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Efecto del transmisor gaseoso sulfuro de hidrégeno (H,S) en el

tratamiento fotodinamico del cancer

Resumen

La Terapia Fotodindmica (TFD) es un tratamiento utilizado en cancer, infecciones
bacterianas, enfermedades no malignas y otros usos no clinicos, que se basa en la
activacién de un fotosensibilizante (FS) con luz, y la consecuente generacién de

especies reactivas de oxigeno (EROs) que desencadenan daios fotoquimicos.

El acido 5-aminolevulinico (ALA) es un pro-FS, que al administrarse exdgenamente
aumenta la sintesis de porfirinas a través del camino biosintético del hemo. Las
porfirinas son FSs y a esta terapia se la conoce como Terapia Fotodinamica basada en

ALA (ALA-TFD).

El sulfuro de hidrogeno (H,S) es un transmisor gaseoso, sintetizado endégenamente en
los seres vivos, que en los mamiferos presenta diferencias tejido y contexto
especificos. Se ha descubierto que interviene en una variedad de procesos fisiolégicos
como la regulacion del estado redox celular, la funcién cardiaca, la presién arterial, la
divisién celular, procesos cerebrales, etc. En especial, ha sido muy estudiado su efecto

en la respuesta antioxidante.

El objetivo de esta tesis es estudiar el efecto del H,S en el contexto de la TFD,
utilizando como modelo principal dos lineas celulares de adenocarcinoma mamario
murino, LM2 y LM3, y utilizando el dador inorgédnico sulfuro acido de sodio (NaHS),

como fuente exégena de H,S.

Se ha encontrado que el NaHS posee un efecto protector frente a la ALA-TFD en las
células LM2. El NaHS tiene efecto sobre varios parametros asociados a este resultado:

aumento de niveles intracelulares de glutation reducido (GSH), disminucién de la



sintesis de porfirinas a partir de ALA por inhibicidon de enzimas del camino biosintético
del hemo, disminucion de las EROs generadas post TFD y disminucion en la oxidacion

de proteinas post TFD.

El NaHS también mostré efecto protector frente a la TFD al utilizar otro FS (Clorina e6),
y al ser evaluado en otras tres lineas celulares (SKOV3, IGROV1 y Raw 264.7) frente a la

ALA-TFD.

La linea celular LM3, en cambio, no presenta el mismo comportamiento. Si bien el
NaHS aumenta los niveles intracelulares de GSH, el mismo no protege a las células
frente al dafio fotodindmico producido por la ALA-TFD, observandose que éste no es

capaz de reducir la sintesis de porfirinas, ni la acumulacién de EROs post TFD.

Al analizar mediante RT-HPLC los intermediarios de porfirinas sintetizados, la linea LM2
produce exclusivamente protoporfirina IX (Pp IX) a partir de ALA, y en presencia de
NaHS, no produce cantidades detectables de porfirinas. En cambio, la linea LM3
produce mayormente Pp IX, uroporfirina, y coproporifina, y en presencia de NaHS,

cambia el patrén de los intermediarios producidos.

A través del andlisis bioinformatico de bases de datos, no se pudo encontrar una
correlacién entre el nimero de copias o la actividad transcripcional de los genes de las
enzimas que producen H,S y el cancer, debido principalmente a la alta dispersién de

los datos evaluados.

Como conclusion, el NaHS tiene un efecto en la respuesta celular a la ALA-TFD en la
mayoria de las lineas estudiadas, mediado por multiples factores. Si bien estos
resultados fueron observados en la mayoria de las lineas celulares estudiadas y con
diferentes FS, una de las lineas celulares no presentdé el mismo comportamiento. En la
linea LM3 no se observé el efecto protector del NaHS, y esto podria deberse a que los
niveles de porfirinas totales no se reducen, aunque el NaHS modifica los intermediarios

sintetizados.



Por primera vez, se reporta un estudio completo sobre el efecto del NaHS en la ALA-
TFD, asi como en la sintesis de porfirinas, y en la reaccion directa con el oxigeno

singlete, que es el principal agente oxidante generado durante la TFD.

Estos resultados son de particular importancia en el tratamiento con ALA-TFD de
tejidos que sinteticen altos niveles de H,S, o que debido a una patologia aumenten su
sintesis, como se ha observado en tumores de ovario y de colon. Adema3s, podria ser

objeto de estudio de otras terapias contra el cdncer que actlen a través de EROs.

Palabras clave: Terapia Fotodinamica, sulfuro de hidrégeno, acido 5-aminolevulinico,

NaHS, lineas celulares, cancer.



Effect of the gasotransmitter hydrogen sulfide (H,S) in the photodynamic

treatment of cancer

Abstract

Photodynamic therapy (PDT) is a treatment used in cancer, bacterial infections, non-
malignant diseases, and other non-clinical uses, which is based on the activation of a
photosensitizer (PS) with light, and the subsequent generation of reactive oxygen
species (ROS). 5-aminolevulinic acid (ALA) is a pro-PS, which once administered leads
to the synthesis of porphyrins through the heme biosynthetic pathway. Porphyrins are
photosensitizers and this therapy is known as ALA-based Photodynamic Therapy (ALA-
PDT).

Hydrogen sulfide (H,S) is a gasotransmitter, synthesized endogenously in almost all
living forms, which in mammals presents specific tissue and context differences in its
production. It has been known to participate in a variety of physiological processes
such as redox state cell regulation, heart function, blood pressure, cell division, brain
processes, etc. In particular, its effect on the antioxidant response has been

extensively studied.

The objective of this thesis is to study the effect of H,S in the context of PDT, using the
murine mammary adenocarcinoma cell lines LM2 and LM3, and the inorganic donor

sodium acid sulfide (NaHS) as an exogenous source of H,S.

It was found that NaHS has a protective effect against ALA-PDT in LM2 cells. NaHS
affects several parameters associated with this finding: increases intracellular levels of
GSH, decreases porphyrin synthesis from ALA by the inhibition of enzymes of the heme
biosynthetic pathway, decreases ROS generated post-PDT and decreases protein
oxidation post-PDT. NaHS also protects cells against PDT based on other PS, such as
Chlorin e6, and the protective effect against ALA-PDT is also observed in three other

cell lines (SKOV3, IGROV1, and Raw 264.7).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21117445/

The LM3 line does not show the same behaviour. Although NaHS increases
intracellular GSH levels, it does not protect cells against ALA-PDT, and it is not capable

of reducing porphyrin synthesis or the accumulation of ROS after PDT.

When the synthesized porphyrin intermediates were analyzed by RT-HPLC, the LM?2
line exclusively produces protoporphyrin IX (Pp IX) from ALA, and in the presence of
NaHS, it does not produce detectable amounts of porphyrins. In contrast, the LM3 cell
line produces mostly Pp IX, uroporphyrin, and coproporphyrin, but in the presence of

NaHS, this pattern of porphyrins is changed.

Bioinformatics analysis from data bases showed no possible correlation between the
number of copies and transciptional activity of the genes that codify for the enzymes
involved in H,S synthesis and cancer, and this was mainly due to the high dispersion of

the data available.

In conclusion, NaHS affects the effectiveness of ALA-PDT in most of the lines studied,
given by several factors. Although these results were observed in most of the cell lines
studied and with different PS. However, in the LM3 line, the protective effect of NaHS
was not observed, and this may be ascribed to the lack of reduction of porphyrin

levels, although NaHS indeed modifies the pattern of porphyrins.

For the first time, a complete study is reported on the effect of NaHS on ALA-PDT, as
well as on the porphyrin synthesis and its direct reaction with singlet oxygen, which is
the main oxidizing agent generated during PDT. These results are of particular
importance in the treatment with ALA-PDT of tissues that synthesize high levels of H,S,
or that show an increase in its synthesis due to pathological reasons, as it has been
verified for ovarian and colon tumours. In addition, it could be the object of study of

other cancer therapies that act through ROS.

Keywords: Photodynamic therapy, hydrogen sulfide, 5-aminolevulinic acid, NaHS, cell

lines, cancer.
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l. Introduccion

I.1. Terapia Fotodinamica.

I.1.1. Generalidades de la TFD.

La Terapia Fotodinamica (TFD) es un tratamiento cuyo objetivo es provocar la muerte
celular. Para ello se deben combinar tres elementos: un fotosensibilizante (FS),
oxigeno molecular (0;) y luz de una longitud de onda adecuada. Su efecto esta dado
por una gran generacién de especies reactivas de oxigeno (EROs) y radicales libres en
el tejido o célula tratada, principalmente por la produccidn de oxigeno singlete (*0,).

La TFD es una terapia binaria (consta de dos pasos): primero, la administracién y
acumulacién selectiva del FS en el tejido o células a tratar; y segundo, la irradiacién con

luz en la zona blanco, como se esquematiza en la Figura 1.1.1.

Células tumorales Fotosensibilizante o
y no tumorales pro-fotosensibilizante

Muerte de
células tumorales 0
N daia , * * Luz
A i @ Oxigeno

+ ' s L molecular

Figura |.1.1. Esquema que representa las bases de la TFD.

Las EROs generadas durante la TFD son muy reactivas, y oxidan rdpidamente a otras
moléculas, cdmo proteinas, lipidos y acidos nucleicos (Casas et al., 2001; Allegra 2020).

La alta reactividad de las EROs se notan en sus cortos tiempos de vida media. Por



ejemplo, la vida media del '0, es de 10° segundos (Sies, 1993). En cuanto a otras
EROs, la vida media del anién superéxido (0,”) es de 10® segundos (se reduce a 107"
segundos en presencia de la enzima superdxido dismutasa); la del perdxido de
hidrégeno (H,0,) es de 107 segundos (pero desciende a 10°® en presencia de la enzima
catalasa); y la del radical hidroxilo ([OH]") es de 10° segundos (Dickinson y Chang,
2011; Taverne et al., 2013).

1.1.2. Mecanismo de accion de la TFD.

La Figura 1.1.2 describe un diagrama de Jablonski, que relaciona los estados

energéticos de un FS y como se generan las diferentes EROs.
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Figura I.1.2. Diagrama de Jablonski para las reacciones de fotosensibilizacién (Chiarante, 2019).

Cuando se irradia una molécula de FS con un haz de luz de longitud de onda adecuada,
la energia absorbida por la molécula de FS en su estado basal (FS°) provoca un salto
electrénico, dejando al FS, cuya naturaleza es en estado singlete, excitado (‘*FS*). El
'FS* tiene varias posibilidades para liberar esa energia. Por un lado, puede hacerlo en
forma de luz, como fluorescencia si estd en FS* o como fosforescencia si esta en
estado triplete (*FS*), o en forma de calor (vibrando). Pero, para que se generen EROs,
es importante que ocurra un cruce intersistema, y que el 1po* pase a un estado 3FS*,
con pérdida de energia. El >FS* es mds estable, y puede acoplar con el 0,, que estd
naturalmente en estado triplete (?0,), transfiriéndole energia. Asi, el O, pasa del
estado 302 al estado 102, gue como fue mencionado previamente, es una especie muy

oxidante. La reaccion a través de la cuales se genera 'O, a partir de >FS* y luz se llama
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reaccién fotoquimica tipo Il. Las demds EROs se forman a través de la reaccién
fotoquimica tipo I, que involucra la interaccién del 3FS* con biomoléculas. En dicha
interaccidn, se da la transferencia de un hidréogeno o de un electrén, formando
radicales libres de ambos compuestos. Estas especies pueden reaccionar con el
oxigeno molecular y dar lugar a la formacién de (0,°), [OH]", H,0,, entre otras

especies (van Steveninck et al., 1986; Athar et al., 1989; Abrahamse y Hamblin, 2016).

La disponibilidad de O, en el tejido a tratar es fundamental para que la TFD tenga
efecto. Inmediatamente antes de la fotosensibilizacion debe haber una cantidad
suficiente de O, en el tejido, la cual ird disminuyendo a medida que este es utilizado
para generar las EROs. Una posible consecuencia de la TFD es la formacién de edemas
en la zona tratada, lo que limita la llegada de sangre, y consecuentemente la
reposiciéon de O,. Es por ello que, para permitir una adecuada re-oxigenacion del
tejido, se suelen utilizar dosis bajas de luz a tiempo largos de irradiacidn, o se

administra la luz de manera fraccionada (Middelburg et al., 2010).

1.1.3. Fotosensibilizantes.

Dentro del universo de compuestos con actividad FS existen una diversidad de
sustancias de distinta naturaleza quimica. Principalmente se trata de moléculas de
estructuras grandes que contienen dobles enlaces conjugados, como anillos
tetrapirrdlicos. Un ejemplo de este tipo de moléculas son las derivadas de las
porfirinas, clorinas, texafirinas, y ftalocianinas. Sin embargo, otros compuestos como
carotenos, ficobilinas, colorantes, porficenos y antraquinonas son también utilizados
como FS (Ormond y Freeman, 2013; Abrahamse y Hamblin, 2016; Baskaran et al.,

2018).



Para ser considerada un FS, la molécula debe poder acumularse preferencialmente en
el tejido blanco, absorber luz y en consecuencia generar especies oxidantes. Ademas,
dicha molécula no debe ser toéxica per se, y solo debe activarse al ser irradiada con la
luz de longitud de onda adecuada. En la Figura 1.1.3 se muestran las estructuras

quimicas de algunos FS.
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Figura 1.1.3. Principales familias de compuestos con actividad FS: (A) porfirina, (B) clorina, (C)
bacterioclorina, (D) ftalocianina (en este caso de Zn, pero el metal puede variar), (E) porficeno
y (F) antraquinona (en este caso parietina, presente en el liquen Teoloschistes nodulifer, nativo

de Argentina (Comini et al., 2017)). Tomado y ampliado de Abrahamse & Hamblin (2016).

El primer FS aprobado en 1999 por la Administracién de Alimentos y Medicamentos de
los Estados Unidos (FDA, por su sigla en inglés) fue el Photofrin® (Figura 1.1.4), una
hematoporfirina derivada que consta de una mezcla de oligdmeros formados por

uniones éter o éster sumando hasta 8 porfirinas.
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Figura I.1.4. Estructura del Photofrin® (Gallardo-Villagran et al., 2019).

Si la gran cantidad de especies oxidantes que se generan durante la TFD superan las
defensas antioxidantes de las células, se provoca su muerte, que puede ser por
diferentes mecanismos como apoptosis, autofagia o necrosis (Casas et al., 2001). La
localizacidon subcelular del FS influye en el mecanismo de muerte celular, aunque no es
el Unico factor, ya que también es determinante la cantidad de FS y la dosis y tipo de

luz con que se irradia el tejido (Abrahamse y Hamblin, 2016).

1.1.3.1. Pro-fotosensibilizantes.

Existen también sustancias que son pro-FS, es decir que no son FS per se, sino que al
ingresar organismo se metabolizan, dando lugar al verdadero FS. Nuestro grupo se ha
especializado en el uso del pro-FS acido 5-aminolevulinico (ALA), que es un metabolito
enddgeno que da lugar a la formacidn del grupo hemo. La protoporfirina IX (Pp IX), y
otras porfirinas, son intermediarias en este camino biosintético, y poseen diferentes
grados de actividad fotosensibilizante. De todos los intermediarios porfirinicos, la Pp IX

es el que posee mayor actividad fotosensibilizante (Redmond y Gamlin, 1999).



1.1.3.2. Sintesis enddgena de porfirinas.

En la Figura I.1.5 se muestra un esquema de dicha sintesis enddgena en una célula. La
sintesis consta de 8 pasos enzimaticos, que se distribuyen entre 4 pasos mitocondriales
y 4 pasos citoplasmaticos (Batlle, 1993). El ALA se forma a partir de succinil-CoA vy
glicina por accién de la enzima ALA sintasa. El ALA se produce en la mitocondria, y
luego es transportado al citoplasma, donde a través de la accidn de la enzima ALA-
dehidratasa forma porfobilindgeno (PBG), que es un monopirrol. En el tercer paso, la
PBG-deaminasa condensa 4 moléculas de PBG y forma el tetrapirrol hidroximetilbilano,
y este Ultimo se convierte en Uroporfirinogeno Il por accion de la Uroporfirinégeno |l
sintasa. La enzima Uroporfirindgeno decarboxilasa cataliza una serie de
decarboxilaciones, y forma el Coproporfirindgeno Ill. Este ultimo ingresa a la
mitocondria y es sustrato de la enzima Coproporfirinégeno oxidasa, el sexto paso de la
via, que da como producto el Protoforfirindgeno IX. La Protoporfirinégeno IX oxidasa
forma la Pp IX. El dltimo paso de la sintesis es la inserciéon de un dtomo de hierro en
estado ferroso, reaccién catalizada por la enzima Ferroquelatasa, dando como

resultado el producto final de la sintesis, el grupo hemo.
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Figura 1.1.5. Esquema de la sintesis metabdlica del grupo hemo, cuatro de las reacciones

ocurren en la mitocondria de las células, y las otras cuatro en el citoplasma.

1.1.4. Acumulacion preferencial del FS en tumores.

No estd aun esclarecido el mecanismo a través del cual los FS se acumulan
preferencialmente en los tumores, pero existen varias hipétesis (Hamblin y Newman,
1994). Una de ellas es la alta densidad de receptores para lipoproteinas de baja
densidad (LDL) que tienen los tejidos en crecimiento, a través de los que adquieren los
lipidos necesarios para la sintesis de membranas. Se ha visto que algunos de los FS mas
efectivos, incluidas las porfirinas, viajan por el plasma asociados a LDL. De esta
manera, los FS entrarian a las células tumorales asociadas a LDL (Kessel, 1992). Otra

posibilidad seria debido a la debilidad de la vasculatura y al pobre drenaje linfatico



tumorales, lo que produce un efecto llamado “permeabilidad y retencion mejoradas”
(EPR, del inglés “enhanced permeability and retention”), lo que favoreceria la
acumulacién de agregados de porfirinas y otros FS en el espacio intersticial (lyer et al.,

2006).

1.1.5. Terapia Fotodinamica basada en ALA (ALA-TFD).

La ALA-TFD se sustenta en dos hechos. El primero, es que todas las células son capaces
de sintetizar porfirinas a partir del ALA, ya que el grupo hemo es una molécula esencial
en el metabolismo general de las células (Ponka, 1999; Sun et al., 2015). El grupo hemo
estd presente en una variedad de proteinas esenciales como la hemoglobina, la
mioglobina, la catalasa, neuroglobina, los citocromos (encargados de detoxificar y de la
respiracion celular), las peroxidasas, las oéxido nitrico sintasas, y mas. Como se
abordard mas adelante, la enzima cistationina B-sintasa, que sintetiza H,S, también

posee al grupo hemo como cofactor, lo cual la convierte en una hemoproteina.

El segundo, es que en varios tipos de tejidos tumorales y proliferativos, se han hallado
alteraciones en esta via metabdlica que conduce a la acumulacidn de Pp IX en el tejido.
Se ha encontrado que la actividad de la ferroquelatasa esta disminuida, y que la de
ALA-D y PBG-D estan aumentadas (Casas, 2020), por lo que la presencia de ALA

provoca la acumulacién de porfirinas, principalmente Pp IX.

Una ventaja adicional de la utilizacidn de pro-FS como el ALA, es que el compuesto que
se administra no tiene actividad fototdxica per se, y que los efectos adversos
generados por la Pp IX, como la fotosensibilidad, son de menor duracién comparado

con otros FS (Casas, 2020).



1.1.6. Fotodiagndstico, fotodeteccion y otros usos de los FS con capacidad
fluorescente.

Como resultado de la fluorescencia producida por algunos FS al ser iluminados con una
luz de longitud de onda adecuada, surge la fotodeteccion (FD) como una herramienta
tanto para la deteccidn diagndstica como para seguimiento de tumores (Ackroyd et al.,
2001). Duska y colaboradores (2002) lograron con esta técnica detectar lesiones en el
tracto vaginal que habian sido “invisibles” a las técnicas de deteccidn de rutina. Otro
uso de la FD es la cirugia guiada por fluorescencia, que aprovecha esta selectividad
para demarcar en forma mas definida los limites de la reseccion, su aplicacion estd mas
utilizada en la cirugia tumoral cerebral, donde dicho procedimiento debe ser muy
preciso (Stummer et al., 2006; Kaneko y Kaneko, 2016; Akimoto et al., 2019;

Hadjipanayis y Stummer, 2019).

La Figura I.1.6 muestra la administracion sistémica de un FS o pro-FS, su acumulacién

en el tejido blanco y su uso terapéutico (TFD) o el diagndstico (FD).
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Figura 1.1.6. La administracién sistémica de un FS o un pro-FS y su acumulacién en el tejido

blanco puede seguir el camino terapéutico (TFD) o el diagndstico (FD).

Teniendo en cuenta que el ALA es una molécula polar, es necesario que utilice un
transportador o carrier en la membrana citoplasmatica, para facilitar su ingreso a las

células, por lo cual se han elaborado diferentes derivados mas lipofilicos que permiten



gue ingresen al interior de las células mas rapidamente por difusién simple (Casas y

Batlle, 2006).

De estos derivados lipofilicos, se destacan el hexil-ALA, que fue aprobado en 2010 por
la FDA para FD de un tipo de cancer de vejiga (Stenzl et al., 2010; Daneshmand et al.,
2014), y el metil-ALA en forma farmacéutica de crema tdpica cutanea, aprobado en
Argentina por la ANMAT para el tratamiento de queratosis actinica, carcinoma
basocelular y enfermedad de Bowen (ANMAT, Disposicion 0157-17).

Las cremas, los geles, los sprays y soluciones de FS o pro-FS se pueden administrar
directamente de manera tdpica cuando el acceso a la lesién es directo, como en la

boca o la piel (Dirschka et al., 2012).

1.1.7. Otros usos de la TFD.

Usos no oncolégicos de la TFD incluyen el tratamiento para eliminacidon de bacterias,
hongos y virus, lo que es denominado Terapia Fotodindmica Antimicrobiana o
Fotoinactivacion bacteriana (PDI por sus siglas en inglés, Photodynamic Inactivation).
Dado su mecanismo de accidn, esencialmente cualquier célula o estructura en la cual
interactuen el FS, la luz adecuada y el O,, sufrird los efectos oxidantes de la terapia y es
susceptible de tratarse con TFD/PDI. Este abordaje se ha propuesto para el
tratamiento de infecciones bacterianas superficiales orales o cutaneas, o para
infecciones perioddnticas y endoddnticas, y para la esterilizacién de prétesis, insumos
y dispositivos de uso médico (Baugh y Clark, 1959; Jori et al., 2006; Amos-Tautua et al.,
2019), a los que se pueda acceder facilmente con una fuente de luz. La PDI no genera
resistencia, ni presenta resistencia cruzada con otros antibiéticos, (Cieplik et al., 2018).
Por esta razdn, y a raiz de la apariciéon de microorganismos que presentan resistencias
multiples a antibiéticos (O’Neill, 2016), la investigacién en esta area ha ido creciendo

notablemente en los Ultimos afos.
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La TFD ha sido propuesta e investigada con éxito para su uso en el tratamiento de la
aterosclerosis, que se conoce como fotoangioplastia (Rockson et al., 2000; Céspedes et
al., 2021). Las placas de ateroma estan compuestas por depdsitos de lipidos y varios
componentes celulares como los macrégafos, con receptores secuestrantes
(scavengers) para la captacion de LDL, los cuales no sufren regulacién en baja (down
regulation). Al captar grandes cantidades de LDL, estos macrdfagos se convierten en
células espumosas, con grandes depdsitos de lipidos y colesterol esterificado, iniciando

asi la estria grasa, que es el comienzo de la placa aterosclerdtica.

Las porfirinas asociadas a lipoproteinas del plasma se acumulan en estas células, y la
luz es administrada a través de una fibra dptica por la luz de una arteria estendtica

(estrecha).

Algunos desdrdenes inmunoldgicos/inflamatorios como la psoriasis, acné, liquen
plano, escleroderma, alopecia y degeneracién macular de la retina, han sido

exitosamente tratados con TFD (Taub, 2007).

Otros usos de la TFD por fuera del organismo incluyen el tratamiento de médula ésea
antes del auto-transplante (Casas, 2020), y la eliminacién de patdgenos de sangre para
transfusion (Wainwright y Baptista, 2011). La empresa Japonesa Terumo BCT
(Hatagaya Shibuya-ku, Tokyo, Japan), con presencia en varios paises, ha desarrollado
una tecnologia para esterilizacion de plasma utilizando riboflavina y luz UV (Mirasol®
Patogen Reduction Technology System, Terumo BCT) (Cancelas et al., 2011; Allain et
al., 2016).

Dada su baja toxicidad, pocos efectos adversos y su buena cicatrizacién, la TFD tiene
un amplio y prometedor uso en el campo de la cosmética, por ejemplo como

tratamiento fotorejuvenecedor (Rossi et al., 2011).

Finalmente, otros usos de la TFD que han sido propuestos y que se investigan en
menor medida son su uso para el tratamiento de agua residuales (Coppellotti et al.,

2012; Bartolomeu et al., 2017), en la desinfeccién de productos alimenticios (Amos-
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Tautua et al., 2019), y en aplicaciones agropecuarias, como el control de hongos en
cultivos de citricos (Gonzales et al., 2017), o como alternativa al uso de antibidticos en
piscicultura (Almeida et al., 2009).

A continuacién, se listan algunos de los compuestos y usos aprobados para TFD y FD
por las entidades regulatorias de Argentina (ANMAT), Europa (European Medicines
Agency, EMA), Estados Unidos (FDA) y Japdn (Pharmaceutical and Medical Devices
Agency, PMDA) (Tabla 1.1.1). En un articulo reciente, Casas (2020) hace una revision
todos los usos clinicos y preclinicos de ALA-TFD y los derivados de ALA, metil-ALA y
hexil-ALA.

Tabla I.1.1. Fotosensibilizantes aprobados para su uso en TFD por distintas entidades

regulatorias (Baskaran et al., 2018; Casas, 2020).

Nombre Otros Tipo de | Usos
comercial nombres molécula aprobados
Photofrin® Porfimero de Sodio, | Derivado de | Cancer de esdfago, cancer de pulmdn
(FDA, ANMAT) derivado de | porfirina endobronquial, eséfago de barret,
hematoporfirina cancer papilar de vejiga (2da linea)
Ameluz®/Levulan® Acido 5-| Precursor  de | Queratosis actinicas en cara y cuero
(FDA, ANMAT) aminolevulinico porfirina cabelludo, Fotodeteccion de tumores
(ALA) de cerebro.
Metvix®/Metvixia® Metil ALA Precursor  de | Queratosis actinicas en cara y cuero
(FDA, ANMAT) porfirina cabelludo, carcinoma de células basales
Hexil-ALA Precursor  de | Fotodeteccidon de tumores de vejiga y
(FDA, ANMAT) porfirina cirugia guiada por fluorescencia de
gliomas
Foscan® (FDA, | Temoporfina, tetra| Clorina Tumores de cabeza y cuello avanzados
ANMAT) hidroxi metil clorina
Laserphyrin® (PMDA) | Talaporfina de sodio | Derivado de | Cancer de pulmédn
clorina
Visudyne® Verteporfina, Derivado de | Degeneracion macular relacionada con
(EMA, FDA) Benzoporfirina porfirina la edad.
derivado
Redaporfin® Bacterioclorina | Cancer de las vias biliares
(EMA, Portugal) (colangiocarcinoma)
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1.1.8. Ventajas de la TFD.

La TFD presenta varias caracteristicas ventajosas con respecto a los tratamientos
tradicionales. En primer lugar, no presenta reacciones cruzadas con otros tratamientos
(Casas et al., 2011), por lo cual puede usarse en combinaciéon con otras terapias, a
menudo mostrando efectos sinérgicos (Fahey y Girotti, 2019). Ademas, como el dafo
gueda mayoritariamente restringido a la zona tumoral, disminuyen los efectos
adversos sobre otros drganos. Por estas razones es que la TFD puede repetirse varias

veces en la misma zona, y se puede usar en caso de recurrencia del tumor.

En segundo lugar, el riesgo de producir nuevas neoplasias es bajo, ya que el dafio al
ADN es limitado; asi como lo es también el riesgo de perforar o reducir la fuerza

mecanica de drganos internos (Dougherty, 1984; Kennedy, 2006).

Finalmente, la TFD puede realizarse de forma ambulatoria, a diferencia de la radio y la

guimioterapia, que en muchos casos requieren hospitalizacion.

Debido a la selectividad del FS por el tejido a tratar, a su muy baja o nula toxicidad en
oscuridad, y al hecho de que la luz es administrada mayoritariamente a la zona tratada,
el tejido circundante no iluminado no sufre dafio alguno. Esto hace que la TFD tenga
asociados menos efectos secundarios y sea mucho mds segura que los tratamientos
convencionales. Sin embargo, en eso radica también su limitacidn: los sitios donde
puede llegar la luz. Es por esta razdén que los lugares mas aptos para ser tratados con
TFD son drganos superficiales (piel, ojos), u érganos huecos y cavidades de facil acceso

por via endoscopica (boca, faringe, eséfago, tracto vaginal, vejiga, etc.).
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1.1.9. Penetracion de la luz.

Uno de los componentes necesarios en la TFD es la luz, que cumple la funcién de
brindar los fotones necesarios para la excitacion del FS. Es por este motivo, que la luz
tiene que ser de una longitud de onda adecuada, ya que debe coincidir con alguna
zona del espectro de absorcidon del FS que se utiliza. Por ejemplo, las porfirinas
muestran una intensa absorcion alrededor de los 400 nm, en la regién azul, llamada

banda de Soret, y otros picos de menor absorcidn entre los 500 y los 650 nm, llamados
bandas Q (Figural.1.7).
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Figura I.1.7. Espectro de absorcion tipico de las porfirinas, en este caso corresponde a la Pp IX.

El eje de las abscisas indica la longitud de onda en nm y el de las ordenadas la intensidad de la
absorcidn.

Otra limitacion técnica en el uso de TFD es la penetracién de la luz en los tejidos.
Cuanto menor es la longitud de onda, mayor es la dispersién en el tejido y la absorcién
de la luz por parte de biomoléculas, como la hemoglobina y la melanina. Existe
entonces un compromiso para determinar la longitud de onda adecuada, entre la
maxima absorcidn del FS y la penetracién de la luz en el tejido. Retomando el ejemplo

de las porfirinas, se suele utilizar la banda de absorcién de 630 nm, que si bien es la
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mas débil, es la longitud de onda que mas penetra en los tejidos (comparado con los
otros picos de absorciéon de las porfirinas). La penetracién de la luz aumenta a medida
gue aumenta la longitud de onda, como muestra el esquema de la Figura 1.1.8 (van

Gemert et al., 1985).
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Figura 1.1.8. A) Esquema de la penetracion de la luz en la piel, segin B) la longitud de onda de

la luz incidente en el tejido. Traducido de Agostinis et al., (2011).

Las fuentes de luz utilizadas para TFD son variadas e incluyen ldseres (sumamente
Utiles por emitir en una longitud de onda definida), ldamparas halégenas, LEDs e
inclusive la luz solar. Las lamparas de luz blanca y algunos LEDs son las mas versatiles,
ya que al emitir en un espectro amplio de longitudes de onda, pueden aplicarse a una
mayor variedad de FS. Otros tipos de LEDs emiten longitudes de onda acotadas,
similares a los laseres, por lo que son utiles para una uUnica longitud de onda. Sin

embargo, los laseres emiten luz de mayor potencia.
Si bien lo mas usual es el que los tumores a ser tratados con TFD sean superficiales o

en organos huecos de facil acceso, también se han tratado tumores sélidos por medio

de TFD intra operatoria y se han desarrollado fibras épticas intersticiales de manera tal
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de poder irradiar de forma homogénea diferentes cavidades u drganos macizos desde

su interior (Casas, 2020), tal como lo muestra la Figura 1.1.9.
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Figura 1.1.9. Sistemas de aplicacidn de la luz en TFD. Sistemas de aplicacion de luz en TFD.
lluminacién superficial con ldmpara convencional (1), ldser acoplado a una fibra optica (ll).
lluminacidn intersticial con un difusor cilindrico (lll) o esférico (IV). lluminacién intraluminal e
intracavitaria con difusor cilindrico (V) o esférico e isotrépico (VI). Las flechas representan la
luz emitida, y la linea punteada representa la distribucién de la luz en un tejido altamente

refringente. (VII) Luz Solar. Tomado de Vallecorsa (2019).

1.2. Sulfuro de hidrégeno.

1.2.1. Generalidades, propiedades quimicas y toxicidad del sulfuro de hidrégeno.

El sulfuro de hidrégeno (H,S) es un gas a temperatura ambiente. Es muy volatil,
inflamable, incoloro, posee un olor caracteristico a huevo podrido, y es sumamente
toxico (Beauchamp et al., 1984; Reiffenstein et al., 1992; Marshall et al., 2009; Haouzi,
2012). Sin embargo, al ser su deteccion muy sensible a través del olfato, su
peligrosidad suele ser evitada. El umbral de deteccidon en las personas es de entre
0,008 y 0,2 ppm (Amoore, 1983), siendo del orden del umbral de deteccidon para el olor
a “gas natural o de cocina”, que es de 0,0016 — 0,1 ppm (los odorantes que se le
agregan al gas son compuestos organosulfurados o mezcla de ellos, como
metilmercaptano, metil etil sulfuro, 2-tiol 2-metilpropano, tertiobutil

metilmercaptano, entre otros).
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Quimicamente, el H,S es un acido débil, con un primer pKa = 6,9-7,1 y el segundo pKa >
12 (Hughes et al., 2009). Esto significa que a pH fisioldgico, la especie predominante es
el sulfuro 4cido. La proporciéon aproximada de las 3 especies a dicho pH es HS en un
80% y H,S en un 20% (Giuffré y Vicente, 2018), mientras que la del anién disulfuro $*
se considera despreciable. La Figura |.2.1 muestra los equilibrios del H,S.

HoSq =——— H2Se=—— HS() =—=— S%(s0

pK.1=6,9-7,1 pKaz>12
25°C
Figura I.2.1. Equilibrios de disociacion del H,S. Los valores de pKa; = 6,9-7,1y del pKa, > 12.

Los efectos adversos del H,S en seres humanos estan ampliamente estudiados, y
describen desde irritacién ocular a dosis bajas, lesiones pulmonares, hasta pérdida de
la conciencia, asfixia y paro cardiopulmonar a dosis altas (Szabo y Papapetropoulos,

2017). La Tabla I.2.1 muestra la toxicidad y los sintomas de intoxicacion con H,S.

Tabla 1.2.1. Efectos téxicos del H,S en seres humanos. Concentraciones toxicas y
efectos sobre la salud del H,S. Tomado de International Volcanic Health Hazard

Network (IVHHN).

Limite de exposicion
Efectos sobre la salud
(ppm)

0,008 -0,2 Umbral respiratorio, se detecta olor a huevo podrido

20 Olor a fuga de gas. Tolerancia durante algunas horas sin dafo

20-50 Irritacién ocular

60 Exposicion prolongada puede causar faringitis o bronquitis

> 150 Exposicidn prolongada puede causar conjuntivitis y dolor de ojos

250 Edema pulmonar con riesgo de muerte

500 Muy peligroso, se debe evacuar mucho antes de llegar a este nivel

1000 Pérdida de conciencia

1000 - 2000 Intoxicacion aguda: los sintomas incluyen respiracion agitada, angustia,
nausea y vomito. Puede ser rdpidamente seguido de pérdida de
conciencia, coma y paro respiratorio

> 2000 Pérdida inmediata de conciencia y alta probabilidad de muerte
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A pesar del bajo umbral de deteccidn, la exposicién a concentraciones bajas pueden
pasar desapercibidas en una mezcla de olores, y la exposiciéon a dosis pequeiias pero
prolongada en el tiempo puede traer consecuencias a nivel neurolégico, cardiovascular

y respiratorio (Legator et al., 2001; Bates et al., 2002).

El H,S fue histéricamente conocido por sus efectos toxicos, y a pesar de que fue
identificado en el afno 1777 por Carl Wilhelm Scheele, y bautizado como gas sulfuroso
(Scheele, 1782), ya era conocido desde hacia siglos como “gas de los pantanos”, o “gas

de las alcantarillas”.

Desde hace varias décadas se sabe que el H,S puede ser sintetizado en los tejidos de
mamifero y se conocen las enzimas responsables de ello (Stipanuk y Beck, 1982). No
obstante, la atencidn por su rol en procesos fisiolégicos comenzdé con posterioridad, y
los primeros reportes del efecto del H,S en los tejidos de mamifero comenzaron

alrededor del afio 2000.

1.2.2. Transmisores gaseosos.

1.2.2.1. Generalidades y caracteristicas de los transmisores gaseosos.

El descubrimiento a finales del siglo XX de que el H,S se genera enzimaticamente en
tejidos de mamiferos derivd finalmente a la inclusidon de este gas dentro de la familia
de los transmisores gaseosos, en los primeros afios de la década del 2000 (Wang, 2002;
Wang, 2003). Esta familia ya se encontraba conformada por el éxido nitrico (NO) vy el
monoxido de carbono (CO), y la incorporacion del H,S amplié su campo de
investigacion, y dio origen su propia rama de estudio en cuanto a sus roles en
biomedicina, farmacologia, fisiologia, etc. Tal es asi, y tan nuevo es este campo, que
recién en el afio 2009 se realizé la primera conferencia internacional de H,S, en

Shangai, Republica Popular China.

Los transmisores gaseosos constituyen una familia de moléculas porque todas tienen
una serie de caracteristicas en comun (Tabla 1.2.2), mds alld de compartir el derrotero

de haber sido primero consideradas sustancias toxicas, luego establecerse su sintesis
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endégena a través de enzimas especificas y posteriormente atribuirseles roles

fisiologicos especificos (Guiffre y Vicente, 2018).

Tabla 1.2.2. Caracteristicas generales de los transmisores gaseosos (Mustafa et al.,

2009a; Pae et al., 2009; Kajimura et al., 2010).

Caracteristicas generales de los transmisores gaseosos

Difunden libremente a través de las membranas bioldgicas

Se producen en el organismo, a partir de enzimas y sustratos especificos

No actuan a través las vias convencionales de transduccién de sefiales, con

receptores y segundos mensajeros clasicos

Tienen una sefializacion especifica y blancos moleculares propios

Modulan una variedad de procesos fisiolégicos/patoldgicos que tienen un rol

relevante en una variedad de funciones bioldgicas

Cada uno de los tres mediadores gaseosos puede actuar como un agente
vasodilatador, citoprotector y antiinflamatorio a concentraciones bajas, pero también
pueden desencadenar efectos citotéxicos y nocivos en concentraciones altas (di Masi y
Ascenzi, 2013; Szabo, 2016). Estos compuestos estan involucrados en la regulacién de
la vasodilatacion, el metabolismo energético, el equilibrio redox, la apoptosis, el ciclo
celular, la reproduccién, la funcidén neuronal, el sistema inmune, y mas (Szabo vy
Papapetropoulus, 2017; Guiffré y Vicente, 2018). Por este motivo, desregulaciones en
el metabolismo y/o los niveles de H,S, NO y CO estan asociado con condiciones

patoldgicas (di Masi y Ascenzi, 2013; Hua et al., 2013; Guiffré y Vicente, 2018).

Entre la variedad de efectos que se le atribuyen al H,S, se pueden mencionar su
participacién en procesos a nivel cardiovascular (en la vasodilatacién, uno de sus
primeros efectos descriptos), en el sistema nervioso central, gastrointestinal,
enddcrino, de citoproteccion, y otros (Kimura et al., 2005; Kimura et al., 2006; Szabo y
Papapetropoulos, 2011; Yan et al., 2011; di Masi y Ascenzi, 2013; Parsanathan y Jain,
2019).

19



La Figura 1.2.2 muestra esquemdaticamente las “dos caras” del H,S, con sus

correspondientes efectos fisioldgicos y patoldgicos.

Sistema cardiovascular Sistema cardiovascular
regulacion de la presion Enfermedades cardiovasculares

arteria (hipertension, ateroesclerosis, lesiones de
miocardio)
sistema respiratorio Sistema respiratorio
inhibe Ta acumulacion de Froblemas respiratonos
colageno. emadelizacion

tisular

EFECTOS FISIOLOGICOS
O BENEFICIOSOS

Sistema nervioso Sistema nervioso
neuraprotecolon H ES nauraintlamacion y
enfermedades

= naurodegenerativas

EFECTOS
PATOLOGICOS

Sistema erddcrino Siztema enddcring
reculacion de fz estructura y labetes

furcicn pancrealica

Sistema gastrolmestinal - Slstema gastrointestinal
control de Ta metilidad, inflamacion
regulacion de secreciones

Figura 1.2.2. Efectos duales del H,S, traducida de di Masi y Ascenzi (2013).

1.2.2.2. Mecanismos de accion del H,S y sus blancos moleculares.

Los mecanismos a través de los cuales el H,S ejerce su efecto no son completamente

conocidos aun. Sin embargo, existe suficiente consenso con respecto 4 mecanismos de

accion o blancos moleculares:

- Interaccion con grupos hemo de hemoproteinas
- Persulfuracion de tioles proteicos
- Efecto sobre canales idnicos

- Reaccién directa con EROs y especies reactivas de nitrégeno.
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1.2.2.2.1 Interaccién con grupos hemo de hemoproteinas.

Mediante la interaccién con grupos hemo (Figura 1.2.3), el H,S influye a nivel de
regulacion de las proteinas, modificando la actividad, su conformacidn, la interaccion

entre proteinas, su afinidad por sustratos en el caso de que sean enzimas, etc.
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Figura 1.2.3. Interaccidon de H,S con un grupo hemo, formando, en este caso, un complejo

sulfuro-hierro Ill. Tomado de Giufreé y Vicente (2018).

La probabilidad de que el H,S reaccione con el hemo depende bdsicamente de las
caracteristicas particulares del grupo hemo en la molécula y del entorno aminoacidico
en el cual se encuentra. Todo esto condiciona la quimica de la reaccidn, asi como
también la concentracidén de H,S necesaria para que se produzca la misma (Mishanina

et al., 2015).

Un ejemplo es la interaccion entre H,S y el grupo hemo de la citocromo C oxidasa,
presente en la cadena de transporte de electrones mitocondrial. A bajas
concentraciones de H,S, el citocromo es reducido por el gas, lo que resulta en una
donacidn de electrones a la cadena de transporte de electrones mitocondrial y la
subsecuente generacién de energia. Pero a concentraciones mayores, el H,S se une
covalentemente al cobre-hierro del hemo de la enzima, inhibiendo la respiracién
celular, lo que produce un efecto téxico en la célula (Mishanina et al., 2015; Murphy et

al., 2019).
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1.2.2.2.2. Persulfuracion de tioles proteicos.

La persulfuracién, también llamada sulfhidrataciéon (Figura 1.2.4) es una modificacion
postraduccional o cotraduccional, en la que el H,S reduce los tioles oxidados de las
cisteinas (Mustafa et al., 2009b; Paul y Snyder 2015). De esa manera, puede modular la
actividad de proteinas blanco. Segin Mustafa (2009b), entre el 10 y el 25% de las

proteinas hepaticas sufren persulfuracion.
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Figura 1.2.4. Persulfuracién de proteinas. Puede darse tanto en A) la proteina conformada

(postraduccionalmente) como en B) la proteina a medida que se traduce.

(cotraduccionalmente). Tomado de Giufreé y Vicente (2018).

En este sentido, existen al menos dos publicaciones que postulan que el H,S puede
reaccionar con las proteinas, ocasionando modificaciones en puentes disulfuro dentro
de la proteina blanco, alterando asi su funcién. (Zhu, 2013; Hourihan et al., 2013). A
pesar de que se propone como un mecanismo alternativo a la persulfuracidn, ya que el

énfasis esta puesto en la presencia o ausencia de los puentes disulfuro, también
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involucra la actividad del H,S sobre los residuos cisteinicos y la formacidon de

persulfuros en las proteinas blanco.

1.2.2.2.3. Efecto sobre canales idnicos.

Existen abundantes reportes acerca del efecto del H,S sobre canales idnicos. Por
ejemplo, el H,S abre canales de potasio dependientes de ATP (Zhao et al.,, 2001;
Streeter et al., 2012), modula varios tipos de canales de calcio (Sun et al., 2008; Pan et
al., 2008; Tian et al., 2012) y de cloro (Shefa et al., 2018).

Los canales idnicos son proteinas que forman poros en las membranas de las células y
organelas, teniendo la funcién de regular el flujo de iones a través de ellas. El H,S
puede actuar directamente sobre los canales, o indirectamente. Los canales de potasio
dependientes de ATP (K'atp) son los mds estudiados en cuanto a su interaccién con el

H,S.

Los K'atp sONn un hétero octdmero formado por 4 subunidades que dan lugar al poro,
las Kir6.x, y cuatro subunidades regulatorias, las SURx, y su actividad es inhibida por la
unidon a ATP (Tang et al.,, 2010). Segun Mustafa et al. (2011), la cisteina 43 de la
subunidad Kir6.1 es el blanco de persulfuracion del H,S. Describen los autores que la
interaccidn del gas con la proteina se vio acompafiada de una menor unién de ATP y
una mayor union de fosfatidil inositol difosfato, por lo que sugieren que el efecto de la
interaccidon con H,S disminuye la afinidad de la proteina por el ATP, activando en
consecuencia al canal. Otros autores (Tang et al., 2010), mostraron con experimentos
de mutagénesis dirigida que el efecto del H,S solo se observaba cuando estaban
presentes las 2 subunidades, Kir6.1 y rvSUR;, pero no con Kir6.1 sola. También
identificaron residuos de cisteina en la subunidad regulatoria, la cisteina 6 y la cisteina

26, necesarios para el efecto.

No esta identificado si dichas cisteinas forman puentes disulfuros dentro de la misma

subunidad o entre las subunidades rvSUR; y la Kir6.1, pero lo cierto es que el H,S es
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capaz de regular el funcionamiento de los canales K'arp de manera directa (Tang et al.,

2010; Mustafa et al., 2011).

Se ha observado que los efectos cardio-protectores del H,S desaparecen parcialmente

cuando los canales K'arp se bloquean quimicamente (Sivarajah et al., 2006).

1.2.2.2.4. Reaccidn directa con EROs y ERNs.

El H,S y en particular el HS pueden actuar directamente sobre especies oxidantes
como EROs y especies reactivas de nitrégeno (ERNs) o radicales libres, y neutralizarlos.
Esto es tedricamente posible y estd de hecho demostrado en laboratorio para
diferentes especies. Es asi que Murphy et al. (2019), presentan al H,S como un potente
antioxidante contra EROs y ERNs, que resulta contra el (0,"), por ejemplo, mas
efectivo que el GSH, aunque también remarcan la abismal diferencia de
concentraciones intracelulares entre ambas moléculas (1-10 mM el GSH (Uhlig vy
Wendel 1992; Ballatori et al., 2009); del orden de uM en H,S, dependiendo del tejido y
del contexto metabdlico (Giufreé y Vicente, 2018)). De todas maneras, algunas
propiedades del H,S como su pequefio tamaio o su capacidad de difundir a través de
membranas bioldgicas podrian compensar, aunque sea en parte, esa diferencia de

concentraciones y hacer que su efecto si sea relevante a nivel fisioldgico.

Por otro lado, Carballal et al. (2011) estudiaron la cinética de reaccion de H,S frente a
algunas moléculas oxidantes de interés biolégico como peroxinitrito (ONOO’), diéxido
de nitrégeno (NO,), H,0, e hipoclorito (CIO’). A pesar de haber encontrado que el H,S
es en efecto capaz de reaccionar con dichas moléculas, los autores sostienen que la
relevancia de estos procesos en el ambiente fisioldgico seria baja teniendo en cuenta
las concentraciones relativas y las constantes quimicas de reaccién del H,S con los

oxidantes que evaluaron en su trabajo.
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No obstante, los efectos antioxidantes evocados por el H,S estan relacionados no sélo

a la reaccién directa de H,S con especies oxidantes, sino también con una amplia

regulacion del estado redox celular, como se describird mas adelante.

1.2.3. Interacciones entre los trasmisores gaseosos.

Como se menciond anteriormente, los tres transmisores gaseosos, H,S, NO y CO,

tienen multiples efectos sobre el organismo, muchos de ellos en forma solapada. Sin

embargo, no se puede decir que actuan solos, como entidades independientes, dado

que tienen efecto pleiotrépicos y muchos blancos moleculares en comun. Pueden

actuar de manera cooperativa o contraria en el efecto que evocan. Ademas, cada uno

es capaz de modular la sintesis de los otros, lo que le otorga una complejidad adicional

al estudio e interpretacién de sus efectos (Giuffré y Vicente, 2018). La Figura 1.2.5

muestra esquematicamente algunos de los efectos que podrian tener estos gases

sobre la sintesis de los otros.
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Figura 1.2.5. Sintesis de H,S, NO y CO y las posibles interacciones de cada gas con la sintesis de

los otros. SQR:

sulfuro quinona oxidoreductasa; ETHE-1: persulfuro dioxigenasa; Rod:

rodanasa; SOX: sulfito oxidasa. Traducido de Lee et al. (2018).
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Estos gases interactlan, por ejemplo de los siguientes modos:

- Con efectos que complementen el efecto del otro (Cirino et al., 2017).

- Compitiendo por los mismos sitios blanco, como en el caso de algunos de los
tioles de las cisteinas presente en las proteinas que pueden modificarse por
accion del NO a S-nitrosotioles (RSNO) por S-nitrosilacién y por accién del H,S a
persulfuros (RSSH) por S-persulfuracién (Hara et al., 2005).

- Compitiendo con sitios de unién, como por ejemplo con el grupo hemo de la
hemoglobina, lo que genera que baje su biodisponibilidad (Giuffré y Vicente,
2018).

- Reaccionando directamente, por ejemplo la combinaciéon de H,S y RSNO para
formar nitroxilo. Estd probado que este compuesto puede mediar ciertos
efectos atribuidos al NO (Saenz et al., 2007; Fukuto et al., 2012; Olson, 2012;

Nagpure y Bian, 2016).

Un ejemplo de estas interacciones se da en el cerebro. En este drgano, la principal
enzima que produce H,S es la cistationina B-sintasa (CBS), presente en los astrocitos de
la glia. El CO, que es producido de manera constitutiva por la enzima hemooxigenasa 2
(HO-2) a partir de oxigeno molecular, se une reversiblemente al grupo hemo de la CBS,
inhibiéndola. En condiciones de hipoxia, disminuye la actividad de HO-2, y
consecuentemente la producciéon de CO. El grupo hemo de la CBS no une CO, vy la
enzima se vuelve activa, aumentando la produccién de H,S y la consecuente

vasodilatacion arterial (Morikawa et al., 2012).

Otro ejemplo es el efecto cooperativo en el endotelio vascular. En este tejido, el NO y
el H,S interactlan para generar el efecto de la vasorelajacion. El NO actua sobre la
enzima guanilato ciclasa soluble, activdndola y aumentando asi la produccién de
GMPc, que seiializa el proceso. A su vez, el H,S inhibe la enzima fosfodiesterasa, cuya
funcién es la de inactivar los nucledtidos ciclicos. De esta manera, el NO aumenta la
produccion de GMPc, y el H,S inhibe su hidrélisis, provocando asi que sus niveles se

mantengan altos (Cirino et al., 2017).
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1.2.4. Fuentes de H,S.

1.2.4.1. Fuentes ambientales.

La presencia del H,S puede deberse a su generacién ambiental, o a su produccion
metabdlica en seres vivos. Las fuentes ambientales no antrépicas de H,S son los
pantanos, las erupciones y emisiones volcanicas, la actividad geotérmica, los
afloramientos termales (Figura 1.2.6) y las bacterias metabolizadoras de sulfuros.
Ademas, las emisiones industriales (papeleras, curtiembres, mineria, refinerias de
petréleo) y las combustiones, los vertederos cloacales y alcantarillas, constituyen

fuentes ambientales antroépicas de H,S.

En la mayoria de los paises del mundo, la presencia de H,S en el aire no es percibida
como un problema. Sin embargo, en algunas regiones existen regulaciones sobre la
calidad del aire en relaciéon a la cantidad de H,S permitido, y sus niveles estdn
legislados, como por ejemplo en Nueva Zelanda, y en algunos estados de EEUU como

Hawaii y California (IVHHN).
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Figura 1.2.6. Foto del Rio Agrio, en la Provincia de Neuquén, Argentina (en las proximidades de
las termas y el Volcan Copahue). Las piedras del rio estan coloreadas de naranja debido a la
alta concentracidon de minerales y 6xidos, entre ellos azufre, presentes en el agua. Se llama

Agrio porque el agua tiene un sabor agrio, como levemente alimonado.

En Japon y Nueva Zelanda, a lo largo del siglo XX, se registraron 46 muertes causadas
por envenenamiento con H,S, realizando actividades como mantenimiento de
drenajes, bafios en un spa, cavando un pozo de una letrina, esquiando, realizando

caminatas (IVHHN).

En cuanto a la produccidn en organismos vivos, H,S se encuentra en todos los “reinos
clasicos” como arqueas, bacterias, hongos, plantas y animales, y sus roles son diversos.
Estad postulado que el metabolismo del H,S estuvo asociado a la produccion de energia
durante el origen y gran parte del desarrollo de la vida, tiempos en que el oxigeno no
era para nada abundante y ubicuo como lo es en la actualidad (Olson y Straub, 2015;

Yamasaki y Cohen, 2016).
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1.2.4.2. Fuentes enddégenas de H,S en humanos.

En las personas, hay al menos dos fuentes de generacién de H,S: la sintesis enzimdtica
en los tejidos, y el metabolismo de las bacterias del tracto digestivo (Szabo, 2016). Esta
postulado también que los eritrocitos son capaces de reducir azufre elemental a HS de

manera no enzimatica (Searcy y Lee, 1998).

Con respecto a la produccidn enzimatica del gas, se da principalmente a partir del
aminodcido L-cisteina, por accién de al menos tres enzimas: la cistationina B-sintasa
(CBS), la cistationina y-liasa (CSE), y la accién combinada de las enzimas cisteina
aminotransferasa y la 3-mercaptopiruvato sulfotransferasa (CAT/3MST) (Motl et al.,

2013).

Algunas de estas enzimas son capaces de producir H,S a partir de otros sustratos como
la L-homocisteina. La Figura 1.2.7 muestra la sintesis H,S mediante un esquema.
Recientemente se ha descripto una via de sintesis a partir de la D-cisteina, que por
accion de la enzima D-aminodacido oxidasa (DAO) produce 3-mercaptopiruvato, que
sirve como sustrato a la 3MST. Esta via, que se ha encontrado presente solo en rifidny
cerebelo, es aproximadamente 80 veces mas eficiente que la CAT/3MST en la

produccién de H,S en estos tejidos (Motl et al., 2013).
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Figura 1.2.7. Esquema de la sintesis enzimatica de H,S en humanos. Las enzimas CBS y CSE
pueden producir H,S a partir de L-homocisteina, L-cisteina y L-cistationina. La CSE puede
ademas usar L-homocistationina y L-cistina como sustratos para generar H,S. Por otro lado, las
enzimas CAT/3MST producen H,S a partir de L-cisteina. Finalmente, el 3-mercaptopiruvato

puede producir H,S de manera espontanea. Traducida de Szabo y Papapetropoulos (2017).

Con respecto a la sintesis microbiana de H,S, se obtiene de la metabolizacion de
compuestos azufrados por las bacterias de la microbiota intestinal (Szabo, 2016). Esto
tiene como consecuencia que los drganos del tracto digestivo, principalmente el
epitelio intestinal, esté expuesto a altas concentraciones del gas (Magee et al., 2000;
Levitt et al., 2002). Sin embargo, la cantidad de H,S producida por la microbiota es
variable y puede estar relacionada con la dieta y la clase de microbiota presente en el

intestino (Yao et al., 2018).
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1.2.5. Dadores de H,S.

Para el estudio del efecto del H,S existen varios tipos de dadores, que son compuestos
capaces de liberar H,S con diferentes cinéticas. Los primeros compuestos, y aun los
mas utilizados, son las sales inorganicas, como el sulfuro acido de sodio (NaHS) y el
sulfuro de sodio (Na,S). Estas sales son muy solubles en agua y al disolverse liberan
una gran cantidad de H,S rdpidamente, y por eso es que se denominan dadores
rapidos (fast releasing donors). Mas recientemente se han desarrollado dadores lentos
(slow releasing donors), que van liberando paulatinamente cantidades pequefias de
H,S. Estos suelen ser compuestos orgdanicos, y su efecto se pareceria mds a una
situacioén fisioldgica, en la que se libera el gas a una tasa baja pero constante (Fox et
al., 2012). Uno de los dadores lentos mas utilizados es el GYY4137 (Li et al., 2008).
Ademas, se estdn explorando dadores basados en estructuras peptidicas capaces de
liberar H,S de manera mas controlada (Ali et al., 2019). La principal desventaja de los
dadores lentos es su alto costo, razén por la cual la mayoria de los estudios se realizan

utilizando sales inorgdnicas como dadores de H,S.

En la actualidad se ha informado el efecto de varios dadores capaces de liberar H,S en
diversas condiciones (dadores dependientes de hidrdlisis, dependientes de pH, de la
luz, etc.) y dirigidos a compartimientos especificos de la célula (Powell et al., 2018,
Levinn et al.,, 2020). Pero lamentablemente estos compuestos estan en etapa de

desarrollo, y no estan disponibles comercialmente adn.

Existen muchos medicamentos aprobados y utilizados que contienen grupos/residuos
azufrados. Por ejemplo, varios antihipertensivos (captopril, zofenopril, remikiren),
sildenafil, disulfiram (usado para tratamiento de alcoholismo), cimetidina (usado para
tratamiento de ulcera gastrica), antineopldsicos como enzalutamida y apalatumida
(utilizados para tratamiento de cdncer de préstata). Se ha planteado que parte del
efecto de estos compuestos tiene que ver con su capacidad para liberar H,S (Zaorska

et al., 2020).
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Esto abrid la posibilidad de sintetizar derivados de medicamentos que ademds sean
capaces de liberar H,S, como una estrategia para mejorar sus efectos o para reducir los
efectos adversos de los tratamientos (aprovechando la citoproteccion generada por el
H,S). Por ejemplo, un derivado de la aspirina que libera H,S fue efectivo para proteger
la mucosa del estdmago contra los dafios gdstricos de la aspirina comun en ratas
(Sparatore et al., 2009). Un derivado de diclofenac mostré6 mayor efecto
antiinflamatorio que diclofenac en varios modelos (Sulaieva y Wallace 2015). Otro
ejemplo fue la sintesis de derivados de Levodopa, utilizado para el tratamiento de

Parkinson (Lee et al., 2010).

En varios alimentos que forman parte de nuestra dieta existen compuestos sulfurados
gue poseen capacidad de liberar o generar H,S, lo que podria asociar el efecto de este
gas con los conocidos beneficios para la salud que poseen. Los ejemplos mas conocidos
son los derivados del ajo dialil sulfuro, dialil disulfuro y dialil trisulfuro (DAS, DADS vy
DATS), capaces de liberar H,S en presencia de GSH. Se ha propuesto que la accion
benéfica del ajo sobre el sistema cardiovascular es causado por la liberaciéon de H,S a
partir de estos compuestos (Benavides et al., 2007). En el ajo, ademas, estan presentes
la S-alil-L-cisteina, S-propil-L-citeina, S-propargil-L-cisteina, y mas, todos compuestos

azufrados.

Otros compuestos naturales azufrados son los isotiocianatos (o sulforafanos),
presentes en los coles como brdcoli y coliflor, y la erucina, presente en semillas y hojas

de rucula.

1.2.6. Efectos del H,S sobre las defensas antioxidantes celulares.

Un conocido camino por el cual el H,S regula el estado redox celular es a través de la
liberacidon del factor de transcripcion Nrf2. Dicho factor se encuentra tipicamente
unido a la proteina citosélica KEAP-1, que lo reprime y la sefializa para ubiquitinacién y
protedlisis en el citoplasma. Cuando el H,S interactia con KEAP-1, Nrf2 es liberado y

puede traslocar al ntcleo, donde promueve la transcripcidon de genes relacionados con
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la accién antioxidante, como el que codifica para la unidad catalitica de la y-
glutamilcisteina sintetasa, glutation S-transferasa, transportadores de cisteina Xag. Yy

tioredoxinas (Kaspar et al., 2009; Xie et al., 2016).

Otros genes activados por el H,S via Nrf2 son el de hemooxigenasa-1, glutatidn
peroxidasa 2, NAD(P)H: quinona oxidorreductasa 1, CBS y CSE (al menos en ratén) y la
sulfuro:quinona reductasa (Calvert et al., 2009; Hourihan et al., 2013; Xie et al., 2016).
Notablemente, entre los genes que controlan Nrf2 estan algunos de los relacionados

con la produccion y el catabolismo de H,S.

Se ha reportado incremento en la actividad de enzimas antioxidantes tales como
catalasa, peroxidasas y superéxido dismutasa (Sun et al., 2012; Deng et al., 2014), y el
aumento de la actividad o expresidn de dichas enzimas esta publicado en modelos in
vitro (Gross-Amat et al., 2020) e in vivo (Liu et al., 2012; Du et al., 2013), producto de la

administracién de H,S, como se muestra en el esquema de la Figura 1.2.8.
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Figura 1.2.8. Mecanismo a través del cual el H,S estimula la sintesis de una variedad de genes
antioxidantes. HO-1: Hemo-oxigenasa 1; GGS: y- glutamilcisteina sintetasa; GSH: glutation.

Adaptada y traducida de Kimura (2015).

Se ha demostrado que el H,S estimula la conversidon de metionina a cisteina, necesaria
para la sintesis de GSH (el cual se sintetiza a partir de L-cisteina, glicina y acido
glutamico, Figura 1.2.9). Esta conversidn se da a través del camino de transulfuracion,
del cual participan las enzimas que generan H,S, CSE y CBS. La L-cisteina es utilizada
por las enzimas y-glutamilcisteina sintetasa y GSH sintetasa, para formar la molécula
de GSH. Otra via por la cual el H,S estimula la sintesis de GSH es aumentando la
concentracion intracelular de cisteina, elevando por un lado la actividad del
transportador Xc” que contransporta cistina/glutamato (la cistina ingresa y se reduce a
dos cisteinas dentro de la célula), y por el otro la actividad del transportador
uniportador de cisteina Xag (Kimura, 2015). Como ya se menciond, el H,S aumenta la
expresion de la subunidad catalitica de la y-glutamilcisteina sintetasa, que es la enzima

limitante de velocidad de produccién del GSH.

34



membrana
aminoacido

exterior citosol 6
5-oxoprolina  ,p
-glutamil-aminoécido
L 7 ADP +P
oo cisteinilglicina glutamato

5 . ,
Rustema 1 CATP (+) st
A

e glicina DP+P (-) BSO

higada a la
membrana

y-glutamilcisteinglicina Y-glutamilcisteina
(Glutation GSH)

2

ADP +P ATP

Figura 1.2.9. Sintesis de GSH a partir de los aminodcidos glutamato, cisteina y glicina por el ciclo
del y-glutamilo. Enzimas involucradas: 1) y-glutamilcisteina sintetasa; 2) glutatién sintetasa; 3)
glutatién  hidrolasa; 4) cisteinilglicina dipeptidasa; 5) y-glutamiltransferasa o y-
glutamiltranspeptidasa (y-GT); 6) y-glutamilciclotransferasa y 7) 5-oxoprolinasao piroglutamato

hidrolasa. La imagen fue tomada de http://biomodel.uah.es/metab/nitro/glutation.htm.

Por otro lado, se ha demostrado en érganos como cerebro, rifidn, higado, intestino y
corazon, que la exposicidn previa al H,S tiene un efecto protector frente a modelos de
dafio asociado a isquemia/reperfusion. La exposicidn previa de estos organos a H,S
previene gran parte de los dafos funcionales y estructurales derivados de la
intervencion, y favorece la recuperacion del tejido posterior a la reperfusién (Elrod et

al., 2007; Florian et al., 2008; Henderson et al., 2010; Bos et al., 2012; Bos et al., 2013).

Esta reportado que la exposicién a H,S provoca un aumento de los niveles de glutation
(GSH) tanto en dérganos como en cultivos celulares (Parsanathan y Jain, 2019). En
estudios donde se produce un dafo oxidativo, el tratamiento previo con el dador
rapido de sulfuro de hidrégeno, NaHS, logré prevenir el dafio oxidativo y la apoptosis
provocada por el H,0, (Wen et al., 2013; Feng et al., 2018), el dafio oxidativo generado
por la gentamicina en cultivos celulares (Dong et al., 2015); y la respuesta inflamatoria
luego del estimulo con LPS bacteriano utilizando el dador lento GYY4137 (Fox et al.,

2012).
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Se ha descripto el efecto protector y antioxidante del H,S en plantas (Khan et al., 2017,
Kaya et al., 2018; Li et al., 2020), y en bacterias, en las cuales se ha propuesto que su
sintesis puede estar mediando la resistencia a antibiéticos (Shatalin et al., 2011). La
Figura 1.2.10 muestra esquematicamente algunos de los efectos antioxidantes

evocados por el H,S.

Nrf2 traslocacion

al nucleo

Estres oxidativo l

Figura 1.2.10. Efectos antioxidantes provocados por el H,S. Adaptado y traducido de Xiao et al.
(2018).

El efecto del H,S sobre la citoproteccién ha sido uno de los mas estudiados. Un trabajo
gue suscité mucha atencidn y discrepancia fue el de Blackstone et al., (2005), quienes
propusieron que el H,S era capaz de inducir un estado similar al de la hibernacién en
animales que no hibernan, como el ratdn comun. En sus experimentos, expusieron a
ratones a C57BL/6J a un pre-condicionamiento de 20 minutos con 150 ppm de H,S, y
luego a un ambiente de hipoxia con 5% de oxigeno. Sin el pre-condicionamiento, los

ratones morian al cabo de 15 minutos, pero, tras recibirlo, lograban sobrevivir durante
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todo el experimento, sin dafios conductuales ni neuroldgicos aparentes. Los autores
reportan que lo maximo que un ratdén sobrevivid a las condiciones de hipoxia luego de
haber sido expuesto al H,S fue de 6,5 horas. Ademas, reportaron que luego de un pre-
condicionamiento de 15 minutos con H,S seguido de una exposicién de 60 minutos a
5% de oxigeno, todos los ratones sobrevivieron durante 3,5 horas a un ambiente de 3%

de oxigeno, sin secuelas posteriores.

Esos resultados no pudieron ser replicados en mamiferos mas grandes como ovejas
(Haouzi et al., 2008) o cerdos (Dirkes et al., 2015), y en una publicacién reciente,
Hemelrijk et al., (2018) sostienen que el efecto reportado por Blackstone et al. (2005)

no es debido al H,S sino a la hipoxia a la que se somete a los ratones.

No obstante esto, el trabajo de Blackstone et al. (2005) fue pionero en proponer el uso
de H,S en medicina, y despertd el interés por la investigacion de los efectos de H,S en

ese sentido.

1.2.7. H,S en cancer.

Esta reportado que varios tipos de cancer como los de colon, mama, ovario y préstata
tienen mayores niveles de las enzimas CBS, CSE o 3MST, o sintetizan mayor cantidad
del H,S comparado con el tejido no tumoral adyacente. (Hellmich y Szabo, 2015;

Szabo, 2016).

Los efectos ya mencionados, evocados por el H,S, ocurren también en el tejido
tumoral, y algunos de los efectos benéficos del H,S sirven de sustento para su
manutencion y supervivencia en condiciones que suelen ser adversas (Szabo, 2016).

Por citar un ejemplo, en palabras de Hellmich et al. (2015): “dado que el H,S ejerce un
efecto protector/antioxidante en las mitocondrias, especulamos que este efecto puede
ser especialmente relevante en las células tumorales, que frecuentemente contienen

mitocondrias parcialmente desacopladas”.
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Sin embargo, también se ha descripto que en gliomas, la produccion de H,S estd
disminuida, y que en lugar de estimular la proliferacion celular, el H,S la inhibe en

estos tumores (Hellmich y Szabo, 2015; Zhu et al., 2018).

Entre los efectos pro tumorales que se le asignan al H,S, estan reportados el de
mantener el ciclo celular y la proliferacion (Baskar et al., 2011); el de ser citoprotector
y antioxidante (Bhattacharyya et al., 2013); el de regular la respuesta inmune del
organismo (Sen et al.,, 2015); el de estimular enzimas glucoliticas (Mustafa et al.,
2009b); la produccion de energia en la cadena respiratoria (Szabo et al., 2013); y el de

promover la angiogénesis (Hellmich et al., 2015).

Se han propuesto estrategias para tratar a los tumores a partir de la modulacion de su
produccién enddégena de H,S. Por ejemplo, se ha visto que disminuyendo la produccién
de H,S con inhibidores bioquimicos de la CBS o con ARN de interferencia para el
mensajero de CBS, se inhibe el crecimiento de algunos tumores como los de ovario y
colon, mientras que su sobreexpresion promueve la proliferacion (Hellmich et al.,

2015).

La estrategia inversa también fue ensayada. Por ejemplo, Mddis et al. (2014)
estudiaron el efecto del modulador alostérico positivo de la CBS, la S-adenosil
metionina (SAM) en lineas celulares tumorales y no tumorales de colon. Encontraron
gue el uso de SAM estimula la proliferacidon tumoral hasta una cierta dosis, a partir de
la cual empieza a inhibir el crecimiento del tumor. Al silenciar la enzima CBS por medio
de ARN de interferencia, el efecto estimulatorio de SAM se perdia, pero no asi el
efecto toxico de la exposicidn a altas concentraciones. Los autores concluyen entonces
gue la toxicidad ejercida por SAM no esta relacionada con la sobreproduccion de H,S
en la CBS, sino con un efecto independiente. Por esta razdn, descartaron el uso de

SAM como un posible agente que estimule el efecto tdxico de H,S en tumores.

No obstante, el efecto téxico del H,S sobre el crecimiento tumoral efectivamente se
observa in vivo al administrar dadores de H,S directamente (Szabo, 2016). Ademas de

los dadores sintéticos, algunos dadores naturales (presentes en alimentos como el ajo,
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por ejemplo) mostraron efecto antitumoral in vivo. Es el caso de los DAS, DADS y DATS,

que liberan H,S en las células en presencia de GSH (Szabo, 2016).

Sumado a lo anterior, el crecimiento tumoral logrd disminuirse ain mas al combinar la
inhibicién de la CBS con tratamiento quimioterapéutico en tumores de ovario y de

colon (Bhattacharyya et al., 2013; Chao et al., 2014).

Esta aparente contradiccién en los efectos pro y anti tumorales ejercidos por el H,S, se
basan en el hecho de que la respuesta de los organismos a los transmisores gaseosos
es una respuesta bifasica: generalmente a dosis bajas o “fisiolégicas” se dan efectos
beneficiosos, mientras que a dosis altas o “supra fisioldgicas” se dan efectos téxicos (di

Masiy Ascenzi, 2013).

Entonces, inhibir la produccidn de H,S en los tumores, los debilita y vuelve susceptibles
al sistema inmune propio del organismo o a la toxicidad de otro tratamiento (por
ejemplo, al dafio oxidativo provocado por algunos farmacos antineoplasicos) (Chao et
al., 2014, Hellmich et al., 2015). Por otro lado, aumentar los niveles tumorales de H,S
por sobre el umbral fisiolégico resulta toxico para las células, y también es efectivo a la

hora de reducir el tamafio y la proliferaciéon tumoral (Szabo, 2016).

Ambas estrategias han mostrado ser efectivas para disminuir el crecimiento tumoral

en modelos in vitro e in vivo, (Hellmich et al., 2015, Szabo, 2016; Zhu et al., 2018).

Ademas de aumentar la defensa antioxidante, el H,S estd relacionado con la
resistencia a drogas en los tumores, por promover la via de sefalizacién
STAT3/Akt/Bcl-2 de supervivencia celular, y por aumentar la expresion de la proteina
ABCB1 o glicoproteina P1, una proteina de membrana cuya funcién es la de expulsar
xenobidticos de la célula (Wang et al., 2018). Este es otro de los efectos del H,S que

promueve la supervivencia tumoral.
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Si se hiciera un recorrido histérico en la relacién entre cancer y metabolismo del H,S,
las primeras asociaciones las encontrariamos en los aifos 60, cuando se encontré que
un gran numero de personas con hepatoblastoma y neuroblastoma presentaban
niveles altos de cistationuria (cistationina en orina), hecho que normalmente no ocurre
(Gjessing, 1963; Geiser y Efron, 1968; Volte y Wadman, 1968). Algunos de estos
autores observaron que la cistationuria desaparecia cuando se controlaba el
crecimiento tumoral, y reaparecia con las recurrencias, y este fendmeno lo
relacionaron con una baja actividad de la cistationasa (actualmente denominada CSE)

(Geiser y Efron, 1968; Geiser y Shih, 1980).

La principal explicacién que estos articulos proponen es que en estos tumores hay una
actividad normal o aumentada de la CBS (que produce cistationina), y una actividad
disminuida o ausente de la CSE (que la cataboliza) (Figura 1.2.7). Esto produciria la

eliminacidn de cistationina a través de la orina por filtrado (leakage).

Metabolitos de metionina, entre ellos la cistationina, se han detectado en suero de
pacientes con cancer de prostata (Stabler et al., 2011). Si bien su presencia constituye
un factor de riesgo de recurrencia y malignidad, no se puede establecer como
biomarcador de la enfermedad, ya que no se ha podido asociar con el grado de avance

del tumor.

Adicionalmente, como se indica en la Figura 1.2.7, el primer paso en el metabolismo de
L-homocisteina es la condensacién con L-serina por la CBS, formando cistationina
(Fowler, 2005). Una deficiencia en dicha enzima es la causa mas comun del aumento
de homocistinemia y homocistinuria (Kim et al.,, 2018). Una deficiencia severa de
vitamina B6 (fosfato de piridoxal) también puede llevar a una acumulacion de
homocisteina por mal funcionamiento de la CBS (Kim et al., 2018). Algunos tipos de
cancer pueden causar hiperhomocistinemia, pero esto no es necesariamente debido a

una deficiencia en la CBS (Naushad et al., 2014).

Han habido intentos por encontrar biomarcadores de sobreproduccion de H,S que

luego se puedan asociar con cdncer y otras enfermedades, como por ejemplo los
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niveles en sangre y orina de H,S o tiosulfato (S,05%), uno de los productos de su
catabolismo (Toombs et al., 2010; Hellmich y Szabo, 2015), o los niveles de
homocistinemia (Wu y Wu, 2002). Sin embargo, hasta el momento no se ha podido
establecer una correlacién contundente que posicione a esas moléculas como
biomarcadores tumorales, ya sea porque no hay métodos del todo confiables vy
reproducibles para medirlas, tal como fue cuestionada la metodologia para los niveles
de H,S (Zhu et al., 2018), o porque no logra discriminar la malignidad ni el grado de
avance tumoral, y en ese sentido no aporta un beneficio superior a los métodos

actuales, como ocurre con los niveles de S;05% (Jung y Stephan, 2013).

1.2.8. H,S en TFD.

Ferguson et al. (2014) presentaron una comunicacion indicando que un dador de H,S
dirigido a la mitocondria hace mas efectiva la TFD utilizando metil-ALA para el

tratamiento de células cancerosas de piel.

Este es el Unico registro reportado hasta la fecha del efecto del H,S en el contexto de la
TFD aplicada a tumores. Por todo lo expuesto hasta aqui, resulta sumamente relevante
conocer esos posibles efectos para disefiar estrategias de aplicaciéon de la TFD o

tratamientos combinados, a fin de mejorar la eficiencia de la misma.
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Il. Hipotesis y objetivos.

11.1. Hipétesis.

La TFD actua generando especies altamente oxidantes en las células tratadas. Esto
hace que el poder oxidante que se genera, compita con las defensas antioxidantes
celulares. Estd reportado que el sulfuro de hidrogeno promueve la defensa
antioxidante en células y tejidos, pero no hay bibliografia respecto al efecto del H,S en

el contexto de la TFD.

La hipotesis principal que guia este trabajo es que el H,S modula la respuesta de las

células a la TFD basada en ALA.

La importancia de este trabajo radica en conocer dicho efecto, y poder utilizar esa

informacién para mejorar la eficacia del tratamiento fotodindmico del cancer.

11.2. Objetivos.

11.2.1. Objetivo general.

El objetivo de esta tesis fue estudiar el efecto del H,S en el contexto de la TFD,

utilizando como modelo principal dos lineas celulares de adenocarcinoma mamario

murino, LM2 y LM3, y utilizando el dador inorganico sulfuro acido de sodio (NaHS)

como fuente exégena de H,S.

11.2.2. Objetivos especificos.

Los objetivos especificos fueron estudiar los siguientes aspectos:

El efecto del H,S sobre la respuesta a la ALA-TFD en cultivos celulares.

El efecto del H,S sobre diferentes parametros asociados a dafio oxidativo luego de la

ALA-TFD, tales como:
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Niveles de GSH.
Dafio a macromoléculas.

Produccion de EROs.

La sintesis endégena de H,S en las lineas celulares, y el efecto de inhibidores de las

diferentes enzimas que participan en la sintesis.

El efecto del H,S sintetizado endégenamente sobre la ALA-TFD.

El efecto del H,S sobre la sintesis y acumulacion de porfirinas.

El efecto del H,S en enzimas que participan de la via de biosintesis del hemo.

Analizar bases de datos genéticas de muestras de tejidos humanos tumorales y no

tumorales en busca de correlaciones entre la actividad génica de las enzimas que

sintetizan H,S y el cancer.
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Ill. Materiales y Métodos.

11l.1. Fotosensibilizantes.

En el desarrollo de esta tesis se utilizaron los siguientes compuestos como FS o pro-FS
(Figura Il1.1): Photofrin® (PIl) (QLT Therapeutics, USA), Clorina e6 (Ce6) (Frontier

Scientific Inc, Logan, USA), acido 5-aminolevulinico (ALA) (Sigma, UK).

Figura lll.1. Estructura quimica de los FS A) Photofrin® y B) Ce6, y C) el pro-Fs ALA.
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111.2. Lineas celulares.

1.2.1. LM2 y LM3.

Son lineas celulares de adenocarcinoma mamario murino, aisladas a partir de tumores
espontaneos de ratones hembra de la cepa BALB/c (Urtreger et al., 1997; Galli et al.,

2000), generadas y cedidas por el Instituto Angel H. Roffo (UBA).

111.2.2. SKOV-3 e IGROV-1.

Son lineas de adenocarcinoma ascitico de ovario humano. Ambas provenientes de la

American Type Culture Collection, ATCC (Manassas, VA, USA).

Todas las células antes indicadas, se crecieron y mantuvieron en un ambiente
humidificado a 37°C, 5% de didxido de carbono y con medio de cultivo RPMI 1640
(Gibco, Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) suplementado con
gentamicina 80 pg/ml, glutamina 1%, y suero fetal bovino (SFB) (Natocor, Argentina)

(5% para LM2 y LM3, y 10% para SKOV-3 e IGROV-1).

111.2.3. Raw 264.7.

Es una linea de macréfagos de ratén proveniente de la ATCC. Se cultivd en medio
DMEM (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham MA, USA) con alta
concentracién de glucosa (4500 mg/ml) y piruvato (110 mg/ml) suplementado con

gentamicina 80 pg/ml, glutamina 1 % y 5 % de SFB (Natocor, Argentina).

111.3. Fuente de luz.

Se emplearon dos tubos fluorescentes (L 18W/827, Osram, Argentina) que producen
un espectro de luz entre 400 y 700 nm, con una radiacion maxima a 600 nm (Figura
[11.2). La potencia de luz emitida se midié con un radidmetro Yellow Springs Kettering

modelo 65 (Yellow Spring, HO, USA). Se utilizaron dosis de energia variables,
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modificando los tiempos de exposicidon a la luz y la densidad de potencia fue de 2

mW/cm?.
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Figura I1l.2. Distribucidon espectral de los tubos L 18W/827. Informacién suministrada por

Osram GmbH, Munich, Alemania (2020).

111.4. Tratamiento fotodinamico.

Para llevar a cabo los tratamientos fotodindmicos (Figura 111.3), las células se
sembraron en placas de 24 pocillos. Luego de 48 h se cambioé el medio de cultivo por
medio sin SFB y se incubaron durante 3 h con los FS 6 el pro-FS, ALA. Seguidamente,
las placas con las células se ubicaron sobre una ldmina de vidrio a 14 cm de la fuente
luminica y se irradiaron durante distintos periodos de tiempo. Luego de la irradiacidn
el medio se sustituyd nuevamente por medio con SFB. Las células se mantuvieron en
estufa durante otras 19 h a 372 C para permitir que ocurra el fotodafo, y se determind

la viabilidad celular.
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Figura 111.3. Banco de iluminacion para realizar la TFD.

111.5. Administracion de NaHS.

Las soluciones de NaHS se prepararon en buffer fosfato salino (PBS) frio en tubos con
tapa a rosca, inmediatamente antes de ser utilizadas y se mantuvieron en hielo
durante su uso.

En la Figura 1.4 se representa un esquema general de un experimento de TFD y se

muestran los puntos de administracion de NaHS que se utilizaron.

Antes TFD Post-TFD
| | |
Siembra de ™ ™ MTT
células ALA 1ImM
uincubacién Luz @ @
-48h -24h -3h Oh +19h

) T 1t

Incubacién/es de NaHS

Figura 1ll.4. Esquema general de un experimento de ALA-TFD. Flechas negras indican los
diferentes tiempos de administracion de NaHS utilizado durante los experimentos. CM =

cambio de medio; MTT = ensayo de viabilidad celular (ver 111.6).
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111.6. Ensayo de viabilidad de MTT.

La fototoxicidad se determind mediante el ensayo de viabilidad celular de 3-(4,5-
dimetil tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliobromuro (MTT) de Sigma Chem Co., USA
(Denzinot y Lang, 1986). Este método se basa en la actividad de la dehidrogenasa
mitocondrial, el cual se correlaciona bien con otros métodos de evaluacion de
toxicidad fotodindmica, tales como el ensayo de formacién de colonias (Evans et al.,

1997).

Brevemente, las células se incubaron a 372 C durante 1 h con MTT 0,5 mg/ml. Como
resultado se obtuvieron cristales de formazan, que fueron disueltos en DMSO vy la
absorbancia de la solucién obtenida se cuantificé a 560 nm en un lector de placas Epoc

(BioTek, USA) y es proporcional al numero de células vivas.

111.7. Dosis Luminica 50 (DLso).

La dosis luminica 50 se definié como la cantidad de energia administrada en forma de
2 . , s

luz y expresada en mJ/cm?, necesaria para matar al 50% de las células, y se calculé por

ajuste y regresién de las curvas de supervivencia obtenidas en los experimentos de

TFD.

111.8. Determinacion del numero de células.

El nimero de células por pocillo se determiné por conteo de células viables en cdmara
de NeuBauer en presencia del colorante vital de exclusidn azul de Tripan. Al estar en
presencia de azul de tripan, las células vivas no se tifien, mientras que las muertas o no

viables incorporan el compuesto, mostrandose de color azul.
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111.9. Toxicidad de NaHS.

Se incubaron las células en placas de 48 o 96 pocillos con diferentes concentraciones
de NaHS (hasta 100 mM). Al cabo de 24 h se registrd la supervivencia celular mediante

el ensayo de MTT.

111.10. Determinacidon de ALA y PBG utilizando el ensayo de Ehrlich.

Para el ensayo de Ehrlich (Mauzerall y Granick, 1956), se mezclaron 100 pl de una
solucion de ALA con 450 pl de buffer fosfato de sodio 0,2 M pH= 6,8 (buffer ALA) y 50
ul de acetilacetona. Se agitd vigorosamente y se dejé 10 min en bafio de agua a 100°C
para que ocurra la condensacién de las moléculas de ALA al monopirrol
porfobilinégeno (PBG). Se detuvo la reaccién poniendo las muestras en agua helada,
luego se quitaron del bafio y se dejé que alcancen la temperatura ambiente. Se
mezclaron partes iguales de la muestra con reactivo de Ehrlich (2 g de p-dimetil
aminobenzaldehido en 25 ml de HCl y 75 ml de ACOH glacial), y se cuantificd la
absorbancia a 555 nm dentro de los 8 a 16 min, en un equipo PerkinElmer Lambda 265
(PerkinElmer Ltd. UK.). El PBG produce un color rosado o fucsia intenso al contacto con

el reactivo.

El PBG fue cuantificado en homogenatos de tumores (l11.24), se mezclaron partes
iguales del homogenato y de reactivo de Ehrlich, se agitd vigorosamente, y se midid la

absorbancia de 555 nm entre los 8 y los 16 min.

I11.11. Determinacidn de H,S por conversion en azul de metileno.

A 1 ml de una soluciéon de NaHS se agregaron 133 ul de N, N dimetil-p-fenilendiamina
20 mM en HCl 7,2 M, y 133 ul de la solucién acida de FeCl; 30 mM en HCl 1,2 M. Se
incubaron 20 min a temperatura ambiente, posteriormente se centrifugd 3 min a
15800 g. El azul de metileno generado por la reaccién de ambos compuestos, se
cuantificd por espectrofotometria a una absorbancia de 670 nm, en un equipo

PerkinElmer Lambda 265 (PerkinElmer Ltd. UK.).
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Se utilizé una curva de calibracidn realizada con NaHS en buffer fosfato de potasio 100

mM pH = 7,4 bajo las mismas condiciones experimentales (Kartha et al., 2012).

111.12. Cuantificacion de proteinas.

Para realizar la cuantificacidn de proteinas en células, las mismas se lavaron 3 veces
con PBS y se mantuvieron en presencia de NaOH 1N durante una hora. Luego se realizé
el ensayo de Lowry (Lowry et al., 1951) y se cuantificé la absorbancia a 750 nm en un

espectofotémetro Perkin ElImer Lambda 265 (Perkin Elmer Ltd. UK).

Cuando la cuantificacién fue de homogenatos de tejidos, se tomé una alicuota de los

mismos y realizé el mismo ensayo de Lowry (Lowry et al., 1951).

La cantidad de proteinas se calculd a partir de una curva estdndar realizada con

seroalbumina bovina (BSA) (Sigma Chem Co., USA.).

111.13. Determinacion de glutation reducido intracelular (GSH).

Las células se sembraron en placas de 6 pocillos a razén de 2.10° células por pocillo. Se
dejaron crecer durante 24 h. Luego se incubaron con NaHS y/o BSO (DL-butionina-[S,
R]- sulfoximina) (Sigma Chem Co., USA.) durante 24 h. Se adiciond NaHS dos veces
(puntos 1 y 2 de la Figura 1ll.4), mientras que la adicién de BSO fue una Unica vez

(punto 1 de la Figura 111.4).

Para la determinacion de GSH, se utilizé el método descripto en Astort et al. (2014). Se
retiré el medio de cultivo con SFB de la placa, se lavaron las células 3 veces con PBS a
temperatura ambiente, se agregaron 120 pul de H,0 destilada y posteriormente 120 pl
de buffer fosfato de potasio 100 mM pH = 7,4. Las células se levantaron

mecanicamente utilizando un scrapper. Se agregaron 60 pl de TCA 10% + 1% EDTA. La
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suspensidon obtenida se centrifugd durante 7 min a 15800 g, en una centrifuga

Eppendorf (Eppendorf® AG, Hamburgo, Alemania) y se recupero el sobrenadante

Se mezclaron 100 pl del sobrenadante con 400 pl de buffer fosfato de potasio 0,5 M,
pH = 7,4. Se agregaron 400 pl de DTNB (5,5~ Ditiobis (acido 2-nitrobenzoico)) 0,25

mg/ml en buffer fosfato de sodio 0,5 M, y se incubd 10 min a temperatura ambiente.

Se midio la absorbancia a 410 nm en un espectrofotémetro Perkin Elmer Lambda 265,
(Perkin Elmer Ltd. UK). La cantidad de GSH presente en las muestras se calculé a partir

de una curva de calibraciéon de GSH (Sigma Chem Co., USA.).

111.14. Determinacidn de porfirinas por microscopia de fluorescencia.

Para esta determinacién, se utilizdé la fluorescencia intrinseca que generan las
porfirinas al ser irradiadas. Las células se sembraron sobre cubreobjetos de vidrio
estériles, y se dejaron crecer durante 48 h. Posteriormente, se incubaron durante 3 h
con 1 mM de ALA y la concentracion deseada de NaHS (0,1-10 mM) en medio de
cultivo sin SFB. Luego se cambid el medio de incubacién por PBS, y los cubreobjetos se
montaron en fresco, utilizando una pequefia gota de Dabco antifade para su

visualizacion.

El microscopio utilizado fue Olympus BX61, equipado con una lampara de Mercurio
HBO 100 W vy el correspondiente filtro para microscopia de fluorescencia verde (545
nm filtro de excitacién, BP 540). Las fotografias se tomaron con una cdmara Olympus

Q-color, y se analizaron con FIJI®.
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111.15. Cuantificacion de porfirinas totales por extracciéon quimica.

111.15.1. Cuantificacion de porfirinas totales a partir de cultivos celulares.

Las células se sembraron en placas de 24 pocillos a una razén de 5.10% células/ml, y se
dejaron crecer durante 48 h. Luego se incubaron con el pro-FS ALA 1 mM en medio sin

SFB durante 3 h. El agregado de NaHS se realizé segun el protocolo descripto en III.5.

Al cabo de las 3 horas se realizaron 2 lavados con PBS. Finalmente, se extrajeron las
porfirinas de las células, incubando 30 min con HCl 5% a 37°C. Se cuantificd la
fluorescencia de las muestras (Aex=406 nm y Aem= 604 nm) utilizando un
espectrofluorémetro Perkin Elmer LS55 (Buckinghamshire, UK). Para la cuantificacion

se utilizé una solucidn patrén de Pp IX (Casas et al., 2001).

111.15.2. Cuantificacion de porfirinas totales a partir de explantes de tumor.

Los explantes se obtuvieron segin se describe en 11.23.2 Se seccionaron en fracciones
de aproximadamente 50 mg, se pesaron, y se incubaron en medio de cultivo sin SFB
con ALA 1 mM, NaHS 10 mM, y la combinacién de ambos. Al cabo de 3 horas, se
homogenizaron en un potter Ultra-Turrax (Janke & Kunkel, IKA®—Labortechnik) con 2 ml
de una mezcla de acetato de etilo y éter etilico (4:1). Se centrifugaron los
homogenatos en centrifuga clinica a 3600 g, y los sobrenadantes se extrajeron con 2
ml de HCI 5%. Se agitaron vigorosamente para favorecer la extraccién, se separaron las
fases, y en la fase acuosa se determind por fluorescencia la cantidad de porfirinas
presentes en la muestra ((Aex=406 Nnm y Aem= 604 nm) en un espectrofluorémetro

Perkin Elmer LS55 (Buckinghamshire, UK).

111.16. Determinacidn de la sintesis endégena de H,S.

Se determiné la cantidad de H,S, sintetizado por las células o liberado por el dador,
adaptando el método descripto en Kartha et al. (2012). El método consistido en
capturar el H,S liberado durante todo el tiempo de incubacién, en agar alcalino (1%

p/v) conteniendo 1% de acetato de zinc. Al finalizar la incubacién, se midié el H,S
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atrapado mediante la reaccion de transformacion a azul de metileno (lIl.11),

agregando los reactivos directamente sobre el agar.

Se midid el H,S en cultivos celulares, para lo cual se adaptd el método utilizando placas
de 35 mm de didmetro (Figura III.5). Para ello, se sembraron las células, se dejaron
crecer durante 48 h y posteriormente se cambid la tapa de la placa por otra que
contenia 2 ml del agar alcalino sdélido con acetato de zinc 1%; al mismo tiempo se
agregé al medio de cultivo, cisteina 10 mM vy diferentes inhibidores de la sintesis
endogena de H,S (PAG, AOA y Asp). Posteriormente, se incubaron las células con la

placa tapada durante 24 h a 37°C.

Una vez finalizada la incubacion, se agregdé 1 ml de cloruro de N,N dimetil-p-
fenilendiamina 20 mM en HCI 7,2 M al agar y se incubé en oscuridad y a temperatura
ambiente por 10 min. Luego, se agregaron 100 pl de una solucién acida de cloruro
férrico (FeCls 30mM en HCl 1,2M) y se incubd a temperatura ambiente en oscuridad
durante 20 min. Las muestras se pasaron a tubos Eppendorf y se centrifugaron en una

centrifuga Eppendorf (Eppendorf® AG, Hamburgo, Alemania) a 15800 g por 5 min.

El azul de metileno formado se determiné por espectrofotometria a una absorbancia

de 670 nm, en un equipo Perkin Elmer Lambda 265 (Perkin Elmer Ltd. UK.).

La cantidad de H,S presente en las muestras se calculé a partir de una curva de

calibracion realizada con NaHS en las mismas condiciones del ensayo.
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Figura III.5. Fotografia de la preparacion de las placas para la captura del H,S generado por las
células o por liberacién de NaHS presente en el medio de cultivo (curva de calibracién). En la

base llevan medio de cultivo (solucién de color rosada), donde crecen las células y en las tapas,

el agar alcalino sdélido con acetato de zinc donde el H,S enddgeno generado es capturado.

l11.17. Capacidad oxidante total.

Para la medicién de la capacidad oxidante total, se utiliz6 un método colorimétrico
basado en la oxidacidn de ion ferroso a férrico en medio acido, en presencia de naranja

de xilenol (Erel, 2005).

Las EROs se generaron utilizando H,0,, y los reactivos utilizados fueron: Reactivo 1,
(naranja de xilenol 150 mM, NaCl 140 mM y glicerol 1,35 M en 4cido sulfurico 25 mM,
pH =1,74) y Reactivo 2, ((NH4),Fe(SO4), 5 mM y O-dianisidina 10 mM en 4cido sulfurico
25 mM). Para la determinacion, se mezclaron 10 pl de H,0, 8,3 mM con 25 pl de NaHS
a distintas concentraciones. Se agregaron 225 ul de Reactivo 1, y se incubaron durante
10 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se agregaron 11 ul de Reactivo 2 y se

mantuvo en oscuridad durante 5 min a temperatura ambiente.

Para la cuantificacion, se midid la absorbancia a 560 nm en un espectrofotometro

Perkin ElImer Lambda 265 (Perkin Elmer Ltd. UK).

111.18. Interaccién del H,S con 10, in vitro (sistema libre de células).
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Para detectar la cantidad de 102 presente en el sistema, se utilizd una sonda
fluorescente especifica para '0,, el Singlet Oxygen Sensor Green Reagent® (Molecular

Probes™) a una concentracion final de 0,5 pM.

El '0, se generd a partir de los FS Ce6 (2 uM) 6 PIl (20 uM) é AT (20 uM). El H,S se
genero a partir del dador inorganico NaHS, y se utilizé en el rango de concentraciones

finales de 50 uM a 1 mM.

Para realizar la determinacidn, se incubaron el FS, el NaHS y la sonda fluorescente en
placas de 24 pocillos, y a cada pocillo se le asignd un tratamiento o una concentracion

de NaHS diferente.

La placa se irradié durante 30 min con dos reflectores de luz halégena de tungsteno
ELH GE Quartzline (500 W, General Electric Co., Cleveland, OH, USA), lo que

correspondié a 41 J/cm?, generando el *0, a partir de los diferentes FS.

Luego, se midid la fluorescencia de la sonda en cada tratamiento (Aex=504 Nnm y Aem=

531 nm), en un espectrofluorémetro Perkin Elmer LS55 (Buckinghamshire, UK).

Se realizaron todos los controles necesarios para corroborar que la sonda no es
afectada por la luz o por el NaHS en esas condiciones o por el FS sin luz; que el *0, no
se generd en oscuridad, y que la sonda y el NaHS no afectaron la capacidad del FS de

1
generar “0,.
. 1 , . .
La cantidad de O, se calculé como el porcentaje de fluorescencia de la sonda en cada

tratamiento con respecto al control positivo (la sonda con el FS irradiado sin NaHS),

gue representd la condicion de maxima fluorescencia.
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111.19. Determinacion de EROs in vivo utilizando la sonda DCFH,-DA.

Para la deteccién de EROs intracelulares luego del tratamiento fotodinamico, se utilizé

la sonda 2,7 diclorodihidrofluorescein diacetato (DCFH,-DA) (Sigma Chem Co., USA).

Las células, crecieron sobre cubreobjetos de vidrio estériles, posteriormente se
expusieron a la ALA-TFD con o sin NaHS. Luego se incubaron en oscuridad durante 30
min con 10 pM final de la sonda. Finalmente, se montaron en fresco sobre
portaobjetos, utilizando una pequefia gota de Dabco antifade. El microscopio utilizado
fue Olympus BX61, equipado con una ldmpara de Mercurio HBO 100 W vy el
correspondiente filtro para microscopia de fluorescencia azul (450-490 nm filtro de
excitacién, BP 490). Las fotografias se tomaron con una cdmara Olympus Q-color, y se

analizaron con el software FIJI®,

111.20. Analisis de imagenes con FIJI®.

Para cuantificar la fluorescencia de las imagenes se utilizd el software FlJI® (Schindelin
et al.,, 2012). Los valores reportados fueron las intensidades de fluorescencia de las
células presentes en cada fotografia, relativizadas al area celular (intensidad de

fluorescencia/area celular).

111.21. Cuantificacidn de proteinas oxidadas.

Se sembraron las células en placas de 6 pocillos y se las sometié al tratamiento de ALA-
TFD con diferentes concentraciones de NaHS (0— 10 mM) en tres dosis aplicadas en los
tiempos 1, 2y 3 de la Figura lll.4. A las 4 h post TFD, se descarté el medio de cultivo y
se lavaron las células 2 veces con PBS estéril. Se agregaron 150 ul de H3PO,4 0,5 M, se
levantaron las células con un scrapper y se homogenizaron. Los homogenatos se
recuperaron en tubos Eppendorf y se llevaron a un volumen final de 500 pl con H3PO4

0,5 M.
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La cantidad de proteina oxidada se estimé cuantificando los grupos carbonilos
presentes en cada muestra, utilizando una modificacién del método
espectrofotométrico de la 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH, por sus siglas en inglés)

(Mesquita et al., 2014).

Brevemente, se mezclaron 400 pl de DNPH 10 mM en H3PO4 0,5 M con 400 pul de
homogenato y luego de 10 min de incubacidn en oscuridad a temperatura ambiente,
se agregaron 200 pl de NaOH 6 M, incubando nuevamente 10 min en oscuridad a

temperatura ambiente.

La determinacion se realizé en un espectrofotémetro Perkin Elmer Lambda 265 (Perkin
Elmer, UK Ltd.) a 450 nm. La concentracidn de carbonilos presentes en la muestra se
calculé a partir del valor de coeficiente de extincién molar €=22,308 M?* cm?

(Mesquita et al., 2014).

111.22. Sintesis de 6xido nitrico en presencia de NaHS.

Los niveles enddégenos de NO se determinaron en los sobrenadantes de cultivos
celulares. Se sembraron 5x10* células/ml en placas de 48 pocillos, y se dejaron crecer
48 h. Posteriormente, se tomd una alicuota del sobrenadante y se determinaron los
niveles de NO por la reaccion de Griess (Miranda et al., 2001). Se cuantifico
espectrofotométricamente a 540 nm utilizando un espectrofotometro Perkin Elmer
Lambda 265 (Perkin Elmer, UK Ltd.). Se utiliz6 NaNO, para realizar la curva de

calibracion.

111.23. Generacién de tumores de lineas celulares LM2 y LM3 en ratones BALB/c.

Se emplearon ratones de la cepa BALB/c de 2 meses de edad y de 25 a 30 g de peso. Se
les suministré agua y comida ad libitum. Los ratones tratados portaban un
adenocarcinoma LM2 o LM3 originado por una inyeccién subcutanea de células LM2 o

LM3 entre 10y 15 dias antes de la experiencia.
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Los animales se sacrificaron en camara de CO,, de acuerdo con las normas de ética
vigentes del Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
(CICUAL), Facultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires, y posteriormente se

aislaron los tumores.

A partir de los tumores se utilizaron los explantes o prepararon homogenatos, para

utilizar en los diferentes experimentos.

111.23.1. Obtencién de homogenatos de tumor.

Para obtener los homogenatos de tumor se utilizé un potter Ultra-Turrax (Janke &
Kunkel, IKA®—Labortechnik), en un volumen de 0,2 ml (5 ml de solucién por cada gramo
de tumor) de una solucién de sacarosa 0,25% en agua. Se centrifugaron en centrifuga
clinica por 30 min a 3500 g y se recuperaron los sobrenadantes. A esa fraccion se la

denominé homogenato.

111.23.2. Obtencion de explantes de tumor.

Para obtener los explantes, se sacrificaron los ratones y se aislaron los tumores,
cuidando de no dejarles adheridas ni grasa ni piel. Se enjuagaron en solucién
fisioldgica. Se seccionaron los tumores en fracciones de igual tamafio y formato, y se

pesaron.

111.24. Determinacidn de la actividad de enzimas de la via metabdlica del grupo
hemo.

La actividad de las enzimas ALA-D y PBG-D se determinaron utilizando distintas fuentes

enzimaticas y condiciones experimentales:

1. Lisado de gldbulos rojos, obtenidos a partir de sangre humana heparinizada.

Los eritrocitos se obtuvieron a partir de sangre de donantes voluntarios sanos.
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Se tuvo en cuenta la declaracién de Helsinki (World Medical Association, 2018),
y fue aprobado por el comité de ética del Centro de Investigaciones sobre
Porfirinas y Porfirias (UBA-CONICET).

2. Homogenatos de tumor LM2 y LM3 inducidos en ratones BALB/c.

111.24.1. Determinacion de la actividad de ALA-D.

La actividad de la enzima ALA-D, se midid espectrofotométricamente por la formacion
del producto, porfobilindgeno (PGB) y su reaccidn con el reactivo de Ehrlich (l11.10)

(Mauzerall y Granick, 1965).

111.24.1.1. En hemolizado de glébulos rojos.

Se hemolizaron los glébulos rojos (500 pl) con 100 pl de solucién de Tritén X-100 5% y
se diluyeron 15 veces con buffer Tris-HCI 50 mM pH = 7,4 (6,9 ml). La mezcla de
reaccién se constituyd de la siguiente manera: a 250 pl del hemolizado se le agregaron
250 pl de una solucidén de NaHS 2x (el doble de la concentracidn final deseada), 200 pl
de agua, incubando durante 30 min a 37° C. Luego, se afiadieron 250 ul de buffer

fosfato de sodio 0,2 M pH = 6,8, y 50 ul de ALA 0,05 M.

El blanco de la reaccién se determiné incubando 250 pl de hemolizado, 500 ul de agua
y 250 pl del buffer fosfato de sodio 0,2 M pH = 6,8. Las muestras fueron incubadas a
37° C durante 60 min y se desproteinizaron con 100 ul de TCA 50%, y se dejaron
reposar los tubos 10 min en hielo. Se centrifugaron a 15800 g en una centrifuga
Eppendorf (Eppendorf® AG, Hamburgo, Alemania). Se determiné la cantidad de PBG

formado en el sobrenadante, mediante la reaccion de Ehrlich (111.10.).

Las unidades enzimaticas por ml se calcularon segun la siguiente expresion:

Unidades / ml GR= (Ay — Ag) X 2,57
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Awm: Absorbancia de la muestra
Ag: Absorbancia del blanco

2,57: factor de conversidn

Se definieron las unidades enzimaticas como: la cantidad de enzima capaz de sintetizar

1 umol de PBG/ h en las condiciones experimentales de incubacién.

111.24.1.2. En homogenato de tumor.

Se obtuvieron los homogenatos como se describe en 111.23.1. El sistema de incubacion

contuvo un volumen final de 1 ml.

En tubos Eppendorf, se mezclaron 100 pl de homogenato con 100 pl de una solucién
NaHS en agua destilada 2x de la concentracidon deseada, durante 30 min a 37°C en
bafo de agua a 100°C, con agitacién y el tubo tapado. Posteriormente, a cada tubo se
le agregaron 500 pl de agua destilada, 250 pl de buffer fosfato de sodio 0,02 M pH =
6,8 y 50 pl de ALA 100 mM. Se realizd un blanco de reaccién sin enzima. Se incubaron
durante 60 min en bafio de agua a 37° C, agitacion y el tubo tapado. Para detener la
reaccion se afiadieron 100 pl de TCA 50%, y se dejaron reposar los tubos 10 min en
hielo. Finalmente, se centrifugaron durante 5 min a 15800 g en una centrifuga

Eppendorf (Eppendorf® AG, Hamburgo, Alemania).

La cantidad de PBG presente en las muestras se determind mediante la reaccién de
Ehrlich (111.10.).

Las unidades enzimdticas (UE) se definieron como nmoles de PBG formadas por hora
por mililitro de homogenato en las condiciones estandar de incubacién. La actividad

especifica (AE) se definié como UE por mg de proteina.

A555 x vol.inc.x 10000000 x dil.
E x PM x vol. enz.

UE (nmoles PBG/mI| homogenato por hora) =

E=113,6 (absorcidn de una solucién de PBG de 1 mg/ml)
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PM= 226 (peso molecular del PBG)

Vol. Enzimatico = volumen de homogenato en el sistema de incubacién

Vol. Incubaciéon = volumen final del tubo de donde se toma la alicuota para la reaccion
de Ehrlich.

Dilucién = 2 (se diluye al medio con el reactivo de Ehrlich)

111.24.2. Determinacion de la actividad de PBG-D.

Para la determinacion de la actividad enzimatica de PBG-D, se cuantificd la formacion

de producto, que corresponde a las porfirinas totales en la muestra.

111.24.2.1. En hemolizado de glébulos rojos.

Los glébulos rojos se hemolizan segun lo descripto en 111.24.1.1. El sistema contenia
250 ul de hemolizado, 50 pl de una solucién de NaHS 6x de la concentracidon deseada,
200 pl de agua, y se incubaron durante 30 min a 37C°. Luego se agregaron 50 ul de
PBG 30 mg/ml, 75 ul de buffer Tris-HCI 0,5 M pH = 8,2 y 125 ul de solucidn salina de
NaCl (1,7 M): MgCI2 (0,12 M) en proporcion 7:3 (v:v).. El blanco de la reaccidn, sin
enzima, se determind incubando 500 pl de agua, 50 pl de PBG 30 mg/ml, 75 pl de
buffer Tris-HCI 0,5 M pH = 8,2 y 125 pl de solucién salina de NaCl (1,7 M): MgCl2 (0,12

M) en proporcion 7:3 (v:v).

Se incubaron las muestras aerdbicamente, en oscuridad, con agitacién durante 2 h a
459C. La reaccidn se detuvo por agregado de 750 ul de TCA 10%. El sistema se expuso a
la luz blanca durante 20 min para oxidar los porfirindgenos a porfirinas y
posteriormente, los tubos se mantuvieron 10 min en hielo. Se centrifugd a 15000 g en
una centrifuga Eppendorf (Eppendorf® AG, Hamburgo, Alemania) durante 15 min y se
midieron las absorbancias a 380, 406, 408 y 430 nm en el sobrenadante utilizando un

espectrofotémetro Perkin ElImer Lambda 265, (Perkin ElImer Ltd. UK.).
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La cantidad de porfirinas presentes en las muestras se calculé mediante las siguientes

expresiones:

1,008 x 1,5

=24 A4 A
U max (A430 + A380) 0.25

UB = [2Amax (4430 + A380)]x 1,008 x 1,5

Unidades
ml GR

=(UM UB)x15

2Amax = 2 x la A maxima entre Asgg Y Azog NM.

1,5: volumen de incubacion

1,008: factor de conversidn correspondiente para la uroporfirina en HCl 5%

UM: unidades formadas en el hemolizado

UB: unidades formadas en el blanco

U: cantidad de enzima capaz de sintetizar 1 nmol de Uroporfirina por hora en las

condiciones experimentales de incubacidn.

111.24.2.2. En homogenato de tumor.

Se obtuvieron los homogenatos como se describe en 111.23.1. El sistema de incubacion
contenia un volumen final de 750 pl en un tubo Eppendorf. Se mezclaron 400 pl de
homogenato con 100 pul de una solucion de NaHS 5x de la concentracion final, con los
tubos tapados y en oscuridad a 37°C por 30 min con agitacion. Posteriormente, se
adicionaron a cada tubo, 200 ul de buffer TRIS-HCI 0,5 M pH = 8,2 y 50 ul de PBG 30
mg/ml en el mismo buffer TRIS-HCL. Se realizé un blanco de reaccidn sin enzima. El
sistema se incubd durante 2 h a 45°C, en oscuridad y agitacién. Para detener la
reaccion se agregaron 750 pl de TCA 10%, se agité vigorosamente y se expuso a luz
blanca intensa durante 20 min para favorecer la oxidacidon de los porfirinégenos a
porfirinas. Posteriormente, los tubos se mantuvieron 10 min en hielo y se

centrifugaron 15 min 15800 g en una centrifuga Eppendorf (Eppendorf® AG,
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Hamburgo, Alemania). Se determiné la absorbancia del sobrenadante a las siguientes
longitudes de onda: 380, 406, 408 y 430 nm en un espectrofotdmetro Perkin Elmer
Lambda 265 (Perkin EImer Ltd. UK.).

Se define la UE como los nmoles de porfirinas formados por hora y por ml de

homogenato en las condiciones estandar de incubacidn.

La actividad especifica (AE) se expresé como la UE por mg de proteina.

Porf.totales muestra Porf.totales blanco F.conversiéon Vol.Inc.

Vol.enz. 2

Porf. Totales = Porfirinas totales = 2Amax — (Asgg + As3p)
F. conversion = Factor de conversiéon = 1.008
Vol. Inc. = Volumen de incubacion = 0,75 ml

Vol. Enz. = Volumen enzimatico = 0,4 ml

111.25. Analisis por HPLC de fase reversa (RP-HPLC) de los intermediarios involucrados
en la sintesis de porfirinas.

Para obtener el extracto conteniendo las porfirinas sintetizadas y acumuladas durante
el tiempo de incubacién con el pro-FS, las células se mantuvieron en cultivo en las
condiciones descriptas en IIl.2. durante 72 h. Al cabo de ese tiempo, se descarto el
medio de cultivo con SFB, y se incubd durante 3 h con medio de cultivo sin SFB
conteniendo ALA 1 mM con o sin NaHS 10 mM, dependiendo del tratamiento. Luego
se descarté el medio sin SFB, se lavd dos veces con PBS y se agregaron 500 pl de HCI
5%. Las células se dejaron en estufa a 37°C durante 30 min, para extraer las porfirinas
totales. Se recuperd el extracto acido y se centrifugd en una centrifuga (Eppendorf®
AG, Hamburgo, Alemania) a 15800 g durante 5 min. Se recuperd el sobrenadante y se

mantuvo en frio y oscuridad hasta su analisis por RP-HPLC.

Las condiciones de corrida del RP-HPLC fueron:
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- Columna Merck Lichrospher 100-RP-18 de 125 mm de longitud y 4 mm de didmetro
interno, con un didmetro de particula de 5 um.

- Solventes de desarrollo: buffer acetato de amonio 1 M, pH = 5,6 como solvente A, y
metanol 100 % como solvente B.

- Gradiente de elucién: un gradiente lineal de 10 % (v/v) a 90 % (v/v) de solvente B
hasta los 30 min, 90 % de solvente B hasta los 40 min, un gradiente lineal de solvente B
de 90 % (v/v) a 10 % (v/v) de solvente B hasta los 45 min, y 10 % de solvente B hasta
los 60 min. La velocidad de flujo fue 1 ml/min.

- Detector fluorométrico: Aex= 400 nm y Aep= 618 nm.

- Volumen de inyeccién: 20 pl de muestra o estandares.

- Como estandar se utiliz6 una mezcla de porfirinas 4acidas libres (uroporfirina,
heptaporfirina, hexaporfirina, pentaporfirina, coproporfirina %
Mesocarboxilicoporfirina) (Frontier Scientific, USA) y Protoporfirina IX libre en HCl 5%

(Porphyrin Products, Logan, Utah, USA).

Los resultados se expresaron como los porcentajes de las porfirinas totales detectadas

para cada condicién.

111.26. Analisis bioinformaticos.

Tanto los datos como las herramientas de analisis del nUmero de copias y la cantidad
de transcriptos de los genes de las enzimas involucradas en la sintesis de H,S se
obtuvieron de dos bases de datos abiertas.

Los datos fueron obtenidos de los proyectos El Atlas Genémico del Cancer (TCGA, The
Cancer Genome Atlas, en inglés) y Expresion genotipo-tejido (GTEx, Genotype-tissue
expression, en inglés); y las herramientas de analisis utilizadas fueron proporcionadas

por el GDC (Genome Data Commons, https://portal.gdc.cancer.gov) y GEPIA (Gene

Expression Profiling Interactive Analysis, http://gepia.cancer-pku.cn/detail.php).
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111.27. Analisis estadisticos.

Los analisis estadisticos se realizaron con el software Graphpad®, y fueron ANOVA de
una via seguido de comparaciones multiples (Tukey o Dunnet), y test de t multiples
para la comparaciéon de actividad enzimdatica de ALA-D y PBG-D. Se consideraron

significativas las diferencias con un p < 0,05.
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Resultados

IV. Efecto del H,S en cultivos celulares de la linea de adenocarcinoma mamario
murino LM2.

Para dar comienzo a la exposicién de resultados, se muestran los obtenidos a partir de
evaluar la supervivencia de las células a la ALA-TFD y NaHS, dador inorganico de H,S;
asi como diferentes aspectos relacionados con el estado redox de las células LM2, en

condiciones post-TFD y en presencia de diferentes concentraciones de NaHS.

Para evaluar el dafio oxidativo producto de un estimulo y el efecto de un tratamiento
en un modelo bioldgico, es necesario comprobar que el estimulo genera un dafio y que
el tratamiento modifica ese dafo. Para eso, se deben tener en cuenta tres aspectos:
deteccidon de especies oxidantes generadas por el estimulo, deteccién del dafio
oxidativo producto del estimulo (tipicamente oxidacion de macromoléculas), y
deteccidn de un aumento de la respuesta antioxidante por parte de la célula (aumento
de glutatidn reducido, aumento de actividad o cantidad de enzimas antioxidantes, etc).
Del mismo modo, para considerar que un compuesto posee actividad antioxidante, se
debe mostrar por un lado, que ese compuesto es capaz de reducir la cantidad de EROs
y disminuir el daino a macromoléculas luego de una noxa, y por otro lado, que aumenta

la defensa antioxidante de la célula.
Por esta razon, este capitulo consta de una variedad de experimentos y ensayos que

apuntan a estudiar el efecto del H,S en la respuesta de las células a la TFD, y su

relacion con el estado redox celular.
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IV.1. Efecto del NaHS sobre la viabilidad de células LM2.

El efecto del NaHS sobre la viabilidad de las células LM2 se evalud con el ensayo del
MTT. Se observé que la viabilidad celular no disminuyd cuando las células se exponian
a concentraciones crecientes de NaHS (hasta 10 mM) 24 h antes del ensayo de
viabilidad. Concentraciones superiores a NaHS 10 mM, resultaron téxicas para las
células LM2. Los experimentos posteriores se realizaron con algunas de las

concentraciones no toxicas probadas. Los resultados se muestran en la Figura IV.1.
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Figura IV.1. Toxicidad de una dosis de NaHS (hasta 100 mM) 24 h antes del ensayo de MTT, en
las células LM2. Los datos son media + DS (4-6 réplicas), *p < 0,05y **p < 0,01 frente al control
sin NaHS, ANOVA seguido de test de Dunnet.
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IV.2. Efecto del NaHS en la ALA-TFD en células LM2.

En primer lugar, se estudid el efecto de la administracion exdégena de NaHS sobre la
supervivencia de las células LM2 sometidas a ALA-TFD (ver Materiales y Métodos, IIl.4

y lIL5).

Se realizd la ALA-TFD en células LM2, utilizando diferentes concentraciones de NaHS
(0,1 - 10 mM), y se evalud la supervivencia celular con el método de MTT. Los
resultados se muestran en la Figura V.2 Para determinar el efecto del NaHS exdgeno
sobre la ALA-TFD en las células, teniendo en cuenta que el H,S es un compuesto volatil,
se estudié una curva dosis-respuesta con concentraciones variables de NaHS (0,1 - 10
mM) durante tres incubaciones sucesivas: 24 h antes de la irradiacion, conjuntamente
con ALA 1 mM y post-TFD (disefio experimental que se muestra en Materiales y

Métodos, Figura lIl.4 en flechas negras, numeradas 1, 2 y 3).

La Figura 1V.2 muestra una disminucién en la eficiencia de ALA-TFD a partir de
concentraciones de NaHS mayores a 0,5 mM. Observandose que a medida que
aumenta la concentracién de NaHS, la ALA-TFD se vuelve menos efectiva. A partir de

NaHS 1 mM, las células sobrevivieron notablemente al tratamiento fotodinamico.
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Figura IV.2. Efecto de diferentes concentraciones de NaHS en la supervivencia a la ALA-TFD de
células de la linea LM2. NaHS fue administrado 24 h antes de la irradiacidn, conjuntamente con
ALA 1 mM y post-TFD. Los datos son la media + DE (n =4-6 réplicas), realizadas por duplicado.

*p <0,05; frente a 0 mM. Test de ANOVA seguido de comparaciones multiples de Tukey.

Los valores de dosis luminica 50 (DLsg) de la linea celular LM2 sometida a la ALA-TFD
con o sin NaHS, fueron calculados a partir de las curvas de la Figura IV.2. Los resultados

obtenidos se informan en la Tabla IV.1.

La DLsg es una medida que se utiliza para comparar los diferentes tratamientos, y esta
definida como la dosis de luz necesaria para eliminar el 50 % de las células tratadas. Si
aumenta la DLsg, significa que la terapia pierde efectividad, dado que se requiere una

mayor dosis de luz para obtener el mismo efecto.
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Tabla IV.1. DLsg calculadas a partir de las curvas de la Figura 1V.2.

Tratamiento DLso (mJ/cm?)
0 mM NaHS (control) 357 +26
0,1 mM NaHS 398 +13
0,25 mM NaHS 392+15

2 0,5 mM NaHS >720

Se observa una disminucion de la eficiencia de la ALA-TFD a partir de concentraciones
de NaHS igual o mayores a 0,5 mM. En particular, a concentraciones mayores a 1 mM
se observa una supervivencia celular mayor al 80% con respecto al control. Este
resultado muestra que el NaHS es capaz de influir en la respuesta de las células a la
ALA-TFD, y concretamente hacer que la terapia resulte menos efectiva, protegiendo a
las células del dafio fotodindmico ejercido por la ALA-TFD. Esto se ve reflejado a su vez
en las DLsg de los tratamientos. A partir de una concentracién de 0,5 mM de NaHS, la

DLsp aumenta mas del doble con respecto a las células que no recibieron NaHS.

En los siguientes experimentos, para estudiar de manera particular dicho efecto de
proteccion del NaHS sobre las células LM2, se las expuso a ALA-TFD, pero en lugar de
las 3 aplicaciones consecutivas de NaHS, se administré una Unica dosis de NaHS 10
mM: 24h, 3h (durante la incubacién con ALA 1 mM), durante la irradiacion o post ALA-
TFD (ver Figura lll.4, flechas 1, 2, 4 y 3, respectivamente). Estos resultados se
compararon con la respuesta de las células que recibieron ALA-TFD vy las tres dosis de
NaHS descriptas anteriormente, y con el tratamiento que solo recibié ALA-TFD. Los

resultados se muestran en la Figura 1V.3.

70




100

~
(3]
L

Supervivencia (% del control)

504
—-@- TFD
- 1+TFD

254 - 2+TFD
¥~ 4+7TFD
-© TFD+3
& 1+2+TFD+3

0 T T T
0 500 1000 1500

Dosis de luz (mJ/cm?)

Figura IV.3. Efecto del NaHS 10 mM sobre la ALA-TFD cuando el dador NaHS es agregado en
distintas etapas (ver flechas negras numeradas, Figura Ill.4, Materiales y Métodos). TFD:
células sin NaHS; 1+TFD: el NaHS es agregado 24 h antes del inicio de la TFD; 2+TFD: NaHS
agregado junto con ALA 1 mM; 4+TFD: el NaHS es agregado solo durante la realizacién de la
irradiacion luminica en la ALA-TFD; TFD+3: el NaHS es agregado inmediatamente después de
realizar la irradiacidon de la ALA-TFD; 1+2+TFD+3: mismas condiciones que la Figura IV.2. Los
datos son la media = DE (n = 3 réplicas), realizadas por duplicado. *p <0,05; frente al control.

Test de ANOVA seguido de comparaciones multiples de Tukey.

En la Figura IV.3 se observa que dependiendo del momento de adicién del NaHS, se
produjo una variacion en el grado de sensibilidad de las células a la ALA-TFD, por lo
gue se evalud cada contribucién. Estas diferencias se observan también en los valores
de DLsg calculados a partir de las curvas de la Figura IV.3, como se detalla en la Tabla

Iv.2.
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Tabla IV.2. DLsg calculadas para las células LM2, a partir de los diferentes tratamientos

de la Figura IV.3.

Tratamiento DLso (mJ/cm?)
TFD 338 +21
1+2+TFD+3 > 1440 mJ/cm?
1+TFD 1124 + 27
2 +TFD 960 * 29
4+TFD 364 + 23
TFD +3 513 + 28

Los puntos 1 a 4 corresponden a los diferentes tiempos de administracién de NaHS

(ver Materiales y Métodos, Figura l11.4).

Teniendo en cuenta las curvas y los valores de DLsg, la mayor proteccién se obtiene
cuando se administran las 3 dosis de NaHS. Con respecto a las contribuciones
individuales, la mayor proteccién se obtiene con el agregado de NaHS durante 24 h,
periodo durante el cual la respuesta antioxidante puede modularse, por ejemplo
sintetizando mas cantidad de enzimas antioxidantes, o aumentando la cantidad de
glutation. En menor medida pero significativa, se produce proteccién a la terapia
cuando NaHS es agregado junto con ALA, que es incubado 3 h previamente a la
irradiacion. Durante este tiempo el ALA ingresa al interior de la célula y se generan
porfirinas que actuardn como FS durante la ALA-TFD. Una contribucién menor esta
dada por la adicién de NaHS post TFD, etapa en la cual se propagan las reacciones de
fotooxidacion con su consecuente dafio celular. Sin embargo, no se observé un efecto
sobre la ALA-TFD cuando el NaHS fue agregado inmediatamente antes de la irradiacion

luminica, momento en el cual se desencadenan las reacciones de fotooxidacion.

En la Figura IV.3 se observa que el agregado de NaHS 10 mM a distintos momentos de
la ALA-TFD modifica la eficacia de la misma. Por ejemplo, tanto el agregado de NaHS
24 h antes de la terapia como durante las 3 h de co-incubacién con ALA, tienen un
efecto similar en la supervivencia de las células a la ALA-TFD (como se observa también
en los valores de la DLsg de la Tabla 1V.2, que son entre 3 y 2 veces mayores que la DLsg
de las células que no recibieron NaHS). El efecto es mayor que si ademas se agrega
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NaHS post ALA-TFD. Finalmente, el agregado del dador antes de comenzar a irradiar,
no tiene impacto en la supervivencia de las células en comparacion a la ALA-TFD sin

NaHS.

Por otro lado, del mismo conjunto de experimentos se desprende que dichas
contribuciones son acumulativas: administrar 3 dosis de NaHS tiene mayor efecto que

administrar 1 sola dosis a cualquier tiempo estudiado.

En el caso de la co-incubacién de ALA 1 mM y NaHS 10 mM, durante las 3 h previas a la
irradiacion de la ALA-TFD, surgié la necesidad de conocer si existia alguna interaccion
entre ambas moléculas, ya que no existe descripcién en bibliografia, por lo cual se
procedid la cuantificacion de ambos compuestos y sus posibles interferencias en
presencia del otro. Para ello, se realizaron dos determinaciones: cuantificacion de ALA
en presencia de NaHS 10 mM, y cuantificacién de H,S en presencia de ALA 1 mM

(Figura 1V.4).

Para la determinaciéon de ALA con el reactivo de Ehrlich en presencia de NaHS, se
incubaron por separado cada uno de los reactivos necesarios para la reaccién (AA:
acetil acetona; Eh: reactivo de Ehlrich; ALA: acido 5-aminolevilinico), durante 3 horas, y

luego se realizé la determinacidon como ya fue descripto (Materiales y Métodos, 111.10).
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Figura IV.4. A) Cuantificacion de H,S (10 mM) en presencia o ausencia de ALA 1mM, expresado
como porcentaje relativo al control (Sin ALA); B) Cuantificacidon de ALA (0,05 mM) en presencia
o ausencia de NaHS 10 mM, expresado como porcentaje relativo al control (ALA). Blanco:
blanco de reactivo; ALA: ALA 0,05 mM; Eh: reactivo de Ehrlich; AA: acetil acetona. Cada uno de
los reactivos se incubé con NaHS 10 mM durante 3h por separado, y luego se realizd la

determinacion de Ehrlich.
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La cuantificacion de ALA por el reactivo de Ehrlich no se modific6 en ausencia o
presencia de NaHS 10 mM. Por otra parte, la determinacion de H,S por formacion de
azul de metileno tampoco se modificd por la presencia de ALA 1 mM (ver Materiales y

Métodos I11.10 y 111.11).

Aunque no hay reportes sobre la interaccién directa entre ALA y NaHS, a partir de
dichos ensayos se podria excluir que esta interaccidon ocurra cuando ambas moléculas
se incuban juntas en nuestras condiciones experimentales. Asimismo, no se detectaron
cambios en el pH mediadas por el NaHS que pudieran modificar las condiciones de la
incubacién con el ALA. Por todo esto, descartamos que la disminuciéon de la efectividad
de la ALA-TFD se deba a la disminucion de las moléculas del ALA mediada por el NaHS y

de igual manera, el ALA no modifica la accidn posible del NaHS.

Considerando que el mecanismo de muerte celular de la TFD es mediado por la
produccién de EROs, y el NaHS modifica la respuesta a la ALA-TFD en las células LM2,
se estudid cdmo afecta la adicion de NaHS al estado redox de dichas células durante el

desarrollo de dicha terapia.

IV.2.1. Efectos del NaHS previos a la ALA-TFD.

IV.2.1.1. Sintesis endégena de GSH y su efecto en la ALA-TFD.

Se evaluod la sintesis de glutation reducido (GSH) en células LM2 pre-incubadas con
diferentes concentraciones de NaHS (0,1 - 10 mM), 24 y 3 h antes de la determinacién,
y luego del agregado de DL-butionina-(S, R)- sulfoximina (BSO) 200 uM 24 h antes de la
determinacién. La BSO es un potente inhibidor de la enzima y-glutamilcisteina
sintetasa (GGS) (Britten et al., 1992), enzima clave en la sintesis de GSH. Se observo

gue BSO produce una disminucién en la sintesis del GSH (ver Figura 1.2.9).

En la Figura IV.5 se observan los resultados de los niveles intracelulares de GSH en
células LM2. Las células LM2 elevan sus niveles de GSH por encima de los niveles del

control (aproximadamente en un 20%), solo al ser pre-incubadas con 10 mM NaHS,
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mientras que en presencia de BSO, los niveles intracelulares de GSH disminuyen por

debajo de 77% del valor del control.
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Figura IV.5. Sintesis de glutation reducido (GSH) intracelular en células LM2, efecto del NaHS
(0,1-10mM) con o sin BSO (200 uM). Los datos son la media * DE (n = 4 réplicas), realizadas por
duplicado. *p <0,05 y **p <0,01 frente al control sin NaHS ni BSO. Test de ANOVA seguido de

test de Dunnett.

La presencia de BSO inhibe a la enzima GGS (Figura 1.2.9), independientemente de una
putativa induccion de GGS o mayor ingreso del sustrato L-cisteina a la célula por efecto
del NaHS (Kimura, 2015). Por ello no se observa el aumento en la sintesis de los

niveles de GSH en ninguna de las condiciones, cuando el BSO esta presente.
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Como ya se describio en la seccidn anterior (Figura IV.3), el agregado de NaHS durante
24 h antes de la ALA-TFD ejerce un efecto protector parcial frente al ALA-TFD. Por tal
motivo, se buscéd evaluar la participacion de la sintesis de GSH enddgeno en la
respuesta a la ALA-TFD en células LM2. Bajo las mismas condiciones experimentales, el
agregado de BSO 200 uM 24 h antes de la ALA-TFD, solo o junto con NaHS, provoca un
aumento de la muerte celular. Las curvas de supervivencia celular bajo estos

tratamientos se muestran en la Figura IV.6.
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Figura IV.6. Supervivencia de células LM2 sometidas a ALA-TFD, luego de haber sido incubadas
24 h antes de la ALA-TFD con NaHS 10 mM, con BSO 200 uM o con NaHS 10 mM + BSO 200
MM. Los datos son la media + DE (n = 4 réplicas), realizadas por duplicado. *p <0,05 frente TFD.

Test de ANOVA seguido de comparaciones multiples de Tukey.

Como se desprende de la Figura IV.5, los niveles de GSH luego de la incubacién con
BSO y con BSO + NaHS son muy bajos, por lo que las células se encuentran mas
vulnerables frente al dafio oxidativo producido por la ALA-TFD. Esto sugiere ademas,
que la presencia del GSH juega un papel clave en la proteccidon de células frente al

daino oxidativo generado por la ALA-TFD, lo que es coherente con el conocimiento
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general de que el GSH es una de las principales moléculas de la defensa antioxidante

en las células (Uhlig y Wendel 1992; Perotti et al., 2002; Ballatori et al., 2009).

En concordancia con los niveles sintetizados de GSH (Figura IV.5), las células pre-
incubadas con NaHS 24 h antes de la ALA-TFD mostraron una supervivencia mayor que
las células que recibieron ALA-TFD sin NaHS. Por otro lado, las células pre-incubadas
con BSO mostraron una mortalidad similar, pero alcanzaron la muerte total a menor
dosis de luz que las células que sélo recibieron ALA-TFD. Con respecto a la combinacion
de BSO y NaHS 10 mM, el agregado del dador no logra contrarrestar el efecto del BSO
(Figura IV.6).

Estas diferencias se ven reflejadas en las DLsy (Tabla 1V.3) calcuadas a partir de las
curvas de la Figura IV.6. La DLsg para las células tratadas con NaHS es
aproximadamente 3,5 veces mayor que las que no recibieron NaHS, y 4,5 veces mayor
qgue la de las células tratadas con BSO, dando cuenta de la magnitud del efecto

protector que posee el NaHS frente a la ALA-TFD en las células LM2.

Tabla 1V.3. DLsg calculados para las células LM2, a partir de los correspondientes

tratamientos de la Figura IV.6.

Tratamiento DLso (mJ/cm?)
TFD 338 +£21
NaHS 10 mM + TFD 1124 £ 27
BSO 20 uM + TFD 250+ 18
BSO + NaHS + TFD 366 £ 17

1V.2.1.2. Sintesis enddgena de H,S y su efecto en la ALA-TFD.

Se estudié también el efecto de la sintesis endégena de H,S a partir de L-cisteina 10
mM. Antes de comenzar esta serie de experimentos, adaptamos y las condiciones de

nuestros cultivos celulares el método descripto por Kartha et al. (2012), para medir la
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produccién de H,S por las células en cultivo, sin interferencia de otros tioles (ver

Materiales y Métodos I11.16).

En la Figura IV.7 se muestran los resultados obtenidos a partir de 2000 nmoles/pocillo
de NaHS en el medio de cultivo. Se calculd el H,S atrapado por evaporacién

espontdnea a 37°Cy el remanente en el medio de cultivo a diferentes tiempos.

Durante la validacién de la técnica se pudo determinar que practicamente el 100% del
H,S generado por el NaHS se volatiliza al cabo de una hora, es decir que se obtuvieron
tiempos de eliminacién del H,S en nuestras condiciones de trabajo similares a los

reportados en trabajos previos (Predmore et al., 2012).
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Figura IV.7. Determinacién del H,S generado a partir de 2000 nmoles/pocillo de NaHS. A)
Evaporacion espontanea de H,S y captado por el agar alcalino. B) Remanente de H,S en el

medio de cultivo. El H,S se determind segun lo descripto en Materiales y Métodos, item 111.16.
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Se determind la sintesis y acumulacién de H,S durante 24 h en las células LM2,
estimulada a partir de L-cisteina 10 mM, y en presencia de distintos inhibidores de las

enzimas productoras de H,S, Figura IV.8.

Cuando se agrega L-cisteina 10 mM al medio de cultivo, luego de 24 h, se observa un
incremento de la sintesis y acumulacién de H,S de aproximadamente dos veces y
media respecto al control sin L-cisteina (el medio de cultivo contiene L-cistina 0,2 mM).
También se observa el efecto de los distintos inhibidores de las enzimas involucradas
en la generacion de H,S enddgena en presencia de L-cisteina 10 mM: L-aspartato 10
mM (Asp) inhibidor de la CAT/3MST, acido aminooxacético 1 mM (AOA) inhibidor de la
cistationina P-sintasa, (CBS), y propargilglicina 10 mM (PAG) inhibidor de Ia

cistationina y-liasa, (CSE) (Kimura, 2010).
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Figura IV.8. Sintesis enddgena y acumulacién de H,S durante 24 h en células LM2 en ausencia o
presencia de L-cisteina 10 mM, y el agregado de inhibidores de las enzimas de la sintesis. L-
aspartato 10 mM (Asp) inhibidor de la CAT/3MST, acido aminooxacético 1mM (AOA) inhibidor
de la cistationina B—sintasa, (CBS), y propargilglicina 10 mM (PAG) inhibidor de la cistationina
y-liasa, (CSE). El control corresponde a células sin L-cisteina y sin inhibidores. Los datos son la
media + DE (3-4 réplicas), realizadas por duplicado. **p <0,01 frente al control; t1p <0,01
frente a L-cisteina 10 mM. ANOVA seguido de Test de Tukey.

Estos resultados sugieren que la sintesis endégena de H,S, a partir de L-cisteina 10 mM

en la linea celular LM2, es producida principalmente por las enzimas CAT/3MST y CSE.

Posteriormente se evalud el efecto de la generaciéon o inhibicion del H,S enddgeno en
la supervivencia de las células sometidas a la ALA-TFD (Figura 1V.9). Como inhibidores
de la sintesis de H,S, se utilizaron Asp y PAG (Figura 1V.8). En presencia de L-cisteina 10
mM 24 h antes de la ALA-TFD, la supervivencia celular es mayor que en su ausencia.
Esto estd de acuerdo con el efecto observado al agregar H,S exdgeno. Por otro lado, la
co-incubacién de L-cisteina junto con Asp no mostré diferencias con respecto a la

incubacién con L-cisteina. No se observan diferencias al aplicar el ALA-TFD con células
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pre-incubadas con L-cisteina y Asp 10 mM 24 h antes de la ALA-TFD, a pesar que dicha
combinacidn de aminodacidos disminuye los niveles de H,S sintetizado. La co-
incubacion de L-cisteina con PAG 10 mM 24 h antes de la ALA-TFD, resulta altamente

toxica para las células.
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Figura IV.9. Respuesta a la ALA-TFD de células LM2 incubadas 24 h con o sin 10 mM de L-
cisteina y con o sin inhibidor de la sintesis, L-aspartico 10 mM, inhibidor de la CAT/3MST. El
control corresponde a la ALA-TFD. Los datos son la media + DE (3 muestras), realizadas por
duplicado. *p <0,05 frente a TFD. ANOVA seguido de Test de Tukey. En los experimentos con L-

cisteina, el medio de cultivo fue reemplazado por medio fresco, antes del ensayo de MTT.

Las DLsg correspondientes a los diferentes tratamientos representados en la Figura

IV.9, se muestan en la Tabla IV.4.
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Tabla IV.4. DLsp calculadas para las células LM2, a partir de los correspondientes

tratamientos de la Figura IV.9.

Tratamiento DLso (mJ/cm?)
TFD 343+31
L-cisteina 10 mM 922 + 46
L-cisteina 10 mM + L-aspartico 10 mM + TFD 994 + 49

Es de remarcar, que hasta la actualidad no se encuentran inhibidores especificos de las

enzimas de la sintesis enddgena de H,S.

La L-cisteina hace que las células LM2 sean menos sensibles al tratamiento
fotodinamico, esto se refleja en un DLsg de casi el triple del control (Tabla IV.4). Una de
las posibles causas seria que el H,S generado endégenamente a partir de la L-cisteina,
también protegeria a las células LM2 de la ALA-TFD. Sin embargo, la inhibicién de la
enzima CAT/3MST por L-aspartico no genera mayor muerte celular; posiblemente
porque la enzima CSE, produce los niveles de H,S minimos y necesarios para la

proteccion.

1V.2.1.3. Efecto del NaHS en la sintesis de porfirinas.

En un protocolo tipico de TFD, se incuban las células durante un tiempo determinado
con el FS o con el pro-FS. Esto le da tiempo a las células para incorporar el FS del medio
de cultivo y que se acumule, o bien de incorporar el pro-FS y transformarlo en FS
activo. Cuanta mayor cantidad de FS se acumula dentro de las células, mayor sera el
efecto de la TFD a una misma dosis de luz, ya que habrd mas moléculas de FS

disponibles para ejercer su efecto cuando entren en contacto con la luz.

En el caso de la ALA-TFD, las células LM2 se incuban durante 3 h con ALA 1 mM como
pro-FS, esto permite la sintesis de porfirinas y en particular la Pp IX, que es la que
posee mayor efecto FS entre las porfirinas biosintetizadas en el camino de hemo.

Aprovechando la propiedad de las porfirinas de emitir fluorescencia, se determiné
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semi-cuantitativamente la acumulacidon de porfirinas en las células LM2 incubadas
durante 3 h con ALA 1 mM en medio sin suero (condiciones estandar de ALA-TFD), y
con diferentes concentraciones de NaHS (0,1-10 mM) 24 y 3 h antes de la
determinacion (en las flechas negras 1y 2 de la Figura ll1.4). La deteccidn de porfirinas
se realizd a través de microscopia de fluorescencia. En la Figura IV.10 se muestran
fotografias representativas de cada tratamiento en campo claro y fluorescencia roja
caracteristica de las porfirinas; mientras que en la Figura 1V.11 se muestra un grafico

de intensidad de fluorescencia relativizado al area celular de cada imagen.
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Figura 1IV.10. Imagenes de microscopia de campo claro (izquierda) y de fluorescencia roja
(derecha) de células LM2 incubadas 3h con ALA 1 mM en medio sin suero, y diferentes
concentraciones de NaHS (0,1-10 mM). Se muestran fotografias representativas de cada

tratamiento. La barra de escala representa 50 um.
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Figura IV.11. Intensidad de fluorescencia de las porfirinas sintetizadas a partir de 3 h de
incubacién con ALA 1 mM cuantificadas de las imdgenes y relativizada al drea celular de la
fotografia de la Figura IV.10. El andlisis se realizé con el software FIJI®. Los datos son la media +
DE (3 réplicas), *p <0,05 frente a las células tratadas con ALA 1 mM sin NaHS. ANOVA y

posterior Test de Dunnett.

La intensidad de fluorescencia disminuye significativamente a partir de
concentraciones de NaHS 1 mM, con respecto a las células incubadas con ALA 1 mM
sin NaHS. Este ultimo resultado indicaria que el NaHS inhibe la sintesis y acumulacion

de porfirinas a partir de ALA en la linea celular LM2.

La disminucién en la generacion enddgena de porfirinas parece ser otro factor
importante que contribuye a que la ALA-TFD sea menos eficiente en presencia de
NaHS, ya que reduciria la cantidad de FS que se generd endogénamente en las células

LM2 incubadas con ALA 1 mM.
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1V.2.1.4. Efecto directo del NaHS sobre algunas EROs.

Se determind la influencia del NaHS sobre la capacidad oxidante total (Materiales y
Métodos 111.17), utilizando perdxido de hidrégeno, en un sistema in vitro sin

componentes celulares.

Se pudo observar una disminucién significativa en los niveles de EROs en presencia de
diferentes concentraciones de NaHS (0,05 - 1 mM), lo que muestra una relacién directa

en la eliminacidn de diferentes EROs generados por el NaHS (Figura IV.12).
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Figura IV.12. Capacidad oxidante como porcentaje de EROs determinadas en funcién de la
concentracion de NaHS (0,05 - 1 mM) respecto al control sin NaHS. El ensayo se realizé en un

sistema libre de células.

Si bien existe abundante bibliografia acerca de la capacidad del H,S de reaccionar con
diferentes EROs (Du et al., 2013; Murphy et al., 2019), no se encontraron reportes
acerca de la interaccion directa del H,S con el oxigeno singlete (*0,), la principal

especie producida durante la TFD (Weishaupt et al., 1976).
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Se procedid a realizar un ensayo donde se generd 'O, en un sistema in vitro sin células
detectando la presencia de *0, con una sonda fluorescente especifica para '0,, Singlet
Oxygen Sensor Green® (SOSG, Invitrogen, USA), seglin fue descripto en Materiales y

Métodos I11.18.

Inicialmente se realizd el experimento con el FS azul de toluidina (AT) para generar 'O,
y se observd una curva descendente en la medida que la concentracion de NaHS

aumenta (Figura IV.13).
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Figura IV.13. Porcentaje de '0,, generado a partir AT 20 pM, en funcién de la concentracién de
NaHS (0,1 - 40 mM). Los experimentos se realizaron en sistemas libres de células por triplicado

segun fue descripto en Materiales y Métodos, 111.18.

Recientemente fue reportado que el azul de metileno reacciona con H,S, reduciéndose
y revirtiendo los efectos téxicos del gas (Haouzi et al., 2019). Teniendo en cuenta que
tanto el azul de metileno como el AT utilizado en este experimento, son moléculas
muy similares estructuralmente (Figura IV.14) y para evaluar posibles reacciones
guimicas entre el AT y el H,S que cambien su espectro de absorcion, se incubd

durante 30 min a temperatura ambiente y en oscuridad, una solucién de AT (20 uM)
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con o sin NaHS (0,1-40 mM) y posteriormente se midieron los espectros de absorcion

de la mezcla entre 450 y 750 nm. En la Figura IV.15 se muestran los resultados

obtenidos.

H3C\ +,CH3

CHs CHs
® HC N
N
H,N S \|}|+/CH3
CH,

Figura IV.14. Estructuras quimicas: A) azul de metileno. B) azul de toluidina.
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Figura IV.15. A) Espectros de absorcion entre 450 y 750 nm del AT (20 uM) incubado durante
30 min a temperatura ambiente con distintas concentraciones de NaHS (0,01 - 50 mM). B)

Absorbancia a 670 nm del AT (20 uM) en funcién de la concentracidén de NaHS (0,01 - 50 mM).

Se observa que la absorbancia del AT a 670 nm, disminuye a medida que se
incrementa la concentracidon de NaHS, como muestra la Figura IV.15 B). Esta podria ser
la causa de que el AT vaya perdiendo su capacidad fotosensibilizante en presencia del
NaHS. Los resultados de la Figura IV.13 demuestran que la respuesta al tratamiento
fotodindamico estd dada por infinidad de factores. AT puede ser un FS eficaz pero en
presencia de NaHS/H,S seria menos Optima la terapia, no por efecto del H,S sobre la

célula sino directamente por wuna accion quimica sobre el compuesto
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fotosensibilizante. Es importante en este estudio poder discernir entre el efecto del

H,S sobre la terapia o directamente sobre el compuesto fotosensibilizante.

De todas maneras, era necesario conocer si el efecto del NaHS en células LM2 tratadas
con ALA-TFD era reproducible con otros FS. Es asi que se decidid repetir el mismo
ensayo con otros dos FS: Ce6 y PII (Figura IV.16). Para ambos compuestos se realizaron
los controles necesarios para garantizar que no sufren modificaciones en sus

capacidades al ser co-incubados con NaHS y en presencia de luz.
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Figura IV.16. Porcentaje de '0,, generado a partir Ce6 2 uM (A) y PIl 20 pM (B), en funcién de
la concentracién de NaHS. Los experimentos se realizaron en sistemas libres de células por

triplicado segun fue descripto en Materiales y Métodos.

Al utilizar ambos FS, se observa una disminucidon en la sefial fluorescente de la SOSG
conforme se incrementa la concentracién de NaHS, siendo mds drastica para Ce®6, lo
que indica una menor presencia de 'O, en el sistema. Esto pone de manifiesto la
capacidad del H,S de actuar directamente como secuestrante de 102, siendo este el
primer reporte bibliografico de esa propiedad. Los derivados de Ce6 han sido
aprobados para varios tipos de cdncer por la Administracién de Alimentos vy

Medicamentos (FDA) (Agostinis et al., 2011).
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La Figura IV.17 muestra la capacidad protectora del NaHS durante el tratamiento
fotodinamico de células LM2 independientemente de la contribucién de su efecto en
la disminucidn de sintesis de porfirinas a partir de ALA. Para ello, las células fueron
sometidas a la TFD utilizando Ce6 como FS (Ce6-TFD). La Ce6 es un FS per se, es decir
gue no requiere una conversidon enzimatica, como si lo requiere el pro-FS, ALA, para
generar el FS Pp IX. Ademads, la molécula Ce6 no pierde su potencial como
fotosensibilizante ante la presencia de NaHS, como se pudo corroborar en los

controles del ensayo de deteccién de 0, (datos no mostrados).
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Figura IV.17. Respuesta de las células LM2 a la Ce6-TFD. Las células se incubaron con Ce6 2 uM
en medio sin suero durante 3 h y fueron irradiadas durante distintos tiempos. Las células se
incubaron 3 tiempos con NaHS 10 mM, 24 y 3 h antes de la irradiacidn, y post irradiacién. Al
cabo de 19 h se realizo6 el ensayo de MTT (mismas condiciones que la Figura IV.2). Los valores
se expresan como porcentaje respecto del control sin irradiacién, y representan la media + DS
de 3 réplicas independientes realizadas por duplicado. *p < 0,05 respecto al Ce6-TFD y

posterior Test de Tukey.
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Las DLsp correspondientes son: 1371 + 37 mJ/cm2 para control LM2 y > 1800 mJ/cm2

para NaHS 10 mM.

Se observa que en las células tratadas con NaHS 10 mM hay una supervivencia del
58%, mientras que a la misma dosis de luz, el porcentaje de supervivencia en las

células que no recibieron NaHS es de 34%.

Los resultados de Ce6-TFD muestran que las células LM2 son menos sensibles a Ce6-
TFD en presencia de NaHS 10 mM. Esta diferencia se manifiesta en que no se alcanza la
DLsp en las células que recibieron NaHS. Es decir que, en ese tratamiento, no fue
posible eliminar el 50 % de las células ni con la mayor dosis de luz utilizada. La
incubacién de células LM2 con NaHS 10 mM durante Ce6-TFD conferiria una mayor
resistencia al tratamiento. Las incubaciones de NaHS se realizaron en las 3 dosis
consecutivas, respetando los mismos tiempos de administracion que se utilizaron para

los tratamientos con ALA-TFD, representados en la Figura IV.2.

Este resultado concuerda con la tendencia que se observa en los resultados antes
descriptos en la Figura IV.16, y es que el NaHS, o mejor dicho el H,S generado a partir
del dador, tiene un efecto citoprotector frente al dafio oxidativo generado durante la
Ce6-TFD o la ALA-TFD. Existe abundante bibliografia acerca de la proteccién al dafio
oxidativo evocada por H,S en diferentes modelos y tejidos (Elrod et al., 2007;
Blackstone y Roth, 2007; Esechie et al., 2008; Florian et al., 2008; Henderson et al.,
2010; Fox et al.,, 2012; Bos et al., 2013). La proteccion frente al dafio oxidativo

provocado por la TFD, complementaria dichos reportes.

1V.2.1.5. Efecto del NaHS post ALA-TFD.

Una de las maneras de evaluar el dafio oxidativo es a partir de los niveles de oxidacion
en macromoléculas, que pueden ser lipidos de membrana, proteinas celulares, o el

ADN.
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Para tal fin, se determind el dafio a proteinas, evaluados mediante una adaptacion del
ensayo espectrofotométrico de cuantificacion de carbonilos por la 2,4-
dinitrofenilhidracina (DNPH) (ver Materiales y Métodos I11.21).

Las células LM2 fueron expuestas a ALA-TFD y tratadas en tres tiempos, con diferentes
concentraciones de NaHS (0,1 - 10 mM) en las condiciones de la Figura IV.2, y 4 h
después de la irradiacién, se determind la presencia de grupos carbonilos en las

células.

El tiempo de 4 h fue elegido por ser el maximo tiempo post ALA-TFD durante en cual
no se observa una disminucién de la viabilidad de las células por el método de MTT
(Denzinot y Lang, 1986). Es decir, el tiempo méximo en el que estd ocurriendo dafio
oxidativo antes de que tenga una correspondencia con la muerte celular, lo que

permitia ver el mayor grado de dafo oxidativo posible en las proteinas.

La Figura IV.18 muestra un aumento en los niveles de proteinas oxidadas 4 h después
de la ALA-TFD cuando se usa ALA 1 mM, en comparacion con el control sin ALA o sin
irradiacion de luz (dato no mostrado). Esto concuerda con resultados anteriores, que
indican un aumento en la peroxidacion lipidica en tumores luego de la ALA-TFD (Casas

et al., 1997).
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Figura 1V.18. Oxidacion de proteinas en células LM2 luego de ALA-TFD con diferentes
concentraciones de NaHS (0,1 - 10 mM). Determinacion realizada a partir de la formacion de
grupos carbonilos segun fue descripto en Materiales y Métodos. Los datos son la media  DE (3
muestras), realizadas por duplicado, *p <0,05 con respecto células tratadas con ALA-TFD sin

NaHS. ANOVA y Test de Dunnett.

La incubacidon con diferentes concentraciones de NaHS (0,1 - 10mM), muestra un
descenso significativo en los niveles de carbonilos provenientes de la oxidacion de las
proteinas a partir de una concentracién de NaHS de 1 mM, en comparacién con el
tratamiento con ALA 1 mM vy sin NaHS. Es de notar que los niveles de proteinas
oxidadas en los tratamientos con 1 y 10 mM de NaHS, son similares a los niveles
basales de proteinas oxidadas de las células que no recibieron ALA-TFD, dejando ver el
grado verdadero de proteccion que tiene el NaHS sobre las proteinas celulares durante

el tratamiento con la ALA-TFD.

Ademds, se evalud el estado redox general de las células por microscopia de
fluorescencia 30 min después de ALA-TFD, con el uso de la sonda fluorescente 2,7

diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH,-DA) (ver Materiales y Métodos 111.19). La
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DCFH,-DA es un compuesto no fluorescente, que ingresa a las células y en el
citoplasma es clivada por esterasas, resultando en la 2,7 diclorodihidrofluoresceina,
gue no es capaz de atravesar la membrana celular. Por ese motivo, una vez que
ingresa, ya no puede salir de la célula. Ademas, cuando es oxidada por EROs a 2,7
diclorofluoresceina, emite fluorescencia verde, por lo que permite comparar la
cantidad de especies oxidantes totales presentes en el interior de las células que hayan
sido sometidas o no a diferentes tratamientos. Hay que tener en cuenta que esta
sonda es especifica para EROs, por lo que los cambios en la fluorescencia son mas
indicativos de la alteracion del estado redox global de las células en tiempo real

(Kalyanaraman et al., 2012).

En la Figura 1V.19 se muestran imagenes representativas del estado redox general de
las células LM2, con la sonda fluorescente DCFH,-DA, mientras que en la Figura 1V.20
se muestra una cuantificacién de la intensidad de fluorescencia realizada en FIJI®. Para
la cuantificacion se utilizé la suma de las intensidades de fluorescencia dentro de las

células de cada fotografia.
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Figura 1V.19. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células LM2 incubadas con DCFH,-
DA 20 uM 30 min después de tratarlas con la ALA-TFD y diferentes concentraciones de NaHS
(0,1-10 mM). Al oxidarse la sonda intracelular emite fluorescencia en color verde. La barra de

la escala corresponde a 30 pum.
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Figura 1V.20. Intensidad de fluorescencia de la sonda DCFH,-DA, relativa al area celular. La
cuantificacion se realizd con FIJI®, los datos son la media + DE (3-4 muestras), * p <0,05 con

respecto a células tratadas con ALA-TFD sin NaHS. ANOVA y Test de Dunnett.

Se obtiene la maxima intensidad de la sefial fluorescente, concordantemente a la
mayor cantidad de EROs, cuando se realiza la ALA-TFD, sin el agregado de NaHS

(control positivo).

Notablemente, en las células tratadas con ALA-TFD y NaHS, la intensidad de la sefial de
fluorescencia se vuelve menos intensa con relacién al control positivo. En particular, a
partir de una concentracion de NaHS 1 mM, la intensidad de fluorescencia disminuye
significativamente con respecto al control positivo. Al igual que en la Figura IV.18,
donde se determinaron los niveles de oxidacién de proteinas post ALA-TFD, los niveles
de fluorescencia de la sonda en el tratamiento con NaHS 10 mM alcanzan niveles
comparables a los de la fluorescencia de la sonda en células sin ALA, es decir en

aquellas que no habian recibido ALA-TFD.

Es importante mencionar que las células pueden cambiar su aspecto morfoldégico luego

de la TFD. Esto ha sido previamente reportado por el grupo de Terapias Fotoasistidas
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del CIPYP (Casas et al., 2008; Di Venosa et al., 2012; Calvo et al., 2017) y por otros
(Sharkey et al., 1993).

IV.3. Efecto del H,S sobre la ALA-TFD en otras lineas celulares.

Los resultados en la linea LM2 sugieren que el tratamiento con NaHS protege a las
células contra la TFD. Es decir, resulta en una terapia menos efectiva y una mayor
supervivencia celular. Para ampliar los resultados descriptos anteriormente, se aplicé
el mismo esquema de administracion de 3 dosis de NaHS a diferentes concentraciones
(0,1 - 10 mM) junto con ALA-TFD a un panel de lineas celulares disponibles en el

laboratorio.

Se utilizaron dos lineas tumorales de ovario humanas (SKOV-3 e IGROV-1), una linea de
macréfagos murinos (Raw264.7) y otra linea de adenocarcinoma mamario murino
(LM3). No se observaron efectos téxicos del NaHS a las concentraciones utilizadas en

todas las lineas (datos no mostrados).

Conjuntamente se determind la concentracidn de porfirinas totales de todas las lineas

celulares, al momento de realizar la ALA-TFD (ver Materiales y Métodos, I11.15.1).

Al igual que lo descripto para LM2, en tres de las cuatro lineas evaluadas (SKOV-3,
IGROV-1 y Raw 264.7), se vio un efecto protector del NaHS sobre las células,
aumentando la supervivencia celular frente a la ALA-TFD en comparacion con células
sin tratar con NaHS. Asimismo, se observé un descenso en la cantidad de porfirinas
totales sintetizadas intracelularmente a partir de ALA 1 mM, en presencia de
diferentes concentraciones de NaHS (0,1 - 10 mM). Los resultados obtenidos con las
lineas SKOV-3, IGROV-1 y Raw264.7 y los correspondientes a las células LM2, se
muestran en la Figura IV.21. Las cuatro lineas celulares muestran el mismo
comportamiento, y los resultados son concordantes con los obtenidos inicialmente con

la linea LM2. Es posible considerar entonces que el NaHS estaria confiriendo
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proteccion a las células tratadas, mediante los mismos mecanismos previamente

descriptos.
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Figura 1V.21. Respuesta a ALA-TFD (columna izquierda) y cuantificaciéon de porfirinas totales
(columna derecha) con NaHS (0,1-10mM). A) LM2, B) Raw264.7, C) IGROV-1 y D) SKOV-3. Los
datos son media * DS (3-4 réplicas) realizadas por duplicado, *p < 0,05, **p < 0,01 (respecto a

las tratadas con ALA-TFD o ALA sin NaHS). ANOVA y test de Tukey (TFD) o Dunnett (porfirinas).
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Sin embargo, en la linea LM3, la supervivencia celular luego de la ALA-TFD no se vio
afectada por el agregado de diferentes concentraciones de NaHS (0,1 - 10 mM).
Tampoco se observd un descenso en la cuantificacion de las porfirinas totales, luego de
la incubacion con ALA 1 mM y NaHS (0,1 - 10 mM). Estos resultados se observan en la

Figura IV.22 y seran profundizados en la préxima seccion de este capitulo.
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Figura 1V.22. Respuesta a la ALA-TFD (A) y cuantificacién de porfirinas totales (B) con NaHS
(0,1-10mM), en la linea de adenocarcinoma mamario murino LM3. Los datos son media + DS
(3-4 réplicas) realizadas por duplicado, *p < 0,05, **p < 0,01 (respecto al tratamiento con ALA-

TFD o ALA y sin NaHS). ANOVA y test de Tukey (TFD) o Dunnett (porfirinas).
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En la Tabla IV.5 se compilaron las DLsg para la ALA-TFD de todas las lineas celulares
estudiadas y todos los tratamientos utilizados. La comparacién de la DLsp, como ya se
menciond, es util para comparar la efectividad de los tratamientos. Asi, se puede ver
gue en todas las lineas celulares excepto en la linea LM3, la DLsp aumenta a medida
gue aumenta la concentracion de NaHS, significando que el tratamiento pierde
efectividad, dado que se requiere una mayor dosis de luz para obtener el mismo
efecto. A su vez, la DLsg permite ver la susceptibilidad diferencial que tiene cada linea

celular frente a la ALA-TFD.

Tabla IV.5. DLsg de diferentes lineas celulares sometidas a ALA-TFD con las 3 dosis de

NaHS (0,1-10 mM): 24 y 3 h antes de irradiar, y post TFD. Los datos son media * DS de

2-4 réplicas.
Linea celular NaHS (mM)

0 0,1 1 10
LM2 357 +26 398+17 >720 >720
Raw 264.7 283+ 28 275+21 366 + 33 >2160
IGROV-1 248 + 40 240+ 36 340+ 49 533 +27
SKOV-3 1294 + 133 1560 + 145 2600 + 108 >3000
LM3 220+ 18 209 +15 212 21 214 17

Las DLsg son expresadas en mJ/cmZ.

Lamentablemente resulta imposible comparar con resultados de bibliografia, dado que
no existen en la literatura investigaciones que involucren el efecto del NaHS en ALA-
TFD. Sin embargo, podemos especular que no se trata de una respuesta tejido-
dependiente dado que las lineas del par LM2 y LM3 derivan del mismo tejido de la

misma especie, pero ambas responden de manera diferente al NaHS.
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IV.4. Discusion.

De los resultados obtenidos en estos experimentos, se observé que la administracion
de NaHS tiene un efecto protector sobre las células LM2 sometidas a ALA-TFD. En
nuestras condiciones de trabajo, este efecto es detectable a partir de concentraciones
de NaHS 0,5 mM o inclusive menores, y posee su maxima proteccién a la
concentracion de 10 mM, que fue la maxima concentracidn utilizada en las diferentes

incubaciones con células. Concentraciones mayores de NaHS resultaban citotoéxicas.

Las células LM2 producen GSH de manera basal, y al incubarse con NaHS 10 mM 24y 3
h antes de la determinacién, dicho parametro aumenta. Es decir, el NaHS a esa
concentracion provoca un aumento en los niveles intracelulares de GSH. Este efecto es
consistente con los antecedentes bibliograficos (Parsanathan y Jain, 2018), y se le
adjudica al aumento en la expresién de la subunidad catalitica de la enzima y-
glutamilcisteina sintetasa por un lado, y al aumento en la actividad de los
transportadores de cistina/glutamato Xc" y de cisteina Xa s, por el otro (Kimura, 2015).
El mismo autor reporta un aumento de la enzima antioxidante hemooxigenasa-1 por
efecto del H,S (Kimura, 2015), por lo que hay que tener en cuenta que el aumento de
GSH probablemente no sea el Unico efecto, aunque en esta tesis no se ha estudiado el

efecto del H,S sobre las enzimas antioxidantes.

Se ha reportado que en la linea celular de monocitos U937, el H,S actua induciendo la
transcripciéon del gen de la GGS, enzima regulatoria de la sintesis de GSH intracelular,
via el factor de transcripcion Nrf2 y elevando el contenido de L-cisteina intracelular
(Kaspar et al., 2009; Jain et al., 2014), mediante el aumento de la sintesis de uno de sus

transportadores, el Xa g (Kimura, 2015).

Los niveles basales de GSH de las células LM2 son 70,3 + 4,6 nmoles /10° células, %
aumentan a 84 + 1 nmoles /10° células luego de haber recibido NaHS 10 mM. Cuando
las células se incuban con BSO, el inhibidor de la enzima GGS, los niveles del tripéptido
disminuyen drasticamente, y esa disminucion no se puede revertir por la

administracién de NaHS. El efecto producido por el NaHS podria deberse a que el H,S
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induciria la enzima GGS, mientras que el BSO actia como inhibidor de la misma, es
decir, el efecto del NaHS es anterior al del BSO. La importancia de los niveles de GSH
intracelulares se evidencia cuando se evalla la supervivencia celular utilizando BSO vy
NaHS. Como ya se ha discutido, el NaHS aumenta la supervivencia celular frente a la
ALA-TFD, pero el BSO hace que las células sean mas sensibles a la ALA-TFD que las
células que no lo recibieron. Cuando las células se incuban simultdneamente con NaHS
y BSO, la supervivencia es menor que las células que solo recibieron ALA-TFD. Es decir
que el efecto del BSO, es el que prevalece. Como se mencionara en la introduccién, el
GSH no sélo actua como antioxidante directa e indirectamente, sino que también
cumple un rol fundamental en la manutencién de los tioles reducidos de muchas

proteinas, conservando su buen funcionamiento.

En las células LM2, los niveles enddgenos de GSH parecen ser fundamentales para la
vulnerabilidad o la proteccién de ALA-TFD (Ju et al., 2016). Ademas, se propone que los
niveles endégenos de H,S también podrian desempefiar un papel clave en la
proteccion o no frente a la ALA-TFD. Esto estd de acuerdo con resultados previos del
grupo de Terapias Fotoasistidas del CIPYP, que muestran proteccion en ALA-TFD
incubando células LM2 con diferentes concentraciones exdgenas de GSH, L-cisteina o

L-metionina (Perotti et al., 2002).

En las condiciones experimentales, el H,S es producido a partir del aminoéacido L-
cisteina administrado exdgenamente a las células LM2. Los niveles de produccidn
basales son 110 + 10 nmoles de HZS/106 células. Esto es teniendo en cuenta la cistina
0,2 mM, disponible en el medio de cultivo, mientras que con el agregado de L-cisteina
10 mM, la produccidon aumenta a 255 + 18 nmoles de HZS/106 células. Ademas, los
compuestos PAG 10 mM y Asp 10 mM inhiben la produccién de H,S, disminuyendo los
niveles a una cantidad equivalente a la basal. El compuesto AOA 1 mM no tuvo efecto
inhibitorio sobre la sintesis endégena del H,S, lo cual sugiere que en las células LM2 no

estaria presente la enzima CBS.
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El aumento de la produccién de H,S también podria estar dado por un aumento en la
expresion de las enzimas antes descriptas, y no solo en el aumento del sustrato de
sintesis. Hourihan et al. (2013) mostraron que el NaHS administrado en fibroblastos
murinos de la linea MEF, aumenta la expresién de los genes de las enzimas CBS y CSE,
pero no asi de la enzima 3MST. En el caso de las LM2, no se descarta que se produzca
induccidn de la enzima CSE y no asi sobre la enzima CBS, basado en el efecto de los

inhibidores antes descriptos.

El efecto de proteccion frente a la ALA-TFD provocado por la L-cisteina podria estar
mediado tanto por el aumento de la sintesis de H,S como por el aumento de L-cisteina

intracelular, disponible para la sintesis de GSH.

Otro de los efectos del NaHS es el de reducir la cantidad de porfirinas producidas y
acumuladas dentro de las células a partir de ALA 1 mM, como se puede observar en las
fotografias de fluorescencia de la Figura 1V.10, su cuantificacién (Figura IV.11) y en los
niveles de porfirinas totales sintetizadas (Figura IV.21). La cantidad de porfirinas estd
relacionada con el efecto fototéxico de la ALA-TFD, dado que son las moléculas que

actian como FS. La disminucion se observa a partir de 1 mM de NaHS.

Aunque la TFD resulta menos efectiva en las células LM2 al utilizar un FS per se como la
Ce6-TFD, el NaHS tiene igualmente efecto protector sobre el dafio producido por la
TFD, mostrando que este efecto no se debe Unicamente a la influencia en Ia
disminucion de la sintesis de porfirinas que fue observada en la ALA-TFD. Del resultado
de la reaccién directa con 102, mostrado en la Figura 1V.16, se desprende que el NaHS

no afecta la capacidad fotosensibilizante de la Ce6.

Este es el primer reporte acerca del impacto del NaHS sobre la sintesis de porfirinas.
Este efecto del NaHS sobre el camino metabdlico del hemo se retomard y profundizard

en la seccion VI de este capitulo de resultados.

La produccion de EROs y el dafio a macromoléculas se ven reducidos luego de la ALA-

TFD cuando las células fueron tratadas también con NaHS. Esto podria estar
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relacionado con la menor generacion de porfirinas, lo cual tiene como consecuencia
una menor generacidon de EROs. Pero se ha observado que el NaHS también aumenta
la cantidad de GSH intracelular, que es uno de los compuestos antioxidantes mas

importantes de las células, como se mencionara en la introduccién.

Ademas, se ha observado que el NaHS tiene la capacidad de disminuir dichas EROs, y
en particular 102, en un sistema libre de células. Esto muestra claramente que el NaHS,
o el H,S/HS que genera, tienen la capacidad de reaccionar directamente con las
especies oxidantes. Este es el primer reporte bibliografico en mostrar el efecto directo
del NaHS sobre el '0,. Este resultado es muy importante en el contexto de la TFD,
dado que el 'O, es el principal compuesto oxidante formado durante la

fotosensibilizacion (Weishaupt et al., 1976).

Tanto el aumento de GSH, como la menor cantidad de porfirinas sintetizadas, y el
efecto directo del NaHS, o muy probablemente una combinacidn de los tres factores,
podrian ser los responsables de la menor generacion de EROs y posterior disminucién

de la oxidacidn de proteinas luego de la ALA-TFD.

En resumen, basados en nuestras condiciones experimentales, los resultados

obtenidos en este capitulo son:

- La administracidon de NaHS, en diferentes dosis, disminuye la efectividad de Ia
ALA-TFD en las lineas celulares LM2, SKOV-3, IGROV-1 y Raw264.7, pero no en
la linea LM3.

- La administracién de NaHS disminuye la sintesis y acumulacién de porfirinas en

la linea LM2, SKOV-3, IGROV-1y Raw264.7, pero no en la linea LM3.

- ElI NaHS aumenta los niveles de GSH intracelulares en la linea LM2.

- Las células LM2 producen endégenamente H,S. Dicha producciéon aumenta al

elevar la concentracion de L-cisteina disponible en el medio de cultivo, y es
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inhibida por los compuestos PAG y Asp, pero no AOA. Esto sugiere que la
sintesis de H,S en la linea LM2 esta generada fundamentalmente por la accion
de las enzimas CSE y CAT/3MST. La enzima CBS no participaria de la produccién

del H,S en esta linea celular.
La cantidad de EROs generados y detectados en la linea LM2, 30 min después
de la ALA-TFD, es menor cuando las células son tratadas previamente con

NaHS.

El dafo oxidativo a proteinas post-TFD disminuye cuando las células son

tratadas previamente con NaHS.

El NaHS es capaz de disminuir directamente las EROs generadas en un sistema

libre de células, particularmente el 0,.

110



V. Efecto del H,S en cultivos celulares de la linea de adenocarcinoma mamario
murino LM3.

De lo expuesto en el capitulo anterior, se ha concluido que el NaHS tiene un efecto en
la respuesta a la ALA-TFD en una variedad de lineas celulares. Sin embargo, en la linea
celular LM3 (linea celular de adenocarcinoma mamario, que deriva del tumor
espontdneo M3 de ratén BALB/c, Instituto Angel H. Roffo) (Urtreger et al., 1997), el

NaHS no parece tener mismo efecto en la supervivencia celular frente a la ALA-TFD.

En el presente capitulo, profundizaremos el estudio de la falta de efecto protector del

H,S frente a la TFD, en dicha linea celular.

V.1. Efecto del NaHS sobre la viabilidad de las células LM3.

La Figura V.1 da cuenta de la toxicidad del NaHS sobre las células LM3. Como se
observa, no hay un efecto téxico del NaHS en concentraciones de hasta 10 mM. En
cambio, al aumentar la concentracién a 100 mM, el compuesto resulta sumamente

toxico.
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Figura V.1. Toxicidad del NaHS a diferentes concentraciones en la linea celular LM3. Los datos
son media % DS (al menos 3 réplicas), **p< 0,01 contra el control sin NaHS, ANOVA seguido de

test de Dunnet.

V.2. Efecto del NaHS en la ALA-TFD en las células LM3.

En primer lugar, se considerd el efecto de distintas concentraciones de NaHS en la
respuesta a la ALA-TFD en células LM3 (Figura IV.22 A). La ALA-TFD fue realizada en
idénticas condiciones a las utilizadas con las otras lineas celulares (ver Materiales y
Métodos, item 111.4), y también lo fueron las administraciones de NaHS en tres tiempos
antes indicados, 24 h, 3 h durante la incubacion con ALA 1 mM y post TFD. (ver Figura
[11.4 Materiales y Métodos). La Figura IV.22 B muestra la sintesis de porfirinas totales

bajo las mismas condiciones.
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De la Tabla IV.5, se desprende que ninguna de las concentraciones de NaHS estudiadas
(0,1 - 10 mM) tiene un efecto sobre la respuesta a la ALA-TFD. No hay diferencias
significativas en el calculo de las DLsg, y al aumentar la dosis de luz, el porcentaje de
supervivencia es igualmente bajo en todos los tratamientos, como se observa en los

trazados de las diferentes curvas para la linea LM3, presentados en la Figura IV.22 A.

De igual modo, no se observan diferencias significativas en la sintesis de porfirinas
totales (Figura 1V.22 B), hecho que se correlaciona perfectamente con la falta de efecto

protector frente a la ALA-TFD en presencia de NaHS.

V.2.1. Efectos del NaHS previos a la ALA-TFD.

V.2.1.1. Sintesis endogena de GSH.

Un efecto que ya se ha mencionado del NaHS, es el de aumentar los niveles
intracelulares de GSH. Con el objetivo de estudiar este efecto en la linea celular LM3,
se determinaron los niveles intracelulares de GSH con diferentes tratamientos con

NaHS y en células control sin NaHS. Los resultados se muestran en la Figura V.2.
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Figura V.2. Niveles intracelulares de GSH en células de la linea LM3, luego de haber sido
incubadas con NaHS 24 y 3 h antes de la determinacién, o con BSO 24 h antes. Los datos son
media * DS (3 réplicas) realizadas por duplicado. *p < 0,05 respecto al control sin NaHS; **p <

0,01 respecto al control sin NaHS, ANOVA seguido de test Dunnet.

En esta linea celular, los niveles de GSH aumentan mas del 50% en las células que
recibieron NaHS 10 mM comparado con las que no lo recibieron. Este aumento
también fue observado en la linea LM2, pero incluso no tan marcado como en esta
linea celular. EI BSO depleta a las células de GSH hasta alcanzar alrededor de un 5% del

valor del control.

V.2.1.2. Sintesis endégena de H,S y del NO y su efecto en la ALA-TFD.

Con respecto a la sintesis endégena de H,S, el mismo se determiné en las células LM3
utilizando el método ya descripto (ver Materiales y Métodos 111.16). Se utilizd L-
cisteina 10 mM como precursor de la sintesis, y los compuestos PAG 10 mM, AOA 1

mM y Asp 10 mM, como inhibidores de las enzimas CSE, CBS y CAT/3MST,
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respectivamente. Ademas, se incorpord también un analogo de la L-arginina que
inhibe la sintesis de éxido nitrico (NO), el N*-Nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) 100
UM, dado que la linea LM3 sintetiza NO. La linea LM3 presenta la isoenzima
productora de NO dxido nitrico sintasa 1 (NOS1 o antiguamente denominada nNOS)
(Espafiol et al., 2002; Davel et al., 2004), y considerando la evidencia disponible acerca
de la interaccién de los transmisores gaseosos (Pae et al., 2009; Mustafa 2009;
Kajimura et al., 2010; Giuffré y Vicente, 2018) se decidié incorporar este tratamiento

en el experimento, cuyos resultados se muestran en la Figura V.3.
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Figura V.3. Sintesis enddgena de H,S basal y a partir de L-cisteina 10 mM, en células de la linea
LM3 con o sin inhibidores de sintesis de H,S o NO. En las condiciones basales, las células crecen
en medio de cultivo RPMI 1640 que segun especificaciones del fabricante, contiene 0,20 mM
de L-cistina y 1,15 mM de L-arginina. Los datos son media + DS (n=3-4 réplicas) realizadas por

duplicado. **p < 0.01 respecto a L-cisteina 10 mM. ANOVA seguido de test de Dunnett.
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Como se muestra en la Figura V.3, las células de la linea LM3 son capaces de sintetizar
H,S. Lo hacen de forma basal, y dicha sintesis aumenta significativamente al aumentar
la cantidad de L-cisteina disponible. En presencia de 10 mM de L-cisteina, los
inhibidores PAG 10 mM, AAOA 1 mM y Asp 10 mM, son capaces de inhibir la sintesis
endégena de H,S, y reducir sus niveles de forma significativa con respecto al
tratamiento con L-cisteina 10 mM (condiciones de maxima produccion). El agregado de

L-NAME no modifica significativamente la produccién de H,S.

La sintesis de NO se da a partir del aminoacido L-arginina por la accién de las enzimas
NOSs (Nathan, 1992). Como se cité anteriormente, Davel et al. (2004) describieron que
células de la linea LM3 sintetizan NO, fundamentalmente por la presencia de la

isoenzima NOS1 o NOS neuronal.

Se verificd la sintesis de NO en las condiciones de trabajo y se evalué la existencia de
alguna relacién con los niveles de H,S presentes en las células LM3 o por el agregado

exogeno del mismo por adicién de diferentes concentraciones de NaHS (0,05 -10 mM).

En la Figura V.4, se muestra la sintesis de NO y su relacidon con el agregado de

diferentes concentraciones de NaHS (0,05 -10 mM) o sustrato para la sintesis

endogena del H,S (L-cisteina 10 mM) en las células LM3.
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Figura V.4. Sintesis enddgena de NO en las células LM3 basal y a partir de L-arginina 2mM, en
presencia y ausencia de NaHS (0,05 - 10 mM), L-NAME 100 uM (L-N) y L-cisteina 10 mM (L-C).
Las células crecen en medio de cultivo RPMI 1640 que segln especificaciones del fabricante,
contiene 1,15 mM de L-arginina y 0,20 mM de L-cistina. La determinacion se realizé en el
medio de cultivo luego de las incubaciones. Los datos son media = DS (3 réplicas) realizadas

por duplicado, *p < 0.05 respecto a L-arginina 2 mM. ANOVA seguido de test de Dunnett.

En las condiciones basales, las células crecen en medio de cultivo RPMI 1640 que
contiene L-arginina 1,15 mM. En la Figura V.4 se observa que la sintesis de NO es
maxima al ser incubada con L-arginina 2 mM. Como es de esperarse, el inhibidor L-
NAME 100 uM reduce los niveles de sintesis de NO en la linea LM3, inhibiendo un 45 %
de los niveles maximos obtenidos. Ademas, se observa un efecto inhibitorio del NaHS
sobre la sintesis de NO en células LM3. Es de destacar que la presencia de H,S, tanto
administrado exégenamente, a través de diferentes concentraciones de NaHS, como el

sintetizado endégenamente a partir de L-cisteina 10 mM, inhibe la generacién de NO
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en las células LM3. Concretamente, el NaHS tiene un efecto significativo a partir de la

concentracion de 0,1 mM.

Se evalué también el efecto combinado de la inhibiciéon de la sintesis de NO y el
agregado de NaHS en la respuesta a la ALA-TFD en las células LM3. Para ello se realiz
la ALA-TFD a 120 mJ/cm?, y dos tratamientos combinados: L-NAME (0 o 100 pM) vy
diferentes concentraciones de NaHS (0,1 - 10 mM) en comparacién con células que no

recibieron tratamiento fotodindmico (Figura V.5).
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Figura V.5. Respuesta de las células LM3 a la ALA-TFD en presencia o ausencia de L-NAME 100
UM (L-N) y con o sin NaHS (0,1 - 10 mM). Los datos son media = DS (n= 3). ANOVA seguido de
test de Tukey, *, T p < 0,05 respecto al control correspondiente a su concentracion de NaHS no

iluminado.

En ausencia del L-NAME, no se observaron efectos de las diferentes concentraciones

de NaHS agregado, sobre la ALA-TFD, lo cual concuerda con los resultados de la Figura
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IV.22 A). El agregado de L-NAME 100 uM no modifica significativamente el efecto del
NaHS en la ALA-TFD de las células LM3.

Finalmente, tampoco se observd un efecto combinado del agregado de NaHS vy la
inhibicién del NO en la supervivencia celular, ya que al comparar las columnas dentro
del tratamiento de L-NAME, no se observan diferencias significativas en la respuesta

de las células a la ALA-TFD, en ninguna de las dosis de luz evaluadas.

V.2.1.3. Efecto del NaHS en la sintesis de porfirinas.

Se ha visto también en el capitulo anterior, que la sintesis de porfirinas totales en la
linea LM2 vy otras lineas celulares, se ve disminuida por la incubacion con diferentes

concentraciones de NaHS (Figuras IV.10; IV.11 y IV.21).

En el caso de LM3, no se observan diferencias en la acumulacién de porfirinas totales
luego de haber sido incubadas durante 3 h en medio sin suero con ALA 1 mM, vy
habiendo recibido o no diferentes concentraciones de NaHS (0,1-10 mM) 24 h y 3h
antes de la determinacién (Figura IV.22 B). Es decir, el NaHS no afecta la acumulacidn
de porfirinas generadas a partir de ALA en la linea LM3. En las Figuras V.6 y V.7 se
muestran las microfotografias de fluorescencia de Pp IX y su cuantificacién luego de los

diferentes tratamientos.
El experimento se realizé bajo las mismas condiciones que las utilizadas para la linea

LM2 (Figura IV.10), para la cual si se observé un efecto del NaHS sobre la acumulacién

de las porfirinas intracelulares por fluorescencia.

119



ALA NaHS
(L mM) | (mM)
- 0
+ 0
+ 0,1
+ 1
+ 10

Figura V.6. Imagenes de microscopia de campo claro y de fluorescencia roja de células LM3
incubadas 3 h con ALA 1 mM en medio sin suero, y diferentes concentraciones de NaHS (0,1 -
10 mM). Se muestran fotografias representativas de cada tratamiento. La barra representa 50

um.
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Figura V.7. Intensidad de fluorescencia de porfirinas totales de las imagenes, relativizada al
area celular de la fotografia de la Figura V.6. El andlisis se realizé con el software FlJI®. Los
datos son la media + DE (3 muestras), *p <0,05 frente a ALA 1 mM sin NaHS. ANOVA y Test de

Dunnett.

V.2.1.4. Efecto del NaHS post ALA-TFD.

Con respecto al efecto del NaHS sobre la generacién de EROs luego de la ALA-TFD, se
evalud su presencia mediante la fluorescencia de la sonda DCFH,-DA (ver Materiales y
Métodos, I11.19). En la Figura V.8 se muestran imagenes representativas de cada
tratamiento, y en la Figura V.9, se presenta el grafico que refleja la intensidad de

fluorescencia dentro del drea celular de las imagenes.
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Figura V.8. Presencia de EROs en las células LM3, 30 min luego de la ALA-TFD con y sin NaHS.
Micrografias tomadas por microscopia de fluorescencia de la sonda DCFH,-DA, que emite
fluorescencia verde en presencia de EROs. Se muestran imagenes representativas de cada

tratamiento. La barra de escala representa 50 um.
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Figura V.9. Intensidad de fluorescencia de la sonda DCFH,-DA en células LM3, luego de ALA-
TFD con o sin NaHS. Los valores corresponden a la fluorescencia dentro de las células de la
Figura V.8, relativizadas al drea celular, y realizadas por analisis de imdgenes con el software
FIJI®. Los datos son media + DS (3 réplicas) realizadas por duplicado, *p < 0.05 con respecto a

ALA-TFD sin NaHS. ANOVA seguido de test de Dunnett.

Tanto en las imdgenes de fluorescencia de la sonda DCF, como en el gréfico de
intensidad de fluorescencia, se observa que no hay diferencias significativas en los
niveles de EROs generados entre los diferentes tratamientos y el control con ALA-TFD.
Es decir, que la incubacién con NaHS (0,1 - 10 mM) 24 y 3 h antes de la ALA-TFD y post-

TFD, no disminuye la cantidad de EROs presentes en las células 30 min post TFD.
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V.3 Discusion.

En base a los resultados obtenidos de la supervivencia celular a la ALA-TFD con NaHS
en la linea LM3, se concluiria que no existe un efecto del NaHS en la respuesta a la
ALA-TFD. Lo mismo sucede si se observa la sintesis de porfirinas a partir de ALA, en

presencia del dador de H,S.

Consistentemente con el efecto reportado del H,S, la cantidad de GSH intracelular
aumenta un 69% cuando las células son expuestas a una concentracién de NaHS 10
mM (120,2 + 23,5 nmoIes/lO6 células de GSH en condiciones control, y 203,3 + 37,8

nmoIes/lO6 con NaHS 10 mM 24 y 3 h antes de la determinacion).

El GSH es una de las moléculas mas importantes del sistema antioxidante de las
células, tanto por su alta concentracién, que puede llegar a concentraciones cercanas
a 10 mM dependiendo del tejido (Uhlig y Wendel 1992; Casas, 1996; Ballatori et al.,
2009), como por su capacidad de eliminar directa o indirectamente sustancias
oxidantes, siendo cofactor de enzimas peroxidasas y peroxiredoxinas, reaccionando
directamente con radicales libres, o regenerando otros antioxidantes como la vitamina

EylaC (Forman et al., 2009).

Ademads, el GSH cumple un rol importante como detoxificante, al conjugarse con
compuestos extranos y facilitar su eliminacién. Finalmente, cumple un rol fundamental
en el balance de la homeostasis redox de la células, al mantener los sulfhidrilos
reducidos tanto de las proteinas de membrana como de las proteinas solubles (Casas,

1996).

Las células LM3 son capaces de sintetizar H,S endégenamente a partir del aminodcido
L-cisteina. En condiciones basales de cultivo, la cantidad de L-cistina y L-metionina que
posee el medio de cultivo es 0,20 Y 0,10 mM, respectivamente. En dichas condiciones,
las células LM3 producen 239 + 23 nanomoles/10° células de H,S, mientras que al

incrementar la L-cisteina a 10 mM, la sintesis aumenta a 373 * 32 nanomoles/10°
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células. Es decir que, en presencia de 10 mM de L-cisteina, la produccion del H,S

aumenta en un 56% con respecto a su nivel basal.

Por otro lado, los tres compuestos utilizados como inhibidores para la sintesis de H,S
endégeno, el PAG 10 mM, el Asp 10 mM y el AOA 1 mM, que inhiben a la CSE, la
CAT/3MST y la CBS, respectivamente; inhiben la sintesis de H,S de manera significativa

en las condiciones experimentales.

Finalmente, el inhibidor de las isoenzimas NOSs, L-NAME, no afecta la sintesis

endogena de H,S.

Con respecto a la sintesis de NO, se verificé que las células LM3 producen dicho
compuesto, y que la sintesis es inhibida por el L-NAME en las condiciones de trabajo. El
efecto del L-NAME en la sintesis de NO en células LM3 ya ha sido reportada por el
grupo de Terapias Fotoasistidas del CIPYP y por otros grupos de trabajo (Eijan et al.,

1998; Di Venosa et al., 2005).

La sintesis de NO es inhibida por el agregado exdgeno de H,S generado por el dador
NaHS a partir de 0,1 mM, y por la L-cisteina 10 mM, un sustrato de la sintesis
endégena de H,S. Es decir, que la inhibicién se da tanto a partir de H,S enddgeno,
cémo exdgeno. Este efecto inhibitorio habia sido reportado antes (Kubo et al., 2007),
quienes mostraron el efecto del NaHS en las tres isoformas recombinantes de la NOS.
Este hecho no resulta extrafo a la luz de la creciente evidencia acerca de la interaccion

entre transmisores gaseosos (ver Introduccién, 1.2.3.).
En cuanto a la sintesis y acumulacién de porfirinas totales, no se observd una
disminucion de los niveles intracelulares de porfirinas generadas a partir de ALA 1 mM

frente a ninguna de las concentraciones de NaHS estudiadas.

Al comparar los niveles de porfirinas totales sintetizados en las células LM3 con

respecto a las LM2, a partir de una incubacion de 3 h con ALA 1 mM, LM3 sintetiza casi
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el doble de las porfirinas que las que sintetiza LM2 (Figuras IV.21 y 1V.22). Esto

concuerda con lo reportado anteriormente por Di Venosa et al. (2005).

Con respecto al rol del NaHS en la produccién de EROs, los resultados presentados en
este capitulo para LM3 son diferentes a los presentados para la linea LM2 en las
Figuras IV.19 y IV.20. Para las células de la linea LM3, el NaHS no muestra efecto sobre
la generacion de EROs, mientras que para las células LM2 disminuye la cantidad de

EROs generadas en la ALA-TFD.

El resultado obtenido con la linea LM2, con respecto a que el NaHS es eficaz en
disminuir la formacion de EROs, es avalado por reportes bibliograficos previos (Wen et

al., 2013; Dong et al., 2015; Feng et al., 2018).

Sin embargo, los resultados obtenidos en LM3 son consistentes con el hecho de que la
respuesta a la ALA-TFD no se vea modificada por la administracién de NaHS en las

células de dicha linea (Figura V.2).

En resumen, basados en nuestras condiciones experimentales, los resultados

obtenidos en este capitulo son:

- La administracion de NaHS no produce un efecto en la respuesta de células

LM3 a la ALA-TFD.

- Las células LM3 producen GSH, y aumentan la produccién de GSH ante la

presencia de NaHS 10 mM.

- Las células LM3 sintetizan porfirinas a partir de ALA, y esa sintesis no se ve

inhibida por concentraciones de NaHS de hasta 10 mM.

- Las células LM3 son capaces de sintetizar H,S, y dicha sintesis se incrementa al
aumentar la cantidad del sustrato L-cisteina disponible. Esta sintesis es inhibida

por los 3 compuestos estudiados, PAG, AOA y Asp, pero no asi por el inhibidor
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de la sintesis de NO, L-NAME. Esto sugiere que en las células LM3 estan

presentes y activas las enzimas la CBS, la CAT/3MST y la CSE.

- Las células LM3 tienen la capacidad de sintetizar NO de manera enddgena, a
partir de L-arginina, sustrato de las isoenzimas NOSs. Dicha sintesis es inhibida
por L-NAME, inhibidor general de las enzimas NOS, y también por el H,S, tanto
el producido endégenamente a partir de L-cisteina como el administrado

exogenamente con el dador NaHS.

Todos los resultados expuestos en el capitulo anterior, alentaban a concluir que el H,S
administrado exdgenamente o producido de manera enddgena ejercia un efecto
protector sobre la TFD, tanto mediada por ALA como por administracion directa de
otros FS. Sin embargo, lo mds relevante de este capitulo es que dicha conclusién no
puede generalizarse, ya que no fue posible obtener resultados andlogos con la linea

LM3.

EL H,S produce modulacién de algunos parametros biolégicos también sobre la linea
celular LM3, como pudo observarse en la sintesis de NO, pero estd claro que las
modificaciones que puedan producirse, no ejercen cambios en la respuesta a la ALA-
TFD. Una de las principales diferencias entre las lineas LM2 y LM3 es la produccion
endodgena de NO. Ello llevé a hipotetizar que si se eliminaba la produccién de NO en las
células LM3, con L-NAME, quizas la respuesta frente a la TFD en presencia de H,S podia
ser similar a las células LM2, pero esto no sucedid, corroborando que la interaccién

entre ambos gases no afecta la respuesta diferencial a la ALA-TFD.

La linea celular LM3 posee en general caracteristicas similares a la LM2 por derivar de
un adenocarcinoma mamario espontaneo en ratones BALB/c, pero resulta evidente
gue a pesar de aparentes similitudes, cada tumor se comporta de manera Unica frente
a la TFD y a cualquier otra terapia oncolégica, razon por la cual se vuelve tan relevante
el constante estudio de nuevas terapias y la optimizacion de las ya existentes, como es

el caso de esta tesis.
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VI. Estudio de las enzimas de la via metabdlica del hemo y sintesis de H,S.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los capitulos anteriores, vy
considerando los datos obtenidos a partir de la cuantificacion de la sintesis de
porfirinas en las diferentes lineas celulares utilizadas y la acumulacién de porfirinas en
los cultivos celulares por efecto del NaHS, surge la importancia de estudiar su efecto
sobre la actividad de algunas de las enzimas de la via metabdlica el hemo, que genera

porfirinas a partir de ALA.

En este capitulo se estudia, en parte, el efecto del NaHS en la actividad de dos enzimas
del camino biosintético del hemo, como asi también el perfil de sintesis de porfirinas
de las lineas celulares LM2 y LM3 a partir de ALA 1 mM, en presencia o en ausencia del

dador de H,S, NaHS.

Por otro lado, se aborda el estudio de la actividad de los genes de las enzimas que
sintetizan H,S. Como se menciond en la introduccion (item 1.2.4.2), en los mamiferos
hay 3 enzimas principales que sintetizan H,S: CBS, CSE y 3MST. Estas enzimas poseen
diferente grado de expresiéon y localizaciéon subcelular, y su regulaciéon podria estar
involucrada en distintos eventos patoldgicos, entre ellos el cancer (Hellmich y Szabo,

2015).

Concluyendo esta tesis, se informan los resultados de un andlisis bioinformatico de la

actividad de los genes de las enzimas productoras de H,S en diferentes tejidos

tumorales, y se comparan con sus contrapartes no tumorales.
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VI.1. Efecto del NaHS en el camino metabodlico del hemo.

Para estos estudios, se utilizaron las células LM2 y LM3 porque, como se ha mostrado

anteriormente, el NaHS posee efectos disimiles en ambas lineas celulares.

Recordando brevemente lo descripto en la introduccion (1.1.3.2), el camino
biosintético del hemo es un proceso que consta de 8 pasos enzimaticos. Comienza con
la sintesis de ALA a partir de glicina y succinil-CoA en la mitocondria. A la generacidn de
ALA, le suceden siete pasos enzimaticos, los cuatro primeros en el citoplasma y los
ultimos tres dentro de la mitocondria, hasta la formaciéon del hemo, y todas las células

son capaces de realizarlo (Figura VI.1).

Citoplasma

I('I‘Ioproporﬂrmogem Protoporfirinogeno
Coproporfirinégeno | |%

oxidasa
Uroporfirinégeno .
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Uroporfirinégeno Protoporfirina
I IX
Uroporfirinégeno Ferroquelatasa
Il Sintasa
Hidroximetilbilano Hemo
Porfobilinégeno I
Deaminasa
Acido
Porfobilindgeno 5-aminolevulinico
(ALA)
ALA
Dehidratasa I ALA
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Succinil-CoA

Figura VI.1. Esquema que representa la biosintesis del grupo hemo. Dentro de los recuadros se
sefialan los intermediarios del proceso, y en negrita junto a las flechas las enzimas

involucradas.
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La ALA-TFD se vale de parte del camino de sintesis del hemo, al administrarle
exogenamente ALA a las células se evita el paso de sintesis de ALA por la enzima ALA-S,

gue es la enzima regulable de la via (Batlle et al., 1975).

Resultados previos indican que las lineas celulares LM2 y LM3, al ser incubadas con
ALA 1 mM durante 3 h, alcanzan la saturacién de la via de sintesis de porfirinas. En
estas condiciones, la sintesis de porfirinas alcanza un plateau o valor maximo de
acumulacién; independientemente del aumento de concentracidon de ALA extracelular

utilizado (Di Venosa et al., 2005).

VI.1.1. Sintesis de porfirinas: analisis de intermediarios por HPLC de fase reversa en
células LM2 y LM3.

Las dos lineas celulares estudiadas mostraron un comportamiento diferente frente a la
incubacién con NaHS. En el caso de LM2, se observé un efecto protector frente a la
ALA-TFD, y una reduccién en la sintesis y acumulacién de porfirinas intracelulares. Por
el contrario, en las células LM3 incubadas con NaHS, no se observé dicha reducciéon en
la sintesis y acumulacion de porfirinas intracelulares, ni la proteccion de las células

frente a la ALA-TFD.

Con el objetivo de profundizar el estudio de estas diferencias, se analizaron los
productos de la sintesis de porfirinas en ambas lineas celulares, a partir de ALA1 mMy
en ausencia o presencia de NaHS 10 mM, por la técnica de cromatografia liquida de
alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC, por sus siglas en inglés, ver Materiales y
Métodos 111.25). Esta técnica permite identificar cada uno de los intermediarios

porfirinicos generados en la via metabdlica de la sintesis del hemo.

Para identificar las sefales correspondientes a cada uno de los intermediarios, se
utilizé un patrén de porfirinas comercial como estdndar y una solucién acida patrén de
Pp IX. Ambos patrones se corren en las mismas condiciones experimentales que las
muestras, lo que permite identificar los picos y tiempos de retencién de cada especie y

asi identificar los picos obtenidos. A los fines de este trabajo, se utilizé esta técnica con
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la finalidad de identificar el conjunto de las especies sintetizadas presentes en cada
linea celular, permitiendo conocer las cantidades relativas de cada especie

intermediaria.

La Figura VI.2 muestra los perfiles representativos para los patrones utilizados, uno de
los cuales contiene una mezcla comercial de seis porfirinas en medio acido
(uroporfirina, heptaporfirina, hexaporfirina, pentaporfirina, coproporfirina vy

mesoporfirina), y el otro corresponde a una solucion acida de Pp IX.
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Figura VI.2. Cromatogramas representativos de los diferentes estandares de porfirinas
utilizados. A) mezcla comercial equimolar de diferentes intermediarios en medio acido. De
izquierda a derecha, los picos corresponden a cada uno de los componentes, que son:
uroporfirina, heptaporfirina, hexaporfirina, pentaporfirina, coproporfirina y mesoporfirina. B)

solucién acida patrén de Pp IX.
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La Figura VI.3 muestra los cromatogramas representativos de los extractos acidos
obtenidos de la linea LM2 incubada 3 h con ALA 1 mM, con y sin NaHS 10 mM. En la
Tabla V1.1 se muestra la cantidad relativa de porfirinas, expresada como porcentaje del
total de porfirinas en dicha linea celular. El analisis de estos resultados reveld que la
linea LM2 produce principalmente Pp IX a partir de una incubacién de 3 h con ALA 1
mM, y que en presencia de 10 mM NaHS, la cantidad de porfirinas totales sintetizadas
desciende notablemente, ya que no se detectan sefiales de ningun intermediario en el
cromatograma, en nuestras condiciones de trabajo. Dicho resultado es concordante
con el obtenido anteriormente en la cuantificacion de porfirinas totales, que
descienden drdsticamente cuando la células LM2 son co-incubadas con ALA 1 mM y
NaHS 10 mM, con respecto a las células incubadas sélo con ALA 1 mM (Figuras 1V.10

IV.11y IV.21).
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Figura VI.3. Perfil representativo de intermediarios en la sintesis de porfirinas en la linea
celular LM2 a partir de la incubacién de 3 h de ALA 1 mM, A) control sin NaHS y B) con NaHS 10

mM. El andlisis se realizé por RP-HPLC, como fue descripto en Materiales y Métodos Il1.25.
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Tabla VI.1. Analisis por RP-HPLC de los intermediarios involucrados en la sintesis de
porfirinas en la linea LM2.

Porcentaje relativo al total
Porfirina
ALA 1mM ALA 1 mM + NaHS 10 mM

Uroporfirina ND ND
Heptaporfirina ND ND
Hexaporfirina ND ND
Pentaporfirina ND ND
Coproporfirina ND ND
Protoporfirina 100 ND

ND= No detectable.

En el cromatograma que corresponde a LM2 sin NaHS, se sefiala el pico
correspondiente a Pp IX, pero no se observan los picos caracteristicos de las otras

porfirinas presentes comparadas con los estandares utilizados (Figura VI.2).

En el caso de las células LM3 incubadas durante 3 h con ALA 1 mM, el analisis de RP-
HPLC muestra que dichas células producen en mayor proporcién Pp IX y uroporfirina.
Al co-incubar dichas células con ALA 1 mM junto con NaHS 10 mM bajo las mismas
condiciones, se observa que disminuyen los picos correspondientes a coproporfina y
Pp IX y aumentan los picos de otros intermediarios, siendo los mayoritarios,
uroporfirina, hepta y hexaporfirina. Los cromatogramas representativos se muestran

en la Figura V1.4,
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Figura VI.4. Perfil representativo de intermediarios en la sintesis de porfirinas en la linea

celular LM3 a partir de la incubacién de 3 h de ALA 1mM, A) sin NaHS y B) con 10 mM NaHS. El

perfil fue obtenido por RP-HPLC, segun fue descripto en Materiales y Métodos I11.25.

La Tabla VI.2 muestra la cantidad relativa de porfirinas en las células de la linea LM3,

expresadas como porcentaje respecto del total.
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Tabla VI.2. Analisis por RP-HPLC de los intermediarios involucrados en la sintesis de

porfirinas en la linea LM3.

Porcentaje (relativo al total)
Porfirina
ALA1 mM ALA 1mM + NaHS 10 mM
Uroporfirina 42,8
32,4
Heptaporfirina 22,7
ptap 14,3
Hexaporfirina 29,9
4,5
Pentaporfirina 5,2
2,5
Coproporfirina ND
prop 5,7
Protoporfirina ND
40,7

ND= No detectable

Se puede observar en la Tabla VI.2, que en las células LM3 luego de 3 h de incubacidn
con ALA 1 mM, los picos de uroporfirina y Pp IX corresponden a mas del 70% del total

de los productos formados en estas condiciones experimentales.

Por otro lado, al ser co-incubadas durante 3 h con ALA 1 mM y NaHS 10 mM, el perfil
de intermediarios producidos por las células se modifica sustancialmente. El producto
mavyoritario pasa a ser uroporfirina, seguido de hexa y heptaporfirina en cantidades
similares; y sin sefial detectable de coproporfirina y Pp IX. En los cromatogramas

correspondientes se sefialan los picos de los intermediarios identificados.

Teniendo en cuenta la desaparicion de los picos correspondientes a coproporfirina y
Pp IX y el aumento de los intermediarios heptaporfirina y hexaporfirina, este resultado
estaria indicando que la incubacién con NaHS 10 mM estaria inhibiendo a la enzima

URO-D en las células de la linea LM3.
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VI.1.2. Determinacidon de porfirinas totales sintetizadas en explantes de tumores LM2
y LM3.

Con la finalidad de buscar explicaciones para las diferencias encontradas, se estudio la
actividad de algunas enzimas de la via metabdlica del hemo, mediante una
aproximacion ex-vivo. Este recurso se empled para aumentar la cantidad de células
disponibles y mejorar la sensibilidad de las técnicas. Los explantes se obtuvieron a
partir de tumores generados por inyeccion subcutdnea de las lineas LM2 y LM3 en

ratones BALB/c (Materiales y Métodos 11.23).

Como paso previo, se determind la sintesis de porfirinas ex vivo a partir de ALA en los
explantes de tumor en las mismas condiciones que en las lineas celulares, para
corroborar que el efecto en el tejido tumoral fuera el mismo que en las células en

cultivo. Los resultados de dichos experimentos se muestran en las Figuras VI.5 y VI.6.
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Figura VL.5. Sintesis de porfirinas ex vivo a partir de ALA 1 mM durante 3 h en presencia o
ausencia de NaHS 10 mM, en explantes de tumores derivados de la linea LM2. Los datos son
media = DS (3 réplicas), * p < 0,05 con respecto al control sin ALA ni NaHS, y # p < 0,05 con
respecto a ALA ImM. ANOVA seguido de test de Tukey.
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Figura VI.6. Sintesis de porfirinas ex vivo a partir de ALA 1 mM durante 3 h en presencia o
ausencia de NaHS 10 mM, en explantes de tumores derivados de la linea LM3. Los datos son
media = DS (3 réplicas), * p < 0,05 con respecto al control sin ALA ni NaHS, y # p < 0,05 con
respecto a ALA 1mM. ANOVA seguido de test de Tukey.

En la Figura VL.5, se puede observar que la sintesis de porfirinas aumenta en el tejido
tumoral como consecuencia del agregado de ALA 1 mM durante 3 h, en comparacién
con el tejido sin ALA. Como se mostrd en la Figura V1.1, el ALA sirve de sustrato a la
enzima ALA-D, la cual permite que comience la sintesis porfirinas. La cantidad de
porfirinas sintetizadas por el tejido, en cambio, disminuye cuando ademas de ALA 1
mM, se agrega NaHS 10 mM. Este efecto inhibitorio del NaHS sobre la sintesis y
acumulacién de porfirinas en células LM2 en cultivo ya fue descripto en la seccién IV
(Figura IV.10 y Figura IV.21). Entonces, el efecto del NaHS sobre la sintesis de porfirinas
en células LM2 es similar cuando se trata de células en cultivos 2D y en explantes

provenientes de dichas células.

En el caso de los tumores generados a partir de células LM3, nuevamente se observa
una similitud en el efecto del NaHS sobre la sintesis de porfirinas en las células en

cultivos 2D (Figura 1V.22 B) y en explantes generados a partir de dicha linea celular
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(Figura VI.6). En ambos modelos, no se observan cambios en la sintesis de porfirinas

totales a partir de ALA 1 mM por la adicién de NaHS 10 mM.

El hecho de que ambos modelos (cultivos celulares 2D y explantes de tejido tumoral)
se comportan de la misma manera respecto a la sintesis de porfirinas con ALA 1 mM
durante 3 h, y respondan de manera similar al NaHS, permitié avanzar en el estudio de
la actividad enzimatica en los tejidos tumorales para mejorar la sensibilidad de las
técnicas, y continuar con la comparacién de las actividades enzimaticas de las lineas

celulares usando como fuente celular los explantes derivados de ellas.

VI.1.3. Determinacion de diferentes actividades enzimaticas involucradas en la
sintesis de porfirinas.

En el CIPYP, lugar donde se llevd a cabo esta tesis, se realiza en forma habitual el
diagndstico bioquimico y genético de las porfirias, enfermedades metabdlicas
producidas por fallas enzimaticas en el camino metabdlico del hemo. Por este motivo,
fue posible adaptar los protocolos bioquimicos utilizados para la determinacién de las
actividades de algunas de las enzimas que se utilizan habitualmente en el Centro para
el diagndstico clinico, al modelo de investigacion bdsica en los tumores generados por

las lineas LM2 y LM3.

Las enzimas estudiadas fueron ALA-D y PBG-D, dado que son las primeras enzimas de
la via, y que al no sintetizar porfirinas, no pueden ser estudiadas mediante RP-HPLC.
Por otro lado, si bien el RP-HPLC no brinda informacién directa acerca de las
actividades enzimaticas, puede dar indicios de qué enzimas estan inhibidas, y ambas

aproximaciones resultan complementarias.
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VI.1.3.1. Actividad enzimatica especifica ALA-D y PBG-D en homogenatos de tumores
de ambas lineas celulares.

Para medir la actividad especifica de las enzimas ALA-D y PBG-D, en primer lugar se
pusieron a punto las técnicas a partir de los protocolos ya mencionados, y luego se
determinaron las actividades en homogenatos de tumores originados
subcutdneamente en ratones singeneicos BALB/c, a partir de las lineas celulares LM2 y

LM3 (ver Materiales y Métodos 111.23).

VI.1.3.1.1. Actividad enzimatica especifica de ALA-D.

Se determind la actividad especifica de ALA-D en lisado de glébulos rojos humanos en
presencia de NaHS. Se emplearon dichas células por ser una muestra bioldgica de
determinacién habitual en los pacientes, que se realiza en el CIPYP. Los resultados se

muestran en la Figura VI.7.
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Figura VI.7. Actividad enzimatica especifica acido 5-aminolevulinico dehidratasa (ALA-D)
incubada con diferentes concentraciones de NaHS (0,01-10 mM). La fuente enzimatica fue un
lisado de glébulos rojos humanos obtenidos a partir de sangre fresca. Los datos son media + DS
(3-4 réplicas) realizadas por duplicado, *p < 0,05 y ** p < 0,01 respecto del control sin NaHS,
ANOVA y Test de Dunnett.

Como muestra la Figura VI.7, el NaHS inhibe la actividad especifica de la enzima ALA-D
proveniente de lisado de eritrocitos humanos a partir de una concentracién de 0,01

mM.

En las Figuras VI.8 y VI.9 se observan los resultados de las actividades especificas de la
enzima ALA-D obtenida a partir de homogenatos de tumores de las lineas LM2 y LM3

respectivamente, incubados con diferentes concentraciones de NaHS (0,01-10 mM).
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Figura VI.8. Actividad enzimatica especifica de la enzima ALA-D incubada con NaHS (0,01-10
mM). La fuente enzimatica fueron homogenatos de tumores generados en ratones BALB/c a
partir de células LM2. Los datos son media + DS (3-4 réplicas) realizadas por duplicado, *p <

0,05, **p < 0,01 respecto del control sin NaHS, ANOVA y Test de Dunnett.

En el caso de LM2, la incubaciéon con NaHS reduce significativamente la actividad
especifica de la enzima ALA-D a partir de una concentracion de 0,1 mM, y el grado de
inhibicién aumenta al incrementarse la concentracion de NaHS a 1 y 10 mM. La
actividad especifica de la enzima disminuye en un 32% a 0,1 mM de NaHS; un 74% a 1

mM de NaHS; y un 97% a 10 mM de NaHS.
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Figura VI.9. Actividad enzimatica especifica de la enzima ALA-D incubada con NaHS (0,01-10
mM). La fuente enzimatica fueron homogenatos de tumores generado en ratones BALB/c a
partir de células LM3. Los datos son media + DS (3-4 réplicas) realizadas por duplicado, *p <

0,05y **p < 0,01 respecto del control sin NaHS, ANOVA y Test de Dunnett.

Al evaluar la actividad especifica de la enzima ALA-D en homogenatos de tumores de la
linea LM3, la inhibicidn ocurre a partir de una concentracién de 0,1 mM, y en esas
condiciones la actividad especifica se reduce un 24%. A concentraciones mayores de 1
mM, el grado de inhibicién alcanzado es el maximo. En esas condiciones, la actividad

especifica se reduce un 95%.

Al realizar un analisis comparativo entre las actividades enzimaticas de ALA-D,
proveniente de tumores de ambas lineas celulares, se observa que la actividad
especifica de la enzima ALA-D es aproximadamente 3,5 veces mayor en los tumores
LM3 que en los LM2 en condiciones basales, diferencia estadisticamente significativa

(*p< 0,05, respecto al valor correspondiente a LM2, ANOVA seguido del test de Tukey).
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La actividad de ALA-D de tumores LM3 es significativamente mayor en presencia de
NaHS 0,01 mM, 0,05 mM y 0,1 mM (*p< 0,05, respecto al valor correspondiente a
tumores LM2, ANOVA seguido del test de Tukey). A concentraciones mayores a 0,1
mM, las actividades son tan bajas que no se registran diferencias significativas entre la

actividad enzimatica provenientes de ambas lineas celulares.

VI.1.3.1.2. Actividad enzimatica especifica de PBG-D.

Se utilizaron los mismos protocolos existentes en el CIPYP a partir de lisado de gldbulos

rojos humanos, para la puesta a punto de la técnica de actividad de PBG-D en

presencia de NaHS, y el resultado se muestra en la Figura VI.10.
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Figura VI.10. Actividad enzimatica especifica de porfobilinégeno deaminasa (PBG-D) incubada
con diferentes concentraciones de NaHS (0,1-10 mM). La fuente enzimatica fue un lisado de
glébulos rojos humanos obtenidos a partir de sangre fresca. Los datos son media + DS (3-4
réplicas) realizadas por duplicado, *p < 0,05y **p < 0,01 respecto del control sin NaHS, ANOVA
y Test de Dunnett.

Las Figuras VI.11 y VI.12 muestran el efecto del NaHS sobre la actividad especifica de la

enzima PBG-D en tumores de las lineas LM2 y LM3.
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Figura VI.11. Actividad enzimatica especifica de la enzima PBG-D expuesta a NaHS (1-10 mM).
La fuente enzimatica fueron homogenatos de tumores generados en ratones BALB/c a partir
de células LM2. Los datos son media + DS (4 réplicas) realizadas por duplicado, **p < 0,01

respecto del control sin NaHS, ANOVA seguido del test de Dunnet.
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Figura VI.12. Actividad enzimatica especifica de la enzima PBG-D expuesta a NaHS (1-10 mM).
La fuente enzimatica fueron homogenatos de tumores generados en ratones BALB/c a partir
de células LM3. Los datos son media = DS (4 réplicas) realizadas por duplicado, *p < 0,05

respecto del control sin NaHS, ANOVA seguido del test de Dunnet.

La presencia de NaHS 10 mM inhibe la actividad especifica de la enzima PBG-D en
tumores de ambas lineas celulares. Dicha actividad bajo las presentes condiciones es
un 64% y 40% menor en relacién a su respectivo control para tumores LM2 y LM3,

respectivamente.

Al comparar la actividad especifica de las enzimas provenientes de ambas lineas
celulares, se observa que la actividad de la enzimas PBG-D de LM3 es
significativamente mayor tanto en condiciones control (sin NaHS), como en presencia
de NaHS 1 y 10 mM (* p < 0,05, respecto al valor correspondiente a LM2, ANOVA
seguido del test de Tukey). La enzima PBG-D de LM3 per se tiene una actividad

especifica 1,6 veces mayor que la proveniente de LM2.

147



VI.2. Analisis bioinformatico de las enzimas que generan H,S.

Se ha descripto en los capitulos anteriores cdmo el NaHS puede tener efectos sobre
distintas variables que afectan a la TFD, y en particular a la ALA-TFD. Por esta razon,
resulta interesante poder conocer si existen tejidos que tengan una mayor o menor
produccién de H,S que otros, de forma tal de buscar el tratamiento mas adecuado a

cada tipo de tumor.

AuUn no existen métodos estandarizados y confiables para medir el H,S producido en
los tejidos (Zhu et al., 2018). Una manera de conocer la posible produccion de H,S en
diferentes tejidos, es a través de analisis moleculares de ADN y ARN, ya que
conociendo la cantidad de copias o de ARN mensajero que haya para un determinado
gen, se puede conocer cudn activo estd ese gen en el tejido. Asi, se puede buscar si
existen correlaciones entre la actividad génica en diferentes muestras de tejido
tumoral y no tumoral, e intentar identificar patrones que permitan entender mejor la

relacion entre la sintesis de H,S y el cancer.

Con este objetivo, utilizando bases de datos con grandes cantidades de muestras de
tejido tumoral y no tumoral, se analizaron la cantidad de copias y la actividad
transcripcional de los genes que codifican para las tres enzimas productoras de H,S en
mamiferos, que como se indicé anteriormente son: la cistationina B-sintasa (CBS), la

cistationina y-liasa (CSE), y la 3-mercaptopiruvato sulfotransferasa (3MST).

VI.2.1. Analisis genédmicos.

Utilizando los datos proporcionados por GDC (Genome Data Commons, NCI, EEUU;

https://portal.gdc.cancer.gov/), se pueden observar alteraciones genéticas en la

variacion del numero de copias (CNV en inglés, Copies Number Variation) de una gran
variedad de genes, tomados del proyecto El Atlas del Genoma del Cancer (TCGA en

inglés, The Cancer Genome Atlas).
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Los CNV son regiones del genoma que varian en el nimero de copias (Lauer vy
Gresham, 2019). Son tipicamente deleciones o inserciones de fragmentos de ADN que
van de entre 50-100 pares de bases hasta 1 millén de pares de bases, y estad postulado
qgue juegan un rol importante en las enfermedades humanas y la diversidad

poblacional (Girirajan et al., 2011).

Un CNV es entonces la variacién de copias de un gen en particular que varia entre
individuos. Esta variacion puede incluir tener mas copias de las 2 usuales (tres, cuatro,
cinco o mas), o menos copias, lo que puede producir un desbalance (aumento o

disminucion) del dosaje del producto de dicho gen.

No se encontraron publicaciones que consideren la presencia de variaciones en el CNV
de los genes que codifican para las enzimas productoras de H,S en humanos (CBS, CSE
y 3MST). Enfocando el andlisis en estos tres genes, se observé que el CNV de dichos
genes estd modificado, en una proporcién de las muestras, en la mayoria de los

tumores estudiados, como se muestra en la Figura VI.13.
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Figura VI.13. Ganancia (rojo) o pérdida (azul) del nimero de copias en los genes de las 3
enzimas productoras de H,S en seres humanos. A) CBS; B) CSE y C) 3MST. Los datos son los 20
tipos de tumores que mas CNV presentaron de un panel de muestras de 33 tipos de tumores,

del Genome Data Commons, NCI, EEUU (https://portal.gdc.cancer.gov/). Referencias de los

tumores: BRCA: mama; OV: ovario; COAD: colon; SKCM: piel; BLCA: vejiga; UCS: Utero; LUAD y
LUSC: bronquios y pulmdn; PRAD: prdstata; SARC: sarcomas (huesos, tejido conectivo); STAD:

estdmago; ESCA: estémago, esdéfago; PCPG: feocromocitoma y paraganglioma.
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En la Figura VI.13 se observa que el CNV para las 3 enzimas estd modificado en la
mayoria de los tumores que forman parte del panel. El eje de las ordenadas de los
graficos corresponde a la frecuencia de casos afectados (tanto por aumento o
disminucion de CNV), y el eje de las abscisas, al tipo de tumor. Las barras de la figura
representan, en azul, el porcentaje de disminucién en el CNV, y en rojo, los aumentos.
De esta manera, si una barra aparece mayormente azul, significa que en ese tipo de
tumor, en la mayoria de los casos afectados, lo estdn por una disminucién en el CNV

para ese gen.

En relacién al cdncer de mama (BRCA, n= 1072), el mismo aparece entre los tumores
gue registran un mayor porcentaje de CNV para el caso de las enzimas CBS y CSE: cerca
del 11 % de los tumores de mama analizados presenté aumento o disminucién en el
numero de copias del gen que codifica para esas proteinas. Para el gen de la enzima
3MST, la variacion es menor, solo el 4 % de los tumores analizados presenté mayor o

menor CNV.

Las muestras de cancer de ovario (OV) también aparecen entre las que mas aumento o
disminucion de CNV presentan. De 585 casos analizados, un 20% mostré variacion en

el CNV para los genes de CBS y CSE, y un 11 % para el de la 3MST.

Los tumores de Utero (UCS, n = 56) y los sarcomas (SARC, n = 260) también mostraron
valores comparativamente altos de variacion en los CNV estudiados. En utero, se
encontré aumento o disminucidn en el 16 % de los casos para CBS, en el 9 % para CSE y
en el 16 % para 3MST. Por otro lado, en sarcomas, se encontraron variaciones en el 15
% de los casos en el gen de la CBS, en el 12 % para el gen de la CSE, y en el 8 % en el

gen de la 3MST.

A pesar de que se observan variaciones en el nimero de copias de los genes de las

enzimas productoras de H,S, esto no significa que necesariamente se traduzca en un

aumento o disminucién de la produccidon endégena de H,S en dichos tejidos.
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VI1.2.2. Analisis de expresion génica.

Continuando con el analisis bioinformatico, y utilizando la herramienta GEPIA (del

inglés, Gene Expression Profiling Interactive Analysis, http://gepia.cancer-

pku.cn/detail.php), se analizd la expresién génica del mismo panel de 33 tumores del

proyecto TCGA y ademas del proyecto de Expresidn genotipo-tejido (GTEx en inglés,
Genotype-tissue expression). El proyecto GTEx se enfoca en la regulacion génica y la
relacién de la expresion génica entre los tejidos tumorales y no tumorales. Con esta
herramienta se compard el nimero de transcriptos de los genes correspondientes a las

3 enzimas productoras de H,S: CBS, CSE y 3MST.

En la Figura VI.14 se muestran los graficos correspondientes al niUmero de transcriptos

de cada gen, en muestras de tejido tumoral y no tumoral de los mismos érganos.
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Figura VI.14. Expresion génica expresada en numero de transcriptos por millén de genes de A)
CBS; B) CSE y C) 3MST. Las barras rojas corresponden al tejido tumoral y las negras al tejido no
tumoral. Los datos y los graficos fueron generados utilizando la herramienta GEPIA

(http://gepia.cancer-pku.cn/detail.php). Referencias de los tumores: BRCA: mama; OV:

ovario; COAD: colon; SKCM: piel; BLCA: vejiga; LUAD y LUSC: bronquios y pulmén; PRAD:
préstata; SARC: sarcomas (huesos, tejido conectivo); STAD: estémago; ESCA: estomago,

esofago; PCPG: feocromocitoma y paraganglioma; CHOL: colangiocarcinomas; THYM: timoma;
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ACC: carcinoma adrenocortical; KICH: carcinoma renal de células croméfobas; KIRC: carcinoma
renal de células claras; UCS: Utero; CESC: cuello uterino; ESCA; HNSC: carcinoma de células
escamosas cervical y adenocarcinoma endocervical; GMB: glioblastoma; READ: recto; THCA:
tiroides; TGCT: células testiculares germinales; LIHC: hepatocarcinoma; LAML: leucemia

mieloide aguda; LGG: glioma cerebral de bajo grado.

Como se observa en la Figura VI.14, la expresiéon de los genes presenta mucha
variabilidad, y no se puede establecer un Unico patrén en cuanto a mayor o menor
expresion de los genes y el tejido tumoral. Se observa que algunos tejidos presentan
un aumento en la expresion de las enzimas cuando se vuelven tumorales, otros una
disminucion en la expresién de dichos genes, y otros presentan una combinacién:
mientras que para algunas enzimas aumenta la expresion con respecto al tejido no

tumoral, para otras disminuye.

GEPIA permite también el andlisis estadistico de la expresién génica entre tejido

tumoral y no tumoral.

Los gréficos de caja que permiten realizar el GEPIA son una manera de representar los
datos segun su distribucidn en cuartiles. El borde inferior de la caja representa el valor
del primer cuartil, y el borde superior, el tercer cuartil. Es decir, que en el interior de la
caja se encuentran el 50 % de los valores de la muestra. La linea que cruza la caja
representa la mediana. La mediana corta a la distribucidon en dos partes con igual
cantidad de datos, por lo que da una idea de la simetria de los datos. Finalmente, los
“bigotes”, que son las lineas que se extienden de los bordes superior e inferior de la
caja, marcan los limites superior e inferior, respectivamente. Los valores que estén

mas allad de esos limites se consideran valores atipicos.

En las siguientes figuras se presenta el analisis de expresion diferencial para los tres
genes estudiados, en una seleccién de tejidos. En la Figura VI.15 se incluyeron tejidos
relevantes o citados en el desarrollo de esta tesis: mama (BCRA), ovario (OV), colon

(COAD) y cerebro (glioblastomas, GBM).
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Figura VI.15. Anadlisis de expresion génica de tejido tumoral (rojo) y no tumoral (gris) de los
genes que codifican para A) CBS; B) CSE y C) 3MST. De izquierda a derecha, los tejidos son
(entre paréntesis se informa el n de la muestras analizadas para tejido tumoral (T) y no
tumoral (N)): BRCA: mama (T= 1085, N= 291); OV: ovario (T= 426, N= 88); COAD: colon (T= 275,
N= 349) y GBM: cerebro (glia) (T= 163, N= 207). Los datos y graficos se obtuvieron de GEPIA

(http://gepia.cancer-pku.cn/detail.php). La estadistica es ANOVA de una via, y corresponde al

test ya incluido en GEPIA.

155


http://gepia.cancer-pku.cn/detail.php

En la Figura VI.15 se observa que en los tejidos y enzimas estudiadas, sélo se registran
diferencias significativas en la expresion de CSE en ovario, y en la de 3MST en ovario,
colon y cerebro. En el caso del ovario, se observa que la transcripcion tanto de CSE
como de 3MST es menor en el tejido tumoral que en el tejido normal. Para el caso de
colon y cerebro, se observa que hay un aumento en la transcripcién de la enzima 3MST
con respecto al tejido no tumoral. No se observan diferencias significativas en la

expresion de ninguna de las tres enzimas analizadas en mama.

En la Figura VI.16 se compara la expresion de las enzimas en otros tejidos, la mayoria
de ellos tratados o susceptibles de ser tratados con TFD: BLCA: vejiga; DLBC: linfoma
difuso de células B; LAML: leucemia mieloide aguda; LUAD: adenocarcinoma de

pulmdn; LUSC: carcinoma de células escamosas de pulmén; SKCM: melanoma.
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Figura VI.16 Analisis de expresién génica de tejido tumoral (rojo) y no tumoral (gris) de los
genes que codifican para A) CBS, B) CSE y C) 3MST. De izquierda a derecha, los tejidos son
(entre paréntesis se informa el n de la muestras analizadas para tejido tumoral (T) y no
tumoral (N)): BLCA: vejiga (T= 404, N= 28); DLBC: linfoma difuso de células B (T= 47, N= 337);
LAML: leucemia mieloide aguda (T= 173, N= 70); LUAD: adenocarcinoma de pulmoén (T= 483,
N= 347); LUSC: carcinoma de células escamosas de pulmén (T= 486, N= 338); SKCM: melanoma

(T= 461, N= 558). Los datos y graficos se obtuvieron de GEPIA (http://gepia.cancer-

pku.cn/detail.php). La estadistica es ANOVA de una via, y corresponde al test ya incluido en

GEPIA.
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En la Figura VI.16, asi como en la anterior, se observa que no necesariamente los genes
estdn sobreexpresados en el tejido tumoral, y que en algunos casos, en el mismo
tejido, el gen de una enzima puede estar sobre expresado y el de otra estar sub
expresado con respecto al tejido no tumoral, como es el caso de los melanomas, en los
cuales hay mayor expresion de CSE, menor de 3MST, y no hay diferencias en la
expresion de CBS. Si bien los melanomas no se tratan habitualmente con TFD, porque
al tener pigmentacion se dificulta la penetracion de la luz y por ende la excitacién del
FS, se los incluyd porque da cuenta de que en otros tumores derivados de la piel,

podria haber desregulaciones en la produccién de H,S.

Cémo se menciond previamente, la sintesis de H,S no sdlo es especifica de tejido, sino
gue distintos tumores del mismo tejido pueden estar produciendo distintas cantidades
de H,S por diferentes motivos. Estos ultimos resultados respaldan la importancia de la
caracterizacion bioquimica/genética previa al tratamiento, a fin de poder realizar el

tratamiento mas adecuado posible.

158



VI.3. Discusion.

En el presente capitulo se han mostrado efectos del NaHS sobre algunas de las enzimas
del camino biosintético del hemo, en modelos de tumores ex vivo generados a partir

de las lineas celulares LM2 y LM3 en ratones BALB/c.

El NaHS es capaz de inhibir la actividad especifica de las enzimas ALA-D y PBG-D, en

homogenatos de tumores de ambas lineas celulares, en las condiciones estudiadas.

En el caso de la enzima ALA-D, la inhibicién en tumores LM2 y LM3 se produce a la
misma concentracion de NaHS, 0,1 mM. Sin embargo, el grado de inhibicién de las
enzimas ALA-D en presencia de NaHS es diferente, siendo mayor en tumores LM2 a
esta concentracion. A 0,1 mM de NaHS, la actividad en tumores LM2 es del 68%
respecto de su control, y en tumores LM3 es del 76 % respecto de su control. Ademas,
comparando las dos lineas entre si, la actividad especifica de ALA-D en tumores LM3 es
3,5 veces mayor en esas condiciones. Al aumentar la concentracién de NaHS a 1 mM,
la actividad en tumores LM3 disminuye abruptamente al 5 % respecto del control,
mientras que a las mismas condiciones, la de tumores LM2 disminuye al 26 % del su
control. Sin embargo, esa diferencia no resulté significativa al comparar la actividad

enzimatica de las dos lineas entre si.

Para la actividad de la enzima PBG-D en homogenatos de tumores provenientes de
ambas lineas celulares, la inhibicién se produce a NaHS 10 mM. El porcentaje de
actividad enzimatica a esa concentracién de NaHS es de 36% y 60% del control, para
tumores LM2 y LM3, respectivamente. Por otro lado, la actividad especifica de la PBG-
D de tumores LM3 es 1,6 veces mayor que la de tumores LM2 en condiciones control, y
2,7 veces mayor en presencia de 10 mM de NaHS. Es decir, que el NaHS afecta mas a la

enzima PBG-D de tumores LM2 que a la de tumores LM3.

Estas diferencias sefialadas en los parrafos anteriores, podrian dar lugar a que la

actividad remanente en las enzimas de la biosintesis del hemo de las células LM3 en
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presencia de NaHS, sea suficiente como para garantizar que la sintesis de porfirinas

mantenga sus niveles totales.

Ademds, un factor que podria tomarse en cuenta y que podria estar influyendo en esta
respuesta diferencial, son los niveles de GSH sintetizado en ambas lineas celulares. Las
enzimas PBG-D vy, especialmente, ALA-D, son dependientes del GSH para funcionar
correctamente (Batlle et al., 1981), y una mayor disponibilidad del tripéptido podria

estar propiciando una mayor actividad de las enzimas, aun en presencia de NaHS.

Como se ha mencionado en los capitulos anteriores, las células de la linea LM3
presentan un mayor nivel de GSH intracelular que las células LM2 y el GSH disponible
en las células LM3 podria estar manteniendo los tioles de estas enzimas en estado
reducido, o podria estar reaccionando con el H,S, manteniendo asi la funcionalidad de
las enzimas, y este microambiente podria no estar siendo reflejado en la mediciéon

enzimatica experimental.

Los resultados de la inhibicion de las enzimas en los tumores con NaHS son
consistentes con la disminucién en la sintesis y acumulacion de porfirinas observados
para las células en cultivo LM2 en el capitulo IV y las producidas ex vivo por los
explantes de tumor LM2, descriptas en Figura VI.5. En el caso de LM3, a pesar de la
inhibicién de las enzimas ALA-D y PBG-D en los homogenatos de tumores, no se
observa una disminucidn en la sintesis y acumulacién de porfirinas intracelulares luego
de la administracion de NaHS y ALA en dichas células en cultivo (ver Figura IV.22 y
Figura V.6) ni en las sintetizadas ex vivo por los explantes de tumores derivados de

LM3 (Figura VL.6).

Esta diferencia de resultados observados entre lo que ocurre en los homogenatos de
tumores y en las células podria estar indicando la importancia del entorno celular para
garantizar la actividad de la enzimas involucradas en la sintesis del hemo. Las enzimas
presentes en los homogenatos tumorales estarian "mds desprotegidas" de su

microambiente celular. Por lo tanto, podrian ser mas susceptibles de reaccionar con el
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NaHS que las enzimas en el entorno de la célula "intacta", y esa podria ser una razén

para que exista esta diferencia.

También es necesario tener en cuenta la compartimentalizacién celular de las enzimas.
Las tres enzimas afectadas por el NaHS, ALA-D, PBG-D y URO-D son citoplasmaticas y el
contenido de ciertas sustancias antioxidantes intracelulares, y también su vida media
en el entorno celular, podrian estar modificAndose y esto se evidenciaria en las

diferencias observadas en dichos resultados.

Ademas de los anteriores, otros factores involucrados, tales como el porcentaje de
suero en el medio de cultivo, podrian estar enmascarando el efecto del NaHS agregado
al mismo, por su alto porcentaje en proteinas (alrededor de 4 g/100 mL, Natocor,

Cérdoba, Argentina).

En conclusién, la inhibicion enzimatica de ALA-D y PBG-D mediada por NaHS en un
homogenato tumoral de LM3, no significa que inequivocamente esto se vea reflejado
en una menor sintesis de porfirinas en un modelo de cultivo 2D, sino que indica que el
mecanismo de inhibicion es posible. Es importante recordar que las enzimas
estudiadas son estructuralmente hemo-proteinas, y también son sulfhidrilicas, es decir
gue poseen residuos tioles en su sitio catalitico (Batlle et al., 1981). Como se indicé en
la introduccidn (Introduccidn, item 1.2.2.2), tanto las hemo-proteinas como los tioles

proteicos, son blancos del H,S.

Por todos estos motivos, es probable que los resultados del RP-HPLC reflejen en mejor
medida lo que sucede en la célula “intacta” en cultivo, que los experimentos en
homogenatos de tumores. Por otra parte, se observa una correlacion entre los andlisis
cuantitativos de sintesis de porfirinas, y los andlisis cualitativos de los intermediarios

porfirinicos a través del RP-HPLC.

Cuantitativamente, el efecto del NaHS sobre las células LM2 es el de reducir la
cantidad de porfirinas totales, como se mostré en las determinaciones por

espectrofluorometria y microscopia de fluorescencia (Figuras 1V.10 y 1V.21). Teniendo
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en cuenta el analisis de los intermediarios por RP-HPLC, se observa que las células LM2
presentan mayoritariamente Pp IX, y que en presencia de NaHS 10 mM, no sintetizan

cantidades detectables de porfirinas.

Es posible resumir entonces, que en las células LM2, el efecto del NaHS es el de

disminuir la sintesis de Pp IX generada a partir de ALA 1 mM.

En las células de la linea LM3, la presencia de NaHS no reduce la cantidad total de
porfirinas, como también fue mostrado los capitulos IV y V (Figura IV.22 y Figuras V.6 y

V.7).

En el andlisis de los intermediarios de la sintesis de hemo por RP-HPLC generados a
partir de ALA 1 mM en LM3, son mayoritariamente uroporfirina y Pp IX, y en menor
medida heptaporfirina y copropofirina. El patron de sintesis de intermediarios que se
obtuvo en el presente trabajo, coincide con el reportado previamente por Casas et al.

(2006).

Sin embargo, cuando las células LM3 se co-incuban con ALA 1 mM y NaHS 10 mM, se
observa una diferencia sustancial en el tipo de intermediarios sintetizados. Desaparece
la sefal correspondiente a coproporfirina y fundamentalmente el pico de Pp IX, y
aumenta considerablemente la proporcién de uroporfirina, hexaporfirina vy
heptaporfirina. Estos tres ultimos intermediarios son los que representan
practicamente el total de las porfirinas sintetizadas en estas condiciones, y de esas

tres, uroporfirina es la mayoritaria.

Es decir que, segun estos resultados combinados, en presencia de NaHS 10 mM, las

células LM3 producen porfirinas, pero con un diferente perfil de intermediarios.

Esta reportado que uroporfirina y coproporfirina poseen actividad fotosensibilizante
(Casas, 1996; Redmond y Gamlin, 1999), por lo que, a pesar de que en las células LM3
no se sintetice Pp IX bajo estas condiciones, las porfirinas acumuladas podrian ser

suficientes para mantener el efecto fotosensibilizante necesario para que la ALA-TFD
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sea efectiva y las células se mantengan sensibles a dicha terapia aun en presencia de

NaHS 10 mM.

Finalmente, los extractos porfirinicos analizados por RP-HPLC de la linea celular LM3,
sugieren que la incubacién con NaHS 10 mM produce la inhibicién de la enzima URO-D,
que es la encargada remover 4 carbonos del uroporfobilindgeno Ill. Estos carbonos se
remueven de a uno a la vez, y por eso existen intermediarios de esta reaccién que
contienen 7, 6 y 5 grupos carboxilos, y que son la hepta, hexa y pentaporfirina,

respectivamente.

Los resultados aqui descriptos sugieren que el NaHS seria capaz de inhibir al menos
tres de las enzimas del camino biosintético del hemo. Por un lado, a las enzimas ALA-D
y PBG-D, sobre las cuales se determiné directamente la actividad especifica; y por otro,
a la enzima URO-D, a partir de los resultados del analisis de los intermediarios por RP-
HPLC en las células LM3. En la linea LM2 prevaleceria la inhibicion de la primera
enzima -ALA-D-, ya que es mas sensible a la acciéon del NaHS que la PBG-D, por lo que
no avanza la sintesis a Pp IX, provocando una disminucion en la respuesta a la ALA-TFD
en presencia de NaHS. En cuanto a la linea LM3, prevaleceria el efecto de la inhibicién
de URO-D, modificando el perfil de intermediarios porfirinicos, los que tendrian

suficiente capacidad fotosensibilizante, no modificando la respuesta a la ALA-TFD.

Con respecto al analisis bioinformatico, se observd que existe una gran variabilidad en
cuanto al CNVy la cantidad de transcriptos de los genes que codifican para las enzimas
productoras de H,S. Si bien se observa que el CNV es altamente variable, éste no se
traduce necesariamente en cantidad de transcriptos del gen. Por ejemplo, en
adenocarcinoma de colon (COAD), se observa que los genes que codifican para las
enzimas CBS y CSE se ven mayormente afectados por una disminucién del CNV (el 4,7
% de los casos de un total de 5,8 % en CBS; y el 4,9 % de un total de 5,5 % en CSE), lo
gue sugeriria que deberia haber una menor cantidad de transcriptos. Sin embargo, no
se observan diferencias significativas en la cantidad de transcriptos de ambos genes.
En el caso del gen de 3MST del mismo tejido, se observa que la mayoria de los casos

afectados, el numero de copias estd aumentado (1,3 % de los casos de un total de 2,2
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% casos), y efectivamente esto se traduce en un aumento significativo de la cantidad

de transcriptos del gen.

De forma contraria, se puede observar en sarcomas que el gen de la CSE, cuando estd
afectado, tiene aumentado el CNV (9,2 % de casos de aumento de CNV de un total de
11,5 %). Pero esta caracteristica no se traduce en un aumento del numero de
transcriptos del tejido tumoral comparado con el no tumoral, y de hecho, no hay
diferencias significativas entre ambos tejidos (datos no mostrados). Como se concluye
con estos ejemplos, no se puede trazar una correspondencia directa entre CNV vy

cantidad de transcriptos.

Es importante notar que los porcentajes de variacion del nimero de copias (CNV) que
se presentan en este trabajo en relaciéon a los tumores de mama, ovario, y otros
parecen bajos. Sin embargo, de acuerdo a otras publicaciones, las variaciones que se
evaluan normalmente corresponden a porcentajes de ese orden (Girirajan et al., 2011;

Spasova et al., 2021).

Los CNV comprenden regiones grandes del genoma, y pueden afectar a varios genes
y/o zonas regulatorias, e incluso afectarla actividad de genes lejanos (Gamazon vy
Stranger, 2015), por lo que es dificil en esos casos adjudicar el fenotipo patoldgico al
aumento o disminucién del nimero de copias de un gen en particular. A pesar de las
limitaciones actuales en la interpretacion de los CNV, y su impacto en la aparicion y
desarrollo de una determinada enfermedad, su analisis se posiciona como una potente
herramienta en el futuro préximo para estudiar la patogenia de ciertas enfermedades,

entre ellas el cancer.

En relacidn al nimero de transcriptos, se ha reportado en un conjunto de lineas
celulares tumorales y no tumorales de ovario, que 4 de las 6 lineas tumorales expresan
mas CBS que las lineas no tumorales, las cuales tienen una expresion muy baja de
dicha enzima (Bhattacharyya et al., 2013). Sin embargo, GEPIA muestra que no hay
diferencias significativas en la cantidad de transcriptos del gen en este tejido tumoral

(n =426) y no tumoral (n = 88) en la enzima CBS. Los mismos autores (Bhattacharyya et
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al., 2013), analizaron la expresion de la enzima en muestras de tejido tumoral de
ovario provenientes de 210 pacientes, y encontraron una alta expresion de la enzima

CBS, que aumentaba conforme avanzaba el grado tumoral.

En cuanto al tejido tumoral de mama, el principal modelo de estudio en esta tesis, no
se observaron diferencias significativas en la cantidad de transcriptos de los genes
comparados con el tejido no tumoral, a pesar de que esta reportado, que los tumores
producen mayor cantidad de H,S por un aumento de la enzima CBS que su contraparte
no tumoral (Sen et al.,, 2015). Sen y colaboradores (2015) utilizaron 60 muestras de

tumores de mama, cada una con su contraparte no tumoral.

Esta informacion permite tener en cuenta que el metabolismo del H,S puede estar
alterado en los tumores debido a distintas causas: aumento o disminucién del nimero
de copias del gen; aumento o disminucién del nimero de transcriptos; proteinas con
mayor o menor actividad (fundamentalmente por modificaciones post
transcripcionales), etc. Ademas hay que tener en cuenta que se ha descripto, en
diferentes tipos de tumores, tanto el aumento en la produccidn de H,S (Bhattacharyya
et al., 2013; Chao et al., 2014; Szabo, 2016) como la disminucién del mismo (Hellmichy
Szabo, 2015).

En los resultados de GEPIA, no se tienen en cuenta las modificaciones post
transcripcionales, que pueden cambiar la actividad de una enzima. Y si consideramos
gue todos los transmisores gaseosos, inclusive el H,S actian a nivel genémico o por
modificaciones post transcripcionales (como se indicé en Introduccion 1.2.2.2), esta
base de datos, a pesar de suministrar informacién muy relevante, no brinda toda la
informacidn suficiente para predecir la actividad de las enzimas estudiadas (CBS, CSE y

3MST) tanto en tejido normal como tumoral.

Se observa también que los datos de los tejidos analizados muestran una altisima
dispersidn, con lo cual se dificulta conseguir resultados que sean estadisticamente
robustos. En un trabajo reciente, Dennis y colaboradores (2022) analizaron 86.788

casos de cdncer de mama y 76.122 casos controles de ancestria europea, Yy
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concluyeron que se requieren tamanos de muestra mas grandes para alcanzar niveles
solidos de significacion estadistica. Esto sugiere que, si bien estos analisis son
importantes y seguramente lo sean mas a futuro, actualmente permiten obtener un
panorama parcial de la situacidn, y nos invitan a pensar posibles asociaciones entre la
variabilidad genética y la aparicién y desarrollo de algunas enfermedades, y posibles

caminos nuevos para investigarlas.

Por todo lo anteriormente mencionado, se vuelve primordial poder caracterizar el
tumor individual que se va a tratar, conociendo que habra caracteristicas que lo
asemejen a los tumores del mismo origen, pero otras en las que existe mucha
variabilidad, como en el caso de la produccidn de H,S, en los que si un tumor sintetiza
muy baja o muy alta cantidad, podria mostrar una respuesta totalmente diferente a la

TFD.

Teniendo en cuenta todas estas consideraciones, queda por recorrer un largo camino
para poder mejorar el efecto de la TFD considerando las caracteristicas particulares de
cada tumor. Sin embargo, es importante destacar que esta tesis aporta conocimientos
inéditos con respecto a los efectos que produce el H,S sobre los tratamientos

antitumorales, en particular la ALA-TFD.
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VII. Discusidn general.

A lo largo de este trabajo se ha estudiado mayoritariamente la influencia del dador

inorganico de H,S, el NaHS, en cultivos celulares tratados con ALA-TFD.

El agregado de NaHS desencadena una serie de efectos relacionados con la defensa
celular en la linea celular LM2. Entre estos efectos, en el presente trabajo se estudié el
aumento de los niveles intracelulares de GSH. Como se describié en la introduccion, el
GSH es muy importante en las células, ya que participa de diferentes maneras en el
mantenimiento del equilibrio redox: reaccionando directamente con agentes
oxidantes, conjugandose con compuestos fordneos para facilitar su eliminacién, siendo
cofactor de enzimas detoxificantes como las peroxidasas, y participando del

mantenimiento de los residuos sulfhidrilicos de las proteinas.

El NaHS también tiene el efecto de reducir la cantidad de EROs luego de la ALA-TFD, y
en parte probablemente debido al aumento del GSH, pero también reaccionando
directamente con EROs que son agentes oxidantes muy potentes, como se comprobd

para los ensayos de capacidad oxidante total y para la generacién del *0, in vitro.

Por otro lado, la sintesis de porfirinas, que actian como FS durante la ALA-TFD,
también se ve afectada por la presencia de NaHS. Esto redunda en un menor nimero

de moléculas FS, y en consecuencia en una menor generacién de EROs.

Estos factores, entre otros que se esperan dilucidar en el futuro con la continuidad de

esta tesis, podrian estar actuando para que la ALA-TFD sea menos efectiva.

Si bien los mismos efectos fueron observados en diferentes lineas celulares, en la linea
celular LM3, no se comprobaron. En esta linea, el NaHS aumenta los niveles de GSH.
Sin embargo, no se observé un descenso en la cantidad de porfirinas producidas, ni en

las EROs generadas post ALA-TFD, ni la proteccidn frente a la ALA-TFD.
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Las lineas LM2 y LM3 presentan diferencias en sus niveles de GSH, y también en los
niveles sintetizados de H,S, siendo LM3 la que presenta mayores valores de ambos
compuestos. En el caso de GSH, LM3 posee alrededor del 70 % mas de este compuesto
en comparacidon con LM2 en condiciones basales, y 140 % mas cuando se incuban las

células con NaHS 10 mM.

En cuanto al H,S, LM3 produce 117 % mas que LM2 en condiciones basales, y 46 % mas

cuando se agrega el sustrato L-cisteina.

Al analizar los perfiles de sintesis de porfirinas de las lineas LM2 y LM3, se observo que
la linea LM2 reduce sus niveles de porfirinas cuando se la incuba con NaHS y ALA. Sin
embargo, la linea LM3 produce porfirinas cuando es incubada con los mismos
compuestos, aunque no sintetiza los mismos intermediarios. Es decir, el perfil de
sintesis se ve modificado. Como se citd anteriormente, los diferentes intermediarios de
la sintesis del hemo, ademas de la Pp IX, tienen diferentes capacidades como FSs. Es
probable que las porfirinas producidas por LM3 en presencia de NaHS, también tengan
los niveles y la capacidad fotosensibilizante necesaria para mantener la efectividad de

la ALA-TFD.

Las enzimas del camino biosintético del hemo ALA-D y PBG-D se ven inhibidas en su
actividad por el NaHS, independientemente de si provienen de células de LM2 o de
LM3, como se estudid a partir de modelos ex vivo. Ademas, el andlisis de las porfirinas
realizados por RP-HPLC sugiere que, al menos en LM3, la enzima URO-D también
estaria inhibida por el NaHS. Es probable que tanto las condiciones intracelulares,
como la disponibilidad de GSH para mantener los residuos sulfhidrilicos reducidos de
las proteinas, y la distribucion y disponibilidad del H,S en el interior de las células, sean
determinantes para que dicha biosintesis esté funcional o no. Los resultados antes
presentados sugieren que la linea LM2 prevaleceria la inhibicion de ALA-D, mientras

gue en LM3 seria mas importante la inhibicién de la enzima URO-D.

Estos resultados llevan a pensar que la presencia de H,S en el tejido tratado con ALA-

TFD podria ser importante para el resultado de la misma, ya que podria disminuir su
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efectividad. Dado que esta descripto que la sintesis de H,S es tejido dependiente, esto
podria ser mas significativo en algunos érganos que en otros. No obstante, los
resultados presentados indican que se pueden observar diferencias dentro de tumores
gue sean del mismo tipo, como se observd con las dos lineas de adenocarcinoma

mamario murino, LM2 y LM3.

Por otro lado, existen situaciones fisiopatoldgicas que pueden desregular la sintesis
endogena de H,S, aumentando o disminuyendo su produccion. Este es el caso de
algunos tumores, como de ovario y colon, en los que se ha mostrado que el tejido
tumoral produce mayor cantidad de H,S que el no tumoral del mismo origen
(Bhattacharyya et al., 2013; Szabo et al., 2013; Hellmich y Szabo, 2015; Helmich et al.,
2015). Se ha reportado también que algunos tumores como los gliomas poseen una
sub produccion de H,S en comparacion el mismo tejido no tumoral (Zhu et al., 2018),
lo cual indica que cualquier desregulacién en la sintesis de H,S podria estar asociada al

mantenimiento o progresién tumoral.

A través de los andlisis de las bases de datos génicas de TCGA y GTEx, se ha
corroborado que existe variabilidad tanto en el niumero de copias de los genes que
codifican para las enzimas CBS, CSE y 3MST, como a su actividad transcripcional. Por la
gran dispersion que muestran los datos, no se pudo encontrar un patrén de
correlacién entre dichos pardmetros en tejido tumoral y no tumoral. Los resultados de
los andlisis bioniformaticos no se correlacionan con los reportes acerca de la
produccién de H,S en ciertos tumores. Esto puede ocurrir porque no necesariamente
la cantidad de transcriptos de un gen se conviertan en enzimas totalmente funcionales,
fundamentalmente por no tener en cuenta mas modificaciones postraduccionales que
pueden sufrir las proteinas, pero también debido a "problemas técnicos" relacionados
con la determinacidn de los niveles de H,S in vivo, o por sesgos muestrales (debidos a

la alta dispersion que muestran los datos).

Esto remarca la dificultad que implica el estudio de los efectos de los transmisores

gaseosos en general, y del H,S en particular. Como se menciond, su naturaleza
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guimica, sus mecanismos de accién, su efecto pleiotrépico y sus multiples posibles

interacciones, hacen muy dificil la tarea de disefiar experimentos controlados.

Por un lado, esto dificulta la posibilidad de predecir el comportamiento tumoral en
funcidn de la produccion de H,S; y deja ver la importancia que tiene la caracterizacion
de los tumores individuales a la hora de aplicar el tratamiento mdas adecuado. Por otro
lado, posiciona a las enzimas que sintetizan H,S como posibles blancos de tratamientos
antitumorales, solas o en tratamientos combinados con otros compuestos, tanto para
aumentar como para disminuir su produccién. Esto se podria lograr a través del
desarrollo y uso de inhibidores especificos para dichas enzimas, o con la utilizacién de
ARN de interferencia (siRNA), que impidan la sintesis de las enzimas que producen el
H,S, en el caso de la inhibicién; y a través el uso de activadores enzimdaticos, aumento
de L-cisteina intracelular, o ingenieria genética en el caso del aumento de la

produccién de H,S.
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VIil. Conclusiones.

La administracién de sulfuro de hidrégeno, como NaHS, tendria un efecto protector

sobre la respuesta a la ALA-TFD, en la mayoria de las lineas celulares evaluadas.

Cuando ocurre, este efecto estaria dado por una contribuciéon de multiples factores,

como aumento de GSH, disminucién de la sintesis de porfirinas, disminuciéon de EROs.

Es importante profundizar los estudios en la linea LM3 de adenocarcinoma mamario
murino, ya que dicha linea celular presenté un comportamiento totalmente diferente
frente al NaHS comparado con el resto de las lineas celulares estudiadas.
Fundamentalmente para seguir conociendo los efectos del H,S en las células, y los
agentes o contextos celulares que puedan modular su accién. Ambas lineas celulares,
LM2 y LM3, provienen de tumores espontaneos de mama en ratones BALB/c, y sin
embargo, su comportamiento frente al agregado de NaHS y ALA-TFD es muy diferente,
como se ha visto a lo largo de este trabajo. Esto ratifica la importancia de poder

caracterizar al tumor que se quiere tratar, a fin de mejorar la eficiencia de la TFD.

Ademads, sabiendo que algunos dérganos producen altas cantidades de H,S, estos
resultados son importantes, ya que dicha caracteristica podria derivar en que

respondan de manera diferente a la TFD.

La alta variabilidad de los datos proporcionados en los analisis bionformaticos del CNV
y cantidad de transcriptos de las enzimas CBS, CSE y 3MST, ratifican la importancia de
conocer lo mejor posible cada tumor, a la hora de seleccionar el tratamiento mas

adecuado.

Por otro lado, estos resultados ayudarian a generar estrategias que mejoren la eficacia
de la TFD, por ejemplo disminuyendo los niveles endégenos de H,S con inhibidores no
téxicos y mas selectivos de las enzimas que estan involucradas en la sintesis enddgena

del H,S, o impidiendo la expresidn de las mismas utilizando siRNA.
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De igual modo, estos resultados podrian ser relevantes para otros tipos de terapias
que involucren EROs, como por ejemplo doxorubicina. La doxorrubicina es una
poderosa droga antitumoral que entre otros efectos, aumenta la produccién de EROs
(Pilco-Ferreto y Calaf, 2016), y es uno de los agentes mas utilizados para el tratamiento

del cdncer de mama.

Es de destacar que los resultados obtenidos en esta tesis sobre el estudio del efecto en
la TFD del compuesto exégeno o enddgeno, H,S, conlleva a conclusiones que pueden
ser tenidas en cuenta inmediatamente en el uso clinico de la terapia y podria elucidar
la razén de respuestas diferenciales del tratamiento fotodindmico de un mismo tipo de
cancer, incluso explicar posibles resistencias o respuestas menores a las esperadas,

permitiendo también generar prondsticos de respuesta a la TFD.
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IX. Resumen grafico de resultados.

Se presenta a continuacioén, en la Figura IX.1, el resumen grafico de los resultados de
esta Tesis.
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Figura IX.1. Resumen grafico de resultados. Cuando el NaHS libera H,S e ingresa a la célula,
promueve la transcripcion de la enzima y-glutamilcisteina sintetasa y aumenta la cisteina
intracelular, lo que aumenta la sintesis de GSH. El aumento de cisteina sirve como sustrato a
las enzimas CBS, CSE y CAT/3MST, que generan a su vez H,S. El GSH y el H,S intracelulares
hacen que disminuyan las EROs y el '0,, lo que protege a las células frente al dafio oxidativo,
junto al GSH. Por otro lado, el H,S inhibe las enzimas ALA-D, PBG-D y URO-D de la via de
biosintesis del Hemo, lo que resulta en una menor sintesis de porfirinas a partir de ALA, y esto
redunda en una ALA-TFD menos efectiva. Los resultados corresponden a los encontrados en
todas las lineas celulares con excepcién de LM3. Abreviaturas: NaHS: sulfuro acido de sodio;
H,S: sulfuro de hidrégeno; EROs: especies reactivas de oxigeno; '0,: oxigeno singlete; GSH;
glutation reducido; GGS: y-glutamilcisteina sintetasa; CBS: cistationina [-sintasa; CSE:
cistationina y-liasa; CAT/3MST: cisteina aminotransferasa/3-mercaptopiruvato
sulfotransferasa; ALA-D: dacido 5-aminolevulinico dehidratasa; PBG-D: porfobilinégeno
deaminasa; URO-D uroporfirinégeno lll decarboxilasa; AOA: acido amonooxoacético; PAG:
propargilglicina; Asp: L-aspartico; BSO: DL-Butionina-[S, R]- sulfoximina, nrf2: Factor 2
relacionado con el factor nuclear eritroide 2.
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