervivencia con una calidad de vida aceptable.

-Cirugia: Es la modalidad mas antigua de tratamiento para el cancer y sigue
constituyendo la primera herramienta para tratar tumores solidos localizados, de

estadios tempranos y con bajo potencial de metastasisyKuéechselbaum, 2003).

-Radioterapia: Es un tratamiento localizado para enfermedades neoplasicas y no
neoplasicas, basado en el empleo de radiaciones ionizantes (rayos X o radiactividad, la
gue incluye los rayos gamma y las particulas alfa) (Lawrence et al., 2008). EI ADN es
la molécula diana dafiada por esta terapia, provocando roturas en las cadenas a nivel de
las uniones fosfodiester, entrecruzamiento entre las hebras de acido nucleico y

proteinas cromosomales y provocando dafos significativos a la membrana nuclear.

-Quimioterapia: Consiste en la administracion de drogas para la destruccion de células
cancerosas, dichos medicamentos se denominan citotéxicos. Por lo general, los agentes
quimioterapéuticos actuan interfiriendo en los procesos fisioldgicos de la proliferacion
celular y de esta manera impiden la reproduccion de células tumorales. Pueden actuar

sobre la sintesis de ADN, ARN vy proteinas, como también en los mecanismos de



reparacion del ADN (Arvelo et al., 2000).a quimioterapia no so6lo disminuye la masa
tumoral primaria sino que también elimina las células tumorales circundantes y
metastasicas (Blanchard et al., 2008). Sobre esta modalidad terapéutica hablaremos en

detalle mas adelante.

-Inmunoterapia: Es un tratamiento basado en la estimulacion del sistema inmunolégico
del paciente, con el objetivo que éste sea capaz de reconocer y eliminar las células
tumorales (Rosenberg, 1984). Dentro de los tratamientos bioldgicos estan los
anticuerpos monoclonales, las vacunas y los denominados factores de crecimiento. El
componente principal de la respuesta inmune es el afNfatre otras citoquinas
(Palucka et al., 2011).

-Terapia génica: Consiste en la insercion de genes funcionales ausentes en el genoma
de un individuo (Escrig y Alifio, 1997). Se realiza en las células y tejidos con el
objetivo de tratar una enfermedad o realizar un marcaje (Curiel et al., 2000). Los
principales métodos que utiliza esta terapia son: aumento de la respuesta inmune
celular antitumoral, introduccion de genes activadores de drogas dentro de las células
tumorales o terapia de genes suicidas, normalizacion del ciclo celular, manipulacion de

las células de la médula 6sea, uso de ribozimas y tecnologia antisentido o "antisense".

- Terapia hormonal: Esta terapia aumenta o disminuye la cantidad de ciertas hormonas,

limitando asi el crecimiento de los tumores que dependen de hormonas o0 que estan

inhibidos por la accion de estas hormonas (Untch et al., 2010). Los medicamentos que

pertenecen a esta categoria son hormonas sexuales, o medicamentos similares a
hormonas, que alteran la accién o la produccion de hormonas femeninas o masculinas.

Se usan para disminuir el crecimiento de los canceres de seno, prostata y endometrio,
gue normalmente crecen en respuesta a las hormonas naturales del cuerpo (Dunnwald
et al., 2007).

- Terapias fotoasistidas: El uso de luz para el tratamiento de enfermedades data de la
antigiiedad. Estas terapias consisten en el uso combinado de compuestos con efecto
toxico nulo en oscuridad, y que, en presencia de luz, se activan y desencadena la muerte
de células tumorales selectivamente. Dentro de estas terapias podemos encontrar la

terapia fototérmica (basada en la hipertermia como desencadenante de dafio y muerte



celular) y la terapia fotodindmica. Acerca de esta Ultima, tratara parte de esta tesis y

sobre ella se hablara en la siguiente seccion.

2. Terapia Fotodinamica

2.1 Introduccién

La Terapia Fotodindmica (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 una célula tumoral cuando ésta es expuesta a la

luz.

La combinacion de la luz con el FS da lugar a una serie de reacciones fotoquimicas
mediadas por especies reactivas de oxigeno (ROS), que resultan citotoxicas y destruyen

las células tumorales (Figura 3

EI1FS s¢ inyecta ¢n <l cuerpo. El FS se acumula en el tumor.

ETFS es setivado por I Luz

Figura 3: Principios basicos de la Terapia Fotodinamica



Es un tratamiento sumamente prometedor para tumores superficiales o de facil acceso
por via endoscopica, y se basa en la acumulacién preferencial del FS en el tejido

maligno luego de su administracién, generalmente sistémica.

Las ventajas terapéuticas que presenta la TFD respecto a las demas modalidades
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 muy limitado, asi como lo es también el

riesgo de perforar o reducir la fuerza mecénica de érganos internos.

La TFD consta de dos fases. La primera consiste en la administracién del FS por via
tépica, oral o intravenosa (porfirinas, ftalocianinas, etc.) o estimulando alguna via
enddégena de sintesis de compuestos con actividad fotosensibilizante aplicando, por
ejemplo, el precursor en la via de sintesis de porfirinas fotoactivas, el acido 5-
aminolevulico (ALA). La segunda fase involucra la activacién del FS en presencia de
oxigeno, mediante la aplicacion en la zona a tratar de una luz de una longitud de onda
especifica. La TFD tiene selectividad dual; en primer lugar porque el FS es aplicado o
se acumula preferentemente en el tejido blanco de la terapia, y en segundo lugar, por el
direccionamiento de la fuente de luz sobre el mismo, minimizando el dafio de las

estructuras sanas adyacentes (Allevato, 2006).

La TFD en el tratamiento del cancer es una de las aplicaciones méas estudiadas, aunque
ademas puede ser aplicada para otros fines tales como herbicida (Rebeiz et al., 1984;
Nandihalli y Rebeiz, 1991), insecticida (Rebeiz et al., 1988; Ben Amor y Jori, 2000),
antibacteriana, antimicética y antiviral (Wainwright, 2004; 20B8Barkwal et al.,

2011); ademas de su potencial uso para la esterilizacion de agua, fluidos biolégicos y
sangre contaminada con microorganismos patogenos (Jori et al., 2011; Ben Amor y Jori,
2000; Wainwright, 2004; DeRogeCrutchley, 2002; Joiy Brown, 2004).

2.2 Ventana terapéutica
La TFD es un procedimiento apropiado para personas que tienen contraindicada la

cirugia por su edad, enfermedades asociadas (cardiopatia, trastornos de la coagulacién,

etc.) o como en el caso de pacientes trasplantados, dado que es un tratamiento poco



agresivo. La tasa de efectos adversos es baja y los resultados cosméticos son buenos
(Morton et al., 2002). Sin embargo, una limitacion de esta terapia se encuentra en las
propiedades opticas del tejido, que determinan tanto la penetracién como la intensidad
de luz que puede ser tolerada para no producir efectos térmicos (Wan et al., 1981,
Grossweiner, 1994). Los tejidos humanos transmiten la luz mas efectivamente en la
region roja del espectro visible, y consecuentemente, la ventana para la penetracion
optima es entre 600-800 nm (Grossweiner, 1994). En ese rango la luz tiene muy baja
dispersién en los tejidos, y ademas la absorcidn por parte de otras biomoléculas tales

como hemoglobina y melanina, es escasa (Figura 4

3 Ventana fototerapéutica
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Figura 4: Ventana fototerapéutica de la TFD para el tratamiento de tejidos

Se muestran los espectros de absorcion de la hemoglobina, los acidos nucleicos y la
melanina. La denominadaentana fototerapéutica” (indicada con el rectangulo de cglor

se encuentra ente los 600 y 800 nm, region del espectro visible donde la absorcién de los

mencionados compuestos, es minima.



2.3 Principios y fotoquimica de la TFD

Los FS utilizados en TFD son moléculas cuyos electrones de capas superiores son
capaces de excitarse desde un estado ba3ddg8a un primer estado singlete excitado

(Sy) a través de la estimulacion con luz visible.

Los eventos fotofisicos involucrados en la TFD (Figura 5) se inician cuando el FS, que
inicialmente se halla en el estado electronico basgl édsorbe un fotén de luz de
longitud de onda adecuada (absorcion). El FS, pasa entonces al primer estado excitado
(S1) de vida media muy corta. En este punto, el FS puede volver al estado pasal S
emitiendo la energia absorbida, como fluorescencia o por conversion interna (disipacion
como calor). Por otra parte, el FS en fiambién puede decaer por cruzamiento inter-
sistema hasta un estado triplete)(TAl tratarse de una transicion prohibida por el
principio de Franck-Condon, el pasaje del electron desde o hacia el estastAT
desfavorecido cuanticamente, por lo que su vida media es lo suficientemente larga como

para permitirle interactuar con moléculas del entorno.

Absorcién E 52
Fluorescencia
Quenching :
Mecanismo
N _— Tl == Tivo |
Relajacién no radiativa —_— 1po
Cruzamiento intersistema L > Mecanismo
Tipo I1

Figura 5: Diagrama de Jablonski de los procesos involucrados en TFD
Resumen de eventos fotofisicos vinculados a la TFD. El estado triplete conduce a la muerte

celular por dafio oxidativo a través de un mecanismo Tipo | o Tipo Il.

Por lo tanto, los efectos fotoactivos del FS son mediados por el estadonfue

también éste puede volver al estado basal, mediante la emision de fosforescencia.
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El FS en T puede reaccionar de dos maneras relevantes para la TFD, definidas como
mecanismos de Tipo | o Tipo Il. Ambas generaran la oxidacién de biomoléculas. El
mecanismo de Tipo | (transferencia de carga) consiste en la abstraccion de un hidrégeno
desde, o la transferencia electronica hacia, un sustrato biolégico, convirtiéndolo en un
radical libre, el cual a su vez reaccionara conp@ra generar ROS (en particular
superoxido, radicales oxhidrilo y peréxidos) que propaguen el dafio celular.
Alternativamente el mecanismo de Tipo Il (transferencia de energia) se caracteriza por
un intercambio del espin electronico entre el FS y.eL@®energia es transferida desde

el FS en el estado;Thacia el @, cuyo estado basal es el triplete, para convertirlo en
oxigeno singlete’Q,) (Sharman et al., 1999).

Luego de transferir la energia absorbida, ya sea por un mecanismo del Tipo | o del Tipo
II, el FS retorna al & pudiendo absorber un nuevo foton, de forma que el proceso se
repetira hasta que sea degradado finalmente debido al efecto de la luz (fotodegradacién

o “photobleaching”).

Ambos mecanismos pueden ocurrir simultdneamente y la relacién entre los procesos
depende principalmente del FS, del sustrato y de la naturaleza del medio (Hepderson
Dougherty, 1992). Sin embargo, en condiciones aerdbicas esta aceptd gada

principal especie responsable de la inactivacion celular (Réeder, 1998; Jori et al., 1996).

El 'O,, es un poderoso oxidante, que puede reaccionar con varios tipos de biomoléculas,
como triacil-gliceroles insaturados, colesterol, fosfolipidos, aminoacidos como el

triptofano, histidina y metionina (Pandey et al., 2006), generando asi dafios en
componentes y estructuras de la célula que llevaran a la muerte de la misma, por

apoptosis 0 por necrosis.

La vida media delO, en el ambiente celular es corta, por lo tanto el mismo reacciona
en el sitio de formacion. Asimismo, el sitio de dafio depende del FS empleado, ya que
estos difieren de su localizacion subcelular. En general, la membrana celular y la

mitocondria son importantes sitios de dafio (Nymé&tynninen, 2004).
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2.4 Blancos y vias de accion de la TFD

Existen diversos blancos celulares de dafio fotodinAmico y estos dependen
principalmente de la naturaleza quimica del FS empleado, de la concentracién, tiempo
de exposicion, vehiculo y dosis luminica. Segun las caracteristicas de los FS, estos
presentan distinta localizacion subcelular. Los sitios de accion pueden ser biomoléculas
o bien organelas como las mitocondrias, los microsomas, los lisosomas, el nucleo vy 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
formacion de agregados entrecruzados de proteinas. La modificacion especifica de
aminoacidos, la fragmentacion de la cadena peptidica y la alteracion de la carga luego
de la TFD, han sido algunas de las evidencias encontradas a favor de esta hipotesis. Las
proteinas asi modificadas serian mas susceptibles a la protedlisis (Prinsze et al., 1990;

Farry Kogoma, 1991).

Es sabido que €0, y otras ROS conducen a la peroxidacién 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 deberse tanto a la necrosis como a la
apoptosis, dependiendo del FS utilizado, la concentracion, el tiempo de exposicion, la
dosis de luz, la fuente de luz y el tipo celular (He et al., 1994; Dellinger, 1996; Noodt et
al.,, 1996; Miyamoto et al., 1999). Se conoce que H& que se localizan en
mitocondrias o lisosomas son altamente efectivos, ya sea desencadenando respuesta

necrotica o apoptotica (Stockert et al., 2004).

Ademas, mecanismos de apoptosis y autofagia, ocurren luego de la TFD. La autofagia
estda asociada con el aumento de la supervivencia a bajos niveles del fotodafio en
muchas células, sirviendo como una respuesta de pro-supervivencia en la via de
reciclado al dafio de organelas (Kess@leinick, 2009). La 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 y Arroyo, 2007; Kessel
Oleinick, 2010).
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Dentro de los FS, los derivados de las porfirinas suelen presentar una localizacién
preferentemente mitocondrial, aunque esto varia en funcion del tipo celular y el tiempo
de exposicion. En cambio, otras estructuras tales como la merocianina se localizan
preferentemente en membranas celulares, mientras que la naranja de Acridina se
localiza en nucleo, mitocondrias y lisosomas. Sin embargo, aun no existen trabajos que
documenten las diferencias subcelulares de ubicacion de dichos compuestos entre

células tumorales y normales.

La muerte celular no es la Unica via de eliminacion del tumor o tejido afectado, ya que
también pueden producirse dafios en la vasculatura que lo abastece y de esta forma
privarlo del suministro de nutrientes. La inflamacién y activacion del sistema inmune
también contribuyen a la eliminacion del tejido tratado (Figura 6) (St Denis, et al.

2011).

Oxigeno
tisular
Fotosensibilizante activo ﬂ
A Oxigeno
singlete
Fuente —— >
de luz ﬂ
— Dafo celular
Fotosensibilizante inactivo / / \
Dafio tumoral Vasculatura Sistema
Inmune

Figura 6: Esquema general de la TFD y sus vias de accion

2.5 Fuentes de luz empleadas en TFD

En los comienzos de la TFD se utlizaban como fuentes luminicas lamparas

convencionales por motivos de seguridad, costos, facilidad de uso y conveniencia para
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ciertos FS. La luz blanca de amplio espectro suministrada por estas lamparas era
convertida en luz monocromética mediante el uso de filtros 6pticos. Sin embargo, el uso
de este tipo de lamparas presenta ciertas desventajas, como la baja intensidad luminica,
el efecto térmico, y la dificultad de controlar la dosis luminica, por lo que han sido
progresivamente desplazadas por fuentes alternativas. Estas incluyen los diodos
emisores de luz (LED), que suministran luz de alta energia y pueden disponerse en
arreglos de tamafios y geometrias diversas, y dispositivos laser, los cuales emiten luz de
alta energia y estrecho ancho de banda, que ademas pueden combinarse con fibras
Opticas de forma de suministrar la luz de forma precisa sobre el tejido o sitio de
infeccion (Pervaiz y Olivo, 2006). De todos modos, ningun tipo de fuente es
intrinsecamente superior para todos los casos, por lo que la eleccion de la fuente
luminica apropiada dependerd de la dosis luminica a suministrar, del tip& de

empleado, y de la localizacion del tejido o sitio a irradiar.

La palabra laser es un acrénimo para Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation, que refiere a dispositivos capaces de producir o amplificar radiacion
electromagnética a través de un proceso de estimulacion controlada de la emision, de
acuerdo al standard IEC60601 para equipamiento médico eléctrico. La luz laser posee
dos propiedades caracteristicas: un rango de longitudes de onda muy estrecho, y un alto

nivel de coherencia (relacién de fases constante).

La posibilidad de los equipos laser de emitir luz con elevada potencia permite reducir
los tiempos de irradiacion necesarios para suministrar la dosis luminica deseada. Como
se trata de luz monocromatica, la eleccién del equipo a utilizar se torna crucial, ya que
debe coincidir con algun maximo de absorcién del FS utilizado. De esta forma, un
determinado sistema laser solamente podra emplearse con una cantidad limitada de FS.
Por otro lado, las lamparas convencionales emiten luz de espectro amplio, lo cual
permite que sean empleadas en combinacion con un gran rango de FS que presenten
distintos maximos de absorcion (Brancaleon y Moseley, 2002). En la actualidad los
dispositivos laser constituyen la Unica manera de irradiar sitios donde solo es posible
acceder mediante arreglos de fibras oOpticas (Figura 7), debido a la calidad dehhaz y |
potencia de salida obtenida en estos equipos. La utilizacién de difusores de luz de
distintas formas junto con microlentes permiten generar haces colimados uniformes, que

tornan adecuados a estos dispositivos para la iluminacion directa de sitios accesibles
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(piel, cavidad oral, etc.). Las lamparas convencionales, en cambio, no pueden ser
acopladas a fibras Opticas, pero es posible, no obstante, acoplarlas a guias Opticas
liquidas que permiten suministrar la luz de forma precisa, en haces de entre 5y 10 mm
de diametro, por lo que considerando su menor costo y complejidad, estos sistemas
pueden ser preferibles en determinadas situaciones a los dispositivos laser (Brancaleon
y Moseley, 2002).

En todos los casos, la penetracion de la luz en el tejido no supera 1 cm de profundidad,

lo cual limita las aplicaciones de la terapia.

1 ] i v

Figura 7: Sistemas de aplicacion de luz en TFD

lluminacion superficial con lampara convencional (1), laser acoplado a una fibra @Ptica
lluminacidn intersticial con un difusor cilindrico (lll) o esférico (V). lluracion intraluminal e
intracavitaria con difusor cilindrico (V) o esférico e isotropico (VI). flashas representan la
luz emitida, y la linea punteada representa la distribucion de la luz egjidm dltamente

refringente.

2.6 Fotosensibilizantes

Algunos de los requisitos mas importantes que debe caracterizar a un FS para lograr una
actividad fotodinamica efectiva son:

- Alta pureza quimica.

- Alto coeficiente de absorcién en la region visible del espectro cercana a la ventana
fototerapéutica (600 a 800 nm).

- Energia del estado triplete apropiada (95 kJ/mol) para poder transferir eficientemente
la energia al estado fundamental del oxigeno (Villanueva et al.,, 2002; Penning y
Dubbelman, 1994).

- Estado excitado triplete con un tiempo de vida largo para proiceficientemente

(mayor a 1 ps) (Wainwright, 2003; Bonnet, 2000).
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- Selectividad alta por el tumor y toxicidad baja en otros tejidos.
- Toxicidad minima en la oscuridad.
- Eliminacion mas rapida en el tejido sano (Morton et al., 2002; Allevato, 2006).

- Habilidad alta para inducir la muerte tumoral (Grossweiner, 1994).

Hay un gran numero deS en distintas fases de investigacion clinica, y principalmente

se trata de estructuras que contienen anillos tetrapirrdlicos tales como los derivados de
porfirinas, ftalocianinas, texafirina y clorinas (Tabla 2). Porficenos, colorantes, y otras
entidades también han sido empleadas en TFD. Los mas utilizados son los derivados de
las porfirinas, tales como el Photofrin®, temoporfin y verteporfin y el precursor acido
5-aminolevdlico; y los derivados de la clorofila, tales como las clorinas, purinas y
bacterioclorinas. Se emplean ademas cdafoalgunos colorantes tales como las

ftalocianinas, y algunos productos naturales como la Hipericina.

Tabla 2: Fotosensibilizantes de uso comercial en TFD

COMPUESTO DROGA SUSTANCIA EMPRESA SITIO WEB
Porfirina Photofrin® HpD Axcan Pharma, Inc. WwWw.axean.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.bioletcpharma.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

2.7 TED en el tratamiento del cancer

Una de las aplicaciones mas importantes de la TFD es en el tratamiento del cancer,
donde presenta varias ventajas respecto a los tratamientos convencionales. Es un
tratamiento relativamente selectivo y que practicamente no afecta tejidos sanos, no

invasivo, su eficacia no depende del ciclo celular, y no presenta efectos colaterales o
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resistencias cruzadas con otras drogas contra el cancer. Los tejidos tratados con TFD,
tienen buen resultado cosmético en el caso de la piel, ya que el colageno no es afectado
por el fotodafio inducido. Ademas, la mayoria deA8susados no se localizan en el
nacleo, por lo que el riesgo de mutaciones y carcinogénesis es minimo (Myman
Hynninen, 2004).

La selectividad de Io&S por el tejido maligno se cree que puede ser atribuida a la
afinidad de los mismos por las lipoproteinas, junto con una alta expresion tumoral de
receptores de lipoproteinas de baja densidad. Otras hipétesis alternativas proponen que
el bajo pH, la debilidad de la vasculatura, el drenaje linfatico disminuido, y el
incremento en el nUmero de cuerpos lipidicos que se ha observado en algunos tumores,
favorecerian la retencion tumoral de los fotosensibilizantes. Sin embargo, estos

mecanismos son particulares para cada tipo de sustancia (Wilson et al., 1991).

Los usos principales de la TFD incluyen principalmente los tumores superficiales y los
de facil acceso por via endoscopica. Aunque el desarrollo de fibras épticas intersticiales
permite la irradiacion de tumores sélidos de dificil acceso, se puede decir que 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 melandético, linfomas cutaneos de
células T, carcinomas de células escamosas, sarcomas de Kaposi, metastasis dérmicas
de carcinoma mamario y carcinomas basocelulares (Tomio et al., 1984; Calzavara-
Pinton, 1995).

Ademas, tumores como los de pulmodn, vejiga, cavidad oral, es6fago, endometrio, mama
y cerebro han sido tratados con éxito con TFD empleando sistemas de fibras épticas
para llevar a cabo la iluminacién (Grant et al., 1993; Gossner at al., 1998; Jichlinski
Leisinger, 2001; Kelly et al., 2002).

Aparte de su uso para el tratamiento de tumores sdlidos, la TFD también se emplea
como purgaexvivo de células tumorales remanentes en médula désea antes del
autotransplante y en el tratamiento hematologico de linfomas de células T (Grebenova

et al., 1998). También se ha empleado la TFD para el tratamiento de carcinomatosis
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peritoneales y para esterilizacién de la zona peritumoral en la TFD intraoperatoria
(Molpus et al., 1996; Momma et al., 1998; Ris, 2005).

2.8 Busqueda de fotosensibilizantes de origen vegetal

Las plantas son una importante fuente de principios activos con diversas utilidades en
medicina. En particular, han sido fuente de algunas sustdffid&$ace 4000 afos los
egipcios combinaban la ingesta Aenni majuscon la exposicion a la luz solar para

combatir el vitiligo (Ebermann et al., 1996).

A lo largo de la historia se han repetido los reportes de casos de fito-fotodermatitis, es
decir lesiones cutaneas asociadas a la exposicion a determinadas plantas, o sus
componentes (resinas, aceites esenciales, etc.), y luz visible o UV. El estudio de estas
lesiones permitié descubrir FS de origen vegetal, responsables de las lesiones.

Los primeros compuestos descriptos pertenecieron a la familia quimica de las
furanocumarinas (estructuras con un anillo furano y una hepi@no cumarina). Mas
concretamente, los compuestos llamados psoralenos (furanocumarinas lineales). El
resumen de las primeras especies reportadas se muestra en la Tabla 3. El componente
activo deAmni majusse identific6 como un psoraleno, y es utilizado actualmente en el

tratamiento de la psoriasis (Bowers, 1999).
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Tabla 3: Especies vegetales vinculadas a los primeros reportes de fito-fotodermatitis

Familia Especie Nombre comun
Umbelliferae Ammi majus Apio cimarion
Umbelliferae Angelica archangelica Angélica
Umbelliferae Anthricus sylvestris Perifollo
Umbelliferae Apium graveolens Apio
Umbelliferae Daucus carota Zanahoria
Umbelliferae Foeniculum vulgare Hinojo
Umbelliferae Heracleum lanatum Apio indio
Umbelliferae Heracleum mantegazzianuj Perejil gigante
Umbelliferae Heracleum sphondylium Perifollo verde
Umbelliferae Paslinaca sativa Chirivia
Umbelliferae Petroselinum crispum Perejil
Rutaceae Citrus auranlifolia Lima

Rutaceae Citrus auranlium Naranjo amargo
Rutaceae Citrus bergamia Lima bergamota
Rutaceae Citrus limon Limén
Rutaceae Citrus paradissi Pomelo
Rutaceae Citrus sinensis Naranja dulce
Rutaceae Dictamnus albus Hierba ardiente
Rutaceae Pelea anisata Mokihana
Rutaceae Ruta graveolens Ruda
Moraceae Ficus carica Ficus

El estudio posterior de las fitoalexinas vegetales (compuetos involucrados en la defensa
de la planta frente a patdgenos y depredadores, habitualmente producto del metabolito
secundario) reveld que entre ellas existen compuestos presentes en la planta capaces de
actuar como FS (foto-fitoalexinas). Estos compuestos principalmente se localizan en
tejidos epidérmicos y por lo tanto en contacto con£IlESto les permite en presencia

de luz, la formacién déO, en fase gaseosa, donde tiene una vida media 1000 veces
mayor que en fase acuosa, en caso de que la planta esté siendo atacada (Flors y Nonell,
2006).

Estos compuestos FS de origen vegetal han sido clasificados por lo general en diferentes
grupos quimicos: furanocumarinas (entre ellas los psoralenos); poliacetilenos, tiofenos,
quinonas (entre ellas las antraquinonas); alcaloides; flavonoides; terpenos y porfirinas
(Hudson y Towers, 1991; Flors y Nonell, 2006).

Entre las porfirinas, la clorofila y algunos de sus derivados, también han sido usados

como FS en la TFD (Ebermann et al., 1996). En patrticular, si bien la clorofila no es un

FS muy eficiente, compuestos derivados de esta molécula, tales como las clorinas y
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bacterioclorinas, han resultaé® con alta eficacia (Nymay Hynninen, 2004; Pandey
et al., 2006).

Como ya se menciond, algunas especies vegetales sintetizan antraquinonas. Estos
compuestos poseesistemas de electrones m extendidos, los cuales les permiten
absorber luz visible y reaccionar, produciendo especies reactivas del oxigeno, en
especial,'O, (Eeberman et al., 1996). Entre las antraquinonas, figura uno de los
primeros FS de origen vegetal para uso en TFD, la hipericina. Este compuesto se
descubri6 a partir del extracto Hgpericum perforatungKorenl et al., 1996, Orellane,

2001), llamado hipericina (Agostinis et al., 2002) (Figura 8).

Figura 8: Fotosensibilizantes de origen vegetal
Estructura del FS de origen vegetal, Hipericina, e imageHygericum perforatumespecie
vegetal en la que fue descubierto.

En Argentina también hay reportes de la identificacion de una espetezophyllaea
pustulata un género sudamericano, tambi®nocido como “cegadera”, cuyo extracto
posee actividad fotosensibilizante (Nufiez Montoya et al., 2008). Sus principios activos

son una serie de antraquinonas entre las que se destacan el soranjidiol y la rubiadina.

El hallazgo de estdsS se debe a conocimientos heredados de la medicina popular o por
observacion de fendmenos fortuitos de campo. Por ejemplo, tanto el descubrimiento de
Hypericum perforatuntomo el deHeterophyllaea pustulatese produjo a partir de la
aparicion de ganado con sintomas de fotosensibilizacién, tales como dermatitis y
ceguera (Agostinis et al., 2002; Nufiez Montoya et al., 2008). Dichos sintomas eran
producto de la ingesta de estas especies presentes en los campos de pastoreo, combinada

con la exposicion a la luz solar. Estos ejemplos grafican la diversidad de compuestos
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fotoactivos y de metabolitos secundarios presentes en las plantas y la potencialidad de

las mismas como fuente #&.

Si bien existen reportes de busquedas sistematicas o “screening de FS en especies
vegetales de diferentes regiones en el planeta, las mismas se centraron en la actividad
fotosensibilizantes sobre microorganismos patdgenos c@mnalbicans y cepas
resistentes a antibioticos 8e aureusk. coli, entre otros (Downum et al., 1989; Jong et

al., 2013). La excepcion es un estudio realizado a partir de extractos vegetales de 93
especies de la flora autoctona de Malasia, donde el “screening se realiz6 sobre una

linea de células tumorales. Los compuestos FS encontrados por los autores
correspondieron a estructuras tetrapirrélicas vinculadas a la feoforbida a y b, que son

compuestos en la via metabdlica de la clorofila (Ong et al., 2009).

En nuestro pais, no existen hasta el momento reportes de algin tipo de busqueda
sisteméatica d'screeningj en especies vegetales con el fin de identificar nuE$qsara
TFD.

3. Compuestos antineoplasicos

3.1 Introduccién

Las drogas antineoplasicas, a diferencia de lo que ocurre con la cirugia y la radioterapia,
pueden ser efectivas en las neoplasias sistémicas. En la quimioterapia continlan
produciéndose avances constantemente. En los dltimos afios, el mayor progreso no ha
sido el descubrimiento de nuevos o mejores agentes quimioterapicos, sino el desarrollo
de nuevos conceptos terapéuticos. Entre éstos se encuentran el planteo de regimenes de
tratamiento mas efectivos para la administracion combinada de drogas, incluyendo
combinaciones de agentes antineoplasicos con los llamados "modificadores o
moduladores de la respuesta bioldgica"; el conocimiento de los mecanismos de accién
de muchos antineoplasicos, lo que facilita la propuesta de nuevos métodos para prevenir
o minimizar la toxicidad de las drogas; la mayor comprensién de los mecanismos de
resistencia a las drogas antineoplasicas; el aumento del uso de la quimioterapia
sinérgica (es decir, el disefio de enfoques quimioterapéuticos para prevenir el desarrollo

de micrometastasis luego de la remocion del tumor por cirugia o radioterapia) y
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quimioterapia neosinérgica (es decir, la administracion de drogas antes de la cirugia o
radioterapia para disminuir el volumen de las neoplasias primarias grandes); y el mejor
conocimiento acerca de procesos vitales como la iniciacion y diseminacion del tumor,

implantacion y crecimiento de las metastasis.

Muchos de los agentes citotoxicos mas potentes actian en fases especificas del ciclo
celular y en consecuencia tienen actividad so6lo en células que estan en proceso de
division (Figura 9). De la misma manera las neoplasias humanas que en la actualidad

son mas susceptibles al tratamiento quimioterapico son aquéllas que tienen una gran

fraccion en crecimiento, es decir, un alto porcentaje de células en proceso de division.

Antimetabolitos

Agentes alguilantes

ey

Transcripcion de ADN Dup[ii:a::ién de ADN

Agentes intercalantes

Mitosis

Toxinas de microtubulos

Figura 9: Resumen del sitio de accion de los compuestos antineoplasicos

El origen de los antineoplasicos puede ser natural, sintesemnisintético. Su modo de
accion, al igual que su identidad quimica, es muy diversny desde agentes alquilantes
gue afectan directamente el ADN (como las mostazas nitroggnantrosoureas,
alquilsulfonatos, etc.) y antimetabolitos que afectaniritesis del ADN (analogos del
acido félico, de pirimidina, de purina, etc.), hasta hormassroideas o enzimas
involucradas en procesos antineoplasicos, generalmenkédoriais de la replicacion y

trascripcion del ADN y de la sintesis proteica, como gjemplo la L-asparaginasa.

22



Existen, ademas, farmacos que actian sobre la mitogiarcgh afectar el ADN, como
por ejemplo los denominados venenos mitéticos (comaltzdoides de la vinca o los
taxanos) que se unen a los componentes del citoesqeeletpiden la migracion de los

cromosomas durante la mitosis.

3.2 Antineoplasicos de origen vegetal

El nUmero de especies de plantas superiores (angiospermas y gimnospermas) se estima
entre 250.000 y 500.000 (Ayensu y DeFilipps, 1978; Schultes, 1972; Tippo y Stern,
1977). Existe una inimaginable diversidad de metabolitos secundarios vegetales, de los
cuales la mayoria no han sido estudiados. De hecho, se estima que s6lo el 15% de las
plantas han sido investigadas en busca de constituyentes farmacolégicamente activos
(Savoia 2012; Efferth et al., 2007; Verpoorte, 2000). Los productos vegetales han sido
redescubiertos como herramientas importantes para el desarrollo de drogas contra el
cancer debido a la gran variedad de estructuras moleculares complejas capaces de

interaccionar con dianas celulares de mamiferos (Younes et al, 2007).

Un andlisis del numero de agentes quimioterapéuticos aprobados para el tratamiento de
pacientes (Figura 10), indica que mas del 60% de ellos proviene de compuestos
naturales, farmacos semisintéticos derivados de compuestos naturales, y farmacos
actualmente sintetizados artificialmente, pero descubiertos como compuestos naturales
(Cragg et al., 1997; Heinrich, 2010; Newman y Cragg, 2007).

23



S*/NM v
5 4% 1%

SINM

24%

WP BN END OIS BS/NM B S* BS'/NM BV

Figura 10: Origen quimico de los farmacos empleados como compuestos antitumorales en
el periodo 1946-2006Heinrich, 2010

P: Péptidos grandes o proteinas aislados a partir de un organismo/célutenplie€to natural
(pequefias moléculas) aislados a partir de un organismo/célula; ND: Compuestadoderi
mediante sintesis semisintética a partir de compuestos naturales; S: Compuestmttotal
sintético; S*: Compuesto sintetizado artificialmente, pero descubierto como compaest;
NM: Compuesto mimético de compuesto natural; V: vacunas empleadas en dketrataie

tumores.

Entre los productos de origen natural, comunmente utilizados como antineoplasicos, se
destacan los “antibidticos” antineopldsicos (bleomicina, doxorrubicina y mitomicina,

entre otros), que suelen inhibir la polimerizacion de &acidos nucleicos, las
epipodofilotoxinas (etopdsido, teniposidio, etc.), que suelen ser venenos mitéticos que
afectan el citoesqueleto durante la division celular, y los alcaloides vegetales como los
de laVinca roseay sus derivados (vinblastina, vincristina, vindecina, etc.) (Gooodman

y Gilman, 2006). Estos ultimos, son una muestra del potencial de las especies vegetales
como importante fuente de sustancias con interés farmacologico para el tratamiento del
cancer, sobre todo de los metabolitos secundarios normalmente involucrados en la
relacion de la planta con su ambiente, particularmente con organismos patdgenos y/o

depredadores.

En 1955, el Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos (NCI) impulsé un
proyecto de quimioterapia, que consistid en“streening de especies vegetales
alrededor de todo el mundo, con el fin de hallar nuevos agentes antitumorales. En

colaboracién con el departamento de agricultura de Estados Unidos y los gobiernos de
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60 paises, se evaluaron alrededor de 35.000 especies en células de leucemia murina
(Driscoll, 1984). Dentro de los compuestos descubiertos se encontraron el paclitaxel
(Taxol®), uno de los antineoplasicos mas utilizados en la actualidad, extraido de la
corteza deTaxus brevifolia(Denis et al., 1988), y la camptotecina (un inhibidor de
topoisomerasas), extraido @amptotheca acuminai&fferth et al., 2007). El proyecto
impulsado por el NCI, perdié impulso durante los comienzos de la década del ochenta,
pero fue retomado parcialmente en 1986, a partir de convenios entre el NCI y los

gobiernos de los paises de donde se extraian las muestras (Boyd, 1989).

Actualmente el estado chino, en colaboracién con instituciones y gobiernos de la Unién
Europea y los Estados Unidos, esta desarrollando programas de investigacion de plantas
utilizadas en medicina tradicional china. Los proyectos no sélo contemplan la
identificacibn de principios activos presentes en estas especies, sino ademas la
sistematizacion de la disciplina y la incorporacion de enfoques y técnicas de biologia
molecular e ingenieria genética, con el fin de desarrollar productos farmacolégicos
aptos para la comercializacién a nivel mundial y optimizar su produccién a gran escala.
Se han identificado nuevos y diversos compuestos para tratamientos antineoplasicos en
las especiesrtemisia annualndigofera tinctorig Taxus chinensigotro miembro del
géneroTaxusque produce paclitaxel)Panax ginsengBoswellia serratay Curcuma

longa entre otras. Ademas se identifico una esp&yphiorrhiza mungaosque sintetiza

la mencionada camptotecina. A partir de modernas técnicas de cultivo en biorreactores,
se logrd la optimizacion de la produccion de la droga antineoplasica a partir de esta
especie (Efferth et al, 2007).

La medicina tradicional de América ha utilizado las plantas para tratar gran variedad de
enfermedades, incluido el cancer. Se propuso la actividad biolégica de muchos de estos
preparados herbales, para la estimulacion o supresion de la respuesta inmune y la accion
antiproliferativa en las células tumorales. Argentina posee una abundante y diversa
flora, distribuida desde regiones sub-antarticas a sub-tropicales, sin embargo, no se
encuentra actualmente involucrada en ningun proyecto de investigacion masiva de
plantas autoctonas en busqueda de agentes antitumorales. Han sido publicados unos
pocos reportes basados en los usos etnofarmacolégicos de plantas con actividad
antitumoral tanto en lineas celulares como en modelos tumaorale® (Anesini et al.,

1996, 1997, 1999; Barbini et al., 2006; Fernandez et al., 2002, 2003; Ibarrola et al.,
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2006; Heinrich y Bremner, 2006; Lopez et al., 2005, Mongelli et al., 2000; Riveiro et
al., 2004, Ruffa et al., 2002; Sampedro et al., 2004).

Los ejemplos exitosos de compuestos antitumorales vegetales citados anteriormente,
remarcan la importancia del estudio y preservacion de los recursos naturales y

biodiversidad, como fuente de principios activos para tratamientos terapéuticos.

4. Especies reactivas del oxigeno

4.1 Introduccion

Las especies reactivas del oxigeno (ROS) son compuestos que derivan de la molécula
de G por reduccién quimica parcial. Incluyen iones de oxigeno, radicales, libres
peroxidos y oxigeno singlete. Son generalmente moléculas muy pequefias altamente
reactivas debido a la presencia de una capa de electrones de valencia no apareada. Estas
especies se forman de manera natural como subproducto del metabolismo normal
del oxigeno y tienen un importante papel en la sefializacion celular. Sin embargo, en
épocas de estrés ambiental sus niveles pueden aumentar en gran manera, lo cual puede
resultar en dafos significativos a las estructuras celulares. Esto lleva en una situacion

conocida como estrés oxidativo (Jansen et al., 2013).

4.2 Radicales libres

Los radicales libres (RL) son compuestos que puedenrexistforma independiente, y
gue tienen uno 0 mas electrones no apareados en su wtbitaepudiendo tener carga

positiva, negativa o neutra.

Son muy inestables y tienen tendencia a perder o gandamrémnte electrones, por lo
cual son muy reactivos. Los RL pueden intercambiar unosdeléatrones no apareados
con otras sustancias. También pueden unirse a otrast@stsycconvirtiendolas en

radicales, dando lugar a reacciones en cascada con formacidvds radicales.

Estos compuestos pueden generarse intra o extracelularreerite endégena como

exdgenamente. Endogenamente los RL se generan principatosmdeproducto de la
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cadena de transporte electrénico, de enzimas oxidantessd@lgteiticas y reacciones
de autoxidacion, siendo el reticulo endoplasmatico, tacomdria y los peroxisomas, las

principales organelas que los producen.

Exdgenamente pueden ser producidos por oxidacion de farntagos, de tabaco,
choque térmico, luz solar, reacciones ionizantes, ratiata oxidantes del glutation y

sustancias ciclicas de naturaleza oxidoreductora.
Cuando se habla de RL, en general se refiere a loseRbxégeno. Del oxigeno se

derivan, entre otros RL, el anién superoxidg Xl radical hidroxilo (HQ y el radical
peroxilo (ROO (Figurall).
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El término ROS, incluye a los radicales libres menatlos, asi como a los intermediarios

reactivos del oxigeno, el oxigeno singlé®,) y al perdxido de hidrégeno ¢B,), y abarca a

todas las especies que son mas reactivas quegehoxén su estado basal.

En los sistemas biologicos también existen radicalesackrgtren carbono, nitrégeno y

azufre, los cuales son importantes iniciadores y/o propagadenerios tipos de dafios.

La fuente principal de radical hidroxilo (H@s la mitocondria, donde se genera como

producto de la cadena transportadora de electronesrafistal también puede formarse

en otras reacciones en cualquier parte de la célula e laaya moléculas de;6&, y un

metal catalizador, fundamentalmente el hierro. La reaceidfedton es una de ellas:

Fe”+ H,0, — Fe™ + OH + OH
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Esto significa que el hierro, constituyente de numeroseteipas, basicamente la
hemoglobina, es también un promotor de RL. El B®extremadamente reactivo, su
vida media es de T0segundos e interacciona en forma instantanea con lauieolaas
proxima, oxidandola y, por ende, alterando su estructurd.radical HO, puede
interaccionar con practicamente cualquier molécula, inctigyeacidos nucleicos,

membranas lipidicas, proteinas y carbohidratos.

El radical superoxido es formadwvivo por la cadena transportadora de electrones en la
mitocondria y por el reticulo endoplasmético; tambiéncilslas fagociticas activadas
son capaces de producirlo. En condiciones biol6gicas EEs(poco reactivo. Sélo puede
inactivar unas pocas enzimas (McCgrussell, 1988); tiene una vida media muy corta,

y no es capaz de atravesar membranas que no posean un caia asjiecifico.

La existencia de ROS es el producto de un equilibrio Entaccibn de sustancias

proxidantes con otras antioxidantes (secuestrantes) que ladeseparecer.

El estrés oxidativo es producto de un desequilibrio entre egtrges en favor de los
proxidantes. Muchos de los agentes proxidantes son Rhirg les antioxidantes se
encuentran la superoxido dismutasa, catalasa, glutatiooxigesa, glutation, N-

acetilcisteina, vitaminas A, C y E, cinc y algunos farmacos.

Los RL pueden ser eliminados mediante sistemas enzimaticosepaimaticos. En
particular, el anion superoxido y el radical hidroxilo sespecies con un elevado
potencial téxico, por lo que las células aerobias depate mecanismos para bloquear

sus efectos.

4.3 Oxigeno singlete

El 'O, es una especie reactiva del oxigeno pero no un radicalHibmeectrofilico y se
combina facilmente con sustancias que poseen enlaces @doftapos funcionales con
muchos electrones, como son los &cidos grasos polingaurad aminoacidos con
azufre, las purinas y los carotenoides. Como son cacatenuar este radical, estas

sustancias, se denominan secuestrant&®,de
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El 'O, puede ser producido por diversas fuentes, incluidas tamé&titas, sin embargo el
mecanismo de formacion de dicho compuesto de mayor tampta en sistemas
biol6gicos se basa en la transferencia de energia desde stwspiatoexcitados al O

(Fisher et al., 2013).

4.4 Compuestos antioxidantes en plantas

Durante la fotosintesis, el metabolismo en general y situaciones de estrés (depredacion,
infeccion, estrés abidtico) se producen ROS en la célula vegetal. Como adaptacion a
esto, las plantas poseen secuestrantes de ROS, en partict@ratetucido a partir de

la fotoactivacion de la clorofila.

Entre los compuestos mas conocidos se encuentran los pigmentos carotenoides, los
tocoferoles (entre ellos la vitamina E), los flavonoides, los &cidos fendlicos y otros

polifenoles (Hollman et al., 2011).

El descubrimiento de nuevos compuestos antioxidantes vegetales es un campo de
investigacion de actual importancia, debido a su aplicacién en el desarrollo tanto de
farmacos, como de conservantes en alimentos (Martinez et al., 2012; Oliveira et al.,

2010; Slamenova y Horvathova, 2013

5. Infecciones bacterianas

5.1 Introduccion

Las bacterias son microorganismos unicelulares sin membrana nuclear, mitocondrias,
aparato de Golgi ni reticulo endoplasmatico, que se reproducen por division asexual.
Poseen un uUnico cromosoma circular, y material genético asociado en forma de
plasmidos. Sus membranas no poseen esteroles y estan rodeadas por una pared celular
compleja que presenta dos variantes basicas: Gram positivas y Gram negativas. Las
paredes celulares de las Gram positivas presentan una capa gruesa de peptidoglicano,
mientras que en las Gram negativas, la capa de peptidoglicano es delgada y existe

ademas, una segunda membrana fosfolipidica, la membrana externa (Figura 12).
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Algunas bacterias carecen de pared celular y sobreviven dentro de las células de algun
organismo huésped o en ambientes hipertonicos (Murray et al., 2006).

acido lipoteicoico atravesando
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Figura 12: Diferencias estructurales y bioquimicas entre las paredes celulares de bacterias
Gram positivasy Gram negativas

Mientras que las bacterias Gram positivas poseen pared celular compuesta fundamemtalmente
peptidoglicano, en las Gram negativas esta pared posee un tamafio reducido, y estpaubierta
una capa externa de lipopolisacaridos.

Estos microorganismos pueden clasificarse de forma preliminar seguin su tamafio (en
general, de 0,5 a 5 Pgnforma (esferas, bastoncillos, espirales) y disposicién espacial
(células aisladas, en cadenas o formando cumulos); mientras que su clasificacion

definitiva se refiere a sus caracteristicas bioquimjcgmneéticas.

El organismo humano esta habitado por miles de especies bacterianas distintas; mientras
algunas mantienen una relacion parasitaria temporal, otras habitan en el ser humano de

manera permanente.

Aungque muchas de ellas son relativamente avirulentas, otras son capaces de provocar
enfermedades potencialmente mortales. La enfermedad puede deberse a los efectos
toxicos de los productos bacterianos (toxinas) o bien a la invasion de regiones

corporales que inicialmente estériles (Murray et al., 2006).
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5.2 Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidiss una especie bacteriana del género Staphylococcus.
Consiste en cocos Gram-positivos arreglados en grupos (FiguraSé&4presenta
frecuentemente en la piel de humanos y de animales y en membranas mucosas. Es
anaerobio facultativo. Tiene la capacidad de formar biopeliculas, mediante la secrecion
de polisacéaridos. Posee una alta tasa de resistencia a multiples antibiéticos (meticilina

entre ellos), si bien es sensible a la vancomicina, y a la novobiocina.

Catalasa: positivo
Termonucleasa: negativo
Coagulasa: negativo

No produce hemolisis
No fermenta manitol

No es pigmentado

Es saprofita

Figura 14: Imagen de microscopia electrénica y caracteristicas bioquimicas de

Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidésté involucrado en infecciones de catéteres, implantes de
prétesis, de heridas, en cistitis, septicemias, endocarditis y endoftalmitis. También
puede estar involucrado en infecciones oportunistas, siendo un mediador de infecciones

nosocomiales (Murray et al., 2006).

5.4 Staphylococcus aureus

La bacteriaStaphylococcus aureuss un coco Gram positivo (Figura 15) asociada al
humano de forma parasitica 0 comensalista, ya que forma parte de la microbiota normal
de la piel, vinculandose a glandulas sudoriparas para evitar condiciones de desecacion.
La especie es capaz de provocar enfermedades de diversa gravedad como acne,
forinculos, granos, impétigo, neumonia, osteomielitis, endocarditis, meningitis y artritis
(Kaplan, 2005); infecciones que pueden llegar a ser particularmente graves en pacientes

inmunodeprimidos (Brumfit y Hamilton-Miler, 1989).
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Produce hemdlisis
Fermenta manitol
Pigmentacién dorada (carotenoides)

Figura 15: Imagen de microscopia electronica y caracteristicas bioquimicas de

Staphylococcus aureus

Se trata de un organismo anaerobio facultativo. Entre otros factores de virulencia tipicos
de S. aureusse destacan diversas hemolisinas, leucocidinas y algunas clases de
enterotoxinas (Madigan et al., 2009), asi como diversas adhesinas necesarias para la

colonizacion del tejido del hospedador y para la formacién de biopeliculas.

Una preocupacion cada vez mayor referente al tratamiento de infecciones bacterianas en
general, y estafilocAcicas en particular, consiste en el aumento de la frecuencia de cepas
multiresistentes en la poblacion. En Argentina, la prevalencia de cedasailgeus
meticilino-resistentes (SAMR) en ambientes hospitalarios alcanza ya el 50% (Gardella
et al., 2005; Jericet al., 2006).

6. Antibiodticos

6.1 Introduccion

Los antibidticos son el recurso mas util y efectivo para el control de enfermedades
infecciosas, y han sido uno de los descubrimientos mas significantes de la medicina
moderna. Son compuestos con la capacidad de interferir en procesos bioquimicos
esenciales para el desarrollo de las bacterias, como por ejemplo la sintesis y
transcripcion del ADN y ARN, la sintesis de la pared celular, la sintesis proteica y el

metabolismo (Figura 16).
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Figura 16: Blancos bioquimicos de los principales grupos de antibiéticos

Casi todos los antibiéticos en uso hoy en dia, son compuestos que se descubrieron entre
los afios 1940 y 1960. La mayoria de estos compuestos fueron descubiertos a partir de

un “screening” de actinomicetos derivados de muestras de suelo (Lewis, 2013).

Sin embargo, su uso indiscriminado impuso una presion de seleccion sobre los

microorganismos patdgenos, que derivé en la aparicién de resistencias (Tabla 4).
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Tabla 4. Resumen historico de descubrimiento de los principales antibiéticos y aparicién

de resistencias

Clase de D | R Mecanismo de accion Microorganismos blanco
antibiético; ej.

Sulfodrogas; 1932 1936 1942 Inhibicion de la dihidropteroato  Bacterias Gram-positivas
prontosil sintetasa

B-lactamicos; 1928 1938 1945 Inhibicion de la biosintesis de la Actividad de amplio espectro
penicillina pared celular

Aminoglicésidos; 1943 1946 1946 Unién a la sub unidad ribosomal Actividad de amplio espectro
streptomicina 30S

Cloranfenicoles; 1946 1948 1950 Unién a la sub unidad ribosomal Actividad de amplio espectro
cloranfenicol 50S

Macrdélidos; 1948 1951 1955 Unién a la sub unidad ribosomal Actividad de amplio espectro
eritromicina 50S

Tetraciclinas; 1944 1952 1950 Unidn a la sub unidad ribosomal Actividad de amplio espectro
clortetraciclina 30S

Rifamicinas; 1957 1958 1962 Uni6n a la sub unidad B de la Bacterias Gram-positivas
rifampicina ARN polimerasa

Glicopéptidos; 1953 1958 1960 Inhibicion de la biosintesis de la Bacterias Gram-positivas
vancomicina pared celular

Quinolonas; 1961 1968 1968 Inhibicion de la sintesis de ADN Actividad de amplio espectro

ciprofloxacina

Streptograminas 1963 1998 1964 Union a la sub unidad ribosomal Bacterias Gram-positivas

; streptogramina 50S

B

Oxazolidinonas; 1955 2000 2001 Union a la sub unidad ribosomal Bactegias Gram-positivas
linezolida 50S

Li popétidos; 1986 2003 1987 Despolarizacion de la membrane Bacterias Gram-positivas
daptomicina celular

Fidaxomicina 1948 2011 1977 Inhibicion de la ARN polimerasa Bacterias Gram-positivas
Diarilquinolinas; 1997 2012 2006 Inhibicion de la FIFO-ATPasa  Actividad de espectro estrechc
bedaquilina (Mycobacterium tuberculogis

D: afio de descubrimiento; I: afio de introduccién al mercado; R: afio de la prirsiEnois

reportada.

La resistencia multiple diferentes antibiéticos en microorganismos responsables de
enfermedades infecciosas, tales comoterococcus spp Staphylococcus aureus
Klebsiella spp Acinetobacter baumanniiPseudomonas aeruginosa Enterobacter

spp hace necesaria la busqueda de nuevos compuestos antibacterianos (Boucher et al.,
2009).
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6.2 Resistencia a antibi6ticos

Los antibioticos inhiben funciones celulares esenciales de las bacterias. En
contrapartida, diferentes mecanismos bioquimicos y genéticos que pareciesen explotar
todas las estrategias posibles para evitar que las drogas actien sobre su blanco, le

permiten a las bacterias desarrollar resistencia frente a estos compuestos.

Los mecanismos de resistencia a antibioticos mas estudiados incluyen (Figura 17):

- la destruccién del antibidtico (por ejemplo, degradacion deetécilina por B-
lactamasas).

- modificacion del blanco de accion (por ejemplo, la mutacién en la proteina RpsL
ribosomal de la sub unidad 30S confiere resistencia a la estreptomicina).

- disminucién de la incorporacion de la droga o incremento en la exclusion de la misma
(por ejemplo, incremento en el flujo de salida de linezolid por la bomba transportadora
multidrogas AcrAB-TolC).

- vias de sintesis o0 degradacion alternativas y redundancias bioquimicas.

- sobreexpresion del blanco del antibidtico (Payne et al., 2007).
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Figura 17: Mecanismos bioguimicos y genéticos vinculados a la resistencia a antibiéticos

Ademas de los resistentes, en una poblacibn bacteriana también existen
microorganismos sensibles al efecto del antibiético, pero con la capacidad de tolerar la
presencia del mismo, gracias a la capacidad de entrar en estado de latencia. Estos
microorganismos, denominados persistentes, no son mutantes; son variantes fenotipicas
producidas estocasticamente en la poblacion de células en division activa y cuya
abundancia relativa alcanza el 1 % en la fase tardia de crecimiento exponencial (Keren
et al., 2004). Los microorganismos persistentes, son células en latencia que no se
dividen, lo que explica la tolerancia a antibioticos que tienen como blancos de accion
estructuras y biomoléculas caracteristicas de células con alta actividad replicativa o
metabolica. Son eliminados con mucha mayor lentitud por las drogas antimicrobianas y
cuando los niveles de las mismas descienden, retoman su crecimiento normal (Balaban
et al., 2004; Dorr et al., 2010).
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Se desconocen los mecanismos involucrados en la formacién de individuos persistentes
(Lewis, 2010). La importancia de estos en la manifestacion clinica de tolerancias a
antibioticos fue recientemente demostrada, cuando se observé que elevados niveles de
persistentes eran seleccionados durante tratamientos antimicrobianos en infecciones
causadas po€andida albicansy Pseudomonas aeruginosdLaFleur et al., 2010;
Mulcahy et al., 2010).

La participacibn de los microorganismos resistentes y los persistentes en las
enfermedades infecciosas refractarias a antibidticos, incrementa la necesidad del
descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos con la capacidad de eliminar tanto a los

patdgenos en division activa, como a los latentes (Lewis, 2013).

6.3 Antibidticos naturales

Desafortunadamente, los esfuerzos para el desarrollo de plataformas de alta tecnologia
como nuevas fuentes de antibidticos han fracasado debido a problemas como la
identificacibn de compuestos sintéticos que efectivamente penetren en células
bacterianas. No esta claro por qué algunos compuestos pueden romper la barrera mas
restrictiva de las Gram negativas y otros no. En efecto, la presencia de una barrera
eficaz de penetracion y la escasez de compuestos nuevos con la capacidad de penetrarla,
son los dos problemas responsables de la falta de progreso en el campo (Lewis et al.,
2013).

Si bien el uso de resinas, decocciones, macerados y aceites esenciales vegetales en el
tratamiento de infecciones, ha sido durante siglos una practica habitual en medicinas
tradicionales de diferentes partes del mundo; la busqueda de compuestos naturales con
actividad antimicrobiana se centrd en especies bacterianas y flngicas. La aparicion de
microorganismos resistentes a antibioticos, ha llevado a la Organizaciéon Mundial de la
Salud a impulsar un programa de mejoramiento en el uso y control de los antibioticos
conocidos, y también, al desarrollo de nuevos antibioticos. Las especies vegetales son
vistas como una fuente de compuestos antimicrobianos que pueden dar respuesta a este

problema. Fruto de estas estrategias, entre 2005 y 2010 se han aprobado 19 nuevos
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productos para el control de infecciones bacterianas, con compuestos activos

descubiertos en plantas (Abreu et al., 2012).

La identidad quimica de las sustancias antimicrobianas presentes en las plantas es muy
diversa, y dichos compuestos suelen ser metabolitos secundarios implicados en las
defensas naturales de las plantas frente a los microorganismos. Algunos de los grupos
quimicos mas representativos se muestran en la Figura 18 y son: flavonoides,

alcaloides, terpenos, quinonas, taninos y cumarinas (Savoia, 2012):

- Los flavonoides son compuestos fendlicos presentes en todas las especies de plantas
terrestres. La estructura basica es el 2-fenil-benzopirano, y consiste de dos anillos
bencénicos unidos a través de un anillo pirano (Figura 18). Pueden estar involucrados
en las defensas bioquimicas de la planta frente a la radiacion ultravioleta. En total,
existen 14 clases de flavonoides diferenciados por la naturaleza quimica y la posicién de
los sustituyentes en cada anillo. Se piensa que las propiedades antibacterianas de los
flavonides provienen de su capacidad interactuar con proteinas extracelulares solubles y
con las membranas bacterianas. Recientemente, dos flavonoides aislaeosthaex

spiralis, una planta sudamericana, mostraron actividad bactericida fr&seharichia

coli y Pseudomonas aeruginasaAlgunos flavonoides son efectivos frente a

Mycobacterium tuberculos{&avoia, 2012).
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Figura 18: Compuestos pertenecientes a los principales grupos quimicos de metabolitos
vegetales con actividad antimicrobiana

Flavano (flavonoide), berberina (alcaloide), Ilupeol (terpeno), antraquinona (quinona)
galotanino (tanino) y escopoletina (cumarina)

- Los alcaloides son compuestos heterociclicos que contienen nitrégeno, derivados del
metabolismo de los aminoacidos. Su naturaleza quimica es variada. No todas las
familias de plantas sintetizan alcaloides; se estima que los géneros de especies que si lo
hacen representarian el 3% de las angiospermas. Algunas familias conocidas que poseen
alcaloides son Amaryllidaceae, Fabaceae, Liliaceae, Papaveraceae, Ranunculaceae,
Rutaceae y Solanaceae. Sus vias de accion son muy diversas: disruptores de las
membranas bacterianas, agentes intercalantes del ADN, inhibidores de ARN

polimerasa, girasa y topoisomerasa (Savoia, 2012).

- Los terpenos se originan por polimerizacion enzimatica de unidades de isopreno que
sufren modificaciones. La mayoria de los terpenos tienen estructuras multiciclicas, las
cuales difieren entre si no sélo en grupo funcional sino también en su esqueleto basico
de carbono. Son usualmente compuestos lipofilicos, y pueden hallarse presente en
resinas. Se ha descripto su actividad antibacteriana en especies Gram positivas y

tuberculosis EI mecanismo de accién no se conoce completamente, pero se especula

que involucra la disrupcion de las membranas bacterianas (Savoia, 2012).
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- Las quinonas son compuestos aromaticos con al menos dos grupos ceto como
sustituyentes. Son ubicuas en la naturaleza, y forman parte de los metabolitos
secundarios de plantas con potencial antimicrobiano. Pueden producir RL y

acomplejarse con aminoacidos nucleofilicos de proteinas bacterianas, haciéndoles
perder su funcion. En particular, un grupo de quinonas, las antraquinonas, poseen
actividad antimicrobiana de amplio espectro, atacando proteinas de adhesion,
polipéptidos de la pared microbiana y enzimas asociadas a sus membranas (Savoia,
2012).

- Los taninos son polimeros de compuestos polifendlicos presentes en casi todas las
partes de la planta. Se caracterizan por su actividad antimicrobiana, debido a la

inactivacion de adhesinas bacterianas, enzimas y proteinas de transporte (Savoia, 2012).

- Las cumarinas son compuestos fendlicos procedentes de la ruta del acido sikimico.
Tienen funcion protectora en la planta, frente a radiacion ultravioleta. Algunas
furanocumarinas son fotosensibilizantes y se pueden utilizar para el tratamiento de la

psoriasis (Savoia, 2012).

Ademas, los compuestos presentes en las plantas pueden actuar como complemetos de
antibioticos ya existentes, ayudando a revertir la resistencia a los mismos de
microorganismos resistentes. Esta accion es ejercida principalmente a través de la
inhibicién de las bombas de exclusion de las membranas, la inhibicion de mecanismos

de “quorum sensing” y la formacion de biopeliculas (Savoia, 2012).

7 Terapia Fotodinamica antimicrobiana

7.1 Introduccion

Ademas de su rol en terapia antitumoral, la TFD se emplea en la eliminacion de
microorganismos, TFD antimicrobiana (TFDA). Tiene un futuro promisorio en el
tratamiento de infecciones bacterianas, virales (Segvi et al., 2013; St Denis et al., 2011

b; Kharkwal et al., 2011), micosis (Calzavara-Pinton et al., 2012; Lyon et al., 2011), y

en la eliminacién de eucariotas unicelulares (en particular, tripanosomas) (Baptista y
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Wainwright, 201). También se propuso su uso en la desinfeccion de aguas (Coppellotti
et al., 2012).

La TFDA se ha implementado en el tratamiento de diversas patologias tales como

Ulceras croénicas, infecciones de heridas, quemaduras infectadas (Jori, 2006), y una
variedad de infecciones orales y acné (Demidova y Hamblin,; 20tekkwal et al.,

2011). Una ventaja clave en la clinica de la TFDA de las lesiones cutaneas es la buena
curacion y el excelente resultado cosmético post-tratamiento. Ademas las leshmaniasis

cutaneas han sido tratadas con éxito con TFDA (Van der Snoek et a)., 2008

La ventaja de la TFDA es que se puede usar en caso de resistencias a antibioticos (Vera
et al., 2012). También se han desarrollado técnicas Opticas empleando FS en el

monitoreo de infecciones (Hamblin et al., 203

Ademas la TFDA de componentes celulares de la sangre se esta estudiando para su uso
como técnica de esterilizacion sanguinea, reduciendo el riesgo de transmision de

enfermedades por transfusion (Wainwright y Baptista, 2011

Mientras que para la TFD antitumoral se utilizan cdaSoprincipalmente moléculas
derivadas de un nucleo tetrapirrélico, de baja toxicidad, localizacion selectiva en células
tumorales y con absorcion de luz a longitudes de onda cercanas al infrarrojo, donde la
penetracion de la luz en los tejidos animales es maxima (ventana terapéutica), para la
TFDA es posible utilizar otro tipo de moléculas, con maximos de absorcion a longitudes

de onda menores (Wainwright, 2010).

A diferencia de lo que ocurre en células de mamiferos, en las cuales el mayor dafo
oxidativo luego del tratamiento fotodinamico se observa en mitocondrias, membrana
plasmatica y lisosomas (dependiendo del tipo de FS utilizado), en células bacterianas el
dafo se centra en la membrana externa, con un posible rol para el dafio al DNA vy el

dafio a proteinas enzimaticas y estructurales.
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7.2 Ventajas de la TFDA

Como se resume en la Figura 19, la TFDA presenta ventajas por sobre otros métodos
antimicrobianos tales como su amplio espectro de accion, eficiencia frente a cepas
resistentes a antibioticos, bajo potencial mutagénico, ausencia de aparicién de cepas
resistentes (debido a la baja especificidad en los blancos bioquimicos de accion) y la
selectividad debida a la aplicacion localizada E8ly/o la luz incidente (Dai et al.,
2012).

Ventajas dela TFD

Bacterias

Practica Efectiva
~ Segura para tejidos humanos » Amplia ventana terapéutica
~ Resultados inmediatos, a diferencia »  Inactiva patdgenos en
de los obtenidos con antibidticos biopeliculas
Econ?mtca ~ Elimina el desarrolio de
» Versatil resistencia
Antibidticos sistémicos no » Destruye factores de virulencia
penetran tejido muerto o dafiado secretados
~ Mo precisa rol activo
del paciente

Figura 19: Principales ventajas de la TFDA sobre los antibiéticos en la elimingn de

patégenos

Cepas metilcilino resistentes &aphylococcus aureyMRSA) resultan sensibles a la
TFDA inclusive mas que la cepa sensible al antibiético (Tang y Hamblin,).2007
Ademas, la ausencia de aparicion de resistencias a la TFDA se investigo realizando
irradiaciones seriadas subletales seguidas por la recuperacion de la poblacion
parcialmente fotosensibilizada y no se detectd aparicion de resistencias en hasta 10
ciclos de TFD (Tavares et al., 2010
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7.3 Diferencias entre bacterias Gram positivas y negativas y su rol en la TFDA

Las caracteristicas morfologicas y bioquimicas de la membrana y pared celular en
bacterias Gram positivas y Gram negativas, son importantes en cuanto a la respuesta a
la TFDA.

Es un hecho demostrado que debido a las diferencias estructurales que caracterizan
ambos grupos, las bacterias Gram positivas son mas sensibles a la TFDA que las Gram
negativas, ya que la barrera de mdultiples capas (glicocalix, lipopolisacaridos, bicapa
lipidica externa, etc.) que constituye la superficie externa de las bacterias Gram
negativas impide el ingreso del FS (Demidova y Hamblin, 2004). Asi, el tratamiento de
bacterias Gram negativas mediante TFDA puede combinarse con diversas técnicas que
aumenten la permeabilidad de la pared externa, como por ejemplo la induccién de un
desequilibrio electrostatico en esta estructura mediante el quelado de metales divalentes
utilizando &cido etilendiaminotetraacético, lo cual conduce a una desorganizacion de la
pared como consecuencia de la repulsion entre las cargas negativas de elementos

estructurales.

Los FS catiénicos tales como como fenotiazinas, ftalocianinas o porfirinas, a valores de
pH fisolégicos pueden, no obstante, unirse a la superficie tanto de bacterias Gram
positivas como Gramegativas, desplazando a los metales divalentes que estabilizan las
cargas negativas estructurales presentes en la superficie externa, ya que poseen
constantes de afinidad de 2 a 4 6rdenes de magnitud mayores. Ademas, debido a su
caracter anfipatico, el mismo FS puede actuar como elemento de desorganizacion de la
pared. Empleando este tipo B& entonces, es posible fotoinactivar bacterias Gram
negativas sin necesidad de un tratamiento previo (Jori, 2006). Se ha demostrado,
también, que logS cationicos son especialmente eficientes en la erradicacion de
biopeliculas de las bacterias Gram positi®asaureusy S. epidermidigGad et al.,

2004).
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7.4 Fotosensibilizantes en TFDA

El coeficiente de generacion 88, no es el Gnico determinante en la efectividad de un
FS. La actividad de éste, depende tanto de las caracteristicas fisicoquimicas del mismo,

como de la morfologia de la bacteria a eliminar (Kuznetsova et al).2007

DistintosFS interactian sobre el patégeno de distinta manera, distinguiéndose en base a
esta caracteristica tres clasesk& a) aquellos que se unen fuertemente a la pared
celular y son incorporados al interior del microrganismo, como el conjugado poli-L-
lisina Clorina e6; b) los que se unen débilmente a la bacteria de forma que la produccion
extracelular de ROS cumple un rol importante, como el FS cationico azul de Toluidina,
y ¢) FS como el rojo de Bengala, que no se unen a la superficie del patdgeno, sino que
entran a la célula a través de un proceso controlado por difusion (Demidova y Hamblin,
2005).

La incorporacion por los microorganismos del FS empleado, es importante en relacion a
la efectividad de la TFDA. LoBS cargados positivamente a pH fisiol6gico se unen mas
eficientemente a las paredes celulares de las bacterias y por lo tanto pueden dafiarlas una
vez activados por la luz. Realizando la TFDA contra bacterias Gram negativas y Gram
positivas, empleando diferentes porfirinas catibnicas meso-sustituidas, se observo que
cuantas mas cargas positivas tuviesen, mayor era la acciébn sobre ambos tipos de
microorganismos. Los tiempos de preincubacion en oscuridad con el FS también
influyen, siendo mas efectivos los tratamientos con mayores tiempos de incubacién
(Alves, 2009).

La actividad 6ptima en la eliminacion de bacterias, hongos y protozoos patégenos se
encontr6 en FS cargados positivamente a pH fisiologico y una moderada
hidrofobicidad. Esto$S en concentraciones micromolares pueden inducir reducciones
de mas de 4-5 logs en la poblacion microbiana, luego de tiempos de incubaciog cortos
dosis de luz bajas (Jori, 2006

Otro factor importante en la TFDA es la densidad celular de la poblacion microbiana a
eliminar. Se ha reportado (Demidova y Hamblin, 2005) que cuanto mayor es la

densidad poblacional, mayor cantidad de FS es requerido para eliminar las bacterias.
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Esto se debe a la competencia de las mismas por las moléculas del FS y las especies
reactivas generadas a partir de él. Asi también, es necesaria una mayor concentracion de
FS para eliminar células fungicas que células bacterianas. Esto se explica por el mayor
tamafo de las células eucariotas y el mayor requerimiento de especies reactivas, por
ende, para eliminarlas (Demidova y Hamblin, 2005

Si bien la identidad quimica de los FS empleados en TFDA es muy diversa, por lo
general, los mas empleados son fenotiazinas, porfirinas y ftalocianinas (Calzavara-
Pinton et al., 2012; St Denis et al., 2011; Kharkwal et al., 2011). En la tabla 5 se
muestra un resumen de los principales FS de uso en TFDA clinica y su efecto sobre

diferentes microorganismos (Wainwright, 2p:10

Tabla 5: Actividad de losFS empleados en TFDA

Fotosensibilizante Bactetias . -
= : Hongos Witz Protozoos
Gram positivas Gram negativas

Azul de Toluiding + 3 + 3 +
Cristal violeta + + + N/R +
Etitro=ing + - MR N/R N/R
Floxina B + = MR h:.'R h:.'R
Yerde de Indocianing w - MR N/R N/R

+: Efectivo en la eliminacién; - No efectivo en la eliminacion; N/R: No reportado

Como FS control en nuestro trabajo emplearemos azul de Toluidina y Clorina e6. El
Azul de Toluidina es una fenotiazina catiénica empleada comercialmente como FS
(Figura 20). Se emplea en la eliminacion de diferentes especies Gram positivas, Gram
negativas y fungicas; y en el tratamiento de infecciones orales y perimplantitis
(Wainwright, 2010) vy se ha utilizado con éxito en la eliminacion de biopeliculas de

especies de estafilococos resistentes a antibioticos (Sharma et al., 2008).

Ny CH;
H4C £ I -,fI I
i 5 NH;

|
CHy

Al de Toluidina

Figura 20: Estructura quimica del azul de Toluidina
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La Clorina e6 es una porfirina derivada de la clorddil@igura 21). Absorbe luz en la
region roja del espectro visible y su accién fotosensibilizante se produce principalmente
mediante la produccién d©, (Huang et al., 2012). Se ha reportado el uso de este FS
tanto en TFD del cancer, como en TFDA de microorganismos cémaureus
metilciclino resistentesPseudomonas aerugings&scherichia coliy Salmonella
typhimurium,siendo mas efectivo frente a las dos primeras (Park et al., 2010). También
ha sido utilizada en la eliminacion @andida albicang/ se ha fusionado a anticuerpos

contraS. aureusaumentando asi, la selectividad de la TFDA (Embleton et al., 2002).

:&CHA oH,
HyC—¢ |"‘,T/¢*T"’>-'\
'\)——-N\ p N=:\ CHz
f\ ‘Mgu /~
T
HO N\ P A/ CH,
l ?\Ha it [ o= %
AR \/ = JK OCH;
Clorofila a Clorina e6

Figura 21: Estructura quimica de la clorofilaay la Clorina €6

La Hematoporfirina también ha sido empleada en TFDA, siendo efectiva frente en
bacterias Gram positivas, algunas especies de micoplasthasbjcans pero no frente

a bacterias Gram negativas. Otro empleo de las porfirinas en TFDA, consiste en
suministrar ALA precursor de la sintesis de porfirinas a bacterias, levaduras, hongos y
parasitos eucariotas con el fin de que se acumule en ellos la Protoporfirna 1X. Se ha
reportado la eliminacion de estos microorganismos mediante esta via (iarris
Pierpoint, 2012).

7.5 Aplicaciones ambientales de la TFDA

La TFDA ha sido propuesta también, para su aplicacion en desinfeccion de aguas, en
reemplazo del tratamiento con cloro (Jori et al, 2011). Actualmente se realizan
numerosos estudios para aplicarla en la eliminacion de bacterias, hongos, virus,
microorganismos eucariotas e invertebrados; de masas de agua expuestas a fuentes de

luz artificiales o a la luz solar (Fabris et al., 2012a).
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En uno de estos trabajos, empleando proflavina como FS, la TFDA resultd efectiva
contra bacterias coliformes (termotolerantes y glucosa positivas), Enterococcus vy
Pseudomonas, pero no para esporas de Clostridium. Sin embargo, estas esporas podrian
eliminarse por pasos de sedimentacion y filtrado que forman parte obligada de
protocolos estdndar de tratamiento de aguas, haciendo posible la sustitucion del cloro
por el tratamiento fotodinamico, siendo necesario el posterior pasaje por carbono para la

eliminacion del FS y los productos de fotdlisis (Kuznetsova, 2007

Para facilitar la eliminaciéon del FS luego de la TFDA, Magaraggia et al. (2013)
desarrollaron particulas de silicagel de 9 um conjugadas a una porfirina anfipatica
tetracationica como FS. Estas particulas incrementaron la resistencia del FS al
fotoblanqueo y permitieron la eliminacién fotodinAmica $le aureusmetilciclino
resistentes ¥£. coli en hasta cuatro 6érdenes de magnitud. Mediante filtrado del agua, las

particulas pudieron recuperarse y reutilizarse.

Se ha demostrado también, la efectividad de la TFDA en el tratamiento de aguas
residuales. Se consiguidé la eliminacion Escherichia coliempleando luz solar y

porfirinas catiénicas como FS (Alves et al., 2008

Alves et al. (2011) también han investigado la TFDA sobre la espédmie fischeri
Utilizando porfirinas cationicas con diferentes sustituciones, fueron capaces de eliminar
el microorganismo empleando luz solar. Observaron que la fotosensibilizacion se
produjo mejor en aguas calidas con pHs cercanos a 7,5 y que la salinidad del agua no

afectd la respuesta a la TFDA.

Las porfirinas mencionadas han sido empleadas en la eliminacion de bacterias y
pequefos invertebrados en tanques de siembra y cultivo de peces, aprovechando el
amplio espectro de absorcidbn de las mismas frente al espectro de la luz solar
(Coppellotti et al., 2012).

Actualmente, se estd estudiando el uso de la TFD en la eliminacién de larvas de
invertebrados que actlan como vectores de enfermedades tales como el dengue y la

malaria.

48



Fabris et al. (2012b) han conseguido eliminar las larva8migpheles gambiag A.

arabiensis mosquitos vectores de la malaria, empleando FS porfirinicos y luz solar.

Por otra parte, Lucantoni et al. (2011) reportaron la eliminacién de larvAsdis
aegyptj mosquito vector del dengue, a partir de una porfirina cationica sintética e
irradiacion artificial, con dosis luminicas 50 veces menores a las correspondientes a la
irradiacion con luz solar. La mortalidad de las larvas se produjo por dafios en el tubo

digestivo luego de la ingestidn del FS y la irradiacion.

El potencial de las aplicaciones de la TFDA a partir de una fuente de luz de costo nulo y

accesible como la solar, impulsa al estudio de la misma.

7.6 Fotosensibilizantes de origen vegetal en TFDA

El rol de las plantas como fuente de principios activos se encuentra bien establecido.
AlgunosFSde uso en TFDA poseen, de hecho, origen vegetal, como la clorofila y otras
porfirinas, aunque las principales clases de fotosensibilizantes vegetales son los
polienos (acetilenos, tiofenos, tiofenoles y compuestos relacionados), furanilos,
alcaloides y quinonas complejas (Ebermann et al., 1996). Se ha establecido que FS con
carga positiva tienen mayor eficiencia en la eliminacion de bacterias que poseen cargas
negativas en sus membranas, especialmente frente a las Gram positivas (Alves et al.,
2009).

La previamente mencionada Hipericina, FS aislado a partir de extractds$. de
perforatum también ha sido empleada en TFDA. Mediante un mecanismo de Tipo II,
mediado pof'O,, fue capaz de eliminar diferentes especieStdphylococcysBacillus
subtilis Escherichia colly Candida albicangAgostinis et al., 2002; Hudson y Towers,
1991).

Las antraquinonas descubiertas eleterophyllaea pustulatasoranjidiol, rubiadina y
(s)5,5-bisoranjidiol (Figura 22) también han sido empleadas como FS en TFDA. Estos
compuestos tienen la capacidad de generar anién superoxido y oxigeno singlete en

oscuridad, lo que les confiere toxicidad intrinseca frente a microorganismosScomo
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aureus Sin embargo, la actividad bactericida se incrementa con la irradiacion en un

mecanismo mediado por ¥, (Comini et al., 2011).

Se han reportado la existencia de compuestos FS llamados hipocrelinas, presentes en
Hypocrella bambusag Shiria bambusicolados plantas utilizadas en la medicina
tradicional china. Estos compuestos han sido eficaces en la eliminacion de bacterias

Gram positivas, pero no en la de Gram negativas (Hudson y Tower$, 1991
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Figura 22. Antraquinonas descubiertas enHeterophyllaea pustulata, empleadas comé&S en
TFDA

En cuanto a reportes de extractos vegetales empleados como FS, se ha reportado que los
extractos de etanol y hexano ddternathera brasilianay Alternathera maritima
(Amaranthaceae) resultaron fotosensibilizantes péstaphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidisCandida dubliniensisAmbos extractos se obtuvieron a

partir de la planta completa y absorbieron luz de longitud de onda entre 650 y 700 nm.

El mecanismo de accién fue via producciért@e Al analizar la composicién quimica

de los extractos mediante métodos cromatogréaficos y espectrofotométricos, los autores
detectaron la presencia de esteroles, triterpenos y flavonoides (Andreazza et al., 2013;

Gasparetto et al., 2010).

Por otra parte, extractos etandlicos de tallos y hojas de la especie ugited cf.

arabicus han resultado fotosensibilizantes soliigcherichia coliy Staphylococcus
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aureus Este tratamiento potencié la accion de los antibiéticos sobre cepas resistentes de
los dos microorganismos. De esta forma, la TFDA y el uso tradicional de antibiéticos

pueden actuar sinergisticamente (Cunha et al, 2011).

Han sido informados, ademas, dos “screenings de compuestos FS vegetales para uso

en TFDA, llevados a cabo en los EEUU y México; y en Borneo. En el primer caso, se
estudiaron especies vegetales de regiones aridas y semiaridas del sur-oeste de los EEUU
y norte de México, testeando la actividad fototoxica de extractos metandlicos de 115
especies vegetales (pertenecientes a 57 géneros y 8 familias) fitesateeachia coliy
Saccharomyces cerevisiae

Se encontré que la mayoria de las especies de la fé&wsibaaceagen particular las del
géneroHelianthus poseen la capacidad de inhibir los mencionados microorganismos en
presencia de radiacion UVA. Resultados similares se encontraron empleando la especie
Larrea tridentata(Zygophyllaceae). Algunas de estas especies presentaron ademas de
su actividad como FS, actividad antimicrobiana en oscuridad. Sin embargo, la actividad
FS fue mucho mas efectiva sobre la viabilidad de los microorganismos (Downum et al.,
1989).

Respecto al estudio realizado para encontrar nueS@spartir de plantas terrestres en
Sarawak, Borneo, entre 2004 y 2008 se estudiaron 2400 extractos de 888 plantas, donde
fueron reportadas nuevas especies cuyos extractos fueron FS en bacterias y hongos.
Actualmente se estan llevando a cabo los aislamientos de los compuestos activos (Jong
et al., 2013).
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OBJETIVOS



Objetivo general

Estudiar la actividad fotosensibilizante, antitumoral y antimicrobiana de una coleccion
de extractos de plantas de Argentina; y evaluar su potencial uso en el tratamiento del
cancer, infecciones superficiales y la eliminacion de microorganismos presentes en el

agua.

Objetivos parciales

Generar una coleccion de extractos a partir de especies vegetales representantes de la

flora de Argentina.

Estudiar la actividad de estos extractos como agentes citotdxicos en oscuridad y como

agentes fotosensibilizantes en lineas celulares tumorales.

Evaluar la selectividad de los extractos activos comparando su accién foto- y citotdxica

entre lineas tumorales vs. lineas no tumorales.

Investigar los mecanismos de accion de los extractos identificados con mayor

citotoxicidad e intentar la identificacion y el aislamiento de los principios activos.
Evaluar la actividad antimicrobiana en oscuridad de los diferentes extractos, y s
actividad fotosensibilizante sobre diferentes cepas bacterianas Gram positivas y Gram

negativas.

Determinar vias de accion y optimizar las condiciones para la eliminacion de

microorganismos mediante TFDA empleando fuentes de luz artificiales y naturale

Evaluar el potencial de la TFDA en la eliminacion selectiva de microorganismos

internalizados en células eucariotas.

Desarrollar nuevas metodologias para la evaluacion de las capacidades

fotosensibilizantes de nuevos extractos mediante iluminacion directa de los mismos.
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MATERIALES Y METODOS



1 Reactivos y solventes empleados

Se utilizaron ALA, Azul de Tripan, Azul de Toluidina, MTT (bromuro de 3-(4, 5-
dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil tetrazolio), TRITC-faloidina, triptofano y manitol, de
Sigma Chem. Co., USA.

Verteporfina liposomada fue de Conifarma, Argentina. Clorina e6 (Ce6) de Frontier
Scientific Inc, Logan, USA y temoporfin marca Foscan® de Biolitec Pharma Itd.,
Irlanda.

ProLong® Gold Antifade Reagent, el marcador fluorescente Singlet Oxygenr Senso
Green,el anticuerpo secundario Alexa 488 anti-ratén y el anticuerpo anti alfa-tubulina
fueron de Invitrogen Life Technology Corporation.

Sulfato de Vinblastina fue de Laboratorios Filaxis S.A., Argentina.

Se emplearon Clorofilay b, ampicilina y azida sddica de Fluka.

Los solventes empleados fueron de grado analitico.

2 Coleccidn de extractos vegetales

2.1 Recoleccion de muestras vegetales

Las muestras vegetales se recolectaron durante los periodos primavera y verano en el
Jardin Botanico de la Facultad de Agronomia de la UBA, Lucien Hauman, donde las

especies son cultivadas libres de pesticidas y agroquimicos.

La identificacidn y clasificacion de las especies vegetales se realizé en colaboracién con
el Ing. Agr. Juan José Valla, director del Jardin. Los ejemplares de muestra son
mantenidos en el herbario del mencionado Jardin Botanico y se identificaron como
namero de Boelcke. La nomenclatura de las especies (nombres cientificos) concuerda
con Cabrera y Zardini (1978), Huziker (1984), Zuloaga y Morrone (1996, 1999) y
Zuloaga et al (2009). Los nombres vernaculos fueron obtenidos de De la Pefa vy
Pensiero (2004).

Se recolectaron un total de 64 especies y se separaron las diferentes partes (hoja, y en
caso de poseer, flor y fruto). En un caso se recogieron raices adventicias.SCatz de

gue no existen reportes de fototoxicidad en ninguna de estas especies.

73



2.2 Preparacion de los extractos

Las muestras (100 - 200 gr de material) se procesaron el mismo dia de la recoleccion.
Se lavaron con agua destilada, se secaron y se homogenizaron utilizando una
procesadora automatica a méxima velocidad durante 3 minutos o bien, un

homogenizador Ultra Turrax T-50 en el caso de aquellas muestras de escasa cantidad
(20-50 gr). Se utilizé metanol absoluto o agua destilada segun corresponda. Luego de la
homogenizacion, se dejaron macerar durante 24 horas a 4°C, se centrifugaron 10

minutos a 10.000 g y se filtraron, para eliminar los residuos sélidos.

Posteriormente, los extractos acuosos fueron liofilizados a sequedad, mientras que los
extractos metandlicos se concentraron utilizando un evaporador rotatorio bajo presion
reducida, previamente a la liofilizacion hasta sequedad para eliminar trazas del solvente
(Figura 1).

| Muestra vegetal |

Fraccion agua Fracciéon metanol
Homogenizacion, maceraciéon
48 hs en frio y filtrado
Extracto acuoso Extracto metandlico

Rotavapeado

Rotavapeado metandlico

l Liofilizacion
\ 4

| Liofilizado acuoso | | Liofilizado metandlico |

Figura 1: Esquema de extraccion y preparacion de los extractos vegetales

Los rendimientos obtenidos fueron de 4-5%. Una vez obtenidos los extractos sélidos, se

mantuvieron a20°C y en recipientes herméticos.

74



Tabla 1: Lista de extractos vegetales y resumen de los resultados obtenidos en esta
Tesis respecto a su toxicidad y fototoxicidad en lineas celulares y bacterias

Especie Parte| Solvente | Citotox | TFD Bacte- | TFDA
cél cél ricida | bacter.
Abutilon pictum(Hoo. & Arn.) Walp. Flor | Metanol No No No No
Aristolochia esperansaéuntze Flor | Metanol No No No No
Amaranthus quitensikunth Flor | Metanol No No No No
Berberis ruscifoliaLam Flor | Metanol No No No No
Hoja | Metanol No Si No -
Bromelia balansadlez Fruto | Metanol No No No No
Fruto Agua No No No No
Brugmansia arboredl.) Lagerh. Flor | Metanol No No No No
Agua No No No No
Ceiba specioséA. St.-Hil.) Ravenna Flor | Metanol No No No No
Agua No No No No
Cestrum parquiL Herit. Flor | Metanol No No No No
Hoja | Metanol No Si No -
Cissus verticillata(L.) Nicolson & CE. Raiz | Metanol No No No Si
Citharexylum montevideng8preng.) Mold.| Hoja | Metanol No Si No -
Clematis hilarii(A. St.-Hil.) Speg. Flor | Metanol No No No No
Hoja | Metanol Si Si No -
Collaea argentinaGriseb Flor | Metanol No Si No No
Agua No Si No No
Hoja | Metanol Si No Si -
Colletia paradoxaSpreng.) Escal. Flor | Metanol No No No No
Hoja | Metanol No Si No -
Combretum fruticosurtLoefl.) Stuntz Flor | Metanol No No No No
Agua No No No No
Hoja | Metanol Si Si Si -
Agua Si No Si No
Commelina erectd.. Flor | Metanol No No No No
Cordia trichotoma(Vell.) Arrab. Ex Steud | Flor | Metanol No No No No
Condalia montana. Cast. Flor | Metanol No No No No
Hoja | Metanol No Si No -
Cyphomandra betaceéCav.) Sendtn Flor | Metanol No No No No
Hoja | Metanol No Si No -
Dicliptera tweedianaNees Flor | Metanol No No No No
Dodonaea viscosh. Jacq. Hoja | Metanol No Si No -
Duranta serratifolia(Griseb.) Kuntze Fruto | Metanol No No No No
Ephedra tweedian&isch. & C.A. Mey. Fruto | Metanol No No No No
Hoja | Metanol No Si No -
Agua No Si No No
Erythrina falcataBenth. Flor | Metanol No No No No
Agua No No No No
Eupatorium unifoliaSch. Bip. Hoja | Metanol No Si No -
Gnaphalium gaudichaudianu@abrera Hoja | Metanol No Si No -
Hyaloseris andrada lima€rist. & Cabr. Hoja | Metanol No Si No -
lochroma australesriseb. Flor | Metanol Si No Si No
Agua Si No Si No
Hoja | Metanol Si Si Si -
Agua Si No Si No
Ipomoea albaHook Flor | Metanol No No No No
Hoja | Metanol No Si No -
Ipomoea bonariensislook. Flor | Metarol Si No No No
Hoja | Metanol No Si No -
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Ipomoea cairicaL.) Sweet Flor | Metanol No No No No
Hoja | Metanol Si Si No -
Ipomoea fistuloséart. ex Choisy Flor | Metanol No No No No
Hoja | Metanol No Si No -
Jacaranda mimosifoli®. Don Flor | Metanol Si No No No
Agua No No Si No
Hoja | Metanol No Si No -
Agua No No No No
Lantana camard.. Flor | Metanol No No No No
Hoja | Metanol No Si No -
Macfadyena unguis cafl.) A.H. Gentry Flor | Metanol No Si No No
Agua No No No No
Nicotiana glaucaGraham Flor | Metanol No No No No
Hoja | Metanol No Si No -
Oxalis latifolia Kunth Flor | Metanol No No No No
Parkinsonia aculeatd. Hoja | Metanol No Si No -
Passionaria pasifloraL. Flor | Metanol No No No No
Hoja | Metanol No Si No -
Patagonula americand.. Flor | Metanol No No No No
Hoja | Metanol No Si No -
Pavonia sepiund\. St.-Hil. Flor | Metanol No No No No
Petunia integrifoliaLindl. Flor | Metanol No No No No
Prosopis kuntzdidarms Kuntze. Hoja | Metanol No Si No -
Prunus cerasifer&hrh. Hoja | Metanol No Si Si -
Prunus subcoriace@Chodat & Hassl.) Flor | Metanol No No No No
Agua No No No No
Hoja | Metanol No Si Si -
Agua No No No No
Pyrostegia venustéKer Gawl.) Miers Flor | Metanol No No No No
Agua No No No No
Rivina humilisL. Fruto | Metanol No No No No
Robinia pseudoacacia. Flor | Metanol No No No No
Ruellia britonianaleonard Hoja | Metanol No Si No -
Ruellia capitataNess. Flor | Metanol No No No No
Ruellia elegan#$oir. Flor | Metanol No No No No
Ruellia nudiflora (Engelm. & Gray) Urban.| Flor | Metarol No No No No
Ruellia ritasacegPohl) Ezc. Flor | Metanol No No No No
Scutia buxifoliaReissek Hoja | Metanol No Si Si -
Agua No No No No
Sesbania punicegCav.) Benth. Flor | Metanol Si No No No
Hoja | Metanol Si Si No -
Solanum amygdalyfoliunsteud. Flor | Metanol Si No No No
Hoja | Metanol Si Si No -
Solanum chacoendgitter Flor | Metanol Si No No No
Hoja | Metanol Si Si No -
Raiz | Metanol Si No No No
Papa| Metanol Si No No No
Solanum sisymbriifoliurham. Flor | Metanol Si No No No
Hoja | Metanol No Si No -
Solanum verbascifoliurn. Flor | Metanol Si No No Si
Agua Si No No No
Hoja | Metanol Si Si No -
Agua No No No -
Solidago chilensid/leyen Flor | Metanol No No No No
Tabebuia chrysotrichéMart. Ex DC.) Hoja | Metanol No Si No -
Standl.
Tabebuia impetiginosgMart. Ex DC.) Flor | Metanol No No No No
Standl. Agua No No No No
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Tabernaemontana austraMuell. Arg) Flor | Metanol No No No No
Miers Hoja | Metanol No Si No -
Tecoma Stanfl..) Juss. Ex Kunth Flor | Metanol No No No Si
Xanthium cavanillesichouw Hoja | Metanol Si Si No -
Fruto | Metanol Si No No No

Las primeras tres columnas indican: especies estudiadas, partes de la planta a partf sie la cu
realizaron las extracciones y solvente utilizado. Las Udltimas cuatro columnaanirids
experimentos en los que se emple6 cada extracto y el resultado de los raigatos. cél:
toxicidad en oscuridad sobre lineas celulaféd) cél: fototoxicidad sobre linea celular LM2;
Bactericida: toxicidad en oscuridad sobre bacterias epidermidisen suspensionTFDA
bacter.: fototoxicidad sobre bacterigs epidermidisen suspensiérsi: presencia de actividad

toxica/fototoxicaNo: ausencia de actividad téxica/fototoxica; no determinado.

3 Estudios en lineas celulares

3.1 Lineas celulares utilizadas

LM2. Linea derivada del adenocarcinoma mamario murino espontaneo M2 (Galli et al.,
2000), obtenida del Instituto Roffo, Buenos Aires, Argentina. Las células se cultivaron

en medio RPMI, suplementado con 2 mM L-glutamina y 5% suero fetal bovino (SFB).

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 de mama de University
College London, Reino Unido y se mantuvieron en medio RPMI con L-glutamina 2

mM, suplementado con 10% SFB, 5 pg/ml de hidrocortisona y 5 pg/ml de insulina.

PAM212. Linea de queratinocitos murinos transformados espontaneamente, obtenida
de la American Type Culture Collection (ATCC), USA. Fueron cultivadas en medio

RPMI con L-glutamina 2 mM y suplementado con 5% de SFB.

HaCat. Linea de queratinocitos humanos transformados espontdneamente cultivado en

medio RPMI con L-glutamina 2 mM y suplementado con 5% de SFB.
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B16-F10.Es una linea de células de melanoma obtenida de la ATCC y mantenida en
medio F12 con L-glutamina 2 mM y 5% de SFB.

A549. Linea de carcinoma de pulmdn bronquioalveolar humano, obtenida de la ATCC,

cultivada en medio RPMI con glutamina 2 mM suplementado con 5% de SFB.

MB49. Células de cancer de vejiga murino obtenidas de la ATCC y cultivadas en medio
RPMI 1640 con L-glutamina 2 mM suplementado con 5% SFB.

F3Il. Células de carcinoma sarcomatoide mamario F3ll, establecidas a partir del clonaje
de un tumor mamario aparecido espontaneamente en ratones BALB/c. Cultivadas en

RPMI con L-glutamina 2 mM suplementado con 5% SFB.

Todas las lineas se mantuvieron en una atmésfera de 5% da &CC y los medios

fueron suplementados con g@/ml de gentamicina.

3.2 Determinacién del niumero de células

El nimero de células sembradas por pocillo serdatérpor conteo de células viables en

hemocitometro, en presencia del colorante vitaadusion azutie Tripan.

3.3 Ensayo de viabilidad del MTT

La viabilidad de los cultivos celulares luego de los diferentes tratamientos se determiné
mediante el ensayo del MTT (Denzinot & Lang, 1986), método basado en la actividad
de las deshidrogenasas mitocondriales, el cual se ha demostrado que se correlaciona
bien con otros métodos de evaluacion de toxicidad fotodinamica, tales como el ensayo
de formacién de colonias (Evans et al., 1997). Luego de los tratamientos, se agrego en
cada pocillo, 0,5 mg/ml de MTT, y las placas se incubaron a 37°C durante 1 h. Como
resultado se obtuvieron cristales de formazan que se disolvieron en dimetilsulfoxido, y
la absorbancia de la solucion obtenida se cuantifico a 560 nm en un lector de placas
(Spectra Count, Packard USA).
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3.4 Determinacion de citotoxicidad en oscuridad de los extractos vegetales

Se sembraron las células (5¥9l), en placas de 24 pocillos. Luego de 24 horas, y una
vez en fase exponencial de crecimiento, se incubaron con los extractos vegetales a
diferentes concentraciones en el rango de 260 pg/ml en medio completo por 24 h

en oscuridad. Luego se cambidé el medio por medio fresco y se realiz6 el ensayo del

MTT para determinar la viabilidad celular.

La Clsp (concentracion inhibitoria 50) se defini6 como la concentracion de extracto
necesaria para reducir la viabilidad celular en un 50% respecto al control sin extracto.
Las Ckg se expresaron en pg/ml con su respectivo desvio estandar (95% de confianza).

Los valores se calcularon a partir de regresion lineal de las curvas de viabilidad en
funcibn de concentracion de extracto. El coeficiente de variacion [desvio

estandar/media x 100 (%)] estuvo por debajo del 12% en todos los experimentos.

A partir de estos mismo experimentos se determinaron las maximas concentraciones no
toxicas de los extractos para ser empleadas en los ensayos de fotosensibilizacién, donde
la citotoxicidad fue menor al 20%.

3.5 Observacion de la morfologia celular

Luego de los tratamientos respectivos, se fijaron las células crecidas sobre cubreobjetos
con paraformaldehido 4% durante 15 minutos. Posteriormente, se las incubd con azul
de Toluidina 25 pg/ml por un minuto. Se montaron en balsamo de Canadéa y se observo

la morfologia celular en microscopio 6ptico.

3.6 Inmunofluorescencia para alfa-tubulina

Las células sembradas sobre cubreobjetos se fijaron con metanol frio (-20°C) durante 10
minutos y se rehidrataron en PBS. Se permeabilizaron con Triton X-100 0,5% en PBS

durante 30 minutos. Luego se incubaron con una dilucion 1:2000 del anticuerpo

primario monoclonal anti-alfa-tubulina durante 1 h a 37°C.
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Luego del lavado con PBS, las células se incubaron con una dilucién 1:250 de
anticuerpo conjugado anti-raton Alexa 488 durante 1 h a 37°C en oscuridad. Finalmente
se lavaron con PBS y se montaron con ProLong para su observacién en un microscopio
de Fluorescencia Olympus BX61, equipado con una lampara de Mercurio HBO 100 W
y el correspondiente filtro para microscopia de fluorescencia azul (450-490 nm, filtro de
excitacion BP 490).

3.7 Inmunofluorescencia para F-actina

Las células se fijaron con metanol frio y se permeabilizaron con Tritébn X-100. Para la
deteccion de F-actina, las células se incubaron con TRITC-Faloidina (1:100 de una
solucion 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 portaobjetos con ProLong.

3.8 Determinacion de contenido de ADN por citometria de fluj@n células LM2

incubadas con extractos citotdxicos

Para el andlisis del ciclo celular se utilizé el kit para citometria de ‘fRigpidium
Iodide/RNase” (Sigma, Missouri, Mo, USA). El mismo contiene el fluorocromo ioduro

de propidio, que posee la capacidad de unirdeq@smétricamente al ADN,
permitiendo su cuantificacion del ADN intracelular. Debido a que este compuesto
también se une al ARN de doble hebra, las células deben ser tratadas con ARNasa para

asegurarse que la union del fluorocromo al ADN sea especifica.

Las células se cultivaron en un frasco de cultivo derif5(1x10° células/ml, 10 ml)
durante 48 h, en presencia de los extractos citotdxicag).(Sk realizaron controles

con \inblastina (0,015 pug/ml) y controles de células sin tratamiento.

Tras la incubacion, se recogio el sobrenadante del cultivo y se tripsinizaron las células
adheridas, las cuales se juntaron con el sobrenadante y se centrifugaron (1500 rpm, 5
min). Se resuspendieron en 1 ml de etanol 70 % en PBS y se incubaron a 4°C durante 20
min. Inmediatamente antes del pasaje por citbmetro, se volvieron a centrifugar (4000
rom, 10 min), y se resuspendieron en una solucion de PBS que contenia ioduro de

propidio 50 pg/ml y ARNsa 200 ug/ml, empleando 1 ml de solucion de marcado por
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cada 16células, dejandose incubar durante 30 min a 37°C en oscuridad y se analizaron
mediante citometria de flujo usando un citometro de flujo marca Becton Dickinson,
USA. Para cada muestra se analizo la fluorescencia roja procedente de 10.000 células
empleado longitudes de onda de excitacion de 488 nm y emision de 620 nm. Para el
andlisis del ciclo celular, las células se seleccionaron en una gréfica FSC/S&3eka

del ciclo celular SubG1l, GO/G1l, S y G2/M se graficaron en un histograma de
fluorescencia de ioduro de propidio (FL)/n° de células. Los datos se analizaron
empleando el software WinMDI 2.8 (Microsoft). Se determinaron los porcentajes de
cada una de las subpoblaciones celulares. Los resultados (medisgo estandar) se

obtuvieron tras la realizacion de 2 experimentos independientes.

3.9 Determinacién de la capacidad migratoria de células LM2 incubadas con los

extractos citotoxicos seleccionados

Las células LM2 fueron sembradas en placas de 6 pocillos *(bél@las/ml) y se
incubaron a 37°C hasta confluencia. Se realizaron heridas empleando un tip estéril de
200ul, se cambi6 el medio y se agregaron los extractos vegetalgs Buggo de 24 h

se retir6 el medio y se fijaron las células con formaldehido 4% en PBS a 4°C.
Seguidamente, se realizd una tincion de las monocapas celulares con cristal violeta y se
fotografiaron los diferentes tratamientos. Se incluyé un control sin tratar, que se fijo,
tind y fotografi6 inmediatamente después de realizar las heridas, y un control sin
tratamiento que se fij6 a las 24 h. Las imagenes se tomaron con un microscopio

Olympus BX61 y una camara Olimpus Q-color 5 usando el objetivo de 40X.

La cuantificacion de la motilidad celular se realizé midiendo la distancia entre el frente
de invasion y el borde de la herida, en 6 campos tomados al azar para cada tratamiento,
empleando el software CoreIDRAW Graphics Suite X4 (Microsoft). Las diferencias en

la migracion celular se determinaron mediantet-etest de Student para medias

pareadas.
3.10 Fototoxicidad de extractos en células

Para el‘screening” de compuestos FS, se sembraron las células {Bx)@n placas de

6 pocillos, 24 h después se renovo el medio y se colocaron los diferentes extractos a la
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maxima concentracion no citotéxica. Luego de incubar 24 h en medio con suero a 37°

C en presencia del extracto, las células se iluminaron durante 60 min (equivalente a 1,8
Jlenf) con un banco de dos tubos fluorescentes desde abajo y a una distancia de 20 cm.
Posteriormente, se cambid el medio por medio con suero libre de extracto y se dejaron

las células 19 h a 37° C para realizar luego el ensayo de MTT.

Para analizar los resultados se determind la dosis luminica letal 30 @@imo el

tiempo de iluminacion luego del cual se obtiene el 50% de viabilidad celular. lsgs DL

se expresaron en minutos con su respectivo desvio estandar (95% de confianza). Los
valores se calcularon a partir de la regresion lineal de las curvas de viabilidad en
funcién de tiempo de irradiacion. El coeficiente de variacion [desvio estandar/media x

100 (%)] estuvo por debajo del 12% en todos los experimentos.

3.11 Fuente luminica para TFD de células

Se emplearon dos tubos fluorescentes (Osram L 36W/10), que emiten en un espectro de
luz entre 400 y 700 nm, con un maximo a los 600 nm (zona roja del espectro). La
energia fue de 0,5 m\H? determinada con un con un medidor de potencia
FieldMaster y un sensor PM10 (Coherent Inc., USA).

3.12 Microscopia de fluorescencia de células expuestas a los extractos FS

Se sembraron células LM®x10"/ml) sobre cubreobjetos; 24 h después se renovo el
medio y se incubaron las células durante 24 h en presencia de los extractos con
actividad fotosensibilizante. Los cubreobjetos se montaron directamente sobre los
portaobjetos con una gota de PBS, y la observacion se llevé a cabo en un microscopio
Olympus BX51, equipado con una lampara de mercurio HBO y excitacion ultravioleta
(filtro U-MWU2, con filtro de excitacion de 330-385 y 420 nm de emision) y camara de
fotos Olympus Q-color 5.

3.13 Andlisis de la composicion de los extractos vegetales FS en células por HPLC

Las muestras d€ombretum fruticosuni{hoja, metanol) yScutia buxifolia (hoja,

metanol) fueron analizadas mediante HPLC por el equipo del Dr lan Eggleston, en el
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laboratorio de Quimica Medicinal del Departamento de Farmacologia y Farmacia de la
Universidad de Bath, Reino Unido.

Las muestras de ambos extractos se disolvieron en metanol y se analizaron con
AcCN:MeOH:EtOH:H20; 85:9:3:3, como mezcla de solventes de elusion. Se corrié
ademds una muestra patron de clordfithsuelta en metanol.

Se utilizé un detector de absorcion Wé-seteado para A =214 y 435 nm, longitudes

de onda particularmente adecuadas para la deteccion de macrociclos pirrélicos meso-
sustituidos y un detector de fluorescencia seteado a Aexc = 435 nm y Aem = 635 nm

para deteccion de clorofilas.

3.14 Proteccién del extracto metandlico de hoja d& argentina frente a la TFD

El protocolo base de los experimentos de proteccion de TFD consistio en sembrar
células (5x1¢/ml) y luego de 48 h, se cambi6 el medio por medio sin suero, las células
se incubaron con ALA 1 mM, verteporfin 3 mM o temoporfin 3 mM durante tres horas,

y se irradiaron con el sistema de iluminacién para células. Inmediatamente, se cambio el
medio sin suero por medio conteniendo 5% SFB, las células se incubaron 24 h en estufa

y se realiz6 el ensayo del MTT.

Para testear la posible fotoproteccién por el extract& dargentina el mismo se
agrego en diferentes puntos del protocolo (Figura 2), tal como se detalla a continuacion:
Tratamiento A:C. argentina24 h después de la siembra y hasta el cambio de medio
luego de la irradiacion; Tratamiento B: durante las 3 h de incubacion en oscuridad con
el FS y hasta el cambio de medio luego de la irradiacion; Tratamiento C: sélo durante la
irradiacion; Tratamiento D: durante el tiempo posterior a la irradiacion y hasta |
determinacion de viabilidad; Tratamiento E: luego de 24 h de sembradas y hasta el
ensayo de viabilidad. En aquellos casos donde fue necesario, se volvid a agregar el
extracto luego del cambio de medio. Las concentracionds. gegentinautilizadas

fueron 10, 20, 40 y 70 pg/ml. Se realizé el control de fotoproteccion, incubando las
células con el secuestrante '@ triptofano 8 mM desde 24 h después de la siembra

hasta el cambio de medio luego de la irradiacién (Tratamiento A).
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Figura 2: Esquema experimental de irradiaciones en ALA-TFD e incubaciones

con el extracto deC. argentina

3.15 Exposicion a radiacion UV-A de células LM2 incubadas con extracto

metanolico de hoja deC. argentina

Se sembraron células LM2 (5X1@l) en placas de 6 pocillos y 48 h después se
irradiaron durante 6 min empleando una ldmpara con dos luminarias de radiacién UV-
A, con pico de emision en los 365 nm modelo EN-280L (Spectronics Corporation, NY,
USA). Posteriormente, se cambié el medio por medio con suero libre de extracto y se
dejaron las células 24 h a 37° C para realizar luego la determinacion de viabilidad por

el MTT.

Para testear la potencial proteccion del extractG.degentinasobre el dafio UV-A, el
mismo se agregd en una concentraciort@eg/ml en dos momentos diferentes del
protocolo: Tratamiento 1: solo durante la irradiacion; Tratamiento 2: 24 h después de la

siembra y hasta el cambio de medio luego de la irradiacion (Figura 3).
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Figura 3. Esquema experimental de irradiaciones con luz UV-A en células LM2

incubadas con extracto deC. argentina
3.16 Tratamiento estadistico

En todos los experimentos, las diferencias entre los grupos se establecierotrtesh el
de Student, considerando significativas las diferencias cuando p<0,05. Se realizaron para

los ensayos celulares, 3 experimentos independientes al menos por duplicado.

4 Experimentos en bacterias

4.1 Cepas bacterianas utilizadas

Se emplearon aislados clinicos Saphylococcus epidermidiStaphylococcus aureus
Enterococcus faecaliespecies Gram+Escherichia coliy Pseudomonas aeurginosa
(Gram-) provistos por el Instituto de Microbiologia y Parasitologia Médica (IMPaM),
CONICET-UBA.S. epidermidisS. aureuskE. faecalisy P. aeuriginosase conservaron

por repiques en agar tripteina de soya (TSA) de Laboratorios Britania S.A., Buenos
Aires, Argentina, y par&. Coli se utilizo agar Luria Bertani (LBA). Todos los cultivos

y subcultivos de las tres lineas en medio liquido se incubaron a 37°C y agitacion en

condiciones de aerobiosis.

Para los experimentos con bacterias en suspension se realizé un cultivo overnight de 18

h y el subsecuente subcultivo a partir de una alicuota del mismo. Se utiliz6 medio
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liquido tripteina de soya (TS) de Laboratorios Britania, para culvapidermidisS.

aureus E. faecalisy P. aerurigosay medio liquido Luria Bertani (LB) parfa. Coli

Los subcultivos se dejaron incubar hasta que alcanzaran la fase exponencial de
crecimiento. Luego se centrifugaron, se realizaron tres lavados y la resuspension final
con buffer fosfato de sodio (PBS) 10 mM a pH 7,4, se diluyé hasta una concentracion
final de 2x16 UFC/ml.

4.2 Ensayos de determinacion de actividad antimicrobiana

Se hizo un“screening para testear la actividad bactericida de una coleccion de
extractos vegetales en la espe@e epidermidis Suspensiones de bacterias ¥(10
UFC/ml) fueron expuestas a diferentes concentraciones de los extract®@)(bg/ml)

durante 50 min en oscuridad. Luego se realizaron diluciones seriadas que se plaquearon
en TSA o LBA. Después de 24 h de incubacion en estufa a 37 °C, se realiz6 el recuento
de colonias y la determinacion de UFC/ml. Ha sido propuesto que si un extracto vegetal
posee una CIM menor a 0,1 mg/ml es un buen antimicrobiano, si 0,1 mg/ml < CIM <
0,6 mg/ml es un antimicrobiano moderado, y si la CIM es mayor a 0,6 mg/ml es un
antimicrobiano débil (Cos et al., 2006

Se determinaron ademas, las maximas concentraciones no téxicas de los extractos para
ser empleadas en los ensayos de fotosensibilizacién, donde la reduccion de la viabilidad

bacteriana fue menor al 20%.

4.3 Determinacion de concentracidn minima inhibitoria y concentraciéon minima

bactericida de los extractos vegetales

Suspensiones diluidas de las diferentes especies bacteriadagF@anl) fueron
sembradas en placas de 96 pocillos en medio Mueller Hinton, con diferentes
concentraciones de los extractos que previamente (item 4.2) habian sido determinados
como bactericidas. Se dejaron incubar a 37 °C en oscuridad durante 24 h. Se evidenci6
el crecimiento de las bacterias mediante la aparicion de turbidez en el medio respecto al
control sembrado sin bacterias y se corroboré6 mediante la siembra de una alicuota del
cultivo en placa de agar. Se determind la concentracion minima inhibitoria (CMI) de

cada extracto, como aquella concentracion a la que no se registré aparicion de turbidez.
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Para determinar la concentracion minima bactericida (CMB) de cada extracto, se
extrajeron 100 pl de los pocillos en los cuales no se observd crecimiento visible de la
bacteria (inhibicion de crecimiento); que fueron inoculados en placas con TSA. Las
placas se incubaron durante 24 horas a 37 °C. Se comprobd la ausencia o presencia de
colonias en las placas. Se determiné la CMB como la menor concentracion de extracto
que inhibi6é el crecimiento de colonias. Se utilizO como control positivo un inéculo
bacteriano, y como control negativo, PBS estéril. El control antibacteriano, se realizé

empleando el antibiético ampicilina, siendo las cepas empleadas, sensibles al mismo.
4.4 “Screening” de posibles FS en bacterias

Para realizar el “screening” general de fototoxicidad, en placas de 24 pocillos, se
incubaron 500 pl de suspension de S. epidermidi§10® UFC/mI) con los extractos a la
mayor concentracion no toxica durante 10 minutos en oscuridad. Luego se irradiaron las
suspensiones durante 60 minutos (1,8 Jcempleado la fuente luminica para
irradiacion de células descripta en 3.11. Finalmente se realizaron diluciones seriadas y
se plaquearon en TSA. Después de 24 h de incubacion en estufa a 37 °C, se realizé el
recuento de colonias y la determinacion de UFC/ml. Los extractos que indujeron una
reduccion de la viabilidad de al menos el 50% respecto al control con extracto no
irradiado, fueron considerados como fototoxicos, ampliandose posteriormente su

estudio.

Se utilizaron los FS Azul de Toluidina y Clorina e6 como controles positivos de

fototoxicidad.
4.5 Fuente luminica para TFDA

En los ensayos de TFDA, las irradiaciones se llevaron a cabo en placas de 24 pocillos y
los controles de oscuridad fueron colocados en el sistema de irradiacion envueltos en
papel aluminio. Las placas se colocaron sobre un panel de vidrio y se expusieron a un
arreglo de 2 lamparas haldgenas de tungsteno GE Quartzline (500 W, General Electric
Co., Cleveland, OH, USA) ubicadas a 25 cm de distancia desde abajo. La irradiancia
fue de alrededor de 23 mW/Emn la superficie de la muestra, medida con un medidor

de potencia FieldMaster y un sensor PM10 (Coherent Inc., USA). El espectro de
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emision de la lampara se midié en un fluorémetro Photon Technology International
Quanta Master (USA). El espectro corregido se muestra en la Figura 1.3 de la seccion

Resultados y Discusion.

Para evitar el sobrecalentamiento, se trabajé en cuarto refrigerado y se utilizé un
sistema de ventilacion y filtros de agua de 5 cm de ancho ubicados entre la muestra y las

lamparas.

4.6 TFDA en medio sélido

Se realiz6 el ensayo de TFDA en medio solido, suplementando el agar TSA antes de su
solidificacion, con soluciones estériles de los FS. Se dejo solidificar el TSA en pocillos
de 22 mm de didmetr@eguidamente se sembraron alicuotas de 15 ul de diluciones
seriadas de suspensiones bacteriana$.depidermidisl®® UFC/ml. Las placas se
incubaron durante 30 min en oscuridad a temperatura ambiente, y posteriormente se
irradiaron durante 90 min con el sistema de iluminacion para TFDA descripto.en 4.5
Finalmente, se incubaron las placas en oscuridad a 37 °C por 48 h. Se cont6 el nimero
de colonias formadas en cada pocillo. Se realizé un control negativo con TSA al que se

le agreg6 agua destilada.

4.7 Espectros de absorcion y fluorescencia del extracto 8everbascifolium

Los espectros de absorcién y fluorescendia£418 nm) de soluciones d8.
verbascifoliumpreparadas en PBS fueron registrados en un espectrofotometro Hewlett
Packard modelo 8452A (Hewlett Packard, USA) y un fluorémetro Perkin Elmer LS55,
respectivamente. Se utilizé una cubeta de cuarzo de 1 cm de camino Optico y se trabajo
a 25°C.

4.8 Ensayo de unién y captacién de extracto d& verbascifolium

Se resuspendio en PBS un cultivoRieepidermidign fase exponencial de crecimiento.
Se incubo la suspension de bacterias durante diferentes tiempos con el extfacto de
verbascifoliuma una concentracion de H@/ml. A continuacién se centrifugd y se

descarté el sobrenadante. El pellet con las bacterias se lavé con PBS y se volvid a
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centrifugar dos veces. Luego se incubd con una solucién de lisis (50% &6émol
SDS/40% PBS) a temperatura ambiente. Finalmente se centrifugd la muestra y se
analizé la fluorescencia del sobrenadante (fluorometro Perkin Elmer LS55) empleando
una longitud de excitacion de 418 nm y de emision de 679 nm. La concentracion del
extracto se determind a través de curvas estandar de fluorescencia versus concentracion.
Este valor se dividié por el nUumero de UFC/ml en la muestra para determinar los pg de

extracto por célula bacteriana.

4.9 Microscopia de fluorescencia de bacterias incubadas c8nverbascifolium

Se incubaron suspensiones bacterianaS.depidermidisk. coliy P. aeruginosacon
extracto deS. verbascifolium(50 pg/ml) durante 5 minutos. Se tomo6 una gota y se
montd sobre un portaobjetos. Las observaciones y fotografias se realizaron utilizando
un fotomicroscopio Olympus BX51, equipado con una lampara de mercurio HBO de
100 W vy filtro UV (365 nm, filtro de excitacion UG-1).

4.10 Fotodegradacién de FS

Se irradiaron soluciones de los FS en el sistema de luz descripto en 4.5. La cinética de la
fotodegradacién deS. verbascifoliumse estudié siguiendo el decaimiento de
fluorescencia (F) del pico de emisién a 671 nm. El espectro de fluorescencia se registro
usando una cubeta de cuarzo de 1 cm de camino Optico, empleando un fluorémetro
Perkin Elmer LS55. La solucion de. verbascifoliumse preparé en DMSO: PBS
(10:90). Se grafico la emision de fluorescencia con A de excitacion de 418 nm. Ademas,

la fotodegradacién se midi6 siguiendo el decaimiento del pico de absorbancia a 670 nm

empleando un espectrofotometro Hewlett Packard modelo 8452A.
La fotodegradacion de las soluciones acuosas de Clorina €6 y azul de Toluidina se
midié por el decaimiento de los picos de fluorescenciaiddy @05nm, Aen= 650 NM y

Lex= 606 nm, Aen= 657 NM, respectivamente).

Las constantes de fotodegradacion observadag) (e obtuvieron por ajuste de

cuadrados minimos de la curva de: Ig/Ff versus tiempo de irradiacién (t), de la parte

89



lineal del decaimiento de fluorescencia, de acuerdo a lo descripto en Caminos &
Durantini (2006).

4.11 Estudios de mecanismos fotoquimicos en la TFDA cBnverbascifolium

Se trabaj6 con suspensionesSieepidermidist0® UFC/ml irradiadas durante 120 min

con la fuente luminica para TFDA de la seccién 4.5, en presen8awdebascifolium

50 ug/ml y azida sédica o manitol 100 mM en PBS a pH 7,4. Se realizaron controles
iluminando las soluciones con los secuestrantes;Nakanitol en ausencia de.
verbascifolium Al final de la irradiaciébn se tomaron alicuotas de cada tratamiento para
la determinacion de las UFC/ml. Se realizO un control incubado con extracto en
oscuridad durante 120 min. Las soluciones de azida sédica y manitol se prepararon en

agua destilada inmediatamente antes de los experimentos.

Para inducir condiciones anaerdbicas durante la TFDA, se gased con nitrageno |
suspension bacteriana 5 min antes de la irradiacion, y durante los 120 min que
transcurrid la misma. Se incluyé un control donde se irradié la suspension bacteriana

gaseada con nitr6geno, en ausencia de extra@oderbascifolium
4.12 TFDA empleanddS. verbascifolium y luz solar

Se incubaron las suspensionesSdeepidermidig10® UFC/ml) en botellas estériles de
plastico de 25 cfia conS. verbascifoliuns0 pg/ml, azul de Toluidina 100 uM y Clorina

e6 10 uM. Como controles de FS de hoja se emple&@obuxifolia(100 pug/ml) yC.
frutcosum (100 pg/ml). Luego de pre-incubar en oscuridad durante 10 minutos, se
expusieron las bacterias a la luz solar (60-120 enW// medido con medidor de
potencia FieldMaster con sensor PM10, Coherent Inc., USA). Las irradiaciones se
llevaron a cabo entre las 11 AM y las 16 PM, durante los meses de diciembre y enero en
Buenos Aires. Para evitar el calentamiento excesivo, se utilizaron filtros de agua de 3
cm de ancho, interpuestos entre la luz solar y las botellas con las bacterias. Las
mediciones de potencia luminica se realizaron empleando los mismos filtros a fin de
evitar las contribuciones de la radiacion en el infrarrojo y el ultravioleta. La temperatura

de las muestras se monitored y se mantuvo a 25 °C. A diferentes tiempos de irradiacion,
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se tomaron alicuotas bacterianas y se realizaron diluciones seriadas que se sembraron en

TSA 'y se determinaron las UFC/ml luego de 24 h de incubacién a 37 °C en oscuridad.

4.13 Cromatografia en capa delgada de extracto & verbascifolium

Se prepararon soluciones 8everbascifoliumen metanol y clorofila en etanol, y se
sembraron sobre una placa de silica gel, empleando como solvente de elusion una
mezcla de éter de petroleo/acetona 3:1. Las bandas de cada compuesto se observando

bajo luz visible y UV.

4.14 Tratamiento estadistico

Los valores reportados de UFC/ml representan la media + desvio estandar de tres
experimentos independientes. Cada condicién experimental se realizé por duplicado. Se
evaluo la significancia de las diferencias entre dos medias medidnesietle Student,

considerando las diferencias significativas cuando p< 0,05.

5 TFDA en bacterias internalizadas en queratinocitos

5.1 Internalizacion deS. epidermidisy S. aureus en queratinocitos PAM212

Se sembraron células PAM212 (5%k&lulas/ml) en placas de 12 pocillos, y fueron
cultivadas en medio RPMI con gentamicina 100 pug/ml. Luego de 48 h a 37°C se retird
el medio, se realizaron dos lavados con PBS estéril, y se reemplazé por medio sin

antibiotico.

Estos cultivos celulares se incubaron con suspensiones bacterighaspigermidi

S. aureusen etapa exponencial de crecimiento. Se emplearon diferentes multiplicidades
de infeccion (MOI) de 1, 5, 10, 50, 100, 500 y 1000, definiendo MOI como
UFC/numero de células. Luego de 1 h de incubacion con las bacterias, se retird el
medio y se realizaron tres lavados con PBS estéril. Posteriormente se repuso el medio
con gentamicina 100 pg/ml, se suplement6 con lisostafina 20 pg/ml y las células se
incubaron durante 1 h a 37 °C. Finalmente se retiré el medio, se lavo tres veces con PBS

estéril y se repuso el medio sin antibiotico.

91



Durante la puesta a punto de las condiciones de infeccién, se realizé el ensayo de MTT
para determinar la viabilidad de las células PAM212, 7 h después de haber sido

infectadas a las diferentes MOl mencionadas.

5.2 TFDA deS. aureus 0 S. epidermidis internalizados en queratinocitos

Una vez obtenidos los cultivos de queratinocitos infectadosScapidermidiso S.

aureus se incubaron durante 1 h en estufa en oscuridad con PBS estéril con extracto
metanolico de flor d&. epidermidi$0 pg/ml o azul de Toluidina 1 pM para permitir la
entrada del FS a las células y el contacto con las bacterias internalizadas. A
continuacion, se irradiaron los cultivos empleando la fuente de luz descripta en 4.5

durante diferentes tiempos 30, 60 y 120 minutos.

Después de 4 h de finalizada la TFDA, se determing en paralelo la viabilidad de los
gueratinocitos y el numero de UFC/ml luego del tratamiento. Y a partir de los resultados
obtenidos se calculé en numero de CFU por queratinocito viable como parametro de
selectividad de la TFDA.

Para ello, una vez irradiados los cultivos, se retir6 el PBS y se incubaron los
gueratinocitos con 100 ul de tripsina a 37° C durante 5 minutos para desprenderlos.
Seguidamente, se agregaron 900 pl de Tritdbn 0,025 % en agua destilada estéril, se
realizaron diluciones seriadas y se sembraron alicuotas de 100 pl en placas de TSA.

Luego de 24 h se determiné el nimero de UFC/ml.

En un set de experimentos en paralelo, una vez irradiados los cultivos, se retiré el PBS y
se agregd medio con gentamicina y se incubaron 4 h en estufa a 37° C para dejar
progresar un eventual dafio fotodindmico. Seguidamente, se retir0 el medio, se
realizaron tres lavados con PBS estéril y se incubaron los queratinocitos con 100 ul de
tripsina a 37° C durante 5 min para lograr su desprendimiento y posterior conteo. Se
inactivé la tripsina agregando 100 pl de medio con RPMI con suero y se realizé el

recuento de células mediante tincion con el colorante vital de exclusion azul de Tripan.
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6 Reacciones de identificacion y extracciones de principios activos de extractos
vegetales citotdxicos

6.1 Ensayos de identificacion para alcaloides

Se prepararon los reactivos para la reaccién de Dragendorff para alcaloides. Reactivo A:
subnitrato de bismuto (4 gr) en 10 ml de HNReactivo B: KI (11,35 gr) en 12,5 ml de
agua. Se mezclo el reactivo A con el B, y se dejo decantar 20 minutos, se filtré el nitrato
de potasio resultante y se diluyo el filtrado con 50 ml de agua destilada. Se disolvié una
muestra solida de extracto vegetal a testear en 250 pl de esta solucion. La aparicion de
precipitados color naranja es indicador de positividad (Shriner et al., 1999).

Como control positivo de alcaloides se utiliz6 una muestra de cafeina (Lab. Montpellier,

Argentina).

6.2 Ensayo de identificacién para antraquinonas

Se macer6 1 gr de extracto vegetal en tolueno. Se agregé NaOH 5% (reaccion de
Borntrager) y se tomé como resultado positivo, la aparicion de coloracion rosada en la
fase acuosa (Shriner et al.,1999). Como control positivo, se empledé 9,10-

dioxoantraceno (Fluka, USA).

6.3 Ensayo de identificacion para saponinas

Se mezclaron 0,5 ml de solucién de extracto vegetal (90:10 agua: metanol) con 0,5 ml
de agua destilada. La aparicion de espuma luego de agitacion se interpretd como
resultado positivo (Shriner et al., 1999). El control utilizado fue una muestra de dioscina

de Sigma Co.

6.4 Ensayo de identificacién para glucidos

Se mezclaron 2 ml de solucion acuosa de extracto y se mezclé con 1 ml del reactivo de
Fehling. Se calenté a bafio Maria durante 10 minutos y se interpreté como positivo la
aparicion de precipitado rojo (Shriner et al., 1999). Como control positivo se empled

una muestra de glucosa marca Anedra, Argentina.

93



6.5 Ensayo de identificacion para taninos

Se mezclaron 2 ml de solucion de extracto vegetal con 2 ml de F&¥6| El resultado
positivo del ensayo fue la aparicion de precipitado azul/negro (Shriner et al., 1999).

Como control positivo se emple6é una muestra de 4cido tanico Mallinckrodt, USA.

6.6 Extraccion de alcaloides

Se tomaron alicuotas de alrededor de 100 mg de extractos metandlicos s&cos de
chacoensey |. australe se disolvieron en HCI 1 M, se mezclaron en ampolla de
decantacidn con etanol y se separo la fase acuosa. Posteriormente, se agregé NaOH 1 M
a dicha fase hasta alcanzar un pH 10 y se extrajo consCH&Ifase organica se
concentrd en evaporador rotatorio y se liofilizé hasta sequedad, obteniéndose el extracto
enriquecido en alcaloides (Shriner et al., 1999). Se corrobor6 la presencia de alcaloides

con el ensayo cualitativo de identificacion previamente descripto.

7. Determinaciones de especies reactivas del oxigemo vitro a partir de la

iluminacion de los extractos fotoactivos

7.1 Método colorimétrico para medir estado oxidante total

Se realizé un ensayo basado en la oxidacién del i6n ferroso a i6n férrico en medio
acido, para medir estado oxidante total de una muestra (Erel, 2005).

Se utilizaron dos reactivos: el reactivo 1 fue preparado disolviendo naranja de xilenol,
NaCl y glicerol en HSOy; el reactivo 2 fue preparado disolviendo sulfato ferroso
amonico y o-dianisidina dihidroclorina en$0,. Se mezclaron 225 ul del reactivo 1 y

35 ul de diluciones de los extractos irradiadas y sin irradiar en el sistema de luz
descripto en 4.5¢n pocillos de placas de 96. Seguidamente, se agregaron 11 pl del
reactivo 2, y se incub6 la solucion durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente, se cuantifico la generacion de i6n férrico por la modificacion de
absorbancia de naranja de xilenol a 560 nm medida en espectrofotometro de arreglo de
diodos modelo 8452 (Hewlett Packard, USA).
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7.2 Método para determinacion de oxigeno singlete en muestras vegetales
irradiadas basado en la oxidacion del triptofano

Se empled un método basado en la fotodegradacion del triptofano a partir del oxigeno
singlete tO,) generado por un FS luego de ser irradiado (Cafiete & Villanueva, 1990).
Se incubd a temperatura ambiente una solucién de triptofandvil@n PBS y se
agregaron los FS. Se llevé a cabo la irradiacion durante 40 minutos con el sistema de
luz descripto en 4.5. Finalmente, se cuantifico la emisidon de fluorescencia del triptofano
(A ex=280nm, A em= 350 nm) con o sin irradiacion. Se realiz6 un control irradiando la

solucién de triptofano sin el agregado de compuestos FS.

7.3 Determinacién de oxigeno singlete mediante un marcador fluorescente en

muestras vegetales irradiadas

Para la deteccion de oxigeno singlete, se utiliz6 el marcador fluorescente “Singlet

Oxygen Sensor Green”, de Invitrogen. Esta sonda ha sido descripta para el estudio de

0, en soluciones acuosas. Es altamente especifica para este compuesto ya que no
detecta a radicales hidroxilo ni superéxido (Rota et al., 1999).

Se prepararon soluciones de cada FS en PBS, a las que se les agregadelr mae
irradiaron durante distintos tiempos con el sistema iluminacién descrito en 4.5. Se
incluyeron controles que permanecieron en oscuridad, y seguidamente se cuantifico

fluorométricamente la produccion de fluorescencia (A ex= 504 nm, A em= 525 nm).
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| RESULTADOS EN LINEAS CELULARES

[.1 “Screening” de compuestos antitumoraleper ser

[.1.1 Determinaciones de citotoxicidad de los extractos vegetales

Se estudio la citotoxicidad de los 113 extractos realizados a partir de 64 especies

vegetales argentinas (Tabla I.1). Para ello se incubaron células de la linea de carcinoma

mamario murino LM2 con diferentes concentraciones de los extractos vegetales en

condiciones de oscuridad durante 24 horas.

Tabla I.1: Especies vegetales estudiadas en el “screening” de compuestos antitumorales

Especie

Abutilon pictum(Hoo. & Arn.) Walp.
Aristolochia esperansdguntze
Amaranthus quitensisunth

Berberis ruscifolidlam

Bromelia balansa Mez

Brugmansia arboredl.) Lagerh.
Ceiba specioséA. St.-Hil.) Ravenna
Cestrum parquiL Herit.

Cissus verticillatgL.) Nicolson & C.E.

Citharexylum montevideng8preng.) Mold.

Clematis hilarii(A. St.-Hil.) Speg.
Collaea argentinaGriseb

Colletia paradoxgSpreng.) Escal.
Combretum fruticosurfLoefl.) Stuntz
Commelina erectd..

Cordia trichotoma(Vell.) Arrab. Ex Steud
Condalia montana. Cast.
Cyphomandra betace@Cav.) Sendtn
Dicliptera tweedianaNees

Dodonaea viscosh. Jacq.

Duranta serratifolia(Griseb.) Kuntze
Ephedra tweediankisch. & C.A. Mey.
Erythrina falcataBenth.

Eupatorium unifoliaSch. Bip.
Gnaphalium gaudichaudianu@abrera
Hyaloseris andrada lima€rist. & Cabr.
lochroma australésriseb.

Ipomoea albaiook

Ipomoea bonariensidook.

Ipomoea cairicgL.) Sweet

Ipomoea fistulosdart. ex Choisy
Jacaranda mimosifoli®. Don

Lantana camard..

Macfadyena unguis cafi..) A.H. Gentry
Nicotiana glaucaGraham

Nombre comun
Farolito japonés
Buta

Yuyo colorado
Espina amarilla
Caraguata
Floripén

Palo borracho
Duraznillo negro
Cortinas del cielo
Taruma
Flamula

Flor del nifio
Curamanuel
Flor de cepillos
Flor de Sta. Lucia
Petiribi

Piquillin negro
Tomate andino
Canario rojo
Dodonea
Tramontana
Seibo de Jjuy

Sacha pera
Flor de la luna
Campanilla
Flor canaria
Mandiruya
Jacaranda
Lantana

Ufa de gato
Palan-palan

Familia
Malvaceae
Aristolochiaceae
Amaranthaceae
Berberidaceae
Bromeliaceae
Solanaceae
Malvaceae
Solanaceae
Vitaceae
Verbenaceae
Ranunculaceae
Fabaceae
Rhamnaceae
Combretaceae
Commelinaceae
Boraginaceae
Rhamnaceae
Solanaceae
Acanthaceae
Sapindaceae
Verbenaceae
Ephedraceae
Fabaceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Solanaceae
Convulvaceae
Convulvaceae
Convulvaceae
Convulvaceae
Bignoniaceae
Verbenaceae
Bignoniaceae
Solanaceae
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Oxalis latifolia Kunth - Oxalidaceae
Parkinsonia aculeata. Cina cina Fabaceae
Passionaria pasifloraL. Burucuya Passifloraceae
Patagonula americand.. Guayubira Boraginaceae
Pavonia sepium. St.-Hil. Malva del monte Malvaceae
Petunia integrifoliaLindl. Petunia salvaje Solanaceae
Prosopis kuntzdilarms Kuntze. Itin Leguminosae
Prunus cerasifer&hrh. Mirabolan Rosaceae
Prunus subcoriacefChodat & Hassl.) Perdiguero bravo Rosaceae

Pyrostegia venust@Ker Gawl.) Miers

Flor de San Juan

Bignoniaceae

Rivina humilisL. Inchiquil Phytolaccaceae
Robinia pseudoacacia. Robina Fabaceae
Ruellia britonianaLeonard Petunia mejicana Acanthaceae
Ruellia capitatalNess. - Acanthaceae
Ruellia elegangoir. - Acanthaceae
Ruellia nudiflora (Engelm. & Gray) Urban.  Hierba lombriz Acanthaceae
Ruellia ritasacegPohl) Ezc. - Acanthaceae
Scutia buxifolia Reissek Coronillo Rhamnaceae
Sesbania punice@Cav.) Benth. Sesbania Fabaceae
Solanum amygdalyfoliunsteud. Jazmin de Coérdoba Solanaceae
Solanum chacoengitter Papa salvaje Solanaceae
Solanum sisymbriifoliurham. Espina colorada Solanaceae
Solanum verbascifoliurn. Fumo bravo Solanaceae
Solidago chilensi8leyen Vara de oro Asteraceae

Tabebuia chrysotrichéMart. Ex DC.) Standl. Guayacan
Tabebuia impetiginosgMart. Ex DC.) Standl. Lapacho rosado

Bignoniaceae
Bignoniaceae

Tabernaemontana austrdMiell. Arg) Miers Sapirangui Apocynaceae
Tecoma Stand..) Juss. Ex Kunth Guaran amarillo Bignoniaceae
Xanthium cavanillesiSchouw Abrojo grande Asteraceae

Las especies vegetales estudiadas pertenecen a las familias Acanthaceae,

Amaranthaceae, Apocynaceae, Aristolochiaceae, Asteraceae, Berberidaceae,

Bignoniaceae, Boraginaceae, Bromeliaceae, Commelinaceae, Convulvaceae,

Combretaceae, Ephedraceae, Fabaceae, Leguminosae, Malvaceae, Oxalidaceae,
Passifloraceae, Phytolaccaceae, Ranunculaceae, Rhamnaceae, Rosaceae,a®apindace
Solanaceae, Verbenaceae y Vitaceae, las cuales son representativas de la flora de la

region central y norte de la Argentina.

Se probo el efecto de los extractos sobre la viabilidad celular en el rango de 10 - 250
pug/ml. Los extractos que indujeron el 50% de mortalidad celular en la linea LM2 a
concentraciones iguales o menores de 100 pg/ml, fueron considerados como citotoxicos.

En todos los casos, los extractos acuosos resultaron menos toxiclos gxéractos

metanolicos provenientes de la misma especie. Cuando los extractos correspondientes a
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flor y hoja de una misma planta resultaron citotéxicos en la linea LM2, se eligi6 la

fraccion que mostré mayor actividad.

Trece extractos metanolicos de diferentes especies vegetales (pertenecientes a 7
familias) resultaron citotoxicos. Los mismos fuer@iematis hilarii hoja, Collaea
argentina (BAA 2664) hoja, Combretum fruticosunBAA 19362) hoja,lochroma
australe (BAA 26662) hojaJpomoea bonariensi@BAA 26665) flor, Ipomoea cairica

(BAA 6841) hoja,Jacaranda mimosifoligd BAA 26658) flor, Sesbania puniceélor

(BAA 15457), Solanum amygdalifoliunBAA 26659) flor, Solanum chacoeng®AA

26661) hoja,Solanum sisymbriifolium(BAA 26660) flor, Solanum verbascifolium

(BAA 26663) flor yXanthium cavanillesinoja.

Los que ejercieron la mayor toxicidad fuerdn:australe = S. chacoense =J.
mimosifolia = S. punicea> S. sisymbriifolium= X. cavanillesii= I. cairica > S.
verbascifolium= C. hilarii = S. amygdalifolium= C. argentina> C. fruticosum> |I.

bonariensis

Los extractos citotoxicos seleccionados se testearon en seis lineas celulares adicionales
3 tumorales y 3 no tumorales (dos de origen humano y una de origen murino, para cada
caso). Las lineas tumorales fueron: melanoma humano B16-F10, carcinoma de pulmén
humano A549, y carcinoma de vejiga murino MB49. Las no tumorales fueron:
queratinocitos humanos HaCat, queratinocitos murinos PAM212 vy la linea epitelial de

mama de origen humano HB4a.

Todos los extractos fueron citotoxicos de forma dosis dependiente, en todas las lineas
empleadas (Figuras 1.1, 1.2 y 1.3). En lineas generales, y a excepcion de las lineas
celulares resistentes, el rango dg,@ek los extractos altamente citotoxicos fue-BD

pg/ml (Tabla 1.2).

Si bien hubo variabilidad en el efecto de cada extracto en las diversas lineas, pudo
observarse que el extracto de mayor actividad en todos los tipos celulares, fi& el de
chacoensdFigura 1.1). Los valores de £lde éste estuvieron entre-516 pg/ml, con
excepcion de la linea B16-F10, donde da€4 pg/ml. Esto significa que dicha especie

resulta altamente citotdxica para células de diferentes origenes.
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Figura I.1: Citotoxicidad de S. chacoense
Las células se incubaron durante 24 h con distintas concentracioBeslticoenshoja y se
determind la viabilidad celular por el ensayo del MTT

Los extractos dé australe(Clsp 11— 61 ug/ml), J. mimosifal (Clsp 18— 133 pg/ml),

S. sisymbriifolium (Clsg 21 — 56 pg/ml), C. hilarii (Clsp 12 — 53 pg/ml), S.
amygdalifolium(Clso 30— 71 pg/ml), S. punicegClsg 13— 175 pg/ml) y X. cavanillesii

(Clsp 29— 127 pg/ml) también resultaron altamente citotoxicos en todas las lineas, con

la excepcion dd. mimosifolia y X. cavanilesiien la linea tumoral de pulmén humano
A549, y S. puniceaen la linea epitelial mamaria humana, HB4a, todos los extractos

tuvieron Ckgs <60 pg/ml.

Por otra parte, los extractos 8e verbascifoliun{Clso 53 ->250 pg/ml), C. argentina

(Clsg 56 ->250 pg/ml) e |. bonariensis(Clsg 72 — 185 ug/ml), fueron de actividad
moderada, siendo los dos primeros, incapaces de inducir el 50% de mortandad en la
linea de melanoma humano, B16-F10, en el rango de las concentraciones con las que se

trabajo.

C. fruticosum(Clsg 19— 150 ug/ml), e I. cairica (Clsp 8 — 120 pg/ml), mostraron gran
variabilidad en su toxicidad inducida, siendo alta 0 moderadamente citotéxicos segun la

linea analizada.

10z



La linea celular mas susceptible a cada extracto fue variable, y algunos extractos
ejercieron su mayor toxicidad frente a una linea tumoral, mientras otros lo hicieron
sobre una no tumoral. No se encontré correlacion entre el tiempo de duplicacién de la

lineas y la sensibilidad a los extractos.

Empleando el extracto de flor decairica, las lineas tumorales fueron mas sensibles

que las no tumorales. Para el resto de los extractos, no se observo selectividad general
por las lineas tumorales. Sin embargo, analizando cada caso en particular, encontramos
que algunas de las lineas tumorales fueron mas sensibles a determinados extractos que

las normales.
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Figura 1.2: Citotoxicidad de extractos de |. australe hoja, J. mimosifolia flor, S.

sisymbriifolium flor, C. hilarii hoja, S. amygdalifolium flor y S. punicea flor

Las células se incubaron durante 24 h con distintas concentraciones de los exdgaties/

se determing la viabilidad celular por el ensayo del MTT.
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Figura 1.3: Citotoxicidad de extractos deX. cavanillesii hoja, C. fruticosum hoja, |. cairica

hoja, S. verbascifolium flor, C. argentina hoja el. bonariensis flor

Las células se incubaron durante 24 h con distintas concentraciones de lossexégetales y

se determiné la viabilidad celular por el ensayo del MTT.
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Tabla 1.2: Citotoxicidad de los extractos vegetales en un panel de lineas celulares

LM2 B16-F10 | A549 MB49 | PAM212 | HaCat HB4a

S. chacoense

|. australe 61+3 49 +4 285

J. mimosifolia 133+ 2 68 +3

S. sisymbriifolium | 30+5 | 56+3 | 30+3 35+5 | 305 | 315
C. hilarii 53+2 45+4 | 39+3 | 49+5 | 44+5 | 303
S. amygdalifolium| 57+3 | 36+3 | 70+5 | 45+4 | 71+4 | 30+2 | 563
S. punicea 35+5 60+5 | 375 | 1755
X. cavanillesii 31+4 29+6 | 127+3| 595 315 50+3 56 +3
C. fruticosum 75+t4 82+6 50£3 | 1115 150 £5
|. cairica 31+4 | 40+4 | 883 95+3 78+4 | 1055
S. verbascifolium | 53 4 > 250 71+4 | 963 | 160+4 | 155+3 | 165+4
C. argentina 56+5 >250 | 169+3| 55+4 | 100+9 | 219+4 | 222+ 3
[. bonariensis 101+4 | 147+3 | 169+3 | 185+4 | 72+4 | 139+3 | 159+3

Valores de G de los extractos que resultaron citotoxicos en el “screening”. Se distinguen por

color diferentes rangos de toxicidad segun el valor gg(@GR5 ® | 25-1008 |, 100-25¢
pg/ml).

En cuanto al analisis de las diferentes lineas, en general las murinas fueron mas
sensibles a los extractos que las humanas. La linea de células mamarias humanas
normales HB4a fue la mas resistente a los efectos de 6 extr&ctgair{icea C.
fruticosum I. cairica, S. verbascifoliumC. argentinal. bonariensi¥. Por otra parteal

mayor resistencia frente a los extractos se registro para los caSosatbascifoliuny

C. argentinasobre las células de melanoma B16-F10. Por otra parte, las células de
carcinoma de pulmén humano A549 fueron las mas resistentesnanosifolia C.

argentina, |. bonariensig X. cavanilesii

En cuanto a las lineas mas sensibles, la linea de adenocarcinoma murino LM2 fue la que
mas respondiba 6 extractos $. chacoensel. australe J. mimosifolia S.
sisymbriifolium S. puniceay X. cavanilesii. La de adenocarcinoma de vejiga murino
MB49 fue de las mas sensibles también a 6 de los extr&tobgcoensé. australe, J.

mimosifolig S. sisymbriifolium, S. puniced. cairica).

La linea de queratinocitos murinos PAM212 fue la mas sensible a 4 de los extractos (
australe J. mimosifolia X. cavanillesiie I. bonariensi$ y la mas resistente a otros@. (

hilarii, S. amygdalifoliumC. fruticosuml. cairicay S. verbascifolium
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[.1.2 Acciébn de los extractos citotoxicos sobre la morfologia celular y el

citoesqueleto de las células LM2

A continuacion se analizaron los efectos de los extractos mas citotoxicos sobre la
morfologia, los microtibulos y los filamentos de actina de las células LM2, por ser la
linea con la cual se hizo &creening inicial. Para ello se trabajé con concentraciones

de extracto subletales, donde se indujo la reduccion de viabilidad del 50% de viabilidad
(Clses) (Figuras 1.4 y 1.5).

La tincion con azul de Toluidina, reveld que todos los extractos afectaron la morfologia
celular a diferentes niveles, modificando la forma y tamafio del citoplasma y el nucleo.
Los extractos que mas fuertemente afectaron al nucleo fugrochacoensesS.
amygdalifolium S. punicea X. cavanillesij S. sisymbriifolium I. bonariensisy C.

argentina Estos extractos indujeron condensacion nuclear y contraccion del citoplasma.

C. argentinay S. punicegrovocaron ademas una reduccion del citoplasma muy notoria
con la consecuente aparicion de células de menor tamafio con forma redondeada. El
extracto dd. australe,y en menor proporcio@. hilarii también indujeron la formacion

de células con forma ahusada, junto con la modificacion de la morfologia nuclear, y la

aparicion de grandes prolongaciones citoplasmaticas.

S. amygdalifoliumindyo la aparicion de células con forma estrellada, al igual>Xque
cavanillesii y C. fruticosum Mientras J. mimosifolia S. chacoensey C. hilarii
indujeron cambios dramaticos a nivel del citoplasma, llevando a una fuerte reducciéon

del mismo y la formacién de grandes prolongaciones.

Se observo, ademas, la aparicion de vacuolas intracitoplasmaticas como consecuencia

del tratamiento de las células LM2 c8nsisymbriifoliumS. chacoensg C. argentina

Como control positivo de dafio a microtubulos se empleé el compuesto antitumoral
vinblastina. Con este tratamiento, se observaron células con citoplasmas muy reducidos

y de forma irregular, ademas de condensacion de cromatina.



Los microtibulos se observaron organizados en las células LM2 sin tratamiento,
formando una red alrededor del nucleo, y se encontraron uniformemente distribuidos en

el citoplasma.

Los 13 extractos que resultaron citotdxicos, indujeron cambios en la organizacién de los
microtubulos, quese correlacionaron con los cambios en la morfologia celular
previamente descriptos. Luego de los tratamientos, la desestabilizacion, condensacion y
agregacion de los microtubulos se hizo evidente en todos los casos. Los microtiubulos
dejaron de distribuirse homogéneamente en el citoplasma y se dispusieron en diferentes
regiones intracelulares. Estos resultados indican, que si bien los extractos vegetales
hallados alteran la organizacién de los microtabulos, no producen la despolarizacién de

los mismos.

El tratamiento con vinblastina indujo la aparicion de estructuras aberrantes, formadas

por microtubulos no polimerizados, mostrando signos de arresto del ciclo celular.

En las células inmunotefiidas para F-actina se evidenciaron también los cambios en la
morfologia celular inducidos por los extractos. Ademas, la expresion y distribucion de
esta proteina de microfilamentos se vio alterada. En el control se observdé una
distribucion homogénea de largos filamentos de actina atravesando toda la célula. Esta
distribucion se alter6 en todos los tratamientos con los extractos citotdxicos y con
vinblastina, pudiéndose observar en la mayoria de ellos, una disminucién en el nimero
y la cantidad de fibras de estrés y distribuciones aberrantes y heterogéneas a nivel
subcelular, donde la F-actina se concentré en focos citoplasmaticos principalmente en
las zonas periféricas de la célula (fotografias no mostradas). A medida que progresé el
dafio celular, se observo la aparicion de células con formas redondeadas donde solo

guedaron vestigios de actina filamentosa.
En el caso de células tratadas tobonariensisy J. mimosifolia donde la célula tomo

forma ahusada, se observo la presencia de actina desorganizada en las finas

prolongaciones citoplasmaticas.
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Control S. chacoense I. australe J. mimosifolia
» ' Q 5 ‘ A

a-tubulina  Morfologia
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C hilarii S. amygdalifolium S. punicea
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Figura 1.4. Imagenes de morfologia por Azul de Toluidina, microtibulos vy
microfilamentos en células LM2 expuestas a extractos citotoxicos y control sin tratar

Las células se sembraron sobre portaobjetos y se expusieron durante 24.h de Qbs
extractos. Las células se fijaron y se llevaron a cabo las tinciones y seaotrseen

microscopio de fluorescencia. Control: células sin tratamiento. Aumento: 100X.



Control X. cavanillesii C. fruticosum 1. cairica

Morfologia

a-tubulina

F-actina

Vinblastina

Morfologia

a-tubulina

F-actina

Figura 1.5: Imagenes de morfologia por azul de Toluidina, microtdbulos y microfilamentos
en células LM2 expuestas a extractos citotdxicos y vinblastina y control sin tratar

Las células se sembraron sobre portaobjetos y se expusieron durante 24¢h de Qbs
extractos. Las células se fijaron y se llevaron a cabo las tinciones y seaotrseen
microscopio de fluorescencia. Control: células sin tratamiento. Se muestran adsmas

imagenes de células tratadas con vinblastinadQ@2nl. Aumento: 100X.

11C



[.1.3 Reacciones de identificacion de grupos funcionales y extraccion de alcaloides
a partir de extractos citotoxicos

Se llevaron a cabo reacciones de identificacion de grupos funcionales, como primera
aproximacion para la determinacion de la identidad quimica de los compuestos activos

presentes en los extractos vegetales que mostraron mayor citotoxicidad.

Se realizaron pruebas para detectar presencia de alcaloides, antraquinonas, saponinas,
glucidos y taninos. Compuestos pertenecientes a estos grupos quimicos, normalmente
forman parte del metabolismo secundario de las plantas, y han sido descriptos como
compuestos antitumorales. Los resultados se indican en la Tabla 1.3. Como controles
positivos de cada una de estas reacciones se emplearon cafeina (alcaloide), 9,10-
dioxoantraceno (antraquinona), dioscina (saponina esteroide), glucosa (gltcido) y &cido
tanico (tanino). Cada uno de estos compuestos resultd positivo especificamente en la

prueba para su grupo quimico.

Tabla 1.3: Resultados de reacciones de identificacion de compuestos presentes en los

extractos vegetales citotoxicos

Alcaloides Antraquinonas Saponinas Glacidos Taninos
S. chacoense Positivo Negativo Positivo Positivo  Positivo
I. australe Positivo Negativo Negativo  Negativo Positivo
J. mimosifolia Positivo Negativo Positivo Positivo  Positivo
S. sisymbriifolium  Positivo Negativo Negativo  Negativo Negativo
C. hilarii Negativo Negativo Negativo  Positivo  Positivo
S. amygdalifolium  Positivo Negativo Positivo Positivo  Negativo
S. punicea Negativo Positivo Positivo Positivo  Positivo
X. cavanillesii Positivo Positivo Positivo Positivo  Positivo
C. fruticosum Negativo Negativo Negativo  Negativo Positivo
I. cairica Positivo Positivo Negativo  Negativo Negativo
S. verbascifolium  Positivo Negativo Positivo Positivo  Negativo
C. argentina Negativo Positivo Positivo Positivo  Positivo
I. bonariensis Negativo Negativo Negativo  Positivo  Positivo

Teniendo en cuenta los resultados positivos para la presencia de alcaloides, compuestos
reportados en bibliografia como altamente citotoxicos, se realiz6 una extraccion para
enriquecer en alcaloides, a partir de los extract@& dbacoenskoja,l. australehoja y

J. mimosifolia flor (los tres extractos de mayor actividad citotoxica), obteniendo

rendimientos entre 0,2 y 2,3 %. Las primeras dos especies pertenecen a la familia
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Solanaceae, familia en la cual otras especies han sido descriptas como productoras de
alcaloides.

A continuacion se incubaron células LM2 con los extractdS. diacoense. australe

y J. mimosifolia enriquecidos en alcaloides a diferentes concentraciones, y se
compararon los resultados con los de citotoxicidad de los extractos originales (Figura
1.6). En el caso d8. chacoenséa fraccion enriquecida en alcaloides tuvo menor efecto
sobre la viabilidad celular comparando con el extracto origingh €C31 + 5 pg/ml vs

Clsp= 12 + 4 pg/ml), indicando que la actividad citotdxica de esta planta no se deberia a

su contenido de alcaloides.

Por otra parte, la fraccion enriquecida en alcaloided. dristrale tuvo un efecto
citotoxico significativamente mayor que el del extracto crudgy(€R + 5 pg/ml vs.

Clso = 11 £ 5 pg/ml). Esto nos estaria indicando que el compuesto activo citotdxico
presente en el extracto, quedd retenido mayoritariamente en la fraccién enriquecida en

alcaloides.
De manera similar, la fraccion enriquecida en alcaloides del extradtondienosifolia

también fue méas efectiva que el extracto crudo original @ 5 pg/ml vs. 22 + 4

ug/ml respectivamente).
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Figura 1.6: Toxicidad de los extractos citotoxicos enriquecidos en alcaloides
Las fracciones enriquecidas en alcaloides SlechacoensgA), |I. australe (B) y de J.
mimosifolia(C), se incubaron durante 24 h con células LM2 y su citotoxicidad se determiné por

MTT en comparacion con el extracto crudo
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Se continud6 testeando el efecto de la fraccion enriquecida en alcaloides del extracto
metanolico del. australe hoja debido a la mayor disponibilidad del material. Se
determiné la citotoxicidad en diferentes lineas celulares (B16-F10, A549, MBA49,
PAM212 y HaCat). En todas ellas lassgSlde la fraccidn enriquecida en alcaloides

fueron significativamente menores respecto a las del extracto original (Figura 1.7).
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Figura 1.7: Toxicidad de una fraccion del. australe enriquecida en alcaloides sobre un
panel de lineas celulares
Una fraccon enriquecida en alcaloides Heaustralese incub6 durante 24 h con las células y su

citotoxicidad se determin6 por MTT.

Luego de calculadas las43 de la fraccion de alcaloides, se evidencié que las lineas
A549 y B16-F10 fueron mas resistentes que el resto (Tabla 1.4). Cabe notar que la
sensibilidad particular de cada linea celular al extracto original no se modificé con la

purificacion del mismo.
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Tabla 1.4: Clss del extracto original del. australe y de su correspondiente fraccion

enriquecida en alcaloides en un panel de lineas celulares

LM2 2+4 11+5
B16-F10 8+5 61+3
A549 8+4 49+4
MB49 3+5 25+3
PAM212 4+4 16+2
HaCat 6+5 28+5
HB4a 6+4 25+5

I.1.4 Contenido de ADN en células LM2 incubadas con los extractos citotéxicos de

mayor citotoxicidad

Se continué evaluando la accién de los tres extractos de mayor toxicidad obtenidos en la
seccion 1.1.1 $. chacoensel. australe y J. mimosifolig, junto con la fraccion
enriguecida en alcaloides deaustraley el extracto dd. cairica. Este ultimo fue
elegido por ser el Unico extracto donde se observo selectividad por las células de origen

tumoral.

Empleando la tincion del ADN con ioduro de propidio y posterior andlisis por
citometria de flujo, se determind el contenido del mismo en una poblacion de células
LM2 tratadas durante 48 h con los extractos. De esta manera, se pudo determinar el
porcentaje de células en las diferentes etapas del ciclo celular (GO/G1, S y G2/Mitosis).
Las células con contenido de ADN menor a GO/G1, se identificaron como muertas o en
proceso de muerte celular programada. Se llevo a cabo un control del veneno mitotico

vinblastina, antineoplasico que produce arrestos en el ciclo celular (Figura 1.8).
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Figura 1.8: Ciclo celular de células LM2 tratadas con extractos citotoxicos

Células LM2 (1x18) fueron incubadas durante 48 h en medio con suero en presencia de
extractos vegetales a ¢). Posteriormente, las células se fijaron y el contenido de ADN se
cuantificod por citometria de flujo luego de tinciéon con ioduro de gropiSe indican las
diferentes regiones correspondientes a diferentes fases del ciclo celular, semteritio de

ADN. Se utilizé vinblastina (0,015 pg/ml) como tratamiento control de alteracemekciclo

celular, y se incluy6 un control sin tratamiento.

Los porcentajes calculados de cada una de las fases del ciclo celular para cada

tratamiento se muestran en la Figura I.9.

El extracto deS. chacoensdisminuyd significativamente la subpoblacion en GOyG1
en fase S respecto al control sin tratar, e incremento la cantidad de células en apoptosis

con contenido de ADN inferior a GO/G1, sugiriendo que el mismo induce tanto arrestos

en el ciclo celular como muerte por apoptosis.

En las células tratadas con el extractoJdenimosifoliase comprobd el aumento

significativo de células en sub G1, sin diferencias en el resto de las subpoblaciones

respecto al control.
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En los tratamientos con la fraccidén enriquecida en alcaloidesadstrale los cambios

en el ciclo celular fueron marcados, registrandose disminuciones significativas en la
subpoblacion en GO/G1, mientras que la proporcion de la subpoblacién en G2/Mitosis
se duplicé, demostrando en este caso un claro arresto de las células en la fase de
mitosis. Por el contrario, los extractos crudos. @airicay del. australe no alteraron

significativamente el ciclo celular.

En las células tratadas con vinblastina se observaron uno de los cambios en el patron del
ciclo celular mas marcadospn el aumento significativo de las subpoblaciones en
GO0/G1 y sub G1, y la disminucidn, también significativa, de las subpoblaciones en Sy
G2/Mitosis, mostrando una accién principal como desencadenante de muerte celular

programada y de arresto en GO/G1.
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Figura 1.9: Porcentaje de células LM2 en cada fase del ciclo celular luego del tratamiento

con los extractos vegetales y vinblastina
Analisis de los porcentajes de subpoblaciones graficando los datos de la Figtpa 085

respecto al control



I.1.5 Efectos de los extractos citotoxicos de mayor actividad sobre la capacidad

migratoria in vitro de células LM2

Para evaluar el efecto de los extractos seleccionados sobre la capacidad de migratoria de
las células LM2, se realiz6 un ensayo de migracion en herida (Figura 1.10). A partir de
estas imagenes, se cuantifico la motilidad celular, que es proporcional al porcentaje de

cobertura de las heridas (Figura 1.11).

S. chacoense J. mimosifolia

|. australe Alcaloides de /. australe I. cairica

Figura 1.10: Migracién en herida de células LM2 luego de 24 h de incubaciéon con
extractos citotoxicos

Células LM2 se incubaron durante 24 hs luego de realizada la herida, en presencia de los
extractos vegetales a£3. Luego de este tiempo, las monocapas de fijaron, se tifieron con
cristal violeta y se fotografiaron con un aumento 40X. Se muestra tambi@émnaroéotografia

del control sin tratamiento inmediatamente después de realizada la herida y luego de 24 hs
migracion.

En las heridas control sin tratamiento se observo la cobertura total de la herida luego de
24 h, o sea que el porcentaje de cobertura de la herida fue del 100%. Idénticos
resultados se obtuvieron en las células incubadas con el extrdctoad&a. Por otra

parte, los extractos de mimosifoliay S. chacoensdisminuyeron significativamente la

motilidad celular, siendo los porcentajes de cobertura de las heridas de 55 +5 % y 26 +
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5 % respectivamente. El extracto deaustrale también redujo significativamente la
capacidad migratoria de las células LM2 (71 £ 5 % de cobertura), y mas aun, el extracto
enriguecido en alcaloides de esta especie, indujo una mayor reduccion de la migracion
celular (42 + 5 % de cobertura). De esta forma, la fraccion enriquecida en alcaloides de
I. australe fue mas efectiva en la inhibicion de la migracion celular que el extracto

original.
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Figura I.11: Porcentaje de migracién de células LM2 tratadas con los extractos citotdxicos
respecto al control

Se cuantificé la motilidad celular mediante la medicion de la distancia estrédos frentes
invasores de células, en seis campos microscopicos seleccionados al azar. El gradodie cier

la herida, se expresa como porcentaje de cobertura de la herida en comparacion con el contro
sin tratamiento*p <0,05.

1.1.6 Discusion

Se estudié una coleccion de 113 extractos vegetales. Se encontraron 13 extractos
metandlicos con alta actividad citotoxica sobre 4 lineas celulares tumorales y 3 lineas no
tumorales. Las especies con alta actividad incluyeron 4 pertenecientes al género
Solanum(familia Solanaceae), conocido por poseer una amplia variedad de alcaloides,

los cuales pueden resultar de moderados a altamente citotéxicos para humanos y

animales. Sin embargo, no existen reportes del contenido de alcaloides ni de la actividad



bioldgica de otros compuestos presentes en las especies de solanaceas estudiadas en este
trabajo, lochroma australe Solanum amygdalifoliumy Solanum sisymbriifolium

vinculadas al tratamiento del cancer.

Ennuestro “screening en general, las lineas murinas parecieron ser mas sensibles a los
efectos citotdéxicos de los extractos vegetales. Por orto lado, la linea de melanoma
humano B16-F10 fue la mas resistente a los extract@3. degentina l. australe S.
chacoensegy S. sisymbriifolium Esto no es sorprendente, ya que los melanomas son
usualmente muy resistentes frente a los tratamientos antineoplasicos convencionales
(Lazescu et al., 2013).

En esta tesis se teste0 la citotoxicidad de fracciones de los extra&oshdeoense .
australeenriquecidas en alcaloides, y se vio que mientras que la primera no resulté de
mayor toxicidad que el extracto crudo, la fraccion.drustralesi lo fue, demostrando

gue los alcaloides se encuentran involucrados en la actividad de esta solanacea.

Existen reportes (Lorenzen et al.,, 2001) que indican $olnum chacoenseel
compuesto que mostré la mayor citotoxicidad contra las siete lineas celulares
empleadas, posee un alto contenido de glicoalcaloides, los cuales le confieren
propiedades insecticidas frente a un amplio rango de insectos, sin embargo en el
presente trabajo no se ha vinculado su accion citotoxica especificamente al contenido de
alcaloides.

Se sabe que el principal compuesto Selanum verbascifoliuntambién es un
glicoalcaloide, la solasodina. Ademas, los compuestos: solaverbascina, solasodieno,
solafloridina y tomatidenol fueron identificados $nverbascifoliun{An et al., 2006;

Dopke et al., 1976; Verbist et al., 1977). En un estudio llevado a cabo con plantas de la
medicina tradicional vietnamite§. verbascifoliumexhibié alta actividad citotdxica

frente a diferentes lineas tumorales (Thu et al.,, 2010), sin embargo, se encontraron
notables variaciones en el contenido de alcaloides esteroidales de la planta en diferentes
regiones geograficas. Cabe destacar que las diferentes partes de la planta poseen
diferente contenido de los compuestos, y en el presente trabajo hemos empleado la flor

deS. verbascifolium
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En Paraguay, la raiz d&lanum sisymbriifoliurha sido usada en medicina tradicional
con propiedades diuréticas y antihipertensivas (Ibarrola et al., 2006). Sin embargo, hasta

la fecha no se han reportado efectos antitumorales para esta planta.

Sin embargo, otras especies del géreotanumhan sido utilizadas en la medicina
tradicional china en el tratamiento del cancer. Los alcaloides aislad8s migrum
afectan la estructura y funcion de la membrana de la célula tumoral, interfieren la
sintesis de ADN y ARN, vy alteran el ciclo celular (An et al., 2006). Se ha demostrado
que la solamargina, un glicoalcaloide esteroidal aislado deS.decanum induce
apoptosis en varias lineas tumorales (Li et al., 2011). A nivel inmunolégico, extractos
de S. lyratumhan inducido efectos inmunomoduladores en ratones portadores de
tumores (Liu et al., 2010).

Algunos trabajos indican que las hojas y la corteza de la raiacdeanda mimosifolia
contienen iridoides, triterpenos, quinonas, flaconas, &cidos grasos, acetonidos, e
inclusive, trazas de alcaloides (Chisholm et al., 1962; Gambaro et al., 1988; Moharram
et al., 2007; Prakash et al., 1980; Sankara-Subramanian et al., 1972, 1973). Ademas, se
conoce que la jacaranona, el constituyente mas importante aislado de especies del
género Jacaranda, posee actividad antitumoral (Gachet et al., 2009; Hardinge et al.,
1963). Sin embargo, no hay datos de los componentes presentes en las flores, ni reportes
de actividad antitumoral de sustancias encontraddsmimmosifolia En nuestro trabajo

hemos podido correlacionar la accion citotoxica de este extracto, al menos en parte, con

el contenido de alcaloides.

No existen reportes soboempuestos aislados en especies del gé@eilmeani de la
actividad antitumoral de los mismos. Sin embargo, a nivel de familia, las especies de
fabaceas usualmente poseen alcaloides en niveles variables. Proantocianinas y
flavonoides estan también usualmente presentes en especies de esta familia (Marles et
al., 2003; Reed et al., 1995; Salunkhe et al., 1982) y algunos de ellos poseen actividad
antitumoral (Jo et al., 2005; Lee et al.2010; Mathan et al., 2011).

Las especies del génelpomoeahan sido ampliamente estudiadas en medicinas
tradicionales de diversos paises. Se ha estudiado su contenido de sustancias con

actividad antitumoral tantin vitro comoin vivo (Hamsa et al., 2011; Kurata et,al.
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2007; Lin et al., 2008). Muchos tipos de alcaloides, incluidos los del ergot, han sido
aislados de algunas de estas especies (Abou-Chaar et al., 1970; Friedman et al., 1989;
Stauffacher et al., 1969; Weber et al., 1976), y algunos de ellos mostraron actividad
antitumoral, principalmente relacionada a la inmunomodulacion y regulacion de la

angiogénesis (Hamsa et al., 2010).

Ipomoea cairicafue la especie que mostro laaxima selectividad por las células
tumorales en nuestro estudio. Existen reportes del aislamiento de lignanos y cumarinas
con actividad antitumoral, ademés de alcaloides inddlicosoxitos (Paska et al.

1996; Meira et al., 2012). Por otra parte, no existen reportes de la actividad biol6gica de

compuestos de bonariensis

Especies del génef@ematis tales comdClematis argentilucidy Clematis ganpiniana

han sido estudiadas por su contenido de saponinas triterpenoides, compuestos con
actividad citotdxica en lineas de leucemia humana (HL-60), carcinoma hepatocelular
(Hep-G2) y de glioblastoma (U251MG) (Ding et al., 2009; Hai et al., R@l2matis

hilarii, la especie de este género hallada en este trabajo como antitumoral, presenta
antecedentes de uso etnofarmacoldgico en el tratamiento de enfermedades cutaneas,

pero no existen reportes sobre su actividad citotoxica.

El género Xanthium posee muchas especies toxicas y se han reportado casos de
intoxicacion del ganado en zonas donde estas especies crecen como malezas (Méndez et
al., 1998). Existen reportes de sesquiterpenos efectivos en el tratamiento de Ulceras y
como antibacterianos en general (Olivaro et al., 2009; Penissi et al., 2009; Schmidt et
al., 2009), obtenidos a partir deéanthium cavanillesji pero ninguno vinculado a

actividad antitumoral de los compuestos presentes en esta especie.

Algunas especies del géneédesbanichan sido investigadas por sus efectos citotoxicos
frente a tumores. Inclusive el extracto metanodlico de una de 8llagandiflora fue
utilizado en un ensayo con ratones portadores de tumores, resultando efectivo como
antitumoral (Sreelatha et al., 2011). Existe un solo report&.dpunicea pero el
extracto etandlico resulté citotoxico frente a la linea celular de leucemia P-388, pero el

compuesto responsable de la citotoxicidad no fue identificado (Powell et al., 1976).
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La familia Combretaceae, contiene especies que han sido utilizadas en medicina
tradicional de diferentes regiones del planeta, como México, Brasil, Etiopia y
Bangladesh (Angeh et al., 2006; Asres et al., 2001; Braga et al., 2000; Zamora-Martinez
et al., 1992 Compuestos extraidos de un miembro de esta fan@Gkédycopteris
floribunda, tales como el flavonoide pachipodol, mostr6é actividad citotoxica frente a

lineas celulares de cancer de colon (Ali et al., 2008).

Combretum imberheerteneciente al géne@ombretumtambién posee un compuesto
triterpenoide con actividad anti-proliferativa y citotoxica contra las lineas celulares K-
562 de leucemia humana, L-929 de fibroblastocitos y HeLa de cancer cérvico-uterino
(Angeh et al.,, 2006). En cuanto @ombretum fruticosumexisten reportes de
citotoxicidad de extractos acuosos y etanodlicos las sobre células de carcinoma

nasofaringeo humano KB. (Abbott et al., 1966; Zamora-Martinez et al). 1992

En general, excepto por las lineas resistentes, ks d&d los extractos con actividad
citotoxica presentados en este trabajo, estuvo en el rango de 10 - 150 pg/ml, y mas
especificamente, los extractos mas activos tuvi€igsgs de 10-60 pg/ml. Este rango

esta dentro del reportado para extractos crudos de plantas de varias familias que poseen
compuestos con actividad antitumoral (Dzhambazov et al., 2002; Efferth et al., 2008;
Shi et al., 2008; Singh et al., 2009; Xiao et al., 2008) y hasta de compuestos purificados
(Li et al., 2002; Sobhani et al.,, 2002), y se encuentra de acuerdo con los criterios
establecidos por el NCI para que un extracto vegetal sea considerado como citotoxico.

Con la hipotesis de que los extractos citotoxicos hallados pudiesen contener alcaloides
como principio activo, utilizamos vinblastina (alcaloide de la Vinca) como control de
inhibicion de despolarizaciéon de los microtubulos (Zhou et al., 1992). Alcaloides de
algunas especies del gén&olanum comosS. berthaultiihan sido estudiados y se ha
determinado que alteran la estructura y funcién tanto de los microtibulos como de la F-
actna (Bao-Quan et al., 2009; Liu et al., 2009).

Los trece extractos con los que se trabajé indujeron en la linea LM2, la

desestabilizacion, condensacion y agregaciéon de los microtubulos, aunque no se observo

la despolarizacion de los mismos, efecto tipico de los alcaloides de la Vinca.
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Por otro lado, se seleccionaron para realizar determinaciones de alteraciones en el ciclo
celular y capacidad migratoria en las células LM2 los extractcS. dihacoensd.
australey J. mimosifolia por su alta citotoxicidad y el extracto Hecairica, por su
“selectividad”. Empleamos también el extracto enriquecido en alcaloides de |. australe

y el antineoplasico vinblastina como control.

El extracto deS. chacoensdisminuyd la subpoblacion celular con contenido de ADN
caracteristico en fases GO/G1l. Se especula que esta subpoblacion se encuentra
principalmente en la fase G1 del ciclo celular, ya que la linea LM2, es una linea tumoral
en activa division donde la poblacion de células quiescentes estaria muy reducida, de tal
manera que el extracto & chacoense&ue habia sido el de mayor actividad citotéxica,
parece interferir el ciclo celular arrestandolo en G1, ademas de desencadenar muerte por

apoptosis, evidenciado por un aumento en la subpoblacién en sub G1.

El extracto del. mimosifoliatambién aumentd el nimero de células en sub G1 sin

cambios en el resto de las subpoblaciones de cada fase del ciclo.

La fraccion enriquecida en alcaloidesldaustralemodificé también el ciclo celular en

las células LM2. Se observo disminucién en la poblacion en G1 y aumento de G2,
actuando como un inhibidor de la mitosis. Cabe sefialar que si bien las diferencias no
fueron significativas, empleando el extracto original se registraron mas células en

apoptosis que con la fraccion de los alcaloides.

El extracto dd. cairica no modificé significativamente las fases del ciclo celular, lo que

llevaria a pensar que el efecto citotoxico observado independiente del arresto del ciclo.

Existen numerosos compuestos presentes en especies vegetales de las que se han
informado efectos similares, tales como el extracto etandlicBtel@lon pubescens

planta utilizada como medicinal en Brasil, con la capacidad de inhibir la expresion de
Ciclina D1 y de E2 -dos reguladores del ciclo celular fundamentales en la progresion del
mismo- arrestando el ciclo en G1 e induciendo apoptosis en células de leucemia K562
(Pereira et al., 2010). También un compuesto fendlico, el 1'-acetoxi-4-O-

isovalirileugenol aislado a partir de extractos etandlicasldssogyne tenuifolidgiene
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la capacidad de arrestar el ciclo en G1, en células de cancer de pulmén A549 (Hsu et al.,
2008).

Finalmente, sefialamos que a pesar de ser un veneno mitético que deberia arrestar las
células en mitosis, la vinblastina indujo aumentos en la poblacion de Sub G1y G1 y
disminuciones en las fases S y G2. Resultados similares fueron reportados por otros
autores tanto para vinblastina como para otros agentes antimitogénicos. Fabbri et al.
(2006), han descripto que el docetaxel, un agestabilizante de microtubulos, induce
durante las primeras horas de tratamiento, que la subpoblacion en G2/Mitosis aumente,
y disminuya GO/G1 y S, como es de esperar. Sin embargo, a medida que transcurre el
tratamiento con la droga, y se desencadena la apoptosis luego del arresto celular, la
poblacion en GO/G1 comienza a aumentar porcentualmente y la de G2/Mitosis a
descender hasta invertirse respecto a la situacion inicial. Similares resultados se han
encontrado empleandanblastina luego de 24 h de tratamiento, donde el porcentaje de
subpoblacion en G1 se incrementa respecto al control y el de G2 disminuye (Salerni et
al., 2010).

En cuanto a las modificaciones sobre la capacidad migratoria celular, nuestros
resultados indican que los extractos crudo$.dehacoensel. mimosifolial. autraley
la fraccion enriquecida en alcaloides de este uGltimo, fueron capaces de inhibir la
migracion celular en la linea LM2. Por el contrario,cairica no indujo efectos

significativos sobre la misma.

De acuerdo a los efectos observados tanto en la accidn citotoxica como el impacto sobre
la migracién celular de los extractos analizados, postulamos la existencia de multiples

mecanismos de accion de los mismos en la disminucion de la progresion tumoral.

Otros autores han descripto recientemente la presencia de dos alcaloides fenantrénicos
enla especie veget&dlancratium maritimungon la capacidad de inhibir la proliferacion

y migracion celular en la linea de cancer de prostata metastasico humano PC-3. Estos
efectos se detectaron aun en ausencia de citotoxicidad de los compuestos. Esta clase de
alcaloides ha sido identificada por su potencial uso en control de proliferacion vy
migracion tumoral (Ibrahim et al., 2013). Por otro lado, dos nuevos compuestos aislados
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de la corteza d€rataeva nurvalauno de ellos un alcaloide, inhibieron la migracién
en @lulas HeLa y PC-3 (Sinha et al., 2013).

Existen otros compuestos vegetales con actividad inhibidora de la migracién celular,
tales como el sesquiterpeno Artemisina derivadddemisia annuaque ejerce sus
efectos a través de multiples vias de sefializacion celular; el lignano homokiol, uno de
los compuesto bioactivos presentes en el géagnolia que fue capaz de inhibir la
migracion celular en cultivos de lineas tumorales de pulmadn, interfiriendo con la via de
sefializacion de la B-catenina; flavonoides de la planta medici@abxyum indicuncton
capacidad inhibitoria de la migracion celular, vinculada a la inhibicién de proteasas; y
los alcaloides ddPachysandra terminalisapaz de inhibir la migracién celular al
interferir con lasp-integrinas (Firestone y Sundar, 2009; Lalou et al., 2013; Singh y
Katiyar, 2013; Zhai et al., 2012).
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I.2 Compuestos fotosensibilizantes para células a partir de extractos vegetales

I. 2.1 “Screening’ de fototoxicidad en células LM2

Luego de estudiar la toxicidad y determinar las concentraciones citotoxicas para cada
extracto en el Capitulo 1.1, se determinéd la actividad fototdxica de la coleccién de
extractos. Para ello se trataron células de la linea LM2 con TFD empleando los

extractos a sus maximas concentraciones no citotoxicas.

Los extractos de todas las hojas de la coleccion mostraron actividad fotosensibilizante
sobre las células LM2, con diferentes niveles de actividad por lo cual inferimos que la
presencia de clorofilas o derivados de la misma estarian siendo los causantes de este
patron. La excepcién fue el extracto @e argentina donde no se registré actividad

fotosensibilizante de ningun tipo.

Se observaron ademas, dos extractos correspondientes a flores, que resultaron
levemente fototoxicos. Estos extractos pertenecieron a las espetiaesa argentinay

Macfadyena unguis- cati

Se tomaron los dos extractos metandlicos de hoja con mayor actividad y se realizaron
experimentos de TFD con diferentes tiempos de irradiacion. Los extractos
seleccionados fuerdBcutia buxifolia(BAA 18877) hoja yCombretum fruticosurhoja.

Se determinaron los valores dedppara cada uno, los cuales fueron de 20 min Para
buxifoliay de 7 min par&. fruticosum(Figural.2.1). El extracto metandlico de hoja de

C. fruticosumfue uno de los extractos que resulté citotéxico en oscuridad en células,
como previamente se detalld en 1.1. Para realizar la TFD se empleo dicho extracto a 10
pug/ml, concentracion a la cual la toxicidad en oscuridad es menor al 10% en las

diferentes lineas celulares empleadas.



104 —u— S, buxifolia (hoja)

100 4. C. fruticosum (hoja)
\

90 -

|
SRR
60 - %

40

30

Viablidad (% del control)

20

b
T

10

—

04 T T T T T T T T |

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Tiempo de irradiaciéon (min)

Figura I.2.1: Fototoxicidad de los extractos de hoja d8&. buxifoliay C. fruticosum
Se incubaron las células 24 h en presencia de los extractos metandl8odudefolia (50
pg/ml) y C. fruticsumhoja (10 pg/ml)y se irradiaron durante distintos tiempdSe expresa la

viabilidad respecto al control con extracto y sin irradiar.

En la Figural.2.2 se muestran los resultados de fototoxicidad de los extractos florales
metanolicos que resultaron levemente fototoxi€hsargentinaindujo unaDLsg = 85
min) y Macfadyena unguis-ca{O. Boelcke Nro 838), unBLsy, = 110 min, mientras

que las fracciones acuosas correspondientes, resultaron menos fotoactivas.
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Figura 1.2.2: Fototoxicidad de extractos de flor deM. ungis-cati y C. argentina en células
LM2

Se incubaron las células 24 h en presencia de los extractos metanohdosirugs-catiy C.
argentinaflor (100 pg/ml) y se irradiaron durante distintos tiemp@&e expresa la viabilidad

respecto al control con extracto y sin irradiar.

Debido a que las Df de estos extractos florales fueron superiores a 60 min, mientras
gue en el caso de los extractos de hoja, esos tiempos fueron de 20 riintpadiéolia
y de 7 min paraC. fruticosum se seleccionaron estos ultimos dos extractos para

continuar con el trabajo en TFD sobre diferentes lineas celulares.

[.2.2 Fotoxicidad deS. buxifolia y C. fruticosum en lineas HB4a, HB4a-Ras y
PAM212

Una vez determinada la fototoxicidad de los extractdS. drmixifoliay C. fruticosumen

la linea LM2, se paso a probar la selectividad de los mismos por las células tumorales
Para ello se usé el par de lineas celulares no tumoral/tumoral, HB4a de epitelio luminar
mamario normal inmortalizada y su derivada HB4a-Ras, transfectada establemente con
el oncogén Ras. Se emplearon concentraciones de extracto no citotoxicas en oscuridad

para estas lineas.



Empleando el extracto d@. fruticosumla linea tumoral HB4a-Ras (4= 10 min)
resultd mas sensible a la TFD que la linea no tumoral HB4& 022 min). Un patron
similar se observo con el extracto 8lebuxifolig con el cual la fototoxicidad de HB4a-
Ras fue mayor (Ddg = 13 y 45 min para HB4a-Ras y HB4a respectivamente) (Figura
1.2.3).

Los queratinocitos murinos normales PAM212 resultaron mas resistentes a la TFD con
C. fruticosum(DL50= 22 min) yS.buxifolia(DL50= 60 min), en comparacion con las
células tumorales, demostrando la selectividad de la iFFRitro, por las células

cancerigenas empleando los extractos foliaceos.
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Figura 1.2.3: Fototoxicidad de los extractos metandlicos de hoja d8. buxifolia y C.
fruticosum en las lineas HB4a, HB4a-Ras y PAM212

Se incubaron las células 24 h en presencia de los extractos metanoligobuiéfoliay C.
fruticosumhoja (50 pg/ml y 10 pg/ml respectivaments) se irradiaron durante distintos

tiempos Se expresa la viabilidad respecto al control con extracto y sin irradiar.
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1.2.3 Microscopia de fluorescencia de células LM2 incubadas con los extractos FS

En la Figura 1.2.4 se muestran imagenes de microscopia de fluorescencia de células
LM2 expuestas a los extractos fotosensibilizantes. Los controles sin exposicion a
extractos presentaron autofluorescencia azul, luego de ser excitados cob\filtro
Cuando las células fueron incubadas con los extractos folidceOs fdaticosum S.
buxifolia y C. argentina flor se observé la aparicion de una fluorescencia roja,
caracteristica de compuestos tetrapirrélicos. La misma fue mas marcada erdelCaso

argetina Empleando filtros azul y verde no se observé emision de fluoreacenci

Células expuestas al extracto de flor Me ungis-catino emitieron fluorescencia en

ninguno de los canales.

Control S. buxifolia C. fruticosum

M. unguis-cati C. argentina

Figura 1.2.4: Microscopia de fluorescencia de células LM2 expuestas & buxifolia, C.
fruticosum, C. argentinay M. unguis-cati

Células LM2 se incubaron 24 h en presencia de extract@@odwretum fruticosunthoja,
metanol) 10 pg/miScutia buxifolia(hoja, metanol) 100 ug/mG. argentina(flor, metanol) 100
pg/ml y M. ungis-cati (flor, metanol) 100 pg/ml. Se observaron en microscopio de

fluorescencia con filtro de excitacion UV. Control: células sin extracto.
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|.2.4 Fotosensibilizacién con clorofilaa en células LM2

Dado que la clorofila es URS en células aunque poco eficiente (Nyman y Hynninen,
2004), y que casi todos los extractos metanolicos de hoja de las diferentes especies
vegetales mostraron algun grado de fototoxicidad, se llevaron a cabo experimentos para
descartar dicha molécula como el principio activo responsable de los efectos fototdxicos
en los extractos d€. fruticosumy S. buxifolia Los ensayos se realizaron empleando

clorofila a, clorofila mayoritaria en plantas superiores.

En primer lugar, se evalud la citotoxicidad de la clorddilan la linea celular LM2.

Para ello se utilizaron diferentes concentraciones désde00 pg/ml, pudiéndose
determinar que la clorofila no era citotoxica en dicho rango de concentraciones. A
continuacion se realizé la TFD, incubando las células copgh@il de clorofila a,

siendo esta la maxima concentracion fototdxica de extractos vegetales empleada, y en

estas condiciones no se registré fototoxicidad (datos no graficados).

[.2.5 Andlisis de los extractos d€. fruticosum y S. buxifolia por HPLC

Con el fin de identificar compuestos mayoritarios derivados de las clorofilas en los
extractos metandlicos de hoja @efruticosumy S. buxifolia se realizaron analisis por

HPLC y se compararon con los espectros de un patrén de clbrofila

En la Figurd.2.5 se muestran los espectrosddruticosumS. buxifolia yclorofilab.

Tanto en la muestra d& fruticosumcomo en la d&. buxifolia no se observaron picos

a los tiempos de retencion obtenidos en la muestra de clopofBa7 min), lo que
indicaria que dicho compuesto no se encuentra en los extractos analizados. Asimismo,
el analisis de los picos obtenidos en el canal seteado a 435 nm a tiempos de retencion
bajos (entre 1 y 5 min), indicaria la presencia de compuestos tetrapirrélicos diferentes a

la clorofilab en ambos extractos.
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Figura 1.2.5: Espectros de HPLC del extracto metandlico de hoja d€. fruticosum, S.
buxifolia y clorofila b
La deteccion se realiz6 mediante medicion de fluorescencia (excitacién a 435 nm, emision a 634

nm) y absorbancia a 214 nmy 435 nm.

|.2.6 Discusion

Se analizaron las propiedades fotoactivas de una coleccion de extractos vegetales
argentinos, con el fin de hallar nuevos compuestos fotosensibilizantes para ser usados

en Terapia Fotodinamica.

El “screening de los extractos se realiz en la linea celular tumoral murina LM2, y se
encontré actividad fotosensibilizante en niveles variables en todos los extractos
metanolicos pertenecientes a hojas, con la excepcion del extracto de Gpdagea
argentina Los que presentaron la mayor actividad fototoxica fueCmmbretum

fruticosumy Scutia buxifolia

Entre los extractos correspondientes a flores, frutos y raices, se encontraron dos
extractos con leve pero significativa actividad fotosensibilizante. Los mismos fueron los
extractos metandlicos de flor deollaea argentinay Macfadyena unguis-catiLos

tiempos de irradiacion necesarios para inducir reducciones de viabilidad de al menos el
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50% con estos extractos, estuvieron por encima de 1 hora de irradiacion; mientras que
en el caso de los extractos de hoja, esos tiempos fueron de 20 nfn paxéoliay de

7 min paraC. fruticosum Por lo tanto se seleccionaron estos ultimos dos extractos, para
continuar con el trabajo. Seguidamente, se evaluo la selectividad de dichos extractos
como FS, comparando su actividad fototoxica en las lineas HB4a, HB4a-Ras y en la
linea de queratinocitos PAM212. Al utilizar ambos extractos, se observé selectividad en
su accion antitumoral, siendo las lineas tumorales LM2 y HB4a-Ras mas sensibles a la

TFD que las lineas normales PAM212 y HB4a.

A su vez, es importante destacar que las lineas de epitelios glandulares (LM2, HB4a y
HB4a-Ras), tanto normales como tumorales, resultaron mas sensibles a la TFD que la
linea de queratinocitos PAM212, resultados que concuerdan con estudios previos de
sensibilidad a la TFD (Rodriguez et al., 2011).

Se realizaron analisis para descartar a la clorofila como el principio fotoactivo presente
en los extractos metandlicos & buxifoliahoja y C. fruticosumhoja. Para ello, se
realizaron ensayos de determinacion de fototoxicidad utilizando como potencial FS a la
clorofila a. Los resultados indicaron que la clorofdano es capaz de dar cuenta del
efecto fototoxico observado en los extractos. Por lo tanto, si bien los extrackos de
buxifolia y C. fruticosum poseen seguramente una cierta cantidad de cloepfda

concentraciéon no seria suficiente para dar cuenta de la fototoxicidad observada.

Se realizaron ademas, analisis mediante HPLC, que descartaron la presencia de clorofila
b en los extractos, por comparacion con una muestra de referencia. Estos estudios,
indicarian ademas, la presencia de compuestos tetrapirrolicos diferentes a la blorofila

en ambos extractos. Esto concuerda con las imagenes de microscopia de fluorescencia,
donde se observé un compuesto fluorescente presente en los extractos. Se destaca que
en el caso del extracto @& fruticosum que fue el de mayor fototoxicidad (BL= 7

min a 10 pg/ml), su fluorescencia intracelular fue de mayor intensidad queSa de

buxifolia.

Compuestos porfirinicos tales como las clorofilas o las bacterioclorofilas, han sido
reportados como FS. La clorofila no es buen FS para su uso en TFD antitumoral debido

a su alta tendencia a la agregacion y baja solubilidad en los fluidos fisiolégicos, sin

13¢



embargo ha representado una base para la sintesis de nuevos FS a partir de
modificaciones sintéticas. Algunos de los compuestos obtenidos por esta via tales como
las clorinas han sido testeados en estudios preclinicos y clinicos (Bellnier et al., 1993;
Panaty et al., 1996; Yoo et al., 2013;).

Los valores de Dig determinados para nuestros extractos en células LM2 son un poco
mayores que los empleados para otras sustancias fotosensibilizantes de uso comun en
TFD en las mismas lineas celulares utilizadas en este trabajo (Casas et al.,, 2001,

Rodriguez et al., 2007), aunque éstas se tratan de compuestos purificados.

Los resultados obtenidos en este trabajo, estarian indicando que el/los principio/s
activo/s de nuestros extractos de hoja serian compuestos tetrapirrélicos probablemente

relacionados con la via de sintesis o degradacion de las clorofilas.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos a partir ‘enmgening de 93 especies

de plantas Malasia, donde se reportdé el hallazgo de cuatro compuestos FS con
estructuras vinculadas a las feoforbidas a y b (compuestos tetrapirrélicos). Estos autores
proponen que los compuestos FS presentes en plantas terrestres estarian principalmente
vinculados a estructuras tetrapirrélicas, y compuestos FS no tetrapsréerian menos

frecuentes o de menor actividad en lineas celulares (Ong et al., 2009).

Nuestros estudios, realizadosvitro, constituirian una primera etapa en el andlisis de la
potencial funcién fototoxica de los extractos de especies vegetales autdctonas argentinas
estudiados. Es necesario realizar el aislamiento del compuesto activo para continuar con

las determinaciones de fototoxicidiadvivo.



I.3 Fotoproteccion a partir del extracto de hoja deCollaea argentina

1.3.1 Efecto fotoprotector deC. argentina frente a TFD

La falta de fotoactividad del extracto metandlico de hojaCdeargentinaen el
“screening en células LM2 (seccién 1.2.1), llevé a pensar en la posibilidad de que en
dicho extracto se encontrasen sustancias protectoras frente a los productos fototoxicos

de los extractos foliaceos.

Para testear esta hipétesis, se realizaron experimentos de TFD utilizando el pro-
fotosensibilizador ALA (acido 5-aminolevdlico) y el extracto @e argentinacomo
potencial fotoprotector. EI ALA, compuesto no fototoxpper se es el precursor en la

via de sintesis de las porfirinas. Al ser incorporado y metabolizado por las células,
estimula la produccién de protoporfirina IX, compuesto fotosensibilizante.

Las condiciones de concentracion de ALA, tiempos de incubacion y dosis luminicas
para la ALA-TFD ya han sido puestos a punto en la linea LM2 en trabajos anteriores
(Perotti et al., 2002). El esquema experimental utilizado se muestra en la Figura 2 de
Materiales y Métodos, donde se sefdtsndiferentes momentos del protocolo de ALA-
TFD en los que se realizd el agregado del extracts.d@gentina con el objetivo de

investigar el punto clave en que se estaria dando la potencial fotoproteccién.

De esta forma, se incubd el extractadQlargentina 24 h antes de la ALA-TFD durante

la incubaciéon con ALA y durante la irradiacién (Tratamiento A); durante la incubacion
con ALA y durante la irradiacion (Tratamiento B); s6lo durante la irradiacion
(Tratamiento C), durante las 19 h posteriores a la irradiacion (Tratamiento D); y durante
todas las etapas de la ALA-TFD hasta el ensayo de viabilidad celular por MTT

(Tratamiento E).

Cabe sefalar que el extracto metandlico de hoj@.dmrgentinaresulto citotoxico en
oscuridad en las células LM2 (seccion 1.1.1) siendo dad& 56 +5 pg/ml. Es por ello

gue en primea instancia, se determiné la toxicidad en oscuridad de diversas
concentraciones del extracto (10, 20, 40 y 70 pg/ml) en los diferentes tratamientos (A-

E).
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Como puede apreciarse, durante el Tratamiento A, a bajas concentraciofes de
argentina(10 y 20 pug/ml), la toxicidager sedel extracto fue menor al 20 % respecto

al control sin tratar. A concentraciones mas altas, 40 y 70 pg/ml, la toxicidad de
argentinaaumentd al 41 +5 % y 75 + 5 %, respectivamente. En el Tratamiento B, el
extracto exhibid menos citotoxicidad con las concentraciones mas altas, ya que el
tiempo de incubacion se redujo. Esta reduccion de la toxigdadedel extracto, se

hizo mas evidente en el Tratamiento C, ya que en éste, el tiempo de incubacion de las
células con el extracto es de tan sélo 10 min (durante la irradiacion). El Tratamiento D
muestra nuevamente que existen efectos citotoxicos de la incubacién con el extracto a
las dos concentraciones mas altas (40 y 70 pg/ml). En cuanto al Tratamiento E, el
mismo implica el tiempo de incubacion mas largo en presencia del extracto. Con este
tratamiento se registraron las disminuciones de viabilidad mas marcadas en todo el
rango de concentraciones empleado. En resumen, la viabilidad celular disminuyd con

tiempo de incubacién y con el incremento de la concentraci@n adeyentina

[

I ~LA + C argenting 10 pg/mi
I ALA + ¢ argentina 20 pg/mi
Il A4+ C argentinag 40 pg/ml
Il LA + C argentina TO pg/mi

110 =

100 =
00 4

Viabilidad (% respectoal control sintratar)

A B C D E

Tratamiento

Figura 1.3.1: Citotoxicidad en oscuridad deC. argentina sobre la linea LM2 para los
diferentes tratamientos

Las células LM2 fueron incubadas en presenci@.dergentinadurante diferentes periodos de
tiempo segun el esquema experimental descripto Materiales y Métodos. Los resultados

corresponden al porcentaje de viabilidad respecto al control sin tratamiento.



A continuacion se realizaron experimentos de ALA-TFD co-incubando con el extracto
de C. argentinaa diferentes concentraciones y modalidades de incubacion segun los
Tratamientos A-E (Figura 1.3.2), y los porcentajes de viabilidad celular luego de la
ALA-TFD se relativizaron al control en oscuridad para cada concentracién tratado con
C. argentina

Los resultados obtenidos indican que en el control incubado con ALA YC.sin
argentinafue efectiala ALA-TFD, y se pudo observar una reduccion de la viabilidad
celular dependiente de la dosis luminica {P16,4 min), mientras que el ALA en

oscuridad no afect6 la viabilidad celular.

Incubando las células LM2 con extracto @e argentinasegun el tratamiento A, se
observé que a las dos concentraciones mas bajas (10 y 20 pg/ml) no se registraron
efectos protectores del extracto frente a la TFD. Sin embargo, cuando la concentracion
mas alta (40 y 70 pg/ml) se observo fotoproteccion total del extradio degentina

frente al ALA-TFD, de manera tal que el tratamiento fotodinAmico no indujo muerte
celular (Figura 1.3.2 A).

Cuando el extracto dé. argentinase agregé durante las 3 h de incubacion con ALA y
durante la irradiacion (Tratamiento B) la fotoproteccién obtenida fue méas baja que con
el Tratamiento A, y nuevamente, s6lo se observo con las concentraciones mas altas de
C. argentina(Figura 1.3.2 B). Mientras que en el control sin extracto, la ALA-TFD
luego de 10 min de irradiacién, indujo la muerte del 98 + 5 % de las células respecto al
control en oscuridad; en las células incubadas con 40 y 70 pg/ml estas reducciones

fueron del 75 £ 5 % y 40 £ 5 %, respectivamente.

Con el agregado de&. argentina sélo durante la irradiacioen la ALA-TFD
(Tratamiento C), los efectos de fotoproteccion se evidenciaron solamente durante los
primeros 5 minutos de irradiacion a las concentraciones mas altas de extracto. A este
tiempo, la mortandad celular inducida en el control sin extracto fue del 44 %, mientras
gue conC. argentinad40 y 70 pg/ml, estas reducciones fueron del 19 +5 % y 9 £ 5 %,
respectivamente. Luego de los 5 minutos de irradiacion, los efectos protectores del

extracto frente a ALA-TFD, dejaron de registrarse (Figura 1.3.2 C).
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Cuando se agreg6 el extractd una vez finalizada la irradiacion y se mantuvo hasta la
evaluacion del fotodafio (Tratamiento D), no se registraron efectos fotoprotectores en

ninguna concentracion testeada (Figura 1.3.2 D).

Finalmente, en el protocolo de incubacion continua con el extracto durante todas las
etapas de la ALA-TFOTratamiento E), los efectos fotoprotectoresQleargentina
nuevamente se observaron con las dos concentraciones mayores. La mortalidad celular
respecto al control en oscuridad, inducida luego de 10 min de irradiacion, fue del 26 + 5
% para la concentracion 70 pg/ml y del 31 + 5 % para 40 pg/ml, mientras que en el

control sinC. argentinala misma fue del 98 + 5 % (Figura 1.3.2 E).
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Figura 1.3.2: Fotoproteccion deC. argentina frente a la ALA-TFD en células LM2

Se probaron diferentes protocolos de incubacion con el extracto a diferentes concentraciones tal
como se indica en el esquema experimental mostrado en Materiales y Métodos. Los paneles A
B, C, D y E muestran los resultados obtenidos para los diferentes tratamient@ntagossen

el esquema experimental. La concentracion de ALA empleada fue 0,6 mM, el tiempo de
exposicién a la misma fue de 3 h y la irradiacién se hizo a tiempos variable2 grittemin

La viabilidad celular se expresé respecto al control en oscuridad para dadsiemto y

concentracion de extracto.
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Para comparar la proteccion del extracto en los diferentes tratamientos y entre las
diferentes concentraciones, se calcul6 el indice de fotoprotecci@natgentinacomo

el cociente entre la viabilidad luego de irradiacion de 10 min de ALA-TFD vy la
viabilidad del control en oscuridad para cada concentracidbn de extracto en cada

tratamiento. Estos valores se muestran en la Tabla 1.3.1.

Valores cercanos a uno, indican fotoproteccion del extracto, mientras valores cercanos
a cero, sefialan que bajo estas condiciones, el extracto no fue eficaz para proteger a las

células de la fototoxicidad inducida por la ALA-TFD.

A partir de estos resultados, se seleccionaron las condiciones del Tratamiento A
(incubacion con el extracto, 24 h previa a la irradiacion y durante la misma) y la
concentracién de&. argentinade 40 pg/ml para continuar con los experimentos de
fotoproteccion. Se utilizé el criterio de priorizar el mayor efecto fotoprotector, con la

menor citotoxicidager seposible deC. argentina

Tabla 1.3.1: indice de fotoproteccion deC. argentina contra ALA-TFD en células LM2

luego de 10 min de irradiacién

C. argentina 10 pg/ml 20 pg/ml 40 pg/ml 70 pg/ml
Tratamiento A 0,02 0,10 0,92 0,84
Tratamiento B 0,02 0,04 0,25 0,59
Tratamiento C 0,02 0,02 0,17 0,21
Tratamiento D 0,02 0,02 0,06 0,03
Tratamiento E 0,02 0,06 0,69 0,74

Cada valor se calcul6 como la viabilidad celular luego de 10 min de ALA-Tatlidad
luego de la incubacién en oscuridad érargentina(toxicidadper sedel extracto).

Bajo el Tratamiento A, se comparé el efecto de la ALA-TFD emple@ndogentinay
triptofano, secuestrante de oxigeno singlete, conocido compuesto fotoprotector frente a
esta terapia (Perotti et al., 2002). Los resultados se muestran en la Figur8&el.3.3
observé que el compuesto indujo alrededor de un 10% de reduccién en la viabilidad
celular respecto al control con ALA en oscuridad. Los efectos fotoprotectores del
triptofano fueron de tal magnitud que la ALA-TFD no fue efectiva en los tiempos de
irradiacion de hasta 10 minAsimismo, tal como se mostré en la Figura 1.3.2CA,
argentinafue igualmente fotoprotector total, aunque a expensas de una toxeidsel

del 40%.
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Figura 1.3.3: Resultados de fotoproteccion de ALA-TFD en presencia de extracto
metandlico de hoja deC. argentina o triptéfano en células LM2

Se empleo el Tratamienfode ALA-TFD empleand®. argentina40 pg/mly triptofano 8 mM
respectivamente. La concentracion de ALA empleada fue 0,6 mM y el tiempo de expalsicion
mismo fue de 3 h. El tiempo de irradiacion fue de 10 min. La viabilidagmes® respecto al

control sin tratar.

1.3.2 Fotoproteccion deC. argentina frente a TFD con los FS verteporfin y

temoporfin en células LM2

A continuacién, se probé la fotoproteccion del extract@ dargentinaen células LM2,
frente a otros dos FS de uso clinico, verteporfin y temoporfin. Para ello se llevo a cabo
el protocolo de incubacion con extracto @eargentina diferentes concentraciones

segun el Tratamiento A (Figura 1.3.4).
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Figura 1.3.4: Fotoproteccion deC. argentina frente a TFD con diferentes FS
Se realiz6 la TFD de células LM2 en presencia de distintas concentracionesaitd eldC.
argentinasegun el Tratamiento A. Las concentraciones de FS empleadas fueron vargporfi
mM (A) y temoporfin 2,5 mM (B),los tiempos de incubacién fueron de 3 h, y la irradiacion se
hizo a tiempos variables entre 2 y 10 min. La viabilidad se expreso respexotral en

oscuridad con extracto.

De manera similar a lo observado para ALA-TFD, las concentraciones de 10 y 20

pg/ml, no resultaron protectoras frente a la TFD con ninguno de los FS. Por el contrario,
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empleando 40 y0 ug/ml de extracto, se observo fotoproteccion frente a TFD con
ambos FS.

A partir de los resultados obtenidos, se compararon los indices de fotoproteccion del
extracto deC. argentinafrente a los 3 diferentes FS empleados en este estudio,
utilizando el Tratamiento A (Tabla 1.3.2). Se puede observar la mayor fotoproteccion a
partir de las dos concentraciones altas del extracto para todos los FS, siendo la
proteccion mayor frente a ALA-TFD, mientras que la proteccion frente a TFD con

verteporfin y temporfin fue levemente menor.

Tabla 1.3.2: indices de fotoprotecciondeC. argentinafrente a TFD con diferentes FS

FS Concentracion d€. argentina
10 pg/ml 20 pg/ml 40 pg/ml 70 pg/ml
ALA (PpIX) 0,02 0,10 0,92 0,84
Verteporfin 0,09 0,12 0,79 0,75
Temoporfin 0,06 0,15 0,61 0,81

Los indices se calcularon como: la viabilidad celular luego de 10 min dé&iabibdad luego
de la incubacién en oscuridad d@nargentina(toxicidadper sedel extracto)

Finalmente se probd la fotoproteccion @e argentinafrente a TFD-ALA en otro
adenocarcinoma mamario murino, llamado F3Ill. Empleando esta linea cskilar,
detectaron nuevamente efectos de fotoproteccion del extracto ante la ALA-TFD pero los
mismos son menores que lo hallado en las células LM2 (indice de fotoproteccion: 0,33
para Tratamiento A y concentracion de 40 pg/ml), lo cual se correlaciona con una

menor toxicidager sedel extracto (Figura 1.3)5
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Figura 1.3.5: Fotoproteccién de ALA-TFD por C. argentina en células F3lI
Se realiz6 el Tratamiento A en células F3ll empledbdargentinad0 pg/ml. La concentracion
de ALA empleada fue 0,6 mM, el tiempo de exposicion fue de 3 h y la irradiacidte fue

tiempos variables. La viabilidad de expresoé respecto al control en oscuridad con extracto.

1.3.3 Exposicién a radiaciéon UV-A de células LM2 incubadas con extracto de.
argentina

Se realizaron ademas, determinaciones para probar el posible efecto del ext€cto de

argentinasobre la linea celular LM2 luego de ser expuesta a radiacioA.UV-

Las células se trataron segun dos protocolos diferentes esquematizados en la Figura 3 de
Materiales y Métodos: Tratamiento 1: exposicidnCa argentinasolo durante la
irradiacion y Tratamiento 2: exposicion durante 24 h previas a la irradiacion y durante

la misma, empleando siempre una concentracion del extracto de 40 pg/ml. Bajo estas
condiciones, no se observaron efectos protectores del extracto frente a la irradiacion

UVA (datos no mostrados).
I.3.4 Discusion

Comprobamos la actividad fotoprotectora del extracto metandlico de hoja. de

argentinafrente a la ALA-TFD en la linea de adenocarcinoma mamario murino LM2.



El efecto fotoprotector del extracto dependié de la concentracion del mismo, y del
tiempo de incubacion previo a la ALRED, siendo detectable a partir de los 40 ug/ml e
incubacion durante al menos 3 h con las células. Se realizaron determinaciones en base
a condiciones que optimizan la relacibn de compromiso entre la fotoproteccion frente a
ALA-TFD vy la citotoxicidadper seen oscuridad del extracto. Estas condiciones fueron:
concentracion @40 ug/ml e incubacion de 24 h previa a la irradiacion. Concentraciones
menores a la elegida no mostraron efectos fotoprotectores apreciables mientras que la

de70 pg/ml, resultd excesivamente citotoxica.

Respecto a la incubacion con el extracto, los efectos fotoprotectores mas fuertes se
obtuvieron a partir de incubaciones largas de 24 y 48 h. Sin embargo, durante este
altimo tiempo de incubacion con el extracto los efectos citotoxicos del mismo se
incrementaron, reduciendo en forma drastica la viabilidad celular. La adici@ de
argentina sélo durante la irradiacion o bien s6lo después de la misma, no resultd
fotoprotectora, lo cual podria llevar a pensar que el compuesto precisa un tiempo
prolongado para ingresar a la célula. Estos resultados concuerdan con aquéllos
obtenidos por nuestro grupo sobre la fotoproteccién frente a ALA-TFD de compuestos
como el triptofano, glutation reducido, N-acetyl-L-cisteina, melatonina, L-metionina, L-
cisteina, manitol y glicina, donde la preincubacion de 24 h previa a la irradiacion (y
durante la misma) fue la condicion a la que mejor se desarroll6 la fotoproteccion de los
compuestos (Perotti et al., 2002). La proteccié dargentinafue comparable a la del

triptofano, el cual actia como secuestrante de oxigeno singlete.

Existen unos pocos reportes de fotoproteccion ante la TFD. Existe un trabajo acerca de
la fotoproteccidn de nitroimidazoles en la linea celular emt-6 de tumor mamario

murino, frente a TFD empleando Photofrin como FS (Santus et al., 1992).

Una de las desventajas de la TFD es la retencion del FS durante largos periodos,
inclusive semanas, luego del tratamiento, con el consecuente dafio cutaneo aparejado.
Se ha descripto al oxigeno singlete como el compuesto involucrado en reacciones de
fotosensibilizacion cutanea tanto en ensayosvitro, como en estudios en ratas
expuestas a TFD con hematoporfirina como FS, empleando 1,3 difenilisobenzofurano y

triptofano como fotoprotectores (Hogikyan, 1991). Resulta de gran importancia hallar
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un compuesto que permita sobrellevar estos efectos secundarios de la TFD durante el

tratamiento y posteriormente al mismo.

Las plantas poseen sistemas bioquimicos para atenuar los efectos nocivos de las
especies oxidantes, en particular aquellas producidas a partir de las reacciones
fotoquimicas durante la fotosintesis. Las xantofilas y los carotenoides forman parte de
estas defensas antioxidantes, entre otras familias de compuestos. Ademas de los
compuestos mencionados, las plantas son capaces de sintetizar otras moléculas en
respuesta a estrés abibdtico y bidtico, comunmente denominadas metabolitos
secundarios. Algunos de estos compuestos han sido reportados como fotoprotectores y/o
antioxidantes. EB-caroteno y diversos flavonoides se encuentran normalmente en las
membranas del cloroplasto para proteger del dafio causado por el oxigeno singlete, en
particular la fotoperoxidacion de los lipidos. Se han detectado efectos de secuestro de
oxigeno singlete a partir de extractos lipidicos de plantas (Ferrari-lliou et al), 1993

Por otra parte, los polifenoles sintetizados en plantas superiores, en respuesta a estres,
forman parte de las defensas antioxidantes, y han sido utilizados en terapias
antitumorales convencionales (Korkina, 2013). El polifenol de origen vegetal,
curcumina, es capaz de inhibir la apoptosis desencadenada por los dafios oxidativos del
oxigeno singlete generado durante TFD en células de carcinoma epidérmico humano
A431 (Chan et al., 2004).

En cuanto al uso de extractos vegetales crudos, ha sido informado que la administracion
oral y/o topica de extractos deolypodiumleucotomgshelecho originario de las
regiones tropicales de América, resulto fotoprotectora para las células de Langerhans de
la epidermis frente a la terapia con UV-A y psoralenos empleados en el tratamiento de
vitiligo (Gonzalez et al., 1997). En la presente teSisargentinano ejercio accion
protectora frente a luz UV, demostrando especificidad por la inhibicion de mecanismos

fotoquimicos.

Como se menciond anteriormente, no existen reportes acerca de la composion de
argenting ni de sus efectos fotoprotectores. Empleando pruebas cualitativas, pudimos
corroborar la presencia de antraquinonas, saponinas, hidratos de carbono y taninos,

como algunos de los grupos funcionales presentes en el extraCtoadgentina Sin
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embargo, no conocemos la composicion fitoquimica exacta de esta planta, ni de sus

compuestos involucrados en la fotoproteccion observada.
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|.4 Conclusiones de los resultados en células

Trece extractos metandlicos mostraron alta actividad citotg@dacaesobre las cuatro
lineas celulares tumorales y tres lineas no tumorales empleadas. Se observo selectividad

por las tumorales empleando el extractd. @airica.

Las Cko de los extractos con alta actividad, estuvieron entre 10 - 150 pg/ml, y dejando
de lado las células resistentes, el rango fue de 10-60 ug/ml. Estas cifras de encuentran
dentro del rango de citotoxicidad esperado para extractos crudos de plantas con
actividad antitumoral y hasta de compuestos purificados que se consideran altamente
eficaces. Se comprobo en la linea LM2, la desestabilizacion, condensacion y agregacion
de los microtibulos, luego de la incubacion con los extractos a concentraciones

subletales.

Las especies con actividad citotoxica incluyeron 4 especies pertenecientes al género
Solanumde la familia Solanaceae, conocida por poseer una amplia variedad de
alcaloides. Sin embargo, no existen reportes del contenido de alcaloides ni de la
actividad biolégica de otros compuestos presentes en las especies de solanaceas
estudiadas en este trabajo. Se comprobd la presencia de alcaloides en 8 de los extractos
de mayor actividad citotoxica, pero solo comprobamot aastraley J. mimosifolia

que los mismos serian los responsables de la citotoxicidad observada sobre las lineas

celulares empleadas.

Se seleccionaron 5 extractos para determinar como afectan los mismos al ciclo celular y
la capacidad migratoria de las células LM2. Se emplearon: i) los 3 extractos de mayor
actividad citotoxica $. chacoensd. australey J. mimosifolig, ii) el extracto que
exhibié selectividad por las lineas tumoralegairica, iii) una fraccion enriquecida en
alcaloides dd. australe El extracto deS. chacoenseque fue el de mayor actividad
citotdxica- y la fraccion de alcaloides dewustrale alteraron significativamente el ciclo
celular y la capacidad migratoria de las células, demostrando que ademas de actuar

como citotéxicos, algunos compuestos pueden alterar la progresion tumoral.

Al analizar las propiedades fotoactivas de la coleccion de extractos vegetales, con el fin

de hallar nuevo$-S para ser usados en la TFD del cancer, se encontré actividad
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fotosensibilizante en niveles variables en todos los extractos de hojas, a excepcion de
Collaea argentina Entre esos extractos, los metandlicos de las hojaSod#retum
fruticosumy Scutia buxifoliapresentaron la mayor actividad fototoxica. Se evalud la
selectividad de dichos extractos co8 comparando su actividad fototoxica en una

linea no tumoral, su linea derivada tumoral transfectada con el oncogén Ras, y una linea
de queratinocitos no tumorales, y se observé selectividad por las tumorales. Se
realizaron analisis para determinar la presencia de clorofila y su posible rolF&mo
presente en estos extractos. Los resultados obtenidos la descartaron como el compuesto
responsable de los efectos observados, y evidenciaron la presencia de otro compuesto
tetrapirrélico como potencial responsable de la actividad de los extractos.

En cuanto a los extractos correspondientes a flores, frutos y raices, se encontraron dos
extractos con leve pero significativa actividad fotosensibilizante. Los extractos
metandlicos de flor d€. argentinay M. unguis-catifueron fototéxicos pero empleando

altas dosis luminicas de 85 y 110 min, respectivamente. Si bien estos extractos
mostraron menor fotoactividad que los extractodéuticosum(DLsg = 7 min) yS.

buxifolia (DLsp = 20 min), esto podria deberse a la menor concentracién del compuesto
activo FS en el extracto.

Los valores de Didy determinados para los extractos obtenidos estan en el orden de los
obtenidos para FS sintéticos de uso clinico en TFD en las mismas lineas celulares
utilizadas en este trabajo, aunque este factor depende fuertemente de la concentracion

empleada, y es dificil de comparar ya que se trata de compuestos purificados.

Por otra parte, comprobamos la actividad fotoprotectora del extracto metandlico de hoja
de C. argentinaen las células de adenocarcinoma LM2, frente a la TFD empleando
ALA (como pro-FS), verteporfin y temoporfin. El efecto fotoprotector del extracto
dependi6 de la concentracion del mismo, y del tiempo de incubacion previo a la terapia.
La proteccion del extracto fue comparable a la del triptofano. Hasta el momento, no
existen otros reportes acerca de la composicioiC.dargentina ni de sus efectos
fotoprotectores. Si bien, existen numerosos reportes acerca de compuestos presentes en
plantas con actividad protectora frente a radiacién UV, este es uno de los pocos estudios

sobre proteccién frente a TFD a partir de un compuesto vegetal.
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II. RESULTADOS EN BACTERIAS

[I. 1 Compuestos antimicrobianos

[1.1.1 Determinacion de concentraciones minimas inhibitorias y bactericidas

Se realizé uri‘screening de toxicidad de los extractos vegetales en la especie Gram-
positiva Staphylococcus epidernigd Se probaron todos los extractos de la coleccion
descripta en la Tabla 1 de la seccion Materiales y Métodos, en los cuales se determiné la
concentracion inhibitoria minima (CIM) y la concentracién minima bactericida (CMB)

de los mismos sobi®. epidermidis.

Se encontraron 11 extractos con actividad bactericida. Los mismos correspondieron a 7
especies:Collaea argentina(hoja, metanol),Combretum fruticosun{hoja, agua y
metanol),lochroma australdflor y hoja, metanol y aguaJacaranda mimosifoli#flor,
agua),Prunus subcoriace¢hoja, metanol)Prunus cerasciferghoja, metanol) yscutia

buxifolia (hoja, metanol). En el caso Heustraley C. fruticosum diferentes solventes

de extraccion y/o diferentes partes de la planta resultaron con actividad bactericida,
entonces se selecciond el extracto que presentd actividad mas marcada para seguir el
estudio con las demas especies bacterianas. Tahtaustralecomoen C. fruticosum

el extracto con mayor actividad correspondié a la fraccion hoja, metanol.

Se teste6 la actividad antibacteriana de los 7 extractos seleccionados, para ser
empleados con las bacterias las Gram posi8taphylococcus aureysEnterococcus
faecalis,y las Gram negativakscherichia coliy Pseudomonas aeruginas&n las
Tablasll.1 y II.2 se muestran las especies que resultaron inhibitorias del crecimiento

bacteriano y bactericidas, respectivamente.

El extracto deS. buxifoliaresultd el que posee mayor efecto antibacteriano sobre la
especieS. epidermidis mientras quel. mimosifolia fue el mas efectivo contrk.
faecalis por su parte, la espedieaustrale resultd la de mayor actividad antibacteriana

sobreS. aureus
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En cuanto a la CIM sobre las bacterias Gram positivas (Tabla 1l.1), los extra&os de
buxifolia, C. argenting C. fruticosumy J. mimosifolia fueron los que mayor actividad
mostraron, eliminado &. epidermidisa concentraciones iguales o menores de 2,5
mg/ml. Con la excepcion de este ultimo extracto, estos también fueron los que
presentaron mayor actividad frent&Saaureusjunto con el dd. australe,que fue el

mas eficiente de todos. Contra la espéciéaecalis los extractos mas efectivos fueron

C. argentina= . australe> S. buxifolia

Los extractos d®. cerasciferay P. subcoriaceamostraron actividad sélo frenteSa
epidermidis no teniendo actividad bacteriostatica frente a las otras dos especies

bacterianas Gram positivas.

Tabla 11.1: Concentracion inhibitoria minima de los extractos vegetales en especies

bacterianas Gram positivas

CIM (mg/ml

S. epidermidis S. aureus E. faecalis

S. buxifolia 1,75 5 10

C. argentina 2,5 5 5

J. mimosifolia 2,5 10 2,5

C. fruticosum 2,5 5 20

|. australe 5 2,5 5

P. cerascifera 5 >50 >50

P. subcoriacea 10 >50 >50
Ampicilina 0,001 0,001 0,002

Las CIM de cada extracto se correlacionaron bien con su actividad bactericida (Tabla
I1.2), siendo nuevamente los extractosSlebuxifolia C. argentina J. mimosifolia I.
australey C. fruticosumlos de mayor actividad bactericida & epidermidis El
extracto dd. australefue el mas efectivo conti@ aureusy E. faecalis eliminando las
bacterias totalmente a concentraciones de 5 m@nmderasifera sélo fue bactericida
frente aS. epidermidismientras qud®. subcoriaceano lo fue en ninguna de las tres

cepas Gram positivas con las que se trabajo.

S. aureusy E. faecalis resultaron menos sensibles a la accién bacteriostatica y
bactericida de los extractos qBeepidermidigTablas 1.1 y 11.2).
El control con ampicilina 10 pg/ml resulté bactericida en todas las especies bacterianas

estudiadas.
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Tabla 11.2: Concentracion minima (CMB) de los extractos vegetales en especies

bacterianas Gram positivas

CMB (mg/ml

S. epidermidis S. aureus E. faecalis

S. buxifolia 2,5 15 20

C. argentina 2,5 7.5 7.5

J. mimosifolia 2,5 20 10

C. fruticosum 5 15 >50

|. australe 5 5 5

P. cerasifera 7,5 >50 >50

P. subcoriacea >50 >50 >50
Ampicilina 0,010 0,010 0,010

En cuanto a la actividad de los extractos sobre las especies Gram nedativas,
mimosifoliafue el Unico extracto que resultd levemente inhibitorio sobre el crecimiento
de las especies Gram negatiascoli (CIM =15 mg/ml) yP. aeruginosa(CIM> 20
mg/ml). Ninguno de los extractos fue bactericida frente a las Gram negativas (datos no

graficados).

I1.1.2 Discusion

Encontramos extractos pertenecientes a 7 especies vegetales que mostraron actividad
inhibitoria del crecimiento bacteriano y bactericida sobre las especies Gram positivas
con las que trabajamos. Las mismas pertenecieron a las familias Rahmnaceae,
Bignoniaceae, Solanaceae, Combretaceae, Rosaceae y Fabaceae, todos ellos, grupos
donde han sido descriptas especies cuyos extractos y/o compuestos presentaron
actividad antimicrobiana (Kalayou et al., 2012; Awouafack et al., 2013; de Morais Lima

et al., 2012; Miyasaki et al., 2013; Torres et al., 2013).

Por otra parte, a excepcion del extracto acuoso de fldr mémosifolia ninguno de los

extractos resultd efectivo contra las especies Gram negativas empleadas, y el
mencionado extracto, solo inhibié el crecimiento a concentraciones mayores a 10
mg/ml. Ha sido informado que extractos etanodlicos de la corteza y de hojas de esta

especie han resultado efectivos en la eliminacida. @®li, S. aureus Bacillus cereus

Existen otros reportes dBcreening” de actividad antibacteriana a partir de extractos

metanolicos de especies vegetales argentinas. En ellos, se han reportado especies con
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CIMs de entre 0,08 a 0,5 mg/ml (una de ellas perteneciente al grupo Solanaceae) y, al
igual que en nuestro trabajo, las especies Gram negativas resultaron poco sensibles a los
extractos, con la excepcion Be aeruginosdrente al extracto dastronium balansge

siendo la CIM 0,25 mg/ml (Salvat et al., 2001; 2004).

Los experimentos llevados a cabo para la determinacién de los valores de CIM y CMB,
estuvieron en concordancia con los propuestos por el Comité Europeo para Pruebas de
Suceptibilidad Antimicrobiana (EUCAST) de la Sociedad Europea de Microkaologi
Clinica y Enfermedades infecciosas (ESCMID). Ha sido propuesto que si un extracto
vegetal posee una CIM menor a 0,1 mg/ml es un buen antimicrobiano, si 0,1 mg/ml <
CIM < 0,6 mg/ml es un antimicrobiano moderado, y si la CIM es mayor a 0,6 mg/ml es
un antimicrobiano débil. Para compuestos purificados la CIM debe ser mendr a 0,0
mg/ml para ser buen antimicrobiano, 0,01 mg/ml < CIM < 0,1 mg/ml para ser
antimicrobiano moderado, y si es mayor a 0,1 mg/ml se lo considera débil (Rios et al.,
2005; Cos et al., 2006; Kuete et al., 2010,.

Aunque hay diferencias entre autores, en el criterio para clasificar la efectividad de un
compuesto purificado o un extracto crudo como antimicrobiano, existe consenso general
en considerar como antimicrobiano a un extracto cuya CIM en un ésaywo de
susceptibilidad se encuentre por debajo de 1 mg/ml (Simdes, 2009; Radulovic et al.,
2013).

Teniendo en cuenta este criterio generalizado, podemos concluir que los extractos
encontrados en este trabajo, no son compuestos efectivos como antimicrobianos, ya que
las CIMs de los mismos se hallan en el orden de magnitud de los mg/ml, por encima del

limite mencionado.

Sin embargo, debemos sefialar que existen reportes de extractos de especies vegetales
empleadas en medicinas tradicionales, que han sido considerados como buenos
antimicrobianos aun con CIMs ente 1 y 50 mg/ml, por lo que la actividad de nuestros
extractos estaria en el mismo orden de magnitud que la de especies empleadas
medicinalmente (Pesewu et al., 2007; Abioye et al., 2013, Amin et al., 2013, Kim et al.,
2012).



Cabe destacar que dentro de los extractos con mayor actividad, se reportaron especies
no estudiadas anteriormente como bacterici@asruticosumC. argentinal. australe

P. subcoriaceg P. cerasciferaPudimos confirma ademas la actividad antimicrobiana

de los extractos dé&. buxifoliay J. mimosifolia reportados anteriormente como

antibacterianos (Boligon et al., 2012; Rojas et al., 2006).

Los reportes sobre la actividad antimicrobianaSdéuxifoliaindican que esta especie

es efectiva frente a diversas especies Gram positivas y Gram negativas, siendo los
extractos realizados con solventes organicos a partir de la corteza de dicho arbol, los de
mayor actividad (CIM en el rango de los 0,125 a 0,5 mg/ml) (Boligon et al., 2012).

En cuanto aC. fruticosum se conoce la actividad antimicrobiana de compuestos
encontrados en otras 36 especies del género Combretum, y también ha sido descripto el
uso de especies de este género en medicinas tradicionales, en el tratamiento de

infecciones, malaria y desérdenes digestivos (de Morais Lima et al., 2012).

Existen reportes de especies del género Prunus con actividad antimicrobiana. Extractos
acuosos y metandlicos @eunus armeniacdueron eficientes contr@. aureuy E. coli

(Yi et al., 2009). Se informé, ademas, que la actividad antimicrobiana de extractos
metanolicos de plantas utilizadas en la medicina tradicional de Turquia, entre las que se
encuentraPrunus lauruceasusmostraron efectos frente a especies Gram positivas,
Gram negativas y también frente a especies fungicas. Sin embargo, la actividad de cada
planta es variable frente a los diferentes tipos de microorganismos (Dulger, 2004). Se
aislaron ademas compuestos fendlicos con actividad antimicrobiana, a partir de
extractos etandlicos de semillas Beunus mumeplanta utilizada por la medicina
tradicional china. Estos compuestos mostraron actividad frente a bacterias Gram
positivas y negativas (Daozong et al., 2011). Sin embargo, no existen reportes de
Prunus cerasiferani de Prunus subcoriacedas dos especies bactericidas soSre

epidermidisestudiadas en este trabajo.

Respecto & australey C. argentina no hay reportes sobre la actividad antimicrobiana
de estas especies ni de sus géneros. Si los hay, en cambio, de sus respectivas familias,
Solanaceae y Fabaceae, de las cuales otras especies han sido utilizadas en medicinas

tradicionales de América, Africa y Asia (Kalayou et al., 2012; Ma et al., 2011; Khan et
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al., 2013). Nuestros estudios indicaron la presencia de alcaloides y taninasstrde

y de saponinas, antraquinonas y tanino£eargentina Compuestos pertenecientes a
estos grupos han sido reportados como antimicrobianos (Lewis 2013; Coleman et al.,
2010).

Dentro de la serie de extractos donde no registramos actividad antimicrobiana en este
trabajo, se encuentran extractos pertenecientes a especies en las cuales si se habia
reportado dicha actividad. Principalmente las diferencias entre nuestros extractos y los
reportados en estas especies antimicrobianas, radica en la parte de la planta a partir de la
cual se trabaj6. Por ejemplo, esta bien descripta la actividad antimicrobiana de
Tabebuia impetiginosa partir de la corteza de este arbol (Park et al., 2006; Gomez-
Castellanos et al., 2009). En cambio, el extracto floral no mostré los mismos efectos. Un
patron similar ocurrié con la corteza Beosopsis kuntzefjespecie activa frente &

coli, P. aeruginosay S. aureuy y Rivina humilis y las semillas deRobina
pseudoacaciaen las cuales fue hallado un péptido de bajo peso molecular con
propiedades antimicrobianas (Salvat et al., 2004; Salvat et al., 2001; Tallas-Ogras et al.,
2005).

Ha sido descripta, ademas, la actividad antimibacteriana y antifingica de extractos de
fruto de Cyphomandra betacefCIMs en el orden de los microgramos) y extractos
etandlicos de los tallos deistolochia esperanza@rdofiez et al., 2006; Pacheco et al.,
2010). Nuestros extractos con estas especies, en cambio, fueron de flor y hoja, y flor,

respectivamente.

Oros autores han trabajado a partir de aceites esenciales, y en consecuencia han
conseguido aislar compuestos volatiles antimicrobiandsaatana camara. Nuestros
extractos metandlicos a partir de flor y hoja en esta especie, en cambio, no resultaron

antimicrobianos (Kurade et al., 2010).

También existen reportes sobre extractos antimicrobianos de especies que en nuestro
trabajo no lo resultaron, pero que fueron realizados a partir de diferentes solventes de
extraccion. Este fue el caso @mdonea viscosag Xantium cavanilesji donde al

emplear solventes organicos como n-hexano, los autores encontraron compuestos

activos frente a diferentes especies de StreptoccoBasiljus subtilis(Khurram et al.,
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2009; Schmidt et al., 2009). También ha sido reportado que extractos de cloroformo de
Comelina erectapresentaron actividad frentéeacoli, P. aeruginosgy M. tuberculosis
(Cerderias et al., 2001).

Estudios basados en conocimientos etnobotanicos de medicinas tradicionales, entre
otras, las de Camerin, Malasia, Brasil y en especial Cignaobtenido buers
resultados al describirse y aislarse nuevos y efectivos compuestos antimicrobianos
(Negri et al., 2012; Kuete et al., 2010; Zuo et al., 2012; Chew et al., 2011). Compuestos
fendlicos, flavonoides, cumarinas, quinonas, alcaloides y terpenoides presentes en las
resinas vegetales son algunos ejemplos de estos descubrimientos (Savoia et al., 2012;
Kuete et al., 2010).

Respecto a la tendencia observada sobre la mayor resistencia de las especies Gram
negativas a los extractos vegetales descriptos en nuestro trabajo, concuerda con la
bibliografia ya que en lineas generales, los compuestos derivados de plantas han

resultado siempre mas eficientes contra especies Gram positivas (Hsieh et al., 1998).

Las especies bacterianas Gram negativas poseen resistencias a muchos compuestos
antibioticos debido, entre otros factores tales como la mayor complejidad de la pared y
membranas celulares, a la presencia de bombas de exclusién, en particular el sistema
AcrAB-TolC (Piddock, 2006). Existen compuestos capaces de interferir con estas
bombas y sinergizar de esta manera, con otros compuestos antimicrobianos. Este es el
caso del geraniol encontrado en extractosHeécrysum italicum,inhibidor de las

bombas de exclusion en bacterias Gram negativas y potenciador del efecto del

cloranfenicol sobre estos microorganismos (Lorenzi, 2009).

Otras vias de accion de los compuestos vegetales, son la inhibicion en la formacion de
biopeliculas y los mecanismos de quorum sensing, ademas de las vias tradicionales de
interferencia en procesos bioquimicos de sintesis de componentes de los
microorganismos Yy disrupciones en las paredes y membranas bacterianas (Savoia et al.,
2012).

Cabe destacarse en este punto que el primer enfoque de esta tesis fue el de realizar un

“screening” sobre potenciales FS antibacterianos, y como objetivo secundario, el de
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estudiar la actividad antimicrobianqeer sede los mismos. En este sentido, debemos
reconocer que el enfoque etnofarmacologico seria el de eleccion en los trabajos de

busqueda de nuevos antibidticos vegetales,

Si bien no se encontr6 un extracto con fuerte actividad antimicrobiana, nuestros
resultados significan un punto de partida en el estudio de especies locales con dicha
actividad. La mayoria de los compuestos vegetales con actividad antimicrobiana
permanecen desconocidos (Simdes, 2009). Es necesario el desarrollo de métodos
estandarizados de extraccion y purificacion de compuestos para su asilamiento y

caracterizacion (Negi et al., 2012).
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[I.2 Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (TFDA)

Se estudid la coleccion de extractos vegstaten el fin de detectar potenciales
compuestos FS para uso en TFDA. Se descartaron los extractos de hojas vy tallos para
evitar posibles interferencias con la clorofila en el proceso de fotosensibilizacion, de
manera que se estudiaron 74 extractos de flores, frutos y raices de 53 especies vegetales.

Los mismos se sefialan en la Tabla 1 de la seccion Materiales y Métodos.

II.2.1“Screening” de fototoxicidad en bacterias

El “screening general de fotoxicidad se llevdo a cabo en la especie bacteiana
epidermidisempleando la fuente de iluminacion de 2 tubos fluorescentes para TFD de
células descripto en 3.11 de Materiales y Métodos, irradianado durante una hora, y se
encontré actividad fotoactiva en los extractos metandlicos de tres pl&olasum
verbascifoliumflor, Tecoma stanglor y Cissus verticillataraiz. Las reducciones de
viabilidad bacteriana fueron de 2 érdenes de magnitud para el primero de los extractos y

de un orden para las otros dos (datos no mostrados).

Con el fin de aumentar los efectos de la TFDA, se implemento un nuevo sistema de
irradiacion mas potente, que consistié6 en dos focos halégenos, descripto en 4.5 de
Materiales y Métodos. Empleando este nuevo sistema, el extra&toveebascifolium

redyo la viabilidad bacteriana en 4 6rdenes de magnitud, mientras que los extractos de

T. stangy C. verticillatalo hicieron en 2 y 3 6rdenes, respectivamente (Figura I1.1).
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Figura 1.1: Respuesta ala TFDAsde S. epidermidis empleando extractos vegetales
fotoactivos en bacterias
Suspensiones ds. epidermidise preincubaron con los extractos durante 1 h y se irradiaron
durante 40 min. Se emple6 la mayor concentracion no bactericida de los 3 extractos (500
pg/ml), Se incluyeron controles de k&ul de Toluidina (30 pg/ml, 100 uM) y Clorina e6 (0,6

pg/ml, 10 uM). Control: in6culo bacteriano sin tratamiento.

En los controles positivos de la TFDA, empleando dos FS sintéticos puros, como
Clorina e6 (FS neutro) y azul de Toluidina (FS cationico), se obtuvieron reducciones en
la viabilidad bacteriana de 6 y 7 drdenes, respectivamente. Se muestran los resultados
del extracto metandlico dechroma australeflor como control negativo de extracto

que no mostré actividad fotosensibilizante.

Los tres extractos mencionados también resultaron S amreugFigura 11.2), aunque

la sensibilidad a la TFDA de esta bacteria fue menor en todos los casos. Nuevamente el
extracto deS. verbascifoliunresulté el de mayor actividad, reduciendo el nimero de
UFC/ml en 3 o6rdenes de magnitud. La reduccién de la viabilidad tanto €on
verticillata, como conT. stansfue de 2 érdenes de magnitud. Los FS control azul de
Toluidina y Clorina e6 redujeron en 5 y 4 6rdenes de magnitud las UFC/ml luego de la

irradiacion.
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Figura I1.2: Respuesta a la TFDA deS. aureus empleando extractos vegetales fotoactivos

en bacterias

Suspensiones d& aureuse preincubaron con los extractos durante 1 h y se irradiaron durante
40 min. Se empleé la mayor concentracion no bactericida de los 3 ex{@¢tqg/ml), Se
incluyeron controles de F&ul de Toluidina (30 pg/ml, 100 uM) y Clorina e6 (0,6 pug/ml, 10

uM). Control: inéculo bacteriano sin tratamiento.

Ninguno de los extractos resulté efectivo frente.acoli o P. aeruginosapero estas
bacterias fueron poco sensibles también (reduccion de un orden de magnitud) frente a

Clorina e6 y azul de Toluidina en las concentraciones empleadas.

II. 2.2 TFDA sobre bacterias en suspension emplean&overbascifolium como FS

A continuacion se decidio estudiar exhaustivamente el extrac& #lerbascifolium

por ser el de maxima fotoactividad. Se estudi6 el espectro de absorciéon del extracto y se
encontré un pico de absorbancia a los 671 nm, coincidente con la region de mayor
emision de la fuente luminica descripta en el item 4.5 de Materiales y Métodos,
empleadanla TFDA (Figura 11.3.
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Figura 11.3: Espectro de absorbcion del extracto deS. verbascifolium en DMSO:PBS

(10:90) y espectro de emision de la lampara de tungsteno utilizada para la TFDA

Se fotosensibilizaron suspensiones bacterianaS. dgidermidisutilizando diferentes
concentraciones d®. verbascifoliumen el rango 5 a 1000 pg/ml (Figutad). Con la
concentracién de 5 pg/ml se obtuvo una reduccion de dos 6rdenes de magnitud en la
viabilidad, mientras que a partir de la concentracion de 50 pg/ml en adelante, la
reduccion fue de cuatro 6rdenes de magnitud. Se eligié la concentracion 50 pg/ml para
llevar a cabo el resto de los experimentos, por ser la menor concentracién a la que se

obtuvieron los mayores efectos fotosensibilizantes.

Se probaron también, diferentes tiempos de pre-incubacion de la bacteria en oscuridad
en presencia del extracto, antes de la irradiacion. Los cultiveS. dgpidermidis
incubados en oscuridad cd@ verbascifoliumdurante 10 minutos y posteriormente
irradiados, redujeron en 3,5 Ordenes las UFC/ml, mientras que incubaciones en
oscuridad a mayores tiempos, indujeron reducciones de 4 6rdenes. En los siguientes

experimentos se emplearon pre-incubaciones aeid0
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Figura 11.4: Fotoinactivacion deS. epidermidis empleando diferentes concentraciones dg&

verbascifolium

Suspensiones d&. epidermidise expusieron al extracto 8e verbascifoliunflor en el rango 5
— 1000 pg/ml con pre-incubacién de 1 hora e irradiacion de irradiacion 4QAmiry con

diferentes tiempos de pre-incubacién @rnverbascifoliunb0 pg /mly 40 min de irradiacion

(B).

En estas condiciones de concentracion y pre-incubacién en oscuridad, el tratamiento
fotodinamico deS. epidermidisutilizando el extracto deS. verbascifoliumcomo
fotosensibilizante (Figura I11.5), muestra una reducciéon de UFC/ml dependiente del

tiempo de irradiacion. A partir de los 20 min de irradiacion, la reduccion de las UFC se
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hace significativa (p < 0,001). Luego de 40 minutos de irradiacion, la viabilidad
bacteriana se reduce en 4 oOrdenes de magnitud, mientras que a los 180 minutos la
reduccion es de 6 6rdenes, comparada a los controles sin irradiar. La fotosensibilizacion
con los controles de FS azul de Toluidina y Clorina €6, indujo la eliminacion total de la
bacteria luego de 150 y 60 minutos de exposicion a la luz, respectivamente. Los
controles sin irradiar expuestos a los FS y el control sin FS expuesto a la irradiacion, no
exhibieron reducciones en la viabilidad bacteriana, respecto al control sin FS ni

irradiacion.
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Figura 11.5: Fotoinactivacion de S. epidermidis utilizando el extracto de S.
verbascifolium y diferentes dosis de luz

La suspension bacteriana fue pre incubada en oscuridad durante 10 min con 50 pg/ml del
extracto e irradiada durante diferentes tiempos. Se incluyeron como controles de FS

tratamientos con azul de Toluidina (100 uM) y Clorina e6 (10 pM).

1. 2.3 Unién deS. verbascifolium a bacterias

A continuacion se estudio el espectro de fluorescencia del extraStovdebascifolium
detectandose un pico de emision de fluorescencia, en la region correspondiente al rojo

del espectro, a los 671 nm (recuadro de la Figura 1.6 A). Dicho pico se utilizé para



estimar la cantidad de extracto incorporado y/o unido a la bacteria, mediante el estudio
de la fraccidén unida a la bacteria y microscopia de fluorescencia.

Se incubaron suspensiones 8e epidermidisen oscuridad con el extracto y se
realizaron determinaciones de incorporacion a diferentes tiempos de incubacién. La
Figura 1.6 A muestra como rapidamente, el extracto se une a la bacteria y sewaicanza
plateau en la incorporacion/unién del mismo. La cantidad de extracto unido a la
bacteria luego de 5 minutos de incubacion se estimo6 en 12 £ 1,5 pg/UFC. La Figura 11.6

B es una imagen de la suspension bacteriana incubada 5 minutos con el extracto en
oscuridad. Puede observarse la emision de fluorescencia en bacterias aisladas y zonas de
mayor intensidad correspondiente a agregados bacterianos. Se comprueba la rapida

unién del extracto a la membrana bacteriana.

La fluorescencia de las suspensionesPdeaeruginosay E. coli incubadas corS.

verbascifoliunfue indetectable.
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Figura 1.6 : Union y/o incorporacion del extracto deS. verbascifolium a las bacteriasS.
epidermidis.

Se incubaron suspensionesSleepidermidien presencia del extracto, y la cantidad del mismo
incorporado y/o unido a la bacteria se cuantificé por fluorescencia (en el reseaitdica el
pico de emision de fluorescencia principal del extraciex= 418 nm) (A). Microscopia de
fluorescencia de la suspension 8e epidermidisexpuesta 5 minutos al extracto &
verbascifolium(50 pg/ml). Filtro UV, aumento: 100X (B).

II. 2.4 TFDA sobre bacterias en medio solido empleand® verbascifolium comoFS

Se realizaron determinaciones de fotoactividad en agar suplementado con extgacto de

verbascifoliumluego de sembrar suspensionessdepidermidisy someter a TFDA. La
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Figura 1.7 muestra que el extracto Seepidermidisndujo una reduccion de 4 6rdenes
de magnitud la formacion de colonias después de la TFDA. Los controles con azul de

Toluidina y Clorina €6, redujeron la viabilidad en 4,5-5 6rdenes de magnitud.
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Figura I.7: Ensayo de susceptibilidad d&. epidermidis a TFDA en agar

Se agreg@. verbascifoliumazul de Toluidina y Clorina €6 al agar T®A concentraciones
finales de 50 p/ml, 10 uM y 100 uM respectivamente. A continuacion se sembraron
suspensiones bacterianas sobre el agar, y se irradiaron durante 90 minutos. Se deté&aminaron
UFC/ml, luego de la TFDA.

Il. 2.5 Fotodegradacion des. verbascifolium

Se evalué la fotodegradacion del extracté@sdeerbascifoliunen comparacion a los FS
sintéticos azul de Toluidina y Clorina €6, a través del decaimiento de la emision de
fluorescencia luego de la irradiacion (Figura 11.8). Las constantes de fotodegradacion
observadas (k9 fueron de 4,01 x Ifiseg, 5,01 x 1l/seg y 2,94 x10%/seg paraS.
verbascifolium azul de Toluidina y Clorina €6, respectivamente. Se observd, por lo
tanto, que el decaimiento de la fluorescencia del extracto inducido por la luz se
encuentra dentro del mismo orden de magnitud que el de los FS comerciales
mencionados. El principio fotoactivo & verbascifoliunfue, inclusive, menos labil

gue la Clorina e6 bajo el sistema de irradiacion empleado. Se observé ademas, un ligero
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corrimiento del pico de fluorescencia producto de la iluminacion del extracto, que fue

de los 671 nm a los 669 nm.

Paralelamente al seguimiento de los picos de fluorescencia, se estudio el decrecimiento
de los picos de absorbancia de las soluciones de extraStovdebascifoliun670 nm),

Azul de Toluidina (606 nm) y Clorina e6 (406 nm). Los resultados obtenidos fueron
consistentes con las . determinadas mediante el seguimiento de los picos de

fluorescencia (datos no mostrados).
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Figura 11.8: Fotodegradacion deS. epidermidis, azul de Toluidina y Clorina €6

Se muestra el decaimiento de la fluorescencia de las solucion8s wabascifolium (50
pg/ml), a&ul de toluidina (100 uM) y Clorina e6 (10 pM), inducido por la iluminacién con una
lampara de tungsteno. Panel de la derecha: espectros a diferentes tiempos dérirrBdizel

de la izquierda: In § en la region lineal del decaimiento de fluorescencia de los principales

picos de emision de cada solucion.
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A continuacién, se realizaron experimentos de TFDA empleando como FS las mismas
soluciones irradiadas en la Figura 11.8. La fotodegradacion de las soluciones induce

descensos significativos en la inactivacion bacteriana comparando con las soluciones
control, no expuestas previamente a la luz (p<0.001). Las soluciones fotodegradadas de
S. verbascifoliuny azul de Toluidina indujeron reducciones de 3 6rdenes de magnitud

la fototoxicidad inducida por los FS mantenidos en oscuridad. La fotodegradacion de la

solucion de Clorina e6 indujo una disminucion de al menos 4 Ordenes en su

fotoactividad, en comparacion con Clorina e6 en oscuridad (Figuya 11.9

I FSs en oscuridad
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Figura I1.9: TFDA sobre S. epidermidis empleando soluciones fotodegradadas de FS

Se emplearon solucionds S. verbascifolium(50 pg/ml), aul de toluidina (100 uM) y Clorina

e6 (10 uM) que sufrieron fotodegradacion previa a la TFDA durante 180 minutos en las
condiciones de la Figura 11.8. Seguidamente se emplearon en TFC3A dpidermidisen
suspension, empleando paralelamente FS mantenidos en oscuridad. Control: bacterias sin

tratamiento. p< 0,001 respecto a los FS en oscuridad.
II. 2.6 Mecanismos de fotosensibilizacion d& verbascifolium
Para comprender mejor los mecanismos subyacentes a la fotosensibilizacion inducida

por el extracto vegetal, se estudié la TFDA &rwverbascifoliunen presencia de ion

azida, manitol y atmosfera de nitrégeno (Figura )1.10

182



El agregado de azida sédi secuestrante de oxigeno singlete, produjo una drastica
inhibicibn de la fotoinactivacion deS. epidermits inducida por TFDAS.
verbascifolium Bajo estas condiciones, tan solo se redujo la viabilidad de la bacteria en
un orden de magnitud luego de la irradiacion durante 120 minutos, en contraposicion
con los 4 6rdenes de magnitud del tratamiento TEDWerbascifoliumdemostrando la

participacion del oxigeno singlete en la fotoinactivaciéon a partir del extracto.
En contraste, s6lo se observé un menor pero significativo efecto protector del manitol,
secuestrante del radical hidroxilo (2,5 érdenes en la reduccion de UFC/ml vs. 4 6rdenes

de reduccion en la TFDA control c& verbascifoliugp<0,01).

El desplazamiento del oxigeno mediante gaseado con nitrdgeno, impidié

completamente la inactivacién fotoinducida de la bacteria por parte del extracto.

Los controles con azida sédi manitol y atmdsfera de nitrogeno, irradiados sin

extracto deS. verbascifoliumno mostraron inactivacion de la bacteria.
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Figura 11.10: TFDA con el extracto deS. verbascifolium como FS. Efecto del oxigeno y de
secuestrantes de oxigeno singlete y radical hidroxilo

La TFDA se llevé a cabo en presencia de 50 pg/mgdeerbascifoliune irradiando 120
minutos en presencia de Nadlmanitol 100 mM a pH 7,4 en PBS. Se llevaron a cabo controles
irradiando los secuestrantes en ausenci&.deerbascifoliumPara inducir las condiciones
anaerobicas, se gase® Murante la irradiacion. Se determinaron las UFC/ml al final del

experimento. TFDA= TFDA coBolanum verbascifolium

[I.2.7 TFDA empleando S. verbascifolium como FS y luz solar como fuente

luminica

Finalmente, se llevé a cabo la TFDA mediada $orerbascifoliurutilizando como

fuente luminica la luz solar. La Figura Il.11 muestra una abrupta caida en la
supervivencia de la bacteria luego de la exposicion a la luz solar en presencia del
extracto. El descenso en la poblacion microbiana fue de 4 érdenes de magnitud a los 30
minutos de exposicion, de 5 6rdenes luego de 60 minutos, y hubo erradicacién total de
la bacteria, luego de 120 minutos de luz solar. Mientras que a tiempos de exposicion
cortos (30 min), los efectos d& verbascifoliunfueron similares a los del azul de
Toluidina, Clorina e6 fue mas efectiva (5 6rdenes de reduccion de UFC/ml). A periodos
de irradiacién mas largos (120 mi9, verbascifoliunfue mejor FS en comparacién

con azul de ToluidinaSe incluyeron ademas dos extractos de hoja correspondientes a
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los que resultaron més efectivos en fotosensibilizacion celular en el Capitulo 1.2 de esta
tesis. Estos resultaron muy pobres en la TFDASdepidermidis Mientras queS.
buxifolia practicamente no fotosensibiliz&;. fruticosumlo hizo en forma débil,
obteniendo una reduccién menor a los 2 6rdenes de magnitud en las CFU/ml respecto al

control sin tratamiento.
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Figura Il.11: Fotoinactivacién de S. epidermidis empleando luz solar

Se pre-incub6 10 min una suspensiérsdepidermidi€on diferentes FSS( verbascifoliunflor
50 pg/ml,C. fruticosumhoja 10 pg/mlS. buxifoila hoja 50 pg/ml, azul de Toluidin 00 uM y
Clorina €6 10 uM) y se expuso directamente a la luz solar. A diferentes tiempos de iluminacion,
se tomaron alicuotas de cada tratamiento (controles en oscuridad incluidos) prsecsesn

TSA. Se determin6 el nUmero de UFC/m.

II. 2.8 Cromatografia en capa delgada de extracto de fl@&. verbascifolium

Como método sencillo y disponible para una rapida identificacion de los compuestos
fluorescentes del extracto que resultd como mejor fotosensibilizante en bacterias,
hicimos una corrida de TLC del mismo, empleando un patron de cloaoffiégura

[1.12). En la calle de clorofila se observo una unica banda bajo luz UV (relacion al

frente de corrida 0,97). En la calle correspondients. averbascifoliumse pudo

18¢



detectar también una Unica banda de menor relacion al frente (0,45), lo cual descarta la
presencia de clorofila en el extracto, y sugiere la presencia de al menos un compuesto

fluorescente de menor hidrofobicidad que la clordila

uv Luz blanca

Figura I1.12: Cromatograf ia en capa delgada de extracto d®. verbascifolium y clorofila a

La imagen de la izquierda corresponde a la observacion bajo luz UV de la place lala d
derecha, bajo luz blanca, donde las bandas observadas con la luz UV se marcaron con lapiz
sobre la placa. La flecha color naranja indica el punto de siembra en la pldtechdanegra,

el frente de corrida del solvente de elusion.

I1. 2.9 Discusion

Llevamos a cabo &kcreening” de nuestra coleccion de extractos vegetales en busca de
aquéllos con actividad fotosensibilizante sobre bacterias. Encontramos que los extractos
metandlicos d&olanum verbascifoluirfior, Tecoma stanfior y Cissus verticillataraiz
resultaron fotosensibilizantes en las bacterias Gram posiBiagepidermidis
EmpleandoT. stansy C. verticillata obtuvimos reducciones de 2 y 3 dérdenes,
respectivamente, en las UFC/ml luego de irradiar con luz artificial. El extracto que
resultd6 mas fotoactivo fue el dB. verbascifoliumm que indujo la reduccion de la

18¢



viabilidad bacteriana en 4 6rdenes de magnitud luego de 40 minutos de irradiacion (55
Jicnf). Los controles positivos empleando FS conocidos como azul de Toluidina y
Clorina e6 durante la irradiacion con luz artificial, fueron mas efectivos que los
extractos vegetales sobf epidermidis Sin embargo, las concentraciones no son
compaables ya que empleamos extractos crudos de plantas y no compuestos

purificados.

Las especies Gram negativas,coliy P. aeruginosano fueron sensibles a la TFDA

con ninguno de los tres extractos empleados, pero fueron levemente sensibles a la
TFDA con Clorina e6 (FS neutro) y azul de toluidina (FS catidnico). Se sabe que las
bacterias Gram negativas son mas resistentes a la TFDA con la mayoria de los FS
comunmente usados, ya que los compueattimicrobianos y los FS poseen mas
dificultades en alcanzar la membrana celular que en el caso de las Gram positivas
(Hamblin et al., 2004; Alves et al., 2008). Se cree que los FS catidnicos tienen mayor
afinidad por los fosfolipidos negativamente cargados de las bacterias Gram negativas y
entran mas facilmente en comparacion con los FS neutros o aniénicos. Esta nocion
concuerda con la dependencia de la carga positiva en la accion de los péptidos
antimicrobianos (Jiang et al., 2008; Taheri-Araghi et al., 2007). Basandonos en esta
evidencia, suponemos quB. verbascifolium contiene probablemente moléculas
fotosensibilizantes neutras o cationicas, ya que no detectamos ni dafio fotodinamico, ni

union en la superficie de las especies Gram negativas.

El ensayo de TFDA sobre bacterias creciendo en agar, fue una modificacién del tipico
test de susceptibilidad a antibidticos. Teniendo en cuenta la susceptibilidad de las
bacterias al FS presente en el medio sdlido luego de la irradiacion, consideramos que
éste seria un buen modelo pardseteening” de nuevos compuestos FS, ya que se trata

de una metodologia bien establecida y sencilla de llevar a cabo.

Se estudi6 la identidad de la especie reactiva del oxigeno implicada 8n la
verbascifoliuriTFDA mediante el uso de secuestrantes'@elcomo el anién azida, y
de radicales libres Oldomo el manitol.

Muchos trabajos asumen que ‘€., es la Unica especie de importancia en TFDA

(Maisch et al., 2007; Spesia et al., 2010), mientras que otros autores que atribuyen el
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efecto bactericida a radicales libres como el I@artin et al., 1987). Huang et al
(2012) han formulado la hipotesis de que las bacterias Gram negativas son mas
susceptibles al HDmientras que las Gram positivas son mas susceptibi€s, al que

las deficiencias en la inhibicion con Nahbodrian reflejar deficiencias en la union del
secuestrante al microambiente de la bacteria o deficiencias en la penetracion gdel NaN
en la pared celular. Nosotros encontramos que la fotoactividad empléando
verbascifoliumcomo FS, fue dependiente de la presencia de oxigeno, siendo inhibida
fuertemente por NalNy en menor medida por manitol, demostrando asi, la dependencia
principalmente de oxigeno singlete y en menor medida de radical hidroxilo, a través de
reacciones del tipo Il y tipo |, respectivamente.

Tanto las fuentes de luz coherentes como las no coherentes pueden utilizarse en la
inactivacion de bacterias (Calin et al., 2009). Nosotros elegimos como fuente de luz,
una del segundo tipo, empleando ldmparas que generan un espectro de emision continuo
con picos de emision en las longitudes de onda visibles y el infrarrojo cercano, la cual
consideramos mas apropiada para experimentos con extractos vegetales donde el pico
de absorcion del FS es desconocido. En el presente trabajo, empleamos dosis de luz
para inactivarS. epidermidisdel mismo orden de magnitud que las usadas por otros
autores que emplearon lamparas de Tungsteno para fotosensibilizar diversas especies
bacterianas utilizando porfirinas, azul de Toluidina, fenotiazina, rosa de Bengala y
Merocianina 540 (Jori et al., 2011; Caminos et al., 2006; Tak-Wah et al., 2005; Tegos
et al., 2006; Demidova et al., 2005; Hsiao-Yin et al., 2004).

Considerando el espectro de emision de la luz solar y la alta potencia luminica durante
el verano en Sudamérica, es destacable que la fotosensibilizac&®nvedascifolium

fue mas eficiente con luz solar, induciendo la erradicacion total dpidermidisuego

de 120 minutos de exposicion, mientras que con la fuente de luz artificial se indujo, bajo
condiciones similares, 4 érdenes de magnitud en la reduccién de viabilidad. También la
respuesta de los FS sintéticos fue diferente entre la luz solar y la artificial. Mientras que
S. verbascifoliumfue menos efectivo que azul de Toluidina con la irradiacion de
lampara, fue igual o mejor FS con la exposicion a la luz solar. Ademas, la cinética de la
reduccion de viabilidad fue diferente para cada FS comparando ambas fuentes de luz

(Figuras 11.2.5y 11.2.11), mostrando que la respuesta del FS a la luz solar es particular
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de cada compuesto, y que la ventaja de usar luz solar en TFDA es la explotacion del
espectro de absorcion entero de cada FS.

El espectro de absorcion medido para el extracto metandlic®. derbascifolium

mostré un claro pico en la region espectral entre los 650 y 690 nm. El espectro de
emision de la lampara cubrié una amplia regién entre los 500 y 800 nm, la cual incluyé
el pico del extracto en la region visible. Las fuentes de luz artificial parecen ser mas
apropiadas para el uso en tejidos infectados con bacterias, teniendo en cuenta que la
ventana terapéutica se localiza entre los 600 y 1000 nm, longitudes de onda donde se

produce la mejor absorcion de la luz por los tejidos.

Por otra parte, ademas, las constantes de fotodegradaciéon (que fueron calculadas en este
trabajo luego de iluminacién con una fuente de luz artificial), podrian diferir cuando se
usa luz solar, y esto podria modificar la eficiencia de fotosensibilizacion de productos
naturales como el extracto 8e verbascifoliundurante la irradiacion, cambiando por lo

tanto, su fotoactividad en comparacion a otros FS.

Tras la iluminacion, todos los FS son quimicamente modificados o incluso degradados.
Esto resulta del ataque directo de los ROS o gengrisinglete a las moléculas del FS,

y este proceso tiene una alta probabilidad de ocurrir en el ambiente biol6gico donde esta
el FS, en cercana proximidad a las moléculas reactivas. La fotomodificacién y
fotodegradacion pueden ser identificadas mediante espectroscopia, como una
disminucién en la absorbancia o la emision de fluorescencia (Plaetzer et al., 2009;
Bonnett et al.,, 2001; Kunz et al.,, 2002). En el extractoSdeverbascifoliumla
fotodegradacién se produjo en menor medida que en la Clorina €6, un FS conocido de
uso en TFDA, indicando que el principio fotoactivo de la planta no es especialmente
fotolabil. Ademas, el extracto fotodegradado siguid siendo fotoactivo aun después de
180 minutos de exposicion a una fuente de luz artificial. Vale la pena destacar que la
constante de fotodegradacién calculada a través del decaimiento del pico de absorbancia
a 670 nm des. verbascifoliuniue muy similar a la calculada a través del decaimiento

de la intensidad de emision de fluorescencia durante la irradiacion.

De acuerdo a los resultados obtenidos, es probable que el principal compuesto
fluorescente en el extracto metandlico de floSdeerbascifolium (pico de emisién de

fluorescencia a 671 nm), sea el compuesto fotosensibilizante. Esta hipétesis, se ve
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reforzada por el hecho de que, al igual que con otros FS, el compuesto fluorescente a
671 nm se une rapidamente a la superficie de las bacterias, ejerciendo su actividad
desde el lado externo de la membrana, lo que concuerda con el tiempo corto de pre-
incubacion necesario para ejercer su efecto. En el caso de porfirinas purificadas, varios
autores han afirmado que la fuerza impulsora de la unién del FS cationico a los grupos
funcionales negativamente cargados de la superficie de la bacteria, es exclusivamente
electrostatica, ya que el proceso de unidn y pegado se completa dentro de un periodo de
tiempo muy corto. Algunos reportes independientes indican que extender el tiempo de
incubacion previo a la irradiacion de 5 minutos a 1- 2 horas no tiene efectos en la
cantidad de FS unido a las células microbianas (Wainwright et al., 1998; Jori et al.,
2003, 2004, 2011).

Algunos derivados de la clorofila poseen macrociclos y representan productos
intermediarios de degradacion, tales como feofitina, clorofilidas y feoforbida. Estos
productos son propensos a emitir fluorescencia alrededor de 670 nm (Yamauchi et al.,
1997; Johnson-Flanagan et al., 1996) y son también propensos a estar presentes en
flores jévenes durante el desarrollo de los pétalos (Pykes et al., 1998). Sin embargo, es
de destacar que el resto de los extractos de flores procesados en idénticas condiciones,

no resultaron fotoactivos.

Por otra parte, la mayoria de los pigmentos responsables de los colores en las plantas
superiores son carotenoides (carotenos, xantofilas), flavonoides (chalconas,
antocianinas, flavonas, flavonoles) y betalinas (betaxantinas, betacianinas). Estos
compuestos han sido ampliamente descriptos como antioxidantes, y enmascararian en
todo caso, potenciales compuestos fotoactivos de la planta (Da Silva et al., 2012;
Gandia-Herrero et al., 2012; Stahl et al., 2012; Feedman et al., 2009). Sin embrago su
rol en la proteccion contra la TFDA es controversial (Zhang et al., 2012). Al ser el
oxigeno singlete potencialmente dafiino para la membrana lipidica del cloroplasto,
como también para las proteinas y acidos nucleicos, se esperaria que haya sistemas de
proteccion para aplacar estas especies. Los principales medios de defensa dentro del
cloroplasto son los pigmentos carotenoides, de los cuales hay aproximadamente una
molécula cada cinco de clorofila. Cuantitativamente, luteina y -caroteno son los mas

importantes, y en menor medida violaxantina y a-caroteno (Knok et al., 1985).
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La mezcla de pro- y anti- oxidantes presente en plantas, dificulta la interpretacion de la
fotoactividad de los principios aislados. Nosotros proponemos el uso del extracto crudo
de la planta como FS, ya que estos extractos naturales sean probablemente mas seguros
que los FS artificiales al ser empleados en TFDA, y en el tratamiento de

decontaminacion de aguas.

Queremos destacar la importancia de que un extracto de flor result6 mucho mejor

fotosensibilizante para bacterias que los dos extractos folidceos que resultaron de mayor
efectividad para células. Esto demuestra en primer lugar la selectividad por la célula

procariota o eucariota, dependiendo de la entidad quimica del FS, y en segundo lugar,
gue queda descartada la accién de la clordfiga la TFDA. Esto dltimo se comprobd

ademas mediante estudios cromatograficos.

La efectividad de la accién fotodinAmica sobre células eucariotas o procariotas
encontrada en los FS estudiados se puede deber: i) a la naturaleza quimica del FS y su
grado de penetracién y/o pegado en las membranas celulares, ii) diferencias en las
defensas antioxidantes entre ambos tipos celulares, iii) espectros de absorcion de luz
diferentes, tales que algunos favorecen la TFD celular y otros la TFDA.

En el presente trabajo, elegimBsepidermidicomo modelo de desinfeccion de aguas
empleando TFDA, ya que representa, entre otros estafilococos, un aislamiento comun
de las aguas en América del Sur (Prado et al., 1994). El potencial empleo del enfoque
fotodinamico en la desinfeccion de aguas ha sido estudiado recientemente por otros
autoresdemostrando que la TFDA de bacter@gsaguas para consumo humano y aguas
residuales, es posible bajo la irradiacion artificial y solar (Jemli et al., 2002; Magaraggia

et al., 2006; Alves et al., 2008; Carvalho et al., 2007; Almeida et al., 200%t 3o,

2011). Una ventaja destacable de aplicar TFDA a la desinfeccion de patégenossen agua
contaminadas es que esta técnica demostré ser independiente de las resistencias a
antibioticos (Tavares et al., 2010), por esta razén, podria ser usada para tratar bacterias
resistentes, tales como patdgenos presentes en el agua de los rios, océanos y piletas de
natacion (Tolba et al., 2008).

La estrategia basada en FS naturales activados con luz solar podria ser un medio de

control bacteriano que se una a los tratamientos ya existentes. Por otra parte, los
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intermediarios citotoxicos fotogenerados (por ej. ROS) tipicamente actlan por
mecanismos con amplio rango de blancos bioquimicos, generando dafios generalizados
en diversos constituyentes bacterianos, reduciendo el riesgo de desarrollo de
resistencias. Ademas, la ausencia de efectos mutagénicos inducidos por la
fotosensibilizacion de células microbianas fue comprobada repetidas veces (Jori et al.,
2006). Este hecho, permite la repeticion de ciclos de TFDA empleando luz solar.

Se realizaron pocos estudios apuntando a llevar a caf®crgening en busqueda de

nuevos FS vegetales en microrganismos. Gasparetto et al. (2010) investigaron los
efectos de la TFDA empleando extractosAtternanthera maritimaen la viabilidad de
hongoCandida dubliniensi®xpuesta a un laser de 685 nm. Los extractos de etanol y
hexanol también presentaron picos de absorcion en la region de los 650 y 700 nm, y se
identificaron esteroides, triterpenos y flavonoides como los principales componentes de
estos extractos. Sin embargo, no se encontré correlacion entre estos metabolitos
secundarios y su presunta fotoactividad. Ong et al. (2009) también llevaron a cabo un
“screening en plantas originarias de Malasia, donde 6 extractos presentaron actividad
como FS. Estos extractos activos fueron fraccionados y se realizaron ensayos para
obtener a partir de ellos cuatro FS en células eucariotas, de los cuales todos estan

basados en el nucleo estructural de la feoforbigla.

Como ha sido descripto por Jori et al. (2011), la TFDA empleando recursos naturales
con bajo impacto en los ecosistemas, puede ser utilizada para afrontar problemas
ambientales de gran importancia, tales como la descontaminacion de aguas. El balance
entre compuestos oxidantes y antioxidantes estaria muy probablemente enmascarando
potenciales FS en los extractos, pero pudimos demostrar que empleando extractos
crudos deS. verbascifoliumel nivel de fototoxicidad fue similar al de FS artificiales
luego de la exposicion a luz solar. Ademas, el pico de absorcion del extracto dentro de
la ventana terapéutica para los tejidos, sugiri6 su eficiencia en el tratamiento de

infecciones superficiales en tejidos expuestos a fuentes de luz artificiales.
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I1.3 Conclusiones de los resultados en bacterias

Se hallaron extractos pertenecientes a 7 especies vegetales que mostraron actividad
antibacteriana sobre las especies Gram positivas con las que se trabajo. Los extractos
encontrados en este trabajo, no son compuestos altamente efectivas com
antimicrobianos, ya que las CIM de los mismos se hallan en el orden de magnitud de los
mg/ml, por encima del limite establecido para ser considerados como tales. Si bien la
efectividad de los extractos no fue buena, encontramos actividad en especies que no se
habian testeado previamente, y nuestros resultados significan un punto de partida en el
estudio de especies locales con dicha actividad. La purificacién de los compuestos
antimicrobianos a partir de las especies identificadas podria llevar a la identificacion de
principios activos presentes en bajas concentraciones en estas especies, pero ese trabajo

va mas alla de los objetivos de esta tesis.

Al realizar el“screening de fototoxicidad de los extractos, empleando la bacteria Gram
positivaS. epidermidisencontramos tres extractos que resultaron fotosensibilizantes. El
mas fotoactivo fue el d8. verbascifoliumSi bien en las determinaciones con fuentes

de luz artificiales, su efectividad fue menor a la de FS comerciales como el aul de
Toluidina o la Clorina €6, cuando se realizd la TFDA exponiendo las bacterias a la luz
solar, el extracto incrementé su efectividad induciendo la erradicacion totdal de
epidermidisluego de 120 minutos de exposicidén y superando asi, los efectos del azul de
Toluidina en iguales condiciones. La ventaja de usar luz solar es la explotacién del
espectro de absorcion entero de cada fotosensibilizante, que no puede ser logrado

empleando fuentes artificiales con espectros acotados.

Las especies Gram negativas,coliy P. aeruginosano fueron sensibles a la TFDA

con ninguno de los tres extractos empleados.

De acuerdo a los resultados obtenidos, es posible que el principal compuesto
fluorescente (671 nm) en el extracto metandlico de floSd&erbascifoliunsea el
compuesto fotosensibilizante. Algunos derivados de la clorofila tales como feofitina,
clorofilidas y feoforbida, emiten fluorescencia alrededor de 670 nm tal como la
observada en nuestros extractos fotosensibilizantes, y suelen también estar presentes en

flores jovenes durante el desarrollo de los pétalos. Sin embargo, vale la pena destacar
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gue todos los extractos de flores procesados en idénticas condiciones, pero sin embargo
no resultaron fotoactivos como los tres extractos estudiados. Esto nos lleva a la
hipotesis de la presencia de un FS en particular o bien una mezcla de compuestos

oxidantes y antioxidantes que conducen a los resultados obtenidos.

Los extractos de hoja que resultaron altamente fotosensibilizantes en células mamiferas,
no fueron eficientes en la TFDA, mientras que el extract8.desrbascifolim no fue
eficiente en la TFD de células eucariotas, demostrando selectividad de las especies

vegetales por los distintos tipos celulares.

La estrategia basada en el uso de FS naturales activados con luz solar podria ser un
medio de control bacteriano que se una a los tratamientos ya existentes, en particular, en
el tratamiento de aguas contaminadas. Los intermediarios citotoxicos fotogenerados

actlan por mecanismos con amplio rango de blancos bioquimicos, produciendo dafios
generalizados en diversos constituyentes bacterianos, reduciendo el riesgo de desarrollo

de resistencias.

Se estudié la fotodegradacion del extractdSdeerbascifoliuny las vias moleculares
implicadas en la fotosensibilizacion mediada por él. La fotodegradacion del mismo fue
de menor grado que el de Clorina e6, indicando que el principio fotoactivo de la planta
no es especialmente fotolabil. En cuanto al mecanismo molecular, se determin6 que la
fotosensibilizacion con el extracto depende principalmente de oxigeno singlete y en

menor medida de radical hidroxilo.
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Il FOTOSENSIBILZACIO N DE QUERATINOCITOS INFECTADOS CON
BACTERIAS

Como se demostré en los capitulos anteriores, el extracto metanolic8. de
verbascifoliunflor resulté fotosensibilizante en las cepas bacterianas Gram poSitivas
epidermidisy S. aureusPor otra parte, dicho extracto no fue fotosensibilizante en la

linea celular LM2 (seccién2).

A partir de estos resultados, decidimos emplear el extrack& derbascifoliunen un
experimento de fotosensibilizacion bacteriana en células eucariotas infectadas con
aureusy S. epidermidisEste modelo busca emular el contexto de infeccién cutanea
estafilococica. Como control, empleamos el FS azul de Toluidina, que es el de eleccién

en los ensayos estandar de TFDA.

Seleccionamos la linea de queratinocitos murinos PAM212 para llevar a cabo las
determinaciones, empleandola en experimentos de internalizaci@ epidermidis/

S. aureudal como se describe en la seccién 5 de Materiales y Métodos.

Luego de la TFDA con irradiacion a diferentes tiempos, se determind en paralelo la

viabilidad de los queratinocitos y de las bacterias internalizadas.

[1l.1 Puesta a punto de condiciones de infeccién de queratinocitos PAM212 c8n

aureusy S. epidermidis

Las bacterias extracelulares se eliminaron por tratamiento con la concentracion mas
adecuada de lisostafina. Se emplearon concentraciones empleadag@@&ml y se
selecciond la de 20 pg/ml, concentracion a la cual se obtuvo la eliminacion de las

bacterias remanentes luego de la infeccion.

En cuanto a la MOI, seleccionamos 40 bacterias por queratinocito, ya que a mayores

valores, los queratinocitos sufrieron pérdida de viabilidad.



II'l.2 Determinacion de fototoxicidad sobre queratinocitos y bacterias empleand®

verbascifolium y azul de Toluidina

Empleando las maximas concentraciones no téxicas en oscuriGadeibdascifoliuny

azul de Toluidina, determinamos la fotosensibilizacion de queratinocitos infectados.

El extracto deS. verbascifoliunsabemos que no es citotdxico para células eucariotas
(seccion 1.2). En cambio] &S azul de Toluidindp es tanto para bacterias como para
células eucariotas (Qin et al., 2008, Kashef et al., 2012,). Por lo tanto, pare este ultimo
FS escogimos una concentracién tal que se obtuviera reduccién de viabilidad bacteriana
con una fototoxicidad minima sobre los queratinocitos. Para ello, realizamos la TFDA
sobre suspensiones bacterianas 8e epidermidisy S. aureils empleando
concentraciones de azul de Toluidina en el rango 0,04-{i® puM e irradiando 120

min. con el sistema de iluminacion para bacterias (Figurg.llDbservamos que a

partir de una concentracion de 1 uM el azul de Toluidina es capaz de reducir

significativamente las UFC/ml luego de la irradiacion.
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Figura 1ll.1 : Fototoxicidad de azul de Toluidina sobreS. epidermidis y S. aureus en
suspension

Las bacterias en suspension X@UFC/mI) se expusieron 1 h a distintas concentraciones de
azul de Toluidina. Seguidamente se irradiaron durante 120 min con el sistema de ifuminaci

para bacterias. Las UFC/ml se determinaron luego de recuento de colonias.

En experimentos paralelos, realizamos una curva de fototoxicidad sobre queratinocitos
PAM212 en idénticas condiciones que las arriba descriptas (Figura 111.3). En este caso,
se observaron efectos fotosensibilizantes en todo el rango de concentraciones
empleadas. Por lo tanto, se seleccioné la concentracién de azul de Toluidina 1 uM para
los experimentos de TFDA en queratinocitos infectados, ya que a pesar de que a esta
concentracion se registra mortalidad del 75 % de las células PAM212, es la minima
concentracion posible a usar para fotosensibilizar a las bacterias, sugiriendo que el azul

de Toluidina no seria un FS selectivo por las células procariotas.
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Figura I11.3: Fototoxicidad de azul de Toluidina en queratinocitos PAM212
Se incubaron queratinocitos PAM212 durante 1 h con diferentes concentraciones de azul de
Toluidina. Seguidamente, se irradiaron 120 min con el sistema de iluminacion para bécterias

las 4 h se llevd a cabo la determinacion de viabilidad celular.

[11.3 Fotosensibilizacion deS. epidermidis y S. aureus luego de la internalizaciéon en

gueratinocitos

El esquema general de infeccion de queratinogitpssterior TFDA se muestra en la
Figura lll.4
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Figura I1.3: Esquema experimental de los experimentos de infeccién y TFDA

1) Los queratinocitos PAM212 se cultivaron (5%16n meib con gentamicina durante 48 h

Luego se retird el medio y se lavaron las células con PBS, se agreg6 medio fiesco si
antibiético y se co-cultivaron con suspensiones bacterianas en fase exponencial de crecimiento
deS. epidermidi® S. aureusiurante 1 h2) Se retir6 el medio y se realizaron lavados con PBS,

se agregd medio fresco suplementado con lisostafina 20 pg/ml y gentamicina 10§ pg/m
incub6 durante 1 I8) Se retir6 el medio y se mantuvieron las células en PBS. Se agregaron los
FS (extracto d&. verbascifoliuno azul de Toluidina) y se incubd en oscuridad durante4] h.

Se realizé la irradiacién en la fuente luminica para bacterias de los cultivBesM212
infectados (de 30 a 120 mir§) Finalmente se realizaron las determinaciones de viabilidad
celular y nimero de UFC/ml. En el primer caso se cambié el PBS por medio frese
incubaron las células durante 4 h en oscuridad y posteriormente se resdiadeato luego de

tincion con azul de Tripan. Para medir las UFC/ml, luego de la irradiacisasm las células

con Tritén X-100 0,025 % en agua destilada, se realizaron diluciones seriadas y se sembraron en
placas de TSA. Luego de 24 h de incubacion en estufa se determiné el nimero de UFC/ml luego

de cada tratamiento

Una vez puestas a punto las condiciones de la TFDA y del sistema de infeccion en
gueratinocitos, se realizaron los experimentos para fotoinactivar ejgidermidis/ S.
aureusinternalizados en PAM212 empleando como FS el extrack& derbascifolium

y azul de Toluidina.

En la Figura IlI.5.A se observdé que la TFDA c8n verbascifoliumno afecté la
viabilidad de los queratinocitos infectadoson S. epidermidisy S. aureus Solo se
observa una leve citotoxicidgoer sedel extracto que induce alrededor el 15 % de

reduccion de viabilidad.

211



En cambio, la mortalidad de los queratinocitos infectados luego de TFDA-azul de
Toluidina muestra una dependencia con la dosis luminica, disminuyendo hasta un 80-

85% empleando 120 min de irradiacion.

Por otra parte, cuando se analizan las Wdi#Quego de la TFDA de las bacterias
internalizadas se observa gieverbascifoliunfue capaz de fotosensibilizar tant&a
epidermidiscomo aS. aureus(Figura 111.5 B). El extracto fue capaz de inducir
reducciones significativas en el nimero de UFC/ml de alrededor del 80% empleando 60

min de irradiacién y mayores al 90% empleando 120 min.

Con el FS azul de Toluidina, el efecto de la TFDA fue menos marcado y no se logré
aumentar la eficiencia de fotosensibilizacion aumentando la dosis de luz. Luego de los
primeros 60 min. de irradiacion, la disminucién del nimero de colonias bacterianas fue
de alrededor del 35 al 40% en ambas especies bacterianas, y no aumenta con el tiempo

de iluminacion.
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Figura lll.4: TFDA de queratinocitos PAM212 infectados con Sepidermidis 0 S. aureus

Los queratinocitos se infectaron durante 1don S. epidermidiso S. aureus empleando

MOI=50. Seguidamente, se incubaron 1 h Sowebascifoilun®0 pug/ml o azul de Toluidina 1

UM y se irradiaron durante distintos tiempos con el sistema iluminacion de lsadtaggo de

4 h, se determiné la viabilidad de los queratinocitos por azul de Tripéan. La viabilzteddrea

se determin6 por recuento de colonias en placas de TSA luego de lisaulas ogh vez

irradiadas. Se representa: A) % de viabilidad de los queratinocitos infectsjgestoeal control

con FS sin luz y B% de UFC/ml des. epidermidiy S. aureugespecto al control con FS sin

luz. Se muestra un experimento representativo de 3.

Con el objetivo de determinar la selectividad de la TFD por las células bacterianas,

calculamos a partir de los resultados obtenidos, las UFC remanentes luego de la TFDA
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relativizadas por queratinocito viable (Figurad)l.La TFDA conS. verbascifoliunfue
efectiva en reducir significativamente esta relacion respecto a la inicial de 40 =+ 6 en
todo el rango de dosis de luz empleado, relacién que disminuyé al aumentar la dosis
luminica. Los valores para 120 min de iluminacion e infeccionSoaureusy conS.

epidermidisfueron de 2= 6y 6 £ 6 respectivamente (p< 0,001 respecto al tiempo 0).

Empleando TFDA con azul de Toluidina, en cambio, el nimero de UFC/queratinocito
viable luego de la TFDA se increment6 en forma dependiente de la dosis de luz (Figura
[11.6). Tanto paraS. aureuscomo conS. epidermidida relacion fue, luego de 120 min

de luz, de 11% 6 y 104 + 6 respectivamente, debido a una mayor selectividad de la

TFD mediada por azul de Toluidina por las células eucariotas.

S. aureus S. epidermidis
120 _
120 1 [ S. verbascifolium | [ S. verbascifolium
|| I azul de Toluidina Il azul de Toluidina
100
100 -

o | 2
Q2 o)

o © 80
S 80+ =

2 o
3 1 g

c 60 < k= 60

s | ® |
E ]

T 40 5404
o o

5 ] 5o

20 20

0 0 I_.
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Tiempo de irradiacion (min) Tiempo de Irradiacion (min)

Figura 111.5 : Relacion de UFCs/queratinocito viable luego de TFDA de PAM212 infectados
Luego de la infeccion cos. epidermidiso S. aureusy TFDA a diferentes tiempos cd.
verbascifoliumo azul de Toluidina se calcularon las UFC/queratinocitolejaeniendo en

cuenta los valores de la Figura I11.4.
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I11.4 Discusién

Hemos desarrollado por primera vez segun nuestro conocimiento, un modelo de
internalizacion bacteriana y TFDA en queratinocitos, que permitio llevar a cabo
experimentos que asemejan mas realistamente el escenario de TFDA en infecciones
cutaneas. En este modelo se pretende disminuir lo maximo posible la carga de bacterias
intracelulares, asi como también aquellas que puedan haber quedado adheridas
fuertemente a las membranas de las células eucariotas o estén siendo internalizadas,

provocando un dafio minimo sobre las células eucariotas.

A partir del extracto metandlico de flor d& verbascifoliumy 120 minutos de
irradiacién con una fuente de luz blanca, lo cual equivale a una fluencia de 185 J/cm
se alcanz6 una reduccion significativa del nimero de bacterBsapedermidiy deS.
aureusque habian infectado queratinocitos de la linea PAM212, sin fotosensibilizar
dichos queratinocitos. El nimero de bacterias/queratinocitos viables que inicialmente

erade 40 £ 6, se redujo a 5 £ 6 parapidermidisy 2 + 6 parés. aureus

En paralelo a las determinaciones con el extract8.deerbascifoliumrealizamos los
mismos experimentos empleando el FS azul de Toluidina, por ser el FS sintético mas
difundido para su uso en TFDA (Qin et al., 2008; Ruhling et al., 2010; Sperandio et al.,
2013). Empleando una concentraciéon de 1 uM e igual dosis de luz, este compuesto
resultd menos eficaz que el extracto vegetal, en reducir el nimero de UFC/queratinocito
viable. Por el contrario, esta relacion se incrementd durante la irradiacion, debido a una
fotosensibilidad mayor de los queratinocitos, con lo cual consideramos que el extracto
analizado en este capitulo posee mayor selectividad por las células bacterianas que el

referente estandar empelado hasta el momento.

La fotoactividad sobre los microorganismos internalizados fue menor a la que se
alcanzé en cultivos bacterianos en suspension para ambos FS ensayados. Mientras que
en ensayos de infeccion la reduccion de las UFC fue menor de 1 orden de magnitud
(90%), en bacterias en suspension lo fue de 4 6rdenes de magnitud. Estos resultados
eran esperables, ya que una serie de factores estarian influyendo en la eficiencia de la
TFDA en microorganismos intracelularesla)concentracion neta de FS que alcanza a

la bacteria internalizada es mucho menor que cuando se encuentra en suspension, ii)
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mecanismos propios de defensa antioxidante de las células eucariotas podrian estar
actuando, iii) la disposicion espacial de los patégenos dentro de los compartimientos
celulares ya que estos se pueden encontrar dentro de fagosomas, iv) la penetracion,
acumulacion y localizacion intracelular del FS, modulada por un equilibrio entre el
transporte activo dentro y fuera de la célula v) degradacion enzimatica, afinidad por

estructuras celulares, etc.

Se ha reportado que si un microorganismo se localiza en algun compartimento
intracelular al que el FS no pueda acceder o donde su rendimiento sea ineficiente por un
pH inadecuado, baja disponibilidad de @presencia de enzimas que lo degradan, la

TFDA no podrallevarse a cabo satisfactoriamente (Akilov et al., 2006).

Los reportes sobre TFDA empleada en infecciones intracelulares son escasos, y hasta la
actualidad, el presente es el primer trabajo donde se reporta la disminucion de la carga
bacteriana internalizada en queratinocitos. Existen unos pocos reportes de TFDA en
infecciones de células faagociticas profesionales, la mayoria de los cuales se trata de
microorganismos intracelulares eucariotas. Uno de los pocos trabajos existentes reporta
el tratamiento fotodinamico de macrofagos infectados taishmania major
empleando como FS una fenotiazina. Aplicando dosis luminicas de 16 ld&m
parasitos disminuyen su viabilidad, aunque también los macrofagos lo hacen, y al
lisarse estos, se liberan parasitos todavia viables y con la capacidad de infectar
macrofagos sanos. Si bien, a primera vista estos resuitagdso no indican un uso
prometedor para la TFDA en este tipo de infecciones, los autores informan que cuando
aplicaron la TFDA con el mismo FS en modelos/ivo de infecciones en ratones, el
tratamiento fue eficaz en la recuperacion clinica de las infecciones. Esto probablemente
se debidé a la estimulacion de la respuesta inmune (Sah et al., 2002). Resultados
similares se han obtenido vitro al tratar macréfagos infectados caeishmania

amazonensig una ftalocianina de aluminio clorada como FS (Dutta et al., 2005).

O’Riordan et (2006) estudiaron los efectos de la TFDA en macrofagos murinos
infectadosin vitro con Mycobacterium bovisy en un modelo de infeccion cutanea en
ratones empleando como FS una benzoporfirina. En el modelo de infeceifo, la
mortandad de los macréfagos fue apenas menor a la de los microorganismos empleando

una fluencia de 100 J/@mSin embargo, los resultados de las determinaciioneiso,
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donde se observo la notoria reduccion de las lesiones cutaneas, hizo proponer a los
autores, a la TFDA como tratamiento prometedor de lesiones micobacterianas
localizadas. Estos reportes confirmarian la mayor efectividad de la TFDA en sigstemas

Vivo en comparacion con los estudinwitro.

Por su parte, Tanaka et al. (2012) realizaron un estudio preliminar de la actividad de
ocho FSsdore una cepa d8. aureusmeticilino resistente, y neutréfilos obtenidos a
partir de sangre de ratones. Las incubaciones e irradiaciones con los FS fueron llevadas
a cabo por separado empleando, inclusive, dos sistemas de irradiacién diferentes para
los neutrdfilos y las bacterias. Los FS empleados fueron: eritrosina B, rosa de Bengala,
cristal violeta, Photofrin, Laskrin, nuevo azul de Metileno, azul de Metileno y azul de
Toluidina. Con la excepcion de los dos ultimos, la TFDA con el resto de logl&S

la reduccion de la viabilidad de los neutrofilos en mas del 90% con fluencias de 50
Jlcnt. Azul de metileno y azul de Toluidina indujeron el 50 y 40 % de reduccién de la
viabilidad de los neutréfilos, bajo las mismas condiciones de fluencia. Las
concentraciones de cada FS habian sido puestas a punto previamente en experimentos
de TFDA con cultivos en suspension $ieaureusdonde obtuvieron reducciones en el
ndamero de UFC/ml con todos los FS. La concentracion de azul de Toluidina
seleccionada por estos autores fue de 20 pM. En este trabajo, los autores proponen
condiciones de baja fluencia (20 Jfympara llevar a cabo la eliminacién selectiva de los
microorganismos, ya que bajo estas condiciones la mortandad de los neutréfilos es
menor que a dosis luminicas superiores, y la reduccion de la viabilidhdadeeuse

mantiene constante.

Las concentraciones de azul de Toluidina empleadas en la literatura para ensayos de
TFDA son ciertamente variables, asi como también lo es la susceptibilidad de cultivos
celulares eucariotas al tratamiento fotodinamico mediado por esta fenotiazina. Tremblay
et al. (2002) emplean concentraciones del mismo de 0,6 mM y fluencias de 1y J/cm
encuentran una toxicidad en linfocitbslurkat del 97%, resultado que se acerca mas al

grado de fototoxicidad encontrado por nosotros en las células PAM212.

Otros autores han aportado resultados de fototoxicidad de diferentes FS sobre lineas
celulares y cultivos microbianos pero en ensayos paralelos, sin internalizacion.

Empleando azul de Toluidina 40 uM, Kashef et al. (2012) reportaron que a una fluencia
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de 164 J/ch sereduce la viabilidad de fibroblastos humanos en un 40 %, mientras que
las UFC deS. aureusnetilciclino resistentes y dé. coli disminuyen en un 99,91 % y
83,2% respaivamente. Esta “selectividad” también es observada empleando azul de

Metileno.

Rodrigues et al. (2013) reportaron la fotosensibilizacionCdedida y fibroblastos
murinos, empleando diferentes FS derivados de fenotiazinas (entre ellos azul de
Toluidina y azul de Metileno). Con fluencias de 25 Jcta susceptibilidad de los

microorganismos fue similar a la de los fibroblastos.

Zeina et al. (2002) informaron que bajo las mismas condiciones que consiguen eliminar
microorganismos habitualmente presentes en la [Bel aureus S. epidermidis
Streptococcus pyogeneSorynebacterium minutissimyrRropionibacterium acney
Candida albicany la tasa de mortalidad de queratinocitos humanos H103 es en
promedio 100 veces menor. EI FS empleado en este efilediaul de Metileno y las

dosis de luz fueron de hasta 452 Ficm

Cabe destacar que los patégenos que prosperan en el interior de las células, o
simplemente se refugian transitoriamente en ellas, estan protegidos de muchos de los
mecanismos de defensa, humorales y celulares del organismo, lo cual promueve la
seleccion de mutantes resistentes. Estas consideraciones ponen en relieve la importancia
de enfoques terapéuticos alternativos, entre los que el potencial de la TFDA se reconoce

cada vez mas (Akilov et al., 2006).

I11.4 Conclusiones

Los resultados obtenidos en la aplicacion de TFDA con extracko derbasifoliurren

la eliminacién deS. epidermidisy S. aureusinfectando queratinocitos, nos llevan a
pensar que el/llos compuesto/s activo/s del extracto poseen potencial en la eliminacién
selectiva de microorganismos patdgenos, con mayor selectividad por los mismos que el
FS referente actual, azul de Toluidina. Esto nos alienta a continuar nuestra
investigacién con miras a el asilamiento del/los componentes fotoactivos de esta planta,

y de proyectar la ejecucion de experimerogavo.
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V. METODOS PARA LA IDENTIFICACION DE EXTRACTOS VEGETALES
CON ACTIVIDAD FOSENSIBILIZANTE

En el presente capitulo, se intent6 elaborar una metodologia para detectar facilmente la
produccion de ROS, en espedi@p, a partir la irradiacién directa de extractos vegetales
con luz visible, fuera del contexto celular. Una metodologia de este tipo permitiria
facilitar el “screening” de los mismos en busca de fotoactividad tanto en células
eucariotas como en bacterias. Con este objetivo se testearon 3 posibles métibcos

de deteccidn de especies reactivas del oxigeno. Uno de ellos considi@eteccion

de especies oxidantes totales en un extracto luego de ser irradiado, método que fue
adaptado de la literatura para detectar oxidacion en soluciones acuosas (Erel et al,
2005).

Los otros dos métodos, se basaron en la deteccit®,dEn el primero, se adapté una
determinacion mediada por la oxidacion del triptofano descripta previamente (Cafiete et
al., 1990), mientras que en el segundo se emple6 una sonda especifica comercial

disefiada para deteccion fluorométricd@een solucion.

IV.1 Deteccion de extractos potencialmente fotosensibilizantes por la metodologia

de cuantificacion de especies oxidantes totales

Se realizaron determinacion@s vitro para determinar la produccion de especies
oxidantes a partir de la irradiacidon de los extractos que mostraron fototoxicidad tanto en
células como en bacterias. Para ello, se utiliz6 un ensayo previamente descripto, basado
en la oxidacion del ion ferroso en medio acido como método de determinacion del
estado oxidante total de una solucion acuosa (Erel et al., 2005). Los extractos
seleccionados fuero@. fruticosumhoja, S. buxifoliahoja, S. verbascifoliunflor, T.

Stansflor y C. verticillata raiz. Como control de FS conocidos, se emplearon azul de
Toluidina y Clorina ey como control negativo, el extracto de flor ldéonariensis

gue no presento fototoxicidad en ningun sistema. Se aplico la metodologia a los
extractos antes y después de ser irradiados de manera de tener en cuenta la produccion

de especies oxidantes en oscuridad de cada especie (Figura 1V.1).
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Se observé que los diferentes extractos fotoactivos fueron capaces de producir especies
oxidantes luego de ser irradiados, y el nivel de estas especies aumento
significativamente respecto del nivel basal en oscuridad en las muestras con
fotoactividad. El extracto dé bonariensisy al igual que el control con PBS no
mostraron diferencias significativas en los valores obtenidos antes y después de la
irradiacion. Calculamos la relacion AhSiaddAbSoscuridadpara cada caso, con el fin de

relativizar los valores al basal de cada FS.

Se observé que los extractos Sleverbascifoliurmy de C. fruticosumfueron los méas
efectivos en la generacion de especies oxidanteshuxifoliael menos efectivo. Sin
embargo, los cinco extractos fotoactivos estuvieron dentro del rango de produccion de

especies oxidantes de los FS Clorina e6 y azul de Toluidina.

7] Oscuridad
07 (7,65) I rradiado
i) T *
(4,44) (5.56)
* *

0,6
o
o
T 0,5
¥ol (5,51)
o * (2,40) (4.81)
0 0,4
3 . (4,03)
0] *
k)
S 03
@
(8]
S 0,24
2
o
8 (1,15) (1,09)
L 01

I G
§ $\0 « 0\\\)
0 O
. o

<«

\G <
N >
&€ &
‘00(\ @) ‘\‘0 =)

> &
&é’\\\Q} < o

Figura IV .1: Determinacion de estado oxidativo total en extractos fotosensibilizantes luego
de ser irradiados

Se determind el estado oxidante antes y después de 40 min de irradiacion (@mal cist
iluminacion de bacterias descripto en Materiales y Métodos 4.5), de lostextnaetanolicos
de hoja deC. fruticosuml0 pg/ml y S. buxifolial00 pg/ml, los de flor deS. verbascifoliund00
pg/ml, T. stans500 pg/ml, 1. bonariensiss0 pg/ml y de raiz deC. verticillata 500 pg/ml. Se
utilizaron losFS sintéticos azul de Toluidina (100 uM) y Clorina e6 (10 uM). Entre paréntesis
figura la relacion entre la absorbancia de la muestra luego y antes de la irradiagréfic&da

absorbancia a 560 nmp< 0,05 respecto al extracto en oscuridad.
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IV.2 Deteccion de oxigeno singlete a partir de extractos vegetales FS irradiados
IV.2.1 Deteccion de oxigeno singlete por el método de oxidacion del triptofano

Como ya se menciondé en la Introduccion, el oxigeno singlete es una de las principales
especies reactivas implicadas tanto en el tratamiento fotodinamico de células y bacterias
mediante el mecanismo fotoquimico de tipo Il. Es por ello que realizamos
determinaciones de produccién U8, in vitro a partir de los extractos fotoactivos

irradiados.

Se probé un método basado en la oxidacion del triptofantOpdCariete et al., 1990),

y su consecuente degradacién. Se siguid la reaccion a tdavés emision de
fluorescencia del triptofano. Pudimos detectar un decaimiento de fluorescencia emitida
por el triptofano luego de la irradiacion de los FS azul de Toluidina y Clorina e6 (2 y
10% de la fluorescencia inicial, respectivamente). Sin embargo, no se logré detectar
oxidacion del triptofano luego de la irradiacion de los extractos vegetales empleados
(Figura IV.2.
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Figura 1V.2: Decaimiento de fluorescencia del triptofano luego de la irradiacién de los
extractos fotosensibilizantes

Se determiné la produccion d@, antes y después de 40 min de irradiacion (en el sistema de
iluminacion de bacterias descripto en Materiales y Métodos 4.5) de lastestmetandlicos de
hoja deC. fruticosuml0 pg/ml y S. buxifolial00 pg/ml, los de flor deS. verbascifoliunb00
pug/ml, T. stans500 ug/ml, |. bonariensisb00 pg/ml y de raiz deC. verticillata 500 pg/ml. Se
utilizaron los FS sintéticos azul de Toluidina (100 uM) y Clorina €6 (10 uM). Entre paréntesis
figura la relacion entre la fluorescencia de la muestra luego y antasroaliacion. Se grafica

fluorescencia como unidades arbitrarias (UA). *p< 0,05 respecto al control en oscuridad.

I\VV.2.2 Deteccién de oxigeno singlete por un marcador especifico fluorescente

Mediante la técnica descripta anteriormente, no logramos detectar la produck@n de
a partir de los extractos, probablemente debido a la baja sensibilidad del método, por lo
que decidimos adaptar un método de mayor sensibilidad, empleando una sonda

fluorescente comercial que fue disefiada la para detecci@y detracelular.

Se utilizé la sonda molecular fluorescente especftfttaglet Oxygen Sensor Greede
Invitrogen (Eugene, Oregon, USA). Mediante este método se corroboro la produccion
de de’O, a partir de azul de Toluidina y Clorina €6, y se pudo detectar ademas, la

produccion de la misma especie reactiva de oxigepartir de los extractos d&.
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verbascifoliumC. verticillatay C. fruticosum No se registré produccion dé, a partir
de los extractos d&. stansni de S. buxifoliani tampoco del control negativb

bonariensigFigura 1V.3).

La produccién déO; en el caso de los FS puros es mucho mayor en términos absolutos
que la de los de los extractos. Ademas, las cinéticas de produccién’@e sen
diferentes. En el caso de azul de Toluidina y Clorina e6 se detecta una rapida
producciéon de'O, durante los primeros veinte minutos de irradiacion (siendo
significativamente superior al control en oscuridad desde los primeros 2 minutos de
irradiacion), seguida de un plateau en los ultimos minutos. Empleando extractos
vegetales, por el contrario, la produccién de'@e durante los primeros minutos de
irradiacion es lineal y luego comienza a incrementarse exponencialmente hacia el final
de la irradiacion, siendo significativamente superior al control en oscuridad, recién a los

30 minutos de irradiacion.
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Figura IV.3: Produccién de 'O, a partir de FS irradiados empleando un marcador
fluorescente especifico

Se determiné el aumento de la fluorescencia del marcad@, disego de diferentes tiempos de
irradiacion (en el sistema de iluminacion de bacterias descripto en Néegteridétodos 4.5) de
soluciones de los extractos metandlicos de hoj&€.deuticosum10 pg/ml y S. buxifolial00
pg/ml, los de flor deS. verbascifoliuns00 pg/ml, T. stans500 pg/ml, I. bonariensiss00 pug/ml

y de raizC. verticillata500 pg/ml. Se utilizaron los FS sintéticos azul de Toluidin@)(iM) y
Clorina e6 (10 uM).*p< 0,05 respecto al tiempo O de irradiacion.



IV.1.3 Disminucion de la produccién d€O, por el extracto deC. argentina

Complementamos las determinaciones'@g con mediciones donde se incubé junto

con el extracto fotoactivo o el FS control, el extracto metandlico de h@aatgentina

que mostré propiedades fotoprotectoras en el Capitulo 1.3. Los extractos elegidos para
el ensayo fueron aquéllos a partir de los cuales detectamos producciop pi el
método del marcador fluorescente especifi8overbascifoliumC. verticillatay C.

fruticosum ademas de los FS azul de Toluidina y Clorina €6 (Figura IV.4).

Durante los primeros minutos de irradiacion en presencia de azul de Toluidina y Clorina
€6, no se detectaron cambios por el agregadd degentina Sin embargo entre los 5 y

10 minutos de irradiacion se detecté una disminucién significativa en la produccion de
'0,. Si bien se proda 'O, durante todo el tiempo de irradiacién piteaualcanzado

es mas bajo en presenciaG@leargentinatanto para azul de Toluidina como Clorina e6.

De manera similar, al agreg@r. argentinaa las soluciones con los extractos Sle
verbascifoliumy C. verticillata se observdé una disminuciébn en los niveles de
produccién dé0,. Ese patrén no se observé con el extractadddruticosum donde el
agregado d€. argentinaproduce un descenso leve en la produccion de la especie, pero

las diferencias no son significativas.
En los controles donde el secuestrante'@e NaNs;, estuvo presente durante la

irradiacion de los FS, no se detecté producciéh@einduciendo una inhibicion total

(resultados no graficados).
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Figura IV .4: Inhibicién de la produccién de’O, por C. argentina

La produccion déO, se determind por el método de sonda fluorescente. La irradiacion de los
FS (A) y extractos (B) en las concentraciones empleadas en la FMgBise irradiaron distintos
tiempos (en el sistema de iluminacion de bacterias descripto en Materialeedo$14t5) en
presencia de del extracto metandlico de hojeCdargentina(40 pg/ml). Ce6: Clorina e6.

*p<0,05 respecto al FS sin irradiar.



IV.4 Discusion

Los 5 extractos que mostraron actividad fotosensibilizante, ya sea en células o en
bacterias, indujeron el aumento de las especies oxidantes totales luego de ser irradiados
De igual forma ocurrié con los FS azul de Toluidina y Clorina e6, siendo estos dos

altimos compuestos, los mfotoactivos.

Dentro de los FS naturales, los extracto$ deerbascifoliuny deC. fruticosumfueron
los que mas especies oxidantes generaron, y es de destacar que estos fueron los FS méas
efectivos para el tratamiento fotodinAmico de bacterias y células respectivamente.

El extracto deS. buxifolia hoja tuvo menor eficiencia en la produccion de dichas
especies, pues si bien las especies oxidantes totales generadas fueron similares a las de
los extractos d€. verticillatahojay T. stansflor, el nivel basal en oscuridad para este
extracto fue mayor en ellos. Es de importancia sefialar que dicho nivel basal en
oscuridad de produccion de especies oxidantes, fue sialildel extracto deC.
fruticosum extracto FS también proveniente de hoja, remarcando los altos niveles

oxidantes inducidoper seen las hojas de las plantas.

Por otra parte, el método de determinacion'@e por oxidacién del triptofano no
resultd lo suficientemente sensible para detectar la especie reactiva producida por los
extractos, pero si por los dos FS sintéticos. En cambio, el método deteccion por sonda
fluorescente especifica pai@, resulté muy sensible y adecuado para la determinacién

de esta especie a partir de muestras vegetales.

Mediante este dltimo método, la produccién'@e a partir de los extractos de.
verticillata, S. verbascifoliuny C. fruticosumcomenzo a detectarse significativamemnte
partir de los veinte minutos de irradiacion. En cambio, los extractSs liaxifoliay T.

stans no mostraron produccién d®., bajo las mismas condiciones. Esto indieari

bien una menor produccion indetectable de oxigeno singlete, o bien la contribucion de
otras especies oxidantes diferente$Cal como responsables del aumento de especies

oxidantes luego de la irradiacién en estos dos extractos.
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Los FS sintéticos azul de Toluidina y Clorina €6 produjeron nivele¥Oglenucho
mayores a los producidos por los extractos en ambas metodologias desarrolladas.

Por otra parte, el extracto d& argentinaresultdé efectivo en la disminucion de la
produccién déO, durante la irradiacion de azul de Toluidina, Clorina@8erticillata

y S. verbascifoliumEstos resultados, estarian indicando que su modo de accién en la
fotoproteccién durante la TFD seria mediante la disminucién de los nivel&3,de

producidos durante la irradiacion.

El 'O,, puede ser determinado por varios métodos directos o indirectos, ya sea mediante
el uso de sondasmeléculas reporteras o “quenchers”-, por cuantificacion de la

luminiscencia emitida, o por resonancia dgreelectronico (Baumler et al., 2012).

El método directo mas empleads la determinacion de la luminiscencia (emision a
1270 nm) delO,, cuya principal desventaja consiste en el bajo rendimiento cuéntico
con la consecuente baja sensibilidad. Este método ademas, presenta dificultades para la
medicién d€'O, en cultivos celulares o en sistenrasivo, comparado con medicién en

soluciones, el tiempo de vida corto 48} y la difusién del oxigeno.

Los métodos de deteccién indirectos aprovechan la alta reactivida@, @eimplican la
deteccion de productos generados o degradados a partir de reacoiesta especie,
mediante ensayos de quimioluminiscencia o blanqueo. Estos métodos son de utilidad en
sistemasn vitro, donde la desventaja de estas técnicas radica en la limitada penetracion
de estas moléculas a la concentracion necesaria dentro de células o tejidos, o0 su

potencial toxicidad (Baumler et al., 2012).

La luminiscencia detO, es extremadamente débil y puede haber interferencias en su
medicién debido a autoflorescencia, y en el particular durante la mediciti, da

TFD, por la luz incidente de la terapia. El equipamiento para sobrellevar estas
dificultades es complejo y costoso. Sin embargo al emplear sondas capaces de
reaccionar con etO, y con tiempos de vida media de fluorescencia mas largos, la
medicion de esta especie reactiva se facilita y vuelve accesible para el estudio durante la

TFD. Adaptando aparatos de medicion de fluorescencia, algunos autores han
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conseguido seguir la produccién & in vivo en piel de ratones sometidos a TFD con
Protoporfirina IX como FS (Wei et al., 2008).

Una de las moléculas tradicionalmente mas utilizadas para la detecciéon de ROS es la
dicloro-dihidrofluoresceina. Este compuesto reacciona con un amplio rango de ROS y
no es completamente fotoestable, por lo que su empleo en TFD se ve dificultado. Se han
reportado nuevos compuestos que reaccionan de forma mas especifica con las diferentes
ROS, uno de los cuales es el reportado en nuestro trabajo, y mediante el cual pudimos

seguir la especificamente la producciéri@gen soluciones irradiadas.

Esta sonda empleada en la detecciért@eén soluciones de nuestros extractos, ha sido
empleada por otros autores en la detecciétOden sistemas de liposomas, diatomeas

y hasta en hojas darabidopsis para estudiar la produccion d@, a lo largo del
tiempo, durante diferentes tratamientos donde se indujo diferentes tipos de estrés sobre

las mismas (Flors et al., 2006).

Otros autores, en cambio han estudiado sistemas de FS en solucién similares al nuestro.
Empleando azul de Toluidina y otras fenotiazinas, la detecciériQielracias a
técnicas basadas en sondas fluorescentes, les permitio caracterizar fotoquimicamente

estos compuestos (Ronzani et al., 2013).

También hay autores que han empleado este tipo de sondas en el estudio de un extracto
vegetal FS, el extracto d&lternathera brasiliana empleado en TFDA de diferentes
especies de estafilococos y @andida dubliniensisUtilizando una sonda fluorescente

que se fotodegrada luego de reaccionar con'Cel generado por el extracto,
consiguieron seguir la actividad del extracto en solucion y caracterizar la respuesta del

mismo mientrasrairradiado (Andreazza et al., 2013).

IV.5 Conclusiones

Los resultados desarrollados al trabajar con diferentes métodos para detettada
produccion de especies oxidantes totales y oxigeno siagietdir de la irradiacion de
los diferentes fotosensibilizantes empleados, indican que se produce de oxigeno singlete

al irradiar los extractos de. verticillata, S. verbascifoliuny C. fruticosum aunque en
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menor medida que en los FS controles azul de Toluidina y Clorina e6. La irradiacion de
los extractos deS. buxifoliay T. stans probeblemente implice la generacién de
especies oxidativas alternativas al oxigeno singlate ejercer el efecto fotodinamico

observado en células y bacterias, respectivamente.

Nuestros resultados sugieren que por ser aquél que permite detectar un mayor numero
de especies reactivas de oxigeno, el método de determinacion de oxidantes totales seria
el mas adecuado para un “screening” de FS a partir de extractoS vegetales, aunque
cuenta con la desventaja de partir de diferentes estados de oxidacion propios de cada
planta. Por otro lado, si en el “screening” apuntamos a un mayor rendimiento de

oxigeno singlete, que es la especie que se considera mas importante en el proceso de

fotosensibilizacion, el método de sonda fluorescente especifica seria el mas adecuado.
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CONCLUSIONES GENERALES

Se generé una coleccion de 113 extractos metandlicos y acuosos de 64 especies
vegetales de nuestro pais, con los que se realizaron estudios sistematicos engleando |
linea celular tumoral murina, LM2, y una especie bacteriana Gram posRiva,
epidermidis con el fin de encontrar compuestos con actividad citotéxica, bactericida y/o
fototéxica sobre células o microorganismos. Posteriormente se estudiaron en

profundidad aquellos extractos que mostraron alguna de las actividades mencionadas.

Trece de las especies estudiadas mostraron actividad citotoxica en oscuridad sobre
lineas tumorales y no tumorales. Si bien en general, no se observo seleatividiad
por las lineas tumorales, uno de los extractogairica, mostro cierta toxicidad

diferencial en las lineas tumorales.

Las bajas concentraciones citotoxicas y los efectos de los extractos sobre el
citoesqueleto, ciclo celular y capacidad migratoria de las células LM2, sugieren que
el/los principio/s activo/s presentes en estas especies, resultan interesantes puntos de

partida en el estudio de nuevos compuestos con actividad antitumoral.

Todos los extractos metandlicos foliaceos presentaron actividad fotosensibilzante en
células, sin embargo dos de ell&, fruticosumy S. buxifolig tuvieron actividad
marcadamente superior al resto. Se destaca ademds la selectividad por las lineas
tumorales de estos extractos. Analizando su composicidn, resulta probable que los
compuestos fotosensibilizantes sean compuestos tetrapirrélicos vinculados al
metabolismo de la clorofila. Por otra parte, se encontraron dos extractos de @or, de
argentinay M. unguis-cati que también resultaron fotosensibilizantes sobre células.
Estos compuestos sin embargo, fueron significativamente menos fototoxicos que los de

hoja, debido probablemente a una baja concentracion del compuesto fotoactivo.

También se encontré que un extracto metandlico de hoja, perteneciente a la@specie
argenting resulté protector frente al fotodafo inducido por la TFD. Se pudo corroborar
gue este extracto redujo los niveles de oxigeno singlete generado por diferentes

fotosensibilizantes durante la irradiacion.
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En cuanto a la actividad antimicrobiana en oscuridad de los extractos, encontramos siete
de ellos con capacidad bactericida leve frente a las bacterias Gram positivas con las que

trabajamos, mientras que las Gram negativas fueron resistentes a estos efectos.

Encontramos que tres extractos de frverbascifoliumT. stansy C. verticillata, son
buenos fotosensibilizantes sobre especies bacterianas Gram positivas creciendo en

suspension, pero no sobre Gram negativas.

Se comprobd la rdpida union del extracto Sleverbascifoliuma las bacterias.
epidermidis y la generacion de oxigeno singlete a partir de su iluminacién. Empleando
este extracto pudimos eliminar bacterias creciendo en medio sélido. Cabe sefalar que se
probé la actividad d&. verbascifoliuintomo fotosensibilizante en TFDA empleando

luz solar y en estas condiciones nuestro extracto fue mas efectivo en la eliminacion de
S. epidermidisque el fotosensibilizante sintético de referencia azul de Toluidina. Los
extractos de hoja d€. fruticosumy S. buxiflia de alta fototoxicidad en células,
mostraron leve fototoxicidad bajo la iluminacién solar cuando se los comparé con el

extracto floral de&s. verbascifolium

Los extractos capaces de fotosensibilizar bacterias no resultaron activos sobre células,
lo cual permitié6 el empleo d8. verbascifoliunflor, en la eliminacién fotodinamica
selectiva de bacterias Gram positivas infectando queratinocitos PAM212. Mientras que
con este extracto se consiguid reducir el nimero de UFC/ml luego de la irradiacion, la

viabilidad de los queratinocitos practicamente no sufrié modificaciones.

La selectividad por las células procariotas probablemente sea el punto fundamental en la
TFDA. La absorcion de la luz de determinado rango de longitud de onda por los tejidos,
y los distintos picos de absorcion de los fotosensibilizantes, permitirian encontrar
condiciones en las cuales la luz active selectivamente las moléculas presentes en

microorganismos, siendo éste uno de los mayores desafios en el area.

También se adaptaron métodos para la detecdoidnitro de extractos productores de
especies oxidantes, en particular oxigeno singlete, luego de la irradiacion. A partir de
estas técnicas es posible investigar rapida y facilmente, el potencial como

fotosensibilizantes de nuevos extractos o compuestos.
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Se hallaron especies y extractos vegetales, con mudultiples propiedades y diferentes
blancos. Es probable que esta diversidad de actividades se deba a la presencia de
multiples compuestos en los extractos que den cuenta de los diferentes efectos. Se
presenta un resumen de las especies y extractos activos en la siguiente tabla:

Especie Parte | Citotox. en TFD en Bactericida | TFDA en
células células bacterias

Cissus verticillata Raiz

Clematis hilarii Hoja

Collaea argentina Flor

Hoja

Combretum fruticosum | Hoja

lochroma australe Hoja
Ipomoea bonariensis Flor
Ipomoea cairica Hoja

Jacaranda mimosifolia | Flor

Macfadyena unguis-cati | Flor

Prunus cerasifera Hoja

Prunus subcoriacea Hoja

Scutia buxifolia Hoja

Sesbania punicea Flor

Solanum amygdalyfolium Flor

Solanum chacoense Hoja

Solanum sisymbriifolium | Flor

Solanum verbascifolium | Flor

Tecoma stans Flor _

Xanthium cavanillesii Hoja

En verde se indica la actividad que mostraron los diferentes extractos metanolicos.

Se han realizado pocos estudios apuntando a llevar a cabo un “screening” en busqueda

de nuevos fotosensibilizantes vegetales. Nasstivestigaciones constituirian una
primera etapa en el analisis de la potencial funcién fototoxica de los extractos de
especies vegetales autdéctonas argentinas estudiadas. Asimismo, el estudio de extractos

naturales genera nuevas lineas de investigacion, tales como la obtencion de compuestos



antitumorales, antimicrobianos o inclusive fotoprotectores en Terapia Fotodinamica. Es
necesario realizar la identificacion y el aislamiento de los compuestos activos presentes
en los extractos que mostraron actividad, para continuar con las determinaciones de

toxicidad, fototoxicidad y fotoproteccidn vivo.
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