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RESUMEN

La terapia fotodinamica usa fuentes de luz para excitar moléculas fotosensibles
(fotosensibilizador) y producir especies reactivas de oxigeno (ROS), los cuales
pueden inducir dafio o muerte celular. Las ROS se producen cuando el
fotosensibilizador, en su estado excitado triplete (3PS*), experimenta reacciones de
transferencia electrénica o proténica (tipo I) o transferencia de energia (tipo II).
Particularmente, en la reaccion tipo I, la transferencia electrénica ocurre entre 3PS*
y una biomolécula (acido folico o ADN) para originar ROS, siendo eficaz en
condiciones deficientes de O2. La terapia fotodindmica convencional esta limitada
por el uso de fuentes de luz con bajo porcentaje de transmisién en piel. Para resolver
dicho obstaculo, se utilizan longitudes de onda de 800 a 1100 nm las cuales
penetran la piel y activan fotosensibilizadores localizados en regiones profundas. La
eficacia de la terapia fotodinamica depende en gran medida de la localizaciéon
subcelular del fotosensibilizador ya que determina el mecanismo de muerte celular.
Al considerar que las rodaminas se acumulan en las mitocondrias de células de
cancer y en particular que, la rodamina 6G foto-excitada produce dafio a través de
reacciones de tipo |, el presente trabajo tiene como objetivo comparar la ocurrencia
de reacciones de transferencia tipo | al irradiar Rodamina 6G (R6G), Rodamina 123
(R123) y Rodamina B (RB) con 1064 nm y evaluar in vitro su potencial como
fotosensibilizadores tipo | para terapia fotodinamica mediante excitacién con 1064
nm. Para lograr este objetivo, se estimd la ocurrencia de reacciones tipo | en R6G,
R123 y RB por accion de la irradiacion con 1064 nm. El andlisis se realizé por
fluorescencia utilizando la tasa de ruptura del acido félico como indicador de la
actividad del fotosensibilizador. Se evalué la produccion del ion radical O2* por
analisis UV-Vis utilizando el indicador redox DCPIP. Se evalud la captacion celular
de las R6G, R123 y RB por absorbancia UV-Vis y microscopia de fluorescencia. Se
evaluo la citotoxicidad y produccion de ROS a nivel in vitro de la R6G 0 R123 0 RB
inducida por irradiacion con 1064 nm. En el presente trabajo se muestra que, a
traves de irradiacion con luz laser de 1064 nm, los tres compuestos de rodamina

estudiados (R6G, R123 y RB) presentan reacciones de transferencia de tipo | con



el acido félico en el siguiente orden: R6G> RB> R123. A nivel in vitro, la irradiacién
de las tres R produce un efecto negativo sobre la viabilidad celular, siendo R6G +
1064 nm la que mayor muerte celular induce. La produccion de ROS en las células
T47D fue mayor el nucleo celular cuando se trataron con R6G+1064 nm en
comparaciéon con R6G o 1064 nm. Este trabajo muestra que la fotoactivacion de la
R6G con 1064 nm representa una alternativa para ser utilizado en PDT de dos

fotones.



INTRODUCCION

La terapia fotodinamica, llamada también PDT (por sus siglas en inglés), es una
modalidad de tratamiento que requiere la aplicacion de un fotosensibilizador que
reacciona a una longitud de onda especifica para producir destruccion celular a
través de la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (1). Los ROS se
producen por accion de reacciones de transferencia electronica o proténica (tipo 1)
o transferencia de energia (tipo 1) (2). Si bien la PDT es una técnica potencial para
un nuevo tratamiento, puede presentar restricciones que limitan dicho potencial,
como el uso de fuentes de luz externas (200 — 600 nm), pues la capacidad de
penetracion de estas fuentes no es la mejor para llegar a tejidos profundos (3)(4).
Sin embargo, para compensar esta deficiencia se sugieren estrategias que hagan
posible el acceso a los tejidos dafiados profundos, tales como la absorcion de dos
fotones (5). En esta técnica se emplea luz laser de alta energia en el infrarrojo
cercano (800-1100 nm), cuyo principio fisico consiste en excitar a una molécula a
través de la absorcion simultdnea de dos fotones de bajo nivel energético para asi

transferir energia a las biomoléculas cercanas (5).

El resultado de la PDT depende en gran medida de la localizacién subcelular del
fotosensibilizador debido a la vida corta de los ROS generados después de su
excitacion. La localizaciéon del fotosensibilizador en los organulos es critica para la

eficacia de la PDT, ya que determina el mecanismo de muerte celular (6)(7)(8).

Las rodaminas son moléculas organicas altamente fluorescentes con baja toxicidad,
alta fotoestabilidad, buena solubilidad en agua y capacidad de generar ROS. La
naturaleza catidnica de las rodaminas a pH fisiolégico facilita su acumulacién en las
mitocondrias de células de cancer (9)(10)(11)(12)(13)(14). Recientemente, se
reportd que la rodamina 6G foto-excitada a 532 nm produce dafio a biomoléculas a
través de reacciones de transferencia tipo | (15). Sin embargo, no se ha probado la
ocurrencia de esta reaccion con otros tipos de rodamina ni tampoco la excitacién
con 1064 nm; Asi se abre la posibilidad de experimentar con otras rodaminas y usar
exitacion de 1064 nm. para llegar a una mayor profundidad dentro de los tejidos y
no perder el potencial de los haces de luz en las capas superiores de la piel. Lo
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anterior brinda la oportunidad de evaluar el potencial uso de diferentes rodaminas
como fotosensibilizadores para inducir reacciones de transferencia tipo | y ampliar
las posibilidades de la PDT en profundidad cuando se exciten con irradiacion a 1064
nm. Por lo que, el objetivo de este trabajo fue comparar la ocurrencia de reacciones
de transferencia tipo | al irradiar Rodamina 6G, Rodamina 123 y Rodamina B con
1064 nm y evaluar in vitro su potencial como fotosensibilizadores tipo | para terapia

fotodinamica mediante excitaciéon a 1064 nm.



MARCO TEORICO

Proceso de célula sana a célula de cancer

Cuando se habla de neoplasias se debe saber que éstas se desarrollan como
resultado de ciertas alteraciones genéticas que se van acumulando de forma
continua y con progresion a formar un tumor. En el lapso comprendido entre los
altimos 10 a 15 afos se ha logrado un progreso relevante para la comprension de
las alteraciones genéticas en varios tipos y grados de malignidad de células
dafiadas (16).

Para entender un fundamento sobre lo que es el cancer es necesario saber como
es la progresion del ciclo celular. Este se encuentra regido por la activacion
secuencial de las quinasas dependientes de ciclina (CDK). Una vez que las CDK
fueron activadas hacen una fosforilacion, la RNA polimerasa Il para asegurar la
transcripcion de las proteinas de la biosintesis. Para esto se requiere un suministro
de energia que es producido por la fosforilacion oxidativa (OXPHOS) y/o la
glucolisis. Por lo general, se sabe que las células de cancer suelen tener una
glucolisis aerdbica mejorada, es decir, una produccion de lactato incluso cuando no
existe la presencia de oxigeno, dicho mecanismo, es conocido como el efecto
Warburg, siendo el que da origen a sus cualidades de proliferacién y agresividad
(17)(18)(19).

El efecto Warburg favorece la invasividad y la resistencia a la apoptosis. Dadas sus
caracteristicas puede ser considerado como un metabolismo de reprogramacion
promovido por la hipoxia y el factor HIF-1, el cMyc y otros oncogenes que
promueven los fenotipos agresivos. Este efecto se relaciona con un cambio del
metabolismo oxidativo, que ademas; se relaciona con la inhibicién de la piruvato
deshidrogenasa (PDH) y la inhibicion del complejo IV de la cadena respiratoria
celular (17)(18).

Como proceso irreversible, el ciclo celular sostiene una secuencia ordenada de tres
fases controladas: la interfase (compuesto del segundo gap G1, la sintesis S y el

segundo gap G2), la mitosis y la citocinesis. Para poder controlar este conjunto de



tres etapas, se necesitan mecanismos complejos que regulen este ciclo que fueron
estudiados en otros mamiferos, identificando poco mas veinte tipos de CDK, como
la DCK1 a la DCK6 que tienen un papel en la progresion del ciclo celular, y que se
encuentra interrumpido en células de céncer. La activacion de las CDK es
dependiente de la degradacién y sintesis de sus respectivas ciclinas reguladoras,
después los dos factores de crecimiento inician la entrada en la fase G1 para inducir
la activacion de la ciclina D1, D2 y D3, para que interactien con CDK4 o CDK6. Con
el aumento en su interaccion, estas ultimas dan como resultado la fosforilacion de
la proteina del retinoblastoma (pRB) y la inactivacion del gen p53 (proteina
supresora de tumores), entonces se induce la liberacién de E2F del complejo pRB-
E2F. Con esta via se llega a la inactivacion o restriccion de la etapa G1 de la
interfase, deteniéndose asi el ciclo celular porque se detecta una disponibilidad de
nutrientes baja. Posteriormente, la activacion de la ciclina E-CDK2 permite la
transcripcion de los genes necesarios para poder entrar a la fase S. Del mismo modo
la ciclina A-CDK2 impulsa la progresion en S y la ciclina A-CDK1 en la fase G2,
mientras que la ciclina B-CDK1 regula la progresion desde la fase G2 tardia hasta
la salida de la mitosis. Evidentemente la presencia de las quinasa A y B son criticas
para la progresion a través de la mitosis, la segregacion de cromosomas y la
citocinesis (20)(21)(22).

Cuando el ciclo celular es alterado por el cancer las células pierden la mayoria de
sus controladores de inhibicion por la mutacién o inactivacion de los genes
supresores y por la sobreexpresion de los oncogenes. En su mayoria, estas
alteraciones son resultado de una transcripcion aberrante de la regulacién positiva
de ciclinas-CDK, lo que lleva a una progresion mala e incontrolada del ciclo celular

y mitosis (17).
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Fig. 1 La division celular a través de la mitosis es un proceso que tiene varios puntos de control para asegurar
que la célula se reproduzca de manera correcta y sana .Sin embargo, el cdncer aparece cuando el material
genético de la célula cambia de forma abrupta sin una razén aparente y los puntos de control en el ciclo
celular dejan de funcionar adecuadamente, haciendo que la célula se comience a dividir de manera
apresurada y que no mueran cuando deben de hacerlo, ocasionando que la poblacion celular dafiada
crezca de manera exponencial y sin control.

La base del proceso del cancer tiene principio en un dafio genético no letal o
mutacion que puede adquirirse por diversas fuentes, por ejemplo la accién de
agentes ambientales o bien puede ser hereditario de una linea germinal directa,
otras pueden ser espontaneas y sin una razon aparente. De forma concreta un
tumor se forma por la expansion clonal de una Unica célula precursora que presenta

dafio genético, es decir, células monoclonales (23).

Una vez que comenzo el proceso, las principales dianas del dafio genético son
cuatro clases de genes reguladores: primero los protooncogenes que son
promotores para el crecimiento; segundo los genes supresores tumorales que son
los encargados de inhibidor el crecimiento; tercero los genes reguladores de la
apoptosis y cuarto, los genes relacionados a la reparacion del ADN. El resultado
son los alelos mutantes, que son cada una de las formas alternativas que puede

tener un mismo gen que se diferencian en su secuencia y que se puede manifestar

10



en modificaciones concretas de esos protooncogenes que se consideran
dominantes, porque transforman a las células sin importar la presencia de su
equivalente normal, para que el proceso se pueda dar. Tipicamente se deben dafar
ambos alelos normales de los genes supresores tumorales antes de que pueda
producirse la transformacion de las células. A pesar de esta regla, puede haber
excepciones a la regla, pues en ocasiones, la pérdida de solo un alelo en un gen
supresor tumoral reduce los niveles o actividad de la proteina para ya no tener
ningun tipo de freno en la proliferacién y la supervivencia celular. Este hecho indica
que la dosis en la que se dé el gen depende del hecho de requerir dos copias para
una funcion normal. De este modo, los genes que regulan la apoptosis pueden
comportarse como protooncogenes 0 genes supresores tumorales. El proceso de
las mutaciones en los genes de reparacion del ADN no transforman directamente

las células, entonces se afecta la proliferacion o la apoptosis (23).

Finalmente, el proceso por el que se llega al cancer, comenzando en una célula
sana que muto hasta la aglomeracion para la formacién de tumores e incluso de
metéstasis, es una serie de multiples pasos, que involucran factores del fenotipo y
del genotipo. Como se describe con anterioridad, las neoplasias malignas tienen
varias cualidades fenotipicas, como su excesivo crecimiento, capacidad de formar
la metastasis para invadir lugares distantes al tumor original o de invadir de forma
local y concentrarse en una sola area. Sin mencionar, que se identificé la existencia
de un fendbmeno conocido como progresion tumoral que es un periodo de tiempo en
el gue los tumores se tornan mas agresivos y adquieren un mayor potencial de
malignidad (23).

Terapia fotodinamica

La terapia fotodinamica, llamada también PDT (por sus siglas en inglés), es una
modalidad de tratamiento que requiere la aplicacién de un fotosensibilizador que
reacciona a una longitud de onda especifica para producir destruccion celular a
través de la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Los ROS se
producen por accion de reacciones de transferencia electronica o protonica (tipo I)
o transferencia de energia (tipo I1) (1).

11



Antecedentes del uso de la FDT como tratamiento al cancer

La luz ha sido utilizada desde hace miles de afios para terapia, por ejemplo, en el
antiguo Egipto, India y China, se utilizé para tratar una variedad de patologias, tales
como el raquitismo, el vitiligo y la psoriasis. A finales del siglo XIX, Niels Finsen
desarroll6 una técnica para tratar algunas enfermedades cutdneas, partiendo del
hecho de que la exposicion a la luz roja evitaba la formacion de pustulas asociadas
a la viruela. También se usé la luz ultravioleta proveniente del sol con la intension

de tratar los efectos de la tuberculosis cutanea (24).

Para 1990 comenz6 una revolucion en el campo de la fisica Optica, posterior al
premio nobel que gand Finsen por sus descubrimientos en dicha éarea, varios
investigadores que se inspiraron en su trabajo experimentaron y observaron que el
método de aplicar luz en combinacién con determinado quimicos inducia procesos
de muerte celular y comenz6 entonces, a utilizarse el concepto de terapia
fotodinamica. Oscar Raab descubrié que las longitudes de onda de la luz eran un
factor determinante en su efecto y que podia ser letal para determinados
microorganismos, como el Paramecium (protozoo de forma ovalada que puede
tener una longitud de 50 a 300 um en funcién de la especie), en presencia de
acridina. En 1975, Herman Von Tappeiner y Albert Jesionek se dedicaron a tratar
tumores de piel con una combinacién de luz blanca y eosina y otros reactivos, de
esta manera se dio paso a las demostraciones modernas de lo que hoy entendemos

como terapia fotodinamica (24).

Los actuales y conocidos métodos para el tratamiento de cancer se han estancado
en su metodologia, desde que se desarrollaron afios atras, por lo que es importante
hacer una mejora a dichas técnicas. En funcion de esta premisa, la investigacion
médica y cientifica ha buscado desarrollar alternativas a las modalidades

establecidas, que sean costo-efectivas, potentes y seguras (3).

Pese a sus ventajas, la terapia fotodinamica no es cien por ciento funcional al
presentar ciertas restricciones a su desempefio, tales como: la penetracion de la luz

en tejidos tumorales profundos, falta de un estandar para la dosimetria de luz ,
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ademas de las dificultades en la formulacién de un fotosensibilizador adecuado a

cada tipo de cancer y planificacién y seguimiento del tratamiento (4).

A modo de explicacion, el tratamiento con terapia fotodinamica para cancer implica
el uso de un fotosensibilizador que se excita con un haz de luz y transfiere energia
al oxigeno molecular circundante para generar ROS citotoxicos tales como el
oxigeno singlete (*O2); el cual tiene la capacidad de realizar procesos oxidativos en

las macromoléculas derivando en la destruccién de las células tumorales (3).

Fig. 2 Principio de funcionamiento de la terapia fotodindmica, el cual se basa en la aplicacion de un
fotosensibilizador que se asocia con los tejidos patoldgicos de interés para reaccionar con una longitud de
onda, y asi se desarrollar procesos de destruccion a través de la generacion de especies reactivas de oxigeno
como el 10; singlete (4) - Modificada.

De acuerdo a la bibliografia es posible encontrar esfuerzos que se centran en la
reposicion de Oz para los tumores, sin embargo, existen nuevos paradigmas que
buscan lo contrario, es decir, disminuir la dependencia al Oz (25). Resultado de esas
investigaciones se tiene informacién acerca de un llamado tratamiento fraccional, o
intermitente con luz que podria ser un método de orden superior con resultados
como los de la terapia fotodinamica, pero mas potentes en funcion de un consumo

reducido de oxigeno durante el proceso que implica la terapia fotodinamica.
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Otras ideas para mejorar esta terapia incluyen la elaboracion de fotosensibilizadores
con bases distintas, por ejemplo, los que son a base de boro incorporan compuestos
que fomentan la formacion de endoperdxido que reaccionan quimicamente y
ayudan a una recuperacion reversible de 'Oz con un rendimiento alto posterior a la
irradiacion de luminosa, para cuando se detiene la irradiacion se libera el 102 como
resultado de una reversion térmica del endoperoxido. Los resultados de los
experimentos in vitro indican que este nuevo enfoque para la terapia fotodinamica
mejora significativamente la actividad fotocitotoxica en comparacién con el uso

tradicional de la terapia (25).

Procesos efectores de la terapia fotodinamica tipo ly Il

El resultado de la PDT depende en gran medida de las caracteristicas del
fotosensibilizador tales como: tipo, localizacion (profundidad al momento de la
irradiacion) y concentracion en el tumor. Otros factores que influyen la irradiacion

con la luz, la longitud de onda de la luz utilizada, el tipo de tumor y el nivel de hipoxia

Reaccion
Tipo |

que posea (4)(26).

Estado Estado
singlete del PS Cruce Ft'gpletg tggl
excitado Intersistema excitado
(" PS*) (*Ps¥) Radicales Libres
1
1
i ‘02 -
Luz ! . Reaccion
1
+
Estado base del Oxigeno
Ps Singlete

Fig.3 Reacciones de transferencia electronica o protdnica (reacciones tipo 1) y transferencia de energia
(reaccions tipo Il) en terapia fotodindmica. Tomada y modificada de “Nanoparticles in Photodynamic
Therapy” (4).

Tal como se ilustra en la figura 3, existe un camino comun en el uso de PDT que
diverge en dos tipos de reacciones de transferencia, tipo | y la tipo Il, en ambos

casos los productos resultantes son efectores de la muerte celular y que pueden
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ocurrir de forma simultdnea. Sin embargo, la relacién de una contra la otra es
dependiente del fotosensibilizador usado y de las concentraciones de oxigeno
molecular. Generalmente, la reaccion tipo Il suele ser dominante sobre la tipo | en
la PDT (26).

Una vez que el fotosensibilizador es activado por la luz y pasa a un estado excitado
singlete de corta duracion, puede regresar a su estado fundamental emitiendo
fluorescencia, propiedad que se utiliza para la creacion de imagenes. O bien puede
pasar de su estado excitado a un estado triplete de larga duracion e interactuar de
forma directa con un sustrato al transferir un protén o un electrén para formar un
aniéon o cation que reaccionan con el oxigeno circundate. Lo anterior produce
radicales anionicos superoxidos, peroxidos de hidrogeno y radicales hidroxilos: asi
se llega a los productos de la reaccion tipo |. Por otro lado, la energia generada por
el fotosensibilizador excitado puede transferirse al oxigeno molecular circundante
de forma directa y modificarlo en 1O, una especie reactiva de oxigeno producto de
la reaccion tipo Il (3)(26)(27).

Dentro de las dianas de la terapia fotodinamica se incluyen: células de céancer
tumorales y aglomeraciones de estas células con desarrollo de microvasculatura.
Cuando comienza el proceso de interaccion del fotosensibilizador con el haz de luz
de la terapia, la generacion subsecuente de ROS es clave para el dafio a las células
de cancer tumorales y sus aglomeraciones, dicho dafio viene de un gran nimero de
respuestas inmunitarias e inflamatorias que en combinacion muestra resultados de
control tumoral a largo plazo, de este resultado de efecto en cascada se destacan
tres mecanismo efectores principales (3):

Destruccién directa de las células tumorales por ROS
citotoxicos
Cuando se aplica la terapia fotodinamica a las células de cancer, se les somete a
muerte celular mediante apoptosis 0 necrosis. La necrosis es un proceso de muerte
celular, en el que las células son incapaces de reconfigurar su estado funcional
normal después de haber detenido de forma prematura y no programada sus

funciones a causa de una lesion muy grave, las células necroticas siguen un patron
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patoldgico que hace que se hinchan a si mismas hasta que rompen su membrana
plasmatica liberando todos sus componentes intracelulares incluyendo las
moléculas pro-inflamatorias que llevan a una reaccion inflamatoria como lo sugiere
su nombre (4)(28).

Tomando en cuenta que la apoptosis es un proceso mas controlado y que ademas
consume energia es importante considerar que cuando este proceso es inducido
por la terapia fotodindmica, las células apoptoéticas activan la endonucleasa, la cual
se encarga de degradar el ADN en fragmentos que inducen a su vez las caspasas
(enzimas que presentan un residuo de cisteina que media la ruptura de otras

proteinas celulares) como mecanismo extrinseco de muerte celular (28).

Dafio vascular al tumor por los ROS citotéxicos
De acuerdo a la longitud de onda de la luz laser utilizada para la irradiacion del
tumor, su interaccion con el fotosensibilizador generan ciertas especies de oxigeno
reactivo altamente citotdxico que dafan directamente la vascularizacion del tumor.
De manera mas detallada los ROS generan dafios irreversibles a nivel endotelial y
de la membrana basal vascular, esto da origen al colapso vascular y hemorragias
tisulares que destruyen al tumor. Otros estudios han mostrado que el dafio inducido
en la vasculatura asociada a tumores evita la generacién de nuevos vasos (4)(28).

Respuesta inflamatoria local
Los efectos de la terapia fotodinamica implicados en la destruccién de tumores y su
vasculatura conllevan a una respuesta inflamatoria aguda produciendo de forma
local citocinas/citoquinas pro-inflmatorias como las interleucinas (IL-1, IL-2, IL-6 e
IL-8) (4)(29).

Caracteristicas (cualidades y ventajas)

La idea de potenciar a la terapia fotodinamica como un tratamiento alternativo,
innovador y moderno viene principalmente de su minima invasividad y de su
posibilidad de ser llevado de manera paralela con otros tratamientos terapéuticos,

por lo que es menos restrictivo (1).
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Limitaciones y/o Consecuencias

Las limitaciones del método estan relacionadas con la distribucion del
fotosensibilizador y la irradiacién local y profunda del tejido. Las longitudes de onda
de 200 a 600 nm no penetran lo suficiente dentro del tejido (aproximadamente un
tercio de pulgada de tejido), por lo que son usadas con mayor eficiencia en
tratamientos para piel. Al ser un tratamiento mas local, por lo general, no se puede
usar para tratar el cancer con metéstasis. Hasta la fecha, los fotosensibilizadores
disponibles en el mercado tienen caracteristicas especificas que pueden beneficiar
a los pacientes, pero ninguno es totalmente satisfactorio (30). La exposicion a la luz
utilizada en la terapia fotodindmica puede provocar quemaduras, inflamacion, dolor

y cicatrizacion en tejido sano cercano (31).

Fotosensibilizadores

El tercero de los tres elementos esenciales para la terapia fotodinamica, aparte de
la luz y el oxigeno, es un fotosensibilizador; se definen como sustancias en forma
de colorantes que son capaces de absorber la luz con una longitud de onda
especifica para desencadenar reacciones de transferencia tipo | y tipo Il (1).

Adicionalmente, se espera que un fotosensibilizador tenga una habilidad
acumulativa en el tejido tumoral y que posterior a su uso se elimine de manera
rapida del tejido normal y del organismo, debe tener una toxicidad despreciable y
un rendimiento alto para la formacion de estado triplete de oxigeno para generar
suficientes ROS para que haya dafio al tumor, un alto grado de pureza quimica, que
sea anfipatico o anfifilico son otras propiedades indispensables para un
fotosensibilizador exitoso, pues cuando se administra dentro del cuerpo necesita
viajar de forma sistémica y sin impedimentos hacia su diana, es decir, el tumor, por
lo que requiere cierto grado de hidrofilia para llegar y cierto grado de lipofilia para
unirse a su objetivo. Finalmente se busca que el fotosensibilizador pueda activarse

con longitudes de onda superiores a los 700 nanometros, de esta manera se
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fomenta una penetracion profunda en los tejidos con el haz de luz, ademas se evita

también que moléculas enddégenas como la hemoglobina absorban la luz (3).

Cumplir con todas las condiciones necesarias para tener un buen fotosensibilizador
no es facil, no obstante, la mayoria de los fotosensibilizadores que han sido
probados clinicamente no cumplen en su totalidad con los requisitos y han mostrado
buenos resultados. En la tabla 1 se muestran los principales fotosensibilizadores
aprobados para uso clinico.
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Tabla 1. Lista de Lista de los fotosensibilizadores de primera y segunda generacion que estan
aprobados para uso clinico o estan en ensayos clinicos. Tomada de “Nanoparticles in
Photodynamic Therapy” (3).

Nombre Comercializado Formulacion del astlg:giao'n Cosficiente
ase Sensibilizador A Indicaciones potenciales Estatuas actual exipiente/ Modo de P de excitacion
comercial por aplicacion maxima (M cm)
(nm)
© Axcan Pharma
° 3 Photofrin Inc. (QC, )
S3 g Canada) Canada (1993)
] K] = Cancer de pulmén de células no Jap6n (1994)
o 5 HpD (Purificado equefias endobronquiales, Aprobacion en . L
T = S p peq q 3 P!
s2 =3 parcialmente), Moscow canceres de esé6fago, cancer de USA por la FDA Dextro;: :‘;rgleccmn 360 3000
: 2 ‘g porfimero sédico Reserach vejiga, cancer gastrico y cancer (1995), ahora
3 § & Photogem Oncological cervical aprobado en 40
E3 T Intitute (Moscd, palses
L Rusia)
Tratamiento de la queratosis
- actinica, el carcinoma de células Aprobacién en
Acido 5- DUSA . N .
aminolevulinico Levulan Pharmaceutical b?iseaf:l;:z?;;nucgﬁ; %';‘fgg,'ﬁg'gfs USég;;)laeiDA Crema tépica 635
(5-ALA) Inc. (MA, USA) diagnéstico de los tumores del Europa (2001)
g cerebro, cabeza y cuello y vejiga.
.‘é
S . PhotoCure ASA.
2 Hervix
E] (Oslo, Noruega) Aprobacién en
IS 5-ALA-hexil éster o - p ! Diluyente para
3 T HALA Diagnéstico de tumores de vejiga. USA(g%rllgl) FDA instilacion intravesical. 375-400
@ ° . Photocure Inc. <10 000
§ § Cysview (NJ, USA)
8 8
8 53 Aprobacién en
) g Galderma USA por la FDA Crema tépica (incluye
c 8 5-ALA-metil éster i Laboratories, Queratosis actinica, enfermedad de (2004) icohol P! ’I'y 63
hel k) I M-ALA Metvixia L.P. (Texas, Bowen y carcinoma baso-celular Nueva Zelanda alcohol cetoestearilico 5
S x il " y y aceite de cacahuete)
& o USA) (2002)
2 Australia (2003)
@
o .
3 5-ALA-bencilo Benzvix - Céncer gastrointestinal No aprobada - 635
2 éster
2
¢ g Monodcido Aprobacién de la
;E derivado de Valeant Tratamiento para la degeneracion pFDA en USA
S benzoporfirina, : Pharmaceuticals macular relacionada con la edad —
a n . Visudyne : .’ P (2000) Formulacién liposomal. 689-693 35000
9 anillo A (BPD- International Inc. (DMAE), miopia patolégica, Europa (2000)
s MA) / (QC, Canda) histoplasmosis. Canobe 2000)
o Verteprofirina
Biolitec Pharma Tumores de cabeza y cuello, préstata y Aprobado por la
Foscan Ltd (Dublin, ) ' Unién Europea Etanol / propilenglicol. 652 30 000
Irlanda) pancreas. (2001)
g Light Sciences
5 Aptocine (Washinton DC,
5} USA) 5 . . »
Cancer de pulmén y tumores sélidos Aprobacién en " .
" " Inyeccion salina. 664 45 000
Meiji Seika de diversos origenes. Japon (2003)
Laserphyrin Pharma Co, Ltd.
(Japén)
General Physics
Photosens Intitute (Moscd, DMAE y varios tipos de cancer. Rusia (2001) Inyeccion salina. 675 110 000
Rusia)
o
£ Cas;g!é:f;em Queratosis actinica, enfermedad de Triada Clinica.
.g Pc4 University (Ohio Bowen, linfoma no hodgkin de fase I, USA ' Topico 670 40 000
S A ' células T y cancer de piel. '
] SA)
ik
Queratosis actinica, enfermedad de
Ciba-Geigy Ltd. Bowen, céancer de piel; Carcinoma Triada Clinica, -
CGP55847 (Basel, Suiza) de células escamosas del tracto fase I, USA Formulacion liposomal. 675 243 000
aero-digestivo superior.
= Pharmacylics 4 " - - . . ”
S 9 . " Cancer de préstata y foto- Triada Clinica, Manitol / administracion
X
e £ Antrin Inc. (California, angioplastia. fase Il, USA intravenosa. 782 42000
USA)
Roswell Park 4 5
: Canceres esofagicos precoces, ) .
© Photochlor Cancer Institute céncer de pulmén de células no Triada Clinica, Inyeccion salina. 665 47 500
P (Nueva York, equerias fase I, USA
2 USA) peq -
2
% The Weizsmann
e Intitiute of Cancer de prostata recidivante. Triada Clinica, Liofilizado / Inyeccién
Tookad (WST09) Science fase Ill, Europa salina. 763 >100 000
(Rehovot, Israel)
3 Miravant Medical Céncer de mama metastasico AN
g Photrex Technologies cutaneo, carcinoma de células Triada Clinica, Emﬂz:\?‘?ﬁ:glrgggr?ara 660 28 000
a Inc. (California, basales, sarcoma de Kaposi y fase Il, USA intravenosa.
z USA) céncer de préstata. .
8 Glaxo Wellcom
@ (Carolina del . 4 .
S ATMPN Norte, USA) y Psoriasis y cancer de piel no Aprobado en Tépico 610-650 50 000
ES melanoma. Alemania (1997)
S Cyropharm
I (California, USA)
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Primera generacion de fotosensibilizadores

Los fotosensibilizadores de primera generacion fueron desarrollados entre 1970 y
1980 por al aleman Oscar Raab e incluian una base comun de porfirina y de su
derivado de hamatoporfirina (HpD), el cual es una mezcla patentada de monémeros,
dimeros y oligébmeros o de porfino soédico que es la parte mas activa del HpD (1)(3).
Dadas sus propiedades, como baja toxicidad, formulacion soluble en agua y
administracion intravenosa, fueron los primeros en usarse para la destruccion de
tumores en ensayos clinicos. Sin embargo, estos fotosensibilizadores mostraron
baja habilidad para absorber en el infrarrojo, limitando su activacién en tejidos

profundos (3).

Los fotosensibilizadores de primera generacién tienen bajos coeficientes de
extincion, pues continuamente requieren de una administracion de gran cantidad de
fotosensibilizador para obtener una buena fotorreaccién, por lo que el DLI (Drug-
Light Interval, por sus siglas en inglés: intervalo entre el suministro la PS y la
Irradiacion con la luz) suele ser un periodo de 48 a 72 horas, ademas se acumula
facilmente en el tejido durante un periodo mas prolongado, por lo que; su efecto
podia continuar después del tratamiento y el paciente debia evitar contacto con las
fuentes de luz de cualquier tipo durante ese mismo periodo de tiempo o hasta por 6

semanas (3).

La falta de selectividad tumoral, biodisponibilidad deficiente y la biodistribucion
desfavorable, asi como la fotosensibilidad prolongada fueron limitaciones
importantes para los ensayos clinicos iniciales de esta primera generacion de

fotosensibilizadores (1).

Segunda generacion de fotosensibilizadores

Los fotosensibilizadores comerciales de segunda generacion son compuestos
porfirinoides que comprenden estructuras micricicladas a base de porfirina, como
las clorinas, bacterioclorinas, flalocianinas o texafirinas (3) (1). En su mayoria fueron

desarrollados a finales de 1980 con la intencién de superar las deficiencias de los
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fotosensibilizadores de la primera generacion, usualmente los compuestos
pertenecientes a la segunda generacion se caracterizan por un una absorcion de
luz con longitudes de onda maxima de 630 nanometros y un alto coeficiente de

extincion (3).

Otra mejora que tuvieron en esta generacion fue el menor tiempo de acumulacion
en el tejido y la reduccion de la ventana de fotosensibilidad cutdnea a un plazo no
mayor de 2 semanas, por lo que; el periodo de cuidados post-tratamiento se
reducian y el tratamiento podria realizarse al instante de ser administrado. Con esto
se dio la oportunidad de ofrecer la terapia fotodinamica como un procedimiento

ambulatorio (3).

Es importante resaltar que el caracter hidrofilico e hidrofébico del fotosensibilizador
afecta de manera directa la ruta de diseminacién una vez que es administrado, se
hizo una demostracion en la que los fotosensibilizadores con tendencias
hidrofébicas exhibieron un relacién de conexion tumoral a tejido sano de 7:1 o de
8:1, mientras que los que presentan tendencias hidrofilicas tuvieron una relaciéon
menos selectiva siendo de 2:1. Por un lado, la caracteristica hidrofébica permitiria
que el fotosensibilizador penetre en la membrana celular y se ubique en el
compartimento subcelular fotosensible, mientras, del otro lado las caracteristicas
hidrofilicas, podria formar agregados en solucién acuosa en los medios fisiolégicos,
afectando asi sus propiedades fotofisicas (rendimiento de 102) y de fotomatamiento
debido a su farmacocinética inadecuada (3). En funcién de estas caracteristicas,
que el compuesto fotosensible tienda mas hacia un lado o a otro dada su capacidad
de convivencia al agua obstaculiza que se desempefie bien y limita otras
aplicaciones clinicas, por lo tanto, el fotosensibilizador clinicamente exitoso es
equilibrado entre su grado hidrofilico e hidrofébico con el fin de mejorar su
solubilidad (1).

La posibilidad de modificar estos compuestos en funcién de su solubilidad,
provienen de la estructura de la porfirina, la cual puede proporcionar innumerables
derivados como acido sulfénico, acido carboxilico, hidroxilos, sales de amonio

cuaternario, sustituyentes de piridinio, etc. (3).
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De manera destacada sobresalen de esta generacion: el aminolevulinico &cido
(ALA), mono-L-aspartil clorina e6 (MACE), lutexafirina, AlIPcSa4, tetrafenilporfina
(TPPSs, TPPSs4), que son relativamente hidrofilicos, la mayoria de estos
compuestos, especialmente los que tienen por estructura un anillo de porfirina como
Chlorin e6 (Ce6), el meta-tetrahidroxifenilclorina (mTHPP), bacteriocloropil-a, 2-[1-
hexiloxietil]-2-devinilpirofeoforbida-a (HPPH), Tookad, SnET: y ftalocianinas que
son altamente hidrofobicas (1)(3)(6).

Tercera generacion de fotosensibilizadores

El principio del desarrollo de fotosensibilizadores de tercera generacion tienen base
en la sintesis de sustancias que tengan afinidad con el tejido tumoral, de esta
manera se reduce el posible dafio al tejido sano que se encuentra cercano al tumoral
(1). Gran parte de las investigaciones actuales para los fotosensibilizadores de
tercera generacion tienen como objetivo el desarrollo de compuestos que sean
capaces de activarse con luz de longitud de onda mayor, para conseguir acceso
profundo al tejido, menor fotosensibilidad a otros tejidos y lo que es mas importante,

una mejor especificidad tumoral (3).

Existen dos formas para el desarrollo de la tercera generacion de
fotosensibilizadores, la primera consiste en la modificacion de los elementos con
conjugados bioldgicos (péptidos, anticuerpos), la segunda es convertir a los
fotosensibilizadores en encapsulados o conjuntos quimicos que funcionen como

vehiculos transportadores (3).

Para ambos casos se busca que el sistema de administracion del compuesto
aumente su biodisponibilidad mediante las siguientes modificaciones especificas
con la terapia fotodinamica:

— Combinaciones de fotosensibilizadores de segunda generacion con

moléculas biologicas dirigidas al receptor blanco (1).
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— Combinaciones de fotosensibilizadores con lipoproteinas LDL, debido
al hecho de que las células tumorales necesitan mas colesterol para
la sintesis de las paredes celulares (1).

— Uso de marcadores de superficie tumoral, como los receptores del
factor de crecimiento, receptores de la transferrina u hormonas como

la insulina (1).

En resumen, los fotosensibilizadores de tercera generacion son la mejora de los
compuestos actuales de segunda generacién en términos de capacidades de
entrega o de orientacion. Sin embargo, muchos de los fotosensibilizadores de

tercera generacion han sido estudiados Unicamente a nivel in vitro.

En la bibliografia aparece un experimento en el que se utilizO como
fotosensibilizador rodamina 123 para sensibilizar un grupo de diez ratones con
tumores intracerebrales trasplantados, segun lo determinado en la metodologia, el
tinte se activd con un laser de argon, en las conclusiones sobre la respuesta y
supervivencia del tumor se denota que el tratamiento no fue cien por ciento eficaz;
de los diez ratones, en seis ratones ya no se observo tumor, tres semanas después
se sacrificé a los animales para realizar una evaluacion histolégica y se encontré
tejido tumoral residual en la periferia donde se encontraba el tumor original y se
dedujo que dicho residuo era el producto del corto alcance del espectro
seleccionado para el laser (32). Finalmente, se sugirié que es posible lograr un
tratamiento selectivo especifico para tumores cerebrales, como se demostré en los
modelos con animales, sin embrago, la penetracién de la luz es un factor limitante,
una profundidad de cuatro a siete milimetros de efecto necrosante no es suficiente
para destruir los posibles residuos de un tumor que en efecto puede deshacerse

con éxito (32).
Absorcion de dos fotones

El fendmeno de absorciéon de dos fotones (TPA) hace referencia a la excitacion y
absorcion simultanea de dos fotones con la finalidad de alcanzar un estado excitado.

Este se establece en la fisica clasica como un fenédmeno poco comun relacionado
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con la 6ptica no lineal descrito en la ecuacion (1). A nivel molecular, se define como
el momento dipolar de una molécula (4) que interactta con una onda
electromagnética (E) (6)(33)(34).

u=p®+aE + BE* + yE® 1)

En esta ecuacion, p° se refiere al momento dipolar permanente de la molécula y a
a la polarizacion de la molécula, ambos términos se encuentran en el dominio de la
Optica lineal clasica, B es la hiperpolarizacion de la molécula, y es una
hiperpolarizacion de segundo orden, que trata sobre todo de la absorcién de dos
fotones y es el mas importante porque esta relacionado con la 6ptica no lineal de
segundo orden (6)(33)(34).

Se ha determinado que la tasa de transicion para obtener el efecto de la TPA es
baja y proporcional al cuadrado de la intensidad de luz utilizada para la excitacién
de los fotones, como se define en la ecuacién (2). Por lo tanto se requiere que se
detecte una densidad alta de fotones, que es proporcionada por un laser pulsado
(6)(33)(34).

Rzp p 0212 (2)

La seccidn transversal de TPA (02) se expresa en Goeppert-Mayer (GM, 1 GM = 10
5% cm* s foton molécula?), como primer antecedente del efecto de TPA fue
establecido en 1961 por Maria Goppert-Mayer, quien recibiera el premio nobel de
fisica por su descubrimiento dos afios después. Se describe que la mayoria de
moléculas organicas cuentan valores denominados secciones transversales de TPA
conformado por un sistema conjugado simétrico (D-11-D o A-11-A) o asimétrico (D-
1-A) y brindan dicho valor de seccion transversal (02); El parametro 62 en TPA
representa el coeficiente de absorcion molecular y la probabilidad de alcanzar el
estado excitado después de la absorcion de la luz, finalmente ocurre la TPA en un
punto focal del rayo laser en un volumen restringido de alrededor de 1 pm? donde
la densidad de fotones es maxima,; (6)(33).

En ese sentido, retomando un concepto mas sencillo, TPA es la absorcion

simultdnea de dos fotones de idénticas o diferentes frecuencias para excitar
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una molécula desde un estado fundamental a un estado electronico de mayor

energia; la diferencia de energia entre el primer y segundo estado energético de la
molécula es igual a la suma de las energias de los dos fotones absorbidos; este

proceso es de tercer orden y se destaca que el ratio de transicion atomica depende

del cuadrado de la intensidad de la luz y por lo tanto se considera un proceso de

Optica no lineal (6)(34)(35).
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Fig. 4 Mecanismos citotoxicos derivados de la absorcion de dos fotones (TPA): excitacion de dos fotones al

primer estado singlete excitado (51) al superior (Sn); donde por sus siglas en inglés i.c.: es la conversion
interna; i.s.c. : cruce de intersistemas; 1 es la transferencia de electrones o protones; 2 la transferencia de
energia y 3 es la transferencia de electrones (6)-modificada.

Terapia Fotodindmica de dos fotones

De manera general los materiales con tendencia hacia el proceso de absorcion de
dos fotones y a la dependencia cuadratica de la intensidad de la luz incidente en el
proceso de absorcidn energético para cambios de estado, han llamado la atencion

para aplicaciones como el almacenamiento Optico tridimensional y la PDT (6)(36).

Una vez mas se reconoce la existencia de limitaciones y posibles dafios al tejido
sano producidos por la luz requerida para activar los PS necesarios en la PDT
dentro del espectro Optico terapéutico (700-1500 nm), sin embargo, pueden
superase con el uso de PS con una disposicion a fuentes de excitacion distintas

que estén comprendidas en la region cercana al espectro infrarrojo (NIR, por sus
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siglas en ingles), la activacion del PS es crucial en el resultado clinico exitosos de
la PDT, por lo que se considera que también depende en gran medida de la
distribucion, profundidad y caracteristicas opticas que determinan la absorcion,
dispersion y reflexion de los tejidos donde se deposita con respecto a la longitud e
intensidad de las luz lineal (6)(37).

A pesar de las numerosas rutas sintéticas para mejorar la eficiencia de TPA con
diversos PS organicos mediante la extension e introduccion de grupos donantes y
receptores en su estructura, la hidrofobicidad de sus moléculas sigue siendo el
principal inconveniente para las aplicaciones biolégicas. Ademas, las moléculas
organicas tienen una tasa baja de creaciéon de 'Oz en la etapa del cruce de
intersistemas y esta debe aumentarse para promover la generacién de Oz para su
aplicacion en PDT. Sin embargo, como se informa en la literatura, la generacién
moderada de *O2 con estructuras organicas puede compensarse con o2 altas para
poder obtener efectos de TPA-PDT significativos (6)(38).

En diversas bibliografias se menciona el uso de porfirinas hanoméricas simples con
sistemas 1T conjugados como la tetrafenilporfirina (H2TPP) y la zincocta etilporfirina
(ZnOEP), que exhiben pequefios valores de o2, sin embargo, estas porfirinas son
eficientes generadoras de oxigeno singlete y algunas otras especies reactivas de
oxigeno, haciendo este método viable para la activacion de PDT, asi se puede llegar
a la idea de que al usar un PS con valores relativamente altos de 02 se podria
permitir el tratamiento espacialmente selectivo de células de cancer en sitios mas
profundos. Bajo esa premisa surgen trabajos en los que se utilizan estructuras
organicas que exhiben una fuerte absorcibn de dos fotones y una fuerte

fluorescencia subsecuente a irradiacion (37)(39)(40).

A partir de este enfoque, un agente sensible a excitarse con dos fotones se activa
mediante pulsos de laser cortos para transferir energia al fotosensibilizador,
activarlo y llegar al estado singlete a partir del cual se produce la misma secuencia

de transferencia de energia para producir el oxigeno singlete (34)(37)(41).

La absorcién inicial de los dos fotones de las moléculas del tinte requieren pulsos

de laser IR de alta intensidad. Estos pueden generarse a través de laseres de pulso
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ultracorto incluso con una energia de pulso relativamente baja. Un ejemplo de un
laser de este tipo es un laser Ti: Zafiro de modo bloqueado que puede producir
pulsos de 4 nJ de aproximadamente 70 fs de duracion. Esto corresponde a una
potencia méxima de 5 MW/cm2 en un haz de 2 mm de didmetro, con dichas
caracteristicas se dice que la energia de pulso es deseable al minimizar efectos
secundarios térmicos, adicionalmente la dependencia cuadratica a la incidencia de
la luz utilizada restringe el efecto fotodinamico a un area focal menor, dicha
selectividad hace a la TPA, una alternativa ideal para la PDT y el tratamiento de
tumores localizados (34)(36)(37)(42).

Radiacion de Cerenkov y caracteristicas

Se menciona de forma adicional a la radiaciéon de Cerenkov como una segunda
opcion o alternativa de fotoactivacion para la PDT. Se especula que la primera
observacion del fendmeno de Cerenkov fue del Dr. Curie hace mas de un siglo, sin
embargo, Pavel Cerenkov caracterizd el fenomeno como tal en 1958, lo que le valio
parte del Premio Nobel de Fisica de ese afio y nhombrar con su apellido el fenbmeno
(43).

La radiacién de Cerenkov (CR) es resultado de la energia que se produce dentro de
la region visible del espectro ultravioleta (UV) electromagnético, éste ocurre cuando
existen particulas cargadas que viajan mas rapido que la velocidad de la luz dentro
de un medio. Dada la alta velocidad a la que se mueven las particulas, se produce
una polarizacién en las moléculas del medio, seguido de una des-excitacion que
libera energia en forma de radiacion UV-visible, la polarizacidén es continua con una
distribucién de intensidad que es inversamente proporcionalmente al cuadrado de
la longitud de onda, resultando comdnmente con un resplandor azul (Fig. 5 Ay B)
(43)(2).
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Fig 5 A) La CR es producida por una particula cargada que viaja a través de un medio dieléctrico mds rapido
que la velocidad de la luz, luego es dividido por el indice de refraccion de ese medio. La relajacion de las
moléculas polarizadas en el medio, produce luz visible ponderada hacia la energia mds alta del espectro. B)
El perfil del CR estd centrado en el azul, conocida como luz UV visble (250-600 nm).

De manera més especifica la generacion de radiacion Cerenkov se relaciona a la
velocidad y energia de las particulas usadas, asi como del indice de refraccion del
medio en el que se encuentran. Las particulas cargadas que se liberan tras la
desintegracion radiactiva incluyen electrones (particulas B-), positrones (particulas
B*) y particulas a. Conforme estas particulas se desplazan en el medio, pierden
energia a través de interacciones con materia circundante, en este caso biolégico
hablamos de agua o soluciones isoténicas. En condiciones “normales” si estas
particulas viajan en el medio a velocidades inferiores a la luz, las moléculas del
medio se alinean con el paso de la particula cargada, después de que pasa la
particula, las moléculas alineadas se relajan y regresan a un estado de energia bajo,

Pero cuando la particula viaja en el medio a una velocidad mayor a la de la luz, las
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moléculas se alinean, pero para relajarse, entran en una fase de decaimiento en la

gue liberan energia en forma de radiacion en un espectro visible.

Existe un umbral que asegura la produccion de radiacion de Cerenkov, que tienen
principio en la velocidad de fase, o velocidad de la luz en determinado medio
(ecuacion 3). Por lo general para explicarla se utilizan las particulas 3 en funcién de
la energia y puede calcularse con la siguiente ecuacion (donde c es la velocidad de
la luz en el vacio, E es la energia de las particulas y Eo es la masa de la particula 3

en reposo, en las mismas unidades que E):

1/2

vzc( Eg ) (3)

(E+Eg)?

El umbral de energia para producir CR con particulas B en agua esta dado con un
indice de refraccion de 1.33, es un estandar de produccion manejar un
requerimiento minimo de energia de 263 Kilo-electronvolt (keV). Existe el registro
de que la mayoria de particulas 3 producidas por la descomposicion del 18F (del
que se hablara con posterioridad) poseen una energia mayor a la que sefiala el
umbral, por lo tanto se produce el efecto de CR con una energia de punto final de
633 keV y media de 250 keV, cabe sefalar que dentro del modelo de trabajos
anteriores con 18F, la energia de las particulas por minuto (Emin) se reduce a un
factor = 219 KeV en tejidos, con un indice de refraccion aproximado a 1.4. Como
dato adicional se descarta el uso de las particulas a pues no tienen la energia

suficiente para producir luminicencia durante su decaimiento (43).

En la actualidad hablar de imagenes moleculares, es hablar de una contribucién al
desarrollo de farmacos nuevos mas efectivos y seguros, modalidades mejoradas en
tecnologias de imagenes para investigacion y sistemas biomédicos poderosos,
sensitivos y de alta resolucion de imagenes. Trabajar con Imagenes por
luminiscencia de Cerenkov en oncologia no es un area tan explorada; existen
trabajos de investigacién en el que se menciona los tipos de cancer mas agresivos
y como se caracterizan a través del uso de tomografia por emisién de positrones
(PET) o imagen de resonancia magnética (MIR) dados sus excelentes resultados,

sin embrago, son técnicas limitadas en rendimiento y alto costo; por lo tanto, el uso
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de las imagenes por luminiscencia de Cerenkov se perfila como una herramienta
alternativa que ofrece rapidez, rentabilidad y buenos resultados con la caracteristica
fuerza de las imagenes nucleares por las propiedades de desintegracion radioactiva
de los agentes utilizados por efecto del movimiento mas rapido que la velocidad de
la luz a través de un medio dieléctrico en el que se encuentra; la visualizacion de
los radiomarcadores utilizados en estos sistemas presentan también varias
ventajas, por ejemplo con CLI es posible obtener imagenes de hasta cinco muestras
simulataneas, mientras que en equipos PET maximo se pueden analizar dos

muestras pequeiias a la vez (44)(45)(46).

Usar al radiomarcador como fuente de luz interna es una gran ventaja porque
reduce la sefial de fondo no especifica, permite una mayor autofluorescencia y una
excitacion homogénea en todo el volumen debido a las diferentes propiedades de
absorcion de los tejidos. Con las imagenes resultantes de estos compuestos es
posible visualizar el tiempo de eliminacion y acumulacién especifica de los agentes,
Su uso con nanoparticulas es de gran interés desde la ultima década en la
biomédica debido a que en conjunto tienen propiedades bioldgicas, quimicas,
fisicas Unicas y ajustables para la obtencibn de imagenes y mecanismos
terapéuticos; por ejemplo, el uso de nanoparticulas de éxido de hierro generan un
contraste negativo en la resonancia magnética o su implementacién con is6topos
de yodo permite obtener imagenes de triple modalidad de trafico de particulas
(43)(44)(47).

Radionudclido emisor de positrones: 18F

Los radionuclidos son la base de la medicina nuclear, esencialmente son un isétopo
radiactivo que es incorporado a una molécula organica o inorganica para que se
dirija de forma selectiva a algan érgano o que se incorpore a un proceso metabolico
o fisioldgico en el organismo. Dado que un is6topo es un emisor gamma o de
positrones, y pueden ser detectado a través de gammacamaras (dispositivo para
captura de imagenes) que son utilizadas en medicina nuclear y equipos de PET

para generar externamente imagenes in vivo de la morfologia y funcionamiento de
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los diversos 6rganos o sistemas que se estén analizando, para ser procesadas en

sistemas de computo y se imprimen en placas radiograficas (48).

Si bien ya se mencion6 el mecanismo de deteccion de la CR, es igualmente
importante explicar las similitudes existentes en el mecanismo de accion y deteccion
del 18F como radiondclido en estudios de PET. En este caso los atomos
radioactivos que se liberan chocan por atracciébn de cargas con electrones de
orbitales de atomos cercanos resultando en un aniquilamiento resultante de ambas
particulas, es decir, desaparece la masa y se crean dos fotones de energia que son
proyectados en direcciones opuestas a 180° de diferencia uno del otro para ser
detectados por los cristales de centelleo localizados alrededor del gantry del equipo
PET, son necesarios millones de pares de fotones (aniquilaciones) para formar una
imagen. Estos eventos de centelleo provienen de diferentes angulos del cuerpo
donde se encuentra el isotopo 18F, y al sumar estos eventos, es posible
reconstruirlos en tres dimensiones de cortes tomograficos (axial, coronal y sagital),
vease la Fig. 6 (49)(50).
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Fig. 6 En esta figura se muestra el principio fisico descrito en el parrafo anterior, en como suceden los
eventos de aniquilacion de particulas por el choque de atomos con electrones orbitales, resultando en
particulas 8+ que se asocian al isopo 18F-FGD y es posible visulizarlos en una reconstruccion de equipo de
PET.

Adicionalmente existe un estudio que usa la CR en conjunto con el 18F para

monitorear la respuesta de xenoinjertos de linfoma y un inhibidor enzimatico
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molecular para NEDD8 (cadena de aminoacidos especificos) que se encarga de
prevenir la funcion del proteosoma celular, es decir la induccion de muerte celular
en una variedad de lineas celulares de cancer, obteniendo una correlacion
estadistica significativa entre la absorcion del 18F-FGD y el éxito de los xenoinjertos,
indicando ademas la eficacia de control de alto rendimiento y bajo costo de la

inmunoterapia en conjunto con la CLI. (43)(50)(51).

Analogo de la glucosa: ®F-FGD y su acumulacién en las células de
cancer

La utilizacién de la fluoro desoxiglucosa (18F), como un marcador metabdlico se
debe a sus cualidades anélogas a la glucosa, se ha logrado con éxito el ingreso de
esta molécula a células normales y tumorales a través de los diferentes receptores
de membrana, que siguen la misma via metabdlica de la glucosa, es fosforilada
como glucosa para la hexoquinasa (cuya isoforma mitocondrial se encuentra a
elevadas concentraciones en tumores malignos de rapida evolucion) y en presencia
de glucosa-6-fosfatasa es convertida en 18F-FGD, a partir de este punto deja de
seguir la via metabdlica convencional de la glucosa y comienza a acumularse
intracelularmente en grandes concentraciones en las células tumorales, como se
ilustra en la Fig. 7. , dadas las condiciones de glucosa e hipoxia en las que se
encuentran, durante el proceso de acumulacion de esta molécula en las zonas
reguladas y delineadas por proliferacion e inflamacion. Las dosis informadas de
18F-FDG que se reportan en varios estudios en muestras celulares o animales
pequefios son de aproximadamente 3.952 MBq/ 20uCi, pero si hablamos de

personas deberia ser de 150 uCi por kilogramo de peso (52).

Dado que es un analogo de la molecula de la glucosa, la 18F es incorporada de
manera normal por células con tasas altas de consumo de glucosa, donde la
fosforilacidon de la misma impide que sea liberada al medio. Se necesita una
molécula de oxigeno en la glucosa para continuar el proceso glagolitico, por lo que
la FDG no puede ser metabolizada en las células y por ello no entra en la ruta
glagolitica antes de que decaiga su radiactividad y como resultado, la distribucion
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de 18F-FDG es un buen reflejo de la distribucion en el consumo y fosforilacion de

glucosa en las células del cuerpo (43)(50)(53).

Glucosa Acumulacién
ATP Intracelularde la =\
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Fig. 7 Se observa completa la principal via metabdlica de la glucosa para resultar en gliceraldehido-3-fosfato
o dihidroxiacetona fosfato, sin embargo, para los fines de este apartado nos enfocaremos en como la
fluorodesoxiglucosa (18F) llega como un andlogo de la glucosa a esta via a través de los diferentes
receptores de membrana, una vez que comienza el proceso metabdlico la 18F es fosforilada para la
hexoquinasa usando ATP, se libera ADP y en la siente etapa con la presencia de glucosa-6-fosfatasa la 18F se
convierte en 18F-FGD, a partir de este punto se detiene en la via metabdlica (indicada con flechas color
naranja) y comienza a acumularse en grandes concentraciones en el interior celular.

El 18F-FGD se ha utilizado no solo como un detector tumoral, también se utiliza como
con registrador en el control de enfermedades y la eficiencia de las terapias
utilizadas: principalmente la tomografia por emisién de positrones (PET), también
se demostré que en conjunto con la CR puede ser un indicador de eficiencia del
mecanismo de accion de farmacos, este flurosforo tiene una vida media de 110

minutos, lo que representa un lapso de tiempo grande para poder realizar pruebas.

Cundo hay administracion de 18F-FDG en el cuerpo humano via intravenosa para
algun estudio de PET, el cerebro, corazon y tracto urinario son los sitios comunes
de acumulacion, asi como cualquier otra célula con elevado consumo glucosidico,
como las células de cancer. Dado que el cerebro es el mayor usuario de glucosa,
siempre tiene prioridad al resto del cuerpo, la sustancia gris supratentorial e
infratentorial captan con eficiencia el 18F-FDG. Su ruta de eliminacion es urinaria,

por lo que puede encontrase concentrada también en la vejiga cuando no hay
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factores adicionales como consumo de diuréticos, cateterizacién urinaria o una
hidratacion fuerte (50)(53).

Mas alla de que el 18F se usa comunmente en investigacion y tratamientos, cuando
se encuentra en su forma 18F-FDG presenta mejores caracteristicas fisicas (véase
tabla 2) como: Mayor produccion de particulas 3, mejor luminiscencia, penetracion
en tejidos y células con baja o alta profundidad, visibilidad de fotones de rayos
gamma de 511 KeV resultantes de la aniquilacién de positrones en soluciones
acuosas y cuando es mesclado en puntos cuanticos (QD) cambia de la region UV a

un pico en la region del espectro rojo (54).

Tabla 2. Radionuclidos emisores de particulas 8- utilizados en aplicaciones biomédicas con
radiacion de Cerenkov (54).

Rendimiento
. . 0 medio de
N Vida Mecanismo | Bmax (KEV)[% | e por Nanoparticulas
Radionduclido Media de B de . L S
8 . desintegracion | Usadas in vivo
(ti) decaimiento | abundancia] (en medio con
n=1.33)
AUNP27, QD27'28,
18F 110 min. B 633.9 [97%)] 1.32 EO30, NaYF4%t,
IONPS8, TiO257
653.1 QD28,32,46,53,54,
64 . o [17.5%], porfirinfosfolipido
Cu 12.7 hrs. B B 5974 0.557 NP35, AUNPS052
[38.5%)] TiO2%7
68 1899.1
68 + 41
Ga minutos A [88.9%] 33.9 IONP
78.4 .
89 + 0 27 58
Zr Minutos B 902 [22.8%)] 2.29 QD?, SiO2
78.4 2278.7 GdFsY
90 -
Y horas p [100%)] 413 nanoplates*®
AUNP4243,
1535 liposoma3s,
124) 4.18 dias B [11.7%)], 8.97 shell-cross-
2138 [10.8%] linked knedel-
like NP*5
0.498
[78.9%y],
. 0.112
177 3 -
Lu 6.71 dias B [10.8%], 0.141
0.048
[11.6%]
198AY 2.69 dias B 961 [99%] Sin reporte AuNP#°

QD: punto cuantico, en ingles quantum dot; AuNP: nanoparticulas de oro; EO: nanoparticulas de 6xido de europio; NaYF4:
nanocristales de fluoruro de itrio; IONP: nanoparticulas de d6xido de hierro; TiO,: nanoparticula de diéxido de titanio y SiO,:
nanoparticulas de silice.
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Terapia fotodindmica inducida por radiacién de Cerenkov

Para realizar fotoactivacion de los fotosensibilizadores es necesaria su degradacion,
pasando de su estado basal a un estado activo, ya sea a través de un proceso
quimico, un proceso biolégicos como acciones enzimaticas o bien procesos fisicos

como exposicion a Rx o luz UV (43).

Por ejemplo, en el departamento de imagenologia molecular del hospital escuela de
Harvard en Massachusetts, se utiliz6 como metodologia de activacion, la
degradacion del PS DMNP-luciferina bajo exposicién a radiacion UV de 365 nm.
(cambio de estado producto de un proceso fisico) una vez activado, se libera el
sustrato de luciferina puro, resultando en un efecto bioluminiscente; se reportd que
la longitud de onda utilizada fue baja y no penetra del todo en los tejidos de estudio,
este problema es resultado de la ineficiencia de utilizar iluminacion externa;
posteriormente como propuesta de solucion, se utiliz6 nuevamente la DMNP-

luciferina unida a 18F-FGD como un potenciador del efecto de bioluminiscencia (55).

El uso de aceleradores lineales para la generacion externa de los haces de luz
funcionar mediante la entrega de altas dosis de haces de electrones y fotones con
suficiente energia, los electrones que inciden externamente son capaces de
producir el efecto de Cerenkov a niveles de luz detectables en un espectro sélido
de hasta 18 MeV con una tasa de fluencia aproximada de 1.1 pW/cm?. Esta luz con
sus caracteristicas se utilizd para excitar protoporfirina IX, que es un analogo de
primera generacion a la rodamina en el area de fotosensibilizadores, ambos agentes
fluorescentes con propiedades terapéuticas de produccidn de especies reactivas de
oxigeno (ROS), de esto modo se comprueba la viabilidad del enfoque para la terapia
dual con la fototerapia inducida por radiacion localizada en el trayecto del haz propio
(56).

Posteriormente, como segundo intento en éste mismo estudio, se uso circonio 89
(89Zr) como fuente de emisiéon de CR porgue es un mayor emisor de particulas B
(909 keV), y como PS se usoé clorina e6 (Ce6), se usaron nanoparticulas de silice
huecas mesoporosas (HMSN) como un transportador que encapsulara las

moléculas de Ce6 y el radiontclido de 89Zr de manera simultineamente, ademas
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de una banda de absorcién con un pico a 400 nm, de tal modo que resultd una
mayor y mejor eficiencia de transferencia de energia en comparacion con el primer
experimento. Con el encapsulado conjunto de HMSN [#Zr-Ce6] se llegé a
resultados eficientes de destruccion de células tumorales in vitro e in vivo, de tal
forma que la fuente emisora interna de CR, el is6topo de 8Zr fue capaz de generar
y transmitir suficiente energia para inducir el efecto de FDT y estimular el PS Ce6
gue a su vez genero los ROS necesarios y causar dafio a las células de tejidos
tumorales, logrando una excelente eficiencia terapéutica véase Fig. 8
(57)(58)(59)(60).

Radiacion de Ce6
Radiontclido Cerenkov Dafio Celular

zZr k ROS
ROS

Ceb

897r

|
@O0

O

QO

HMSNs [5Zr-Ce6]

Fig. 8 Implementacion de la CR como fuente de luz interna para FDT, donde se usa un encapsulado que
contiene el radionuclido y el fotosensibilizador, una vez que el radiontclido alcanza la energia suficiente para
genera luminiscencia y excitar el PS, este entra en accion en la liberacion de ROS para producir dafio celular
localizado y especifico.

De acuerdo a lo descrito en el trabajo anterior, la PDT como nuevo paradigma en la
investigacion biomédica, aun presenta algunos inconvenientes, como que al ser
usada como tratamiento para células tumorales en disposicién profunda no siempre
es efectiva, porgue las longitudes de onda de la luz utilizada oscilan entre los 400-
800 nm, y se dispersa o absorbe por otros tejidos, atenuando su efecto. De este
modo, se plantea el uso de la TPA como solucién a esta problematica, bajo el
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principio de un sistema luminiscente que active el PS de manera interna y no sea

directamente dependiente de una fuente externa de irradiacion (57)(61)(58).

Las imégenes resultantes en la PDT pueden proporcionar informacién Gtil sobre
tamafio y ubicacion de los tumores, con esos datos es posible optimizar la
determinacién de los intervalos de tiempo para la aplicacion de PDT asi como la
eficacia terapéutica. Se plantea que el uso de radionuclidos comunes para la PET
como técnica de imagen con penetracion ilimitada en el tejido y en la técnica de CR
se pueda lograr el uso de una fuente de luz interna e independiente que sustituya a
la fuente externa convencional de la PDT. Existen antecedentes en el uso de CR
como inductor de PDT de manera experimental, en dicho procedimiento se usaron
en conjunto particulas de dioxido de titanio como PS y Cobre 64 (5“Cu) como
radionuclido, sin embargo, al ser administrados por separado sin ser acoplados, se
registro eficacia de baja medida (57)(58)(59)(60).

Rodamina (Rodamina 6G, Rodamina 123, Rodamina B)

Caracteristicas
En las dltimas décadas cinco décadas, el uso de sustancias fluorescentes organicos
se han abierto paso en aplicaciones con la tecnologia Optica; desde 1966 que se
tuvo el primer registro del uso de laser con tintes organicos, la fisica éptica ha tenido
avances importantes, siendo las principales su uso en técnicas de trazado de
fluorescencia inducida por laser o los laser de colorante cuyas caracteristicas de
emisidon espectral permiten un ajuste en la longitud de onda, generacion de pulsos
cortos 0 en onda continua, versatilidad de operaciones, energia escalable y la
posibilidad de operaciones simultaneas con diferentes longitudes de onda. La
rodamina es un compuesto quimico que suele usarse como tinte, a menudo se usa
como un colorante guia dentro del agua para determinar la velocidad y la direccién
del flujo. Los colorantes de rodamina poseen una carterista de fluorescencia y por

lo tanto pueden ser detectados de manera facil y relativamente econdémica, cobra
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relevancia como un agente excepcional en las imagenes biomédicas, al ser

detectable con instrumentos llamados fluorémetro (62)(63)(64).

La importancia de elegir adecuadamente de entre mas de doscientos tintes
bioluminiscentes, permite utilizar laseres configurables en el espectro de 320 a 1200
nm; la rodamina 6G, también conocida como rodamina 590, se utiliza ampliamente
como medio laser y como trazador de fluorescencia. Para su uso en, es posible
disolverla en metanol, etanol u otros disolventes organicos, incluso agua, sin
embargo, en funcién del solvente, la concentracion del tinte y del tipo de laser
usados existen variaciones en el espectro de emision resultante que varia de
aproximadamente entre 510 nm a aproximadamente 710 nm con el pico a 550 nm,
sin embargo, es posible obtener eficiencias de conversion de energia superiores al
50% si se selecciona la concentracion 6ptima de disolvente y tinte (62)(65).
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Fig. 9 Se muestra la estructura quimica de la rodamina 6G (R6G), también conocida como rodamina 590, es
uno de los tintes mds utilizados para su aplicacion en Idseres de tincion y como trazador de fluorescencia, por
ejemplo, en el drea de la hidrdulica ambiental, este colorante se caracteriza por tener una fotoestabilidad
muy alta y un rendimiento cudntico muy alto (0.95) (62).

Un compuesto de rodamina llamado rodamina 123 (R123) es una de las prueba mas
valiosas y conocidas para analizar mitocondrias vivas, en parte porque no es
fuertemente fotosensibilizante y esa baja potencia puede explicarse por su
rendimiento cuantico de fluorescencia muy alto (de $F~0.9) correspondiente a su
bajo estado de triplete (de ¢T-0.1) y por su vida util en estado de triplete

relativamente corta (de mas o menos 200 nanosegundos). Los datos obtenidos tras
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la investigacion confirmé que la R123 es una fototoxina relativamente débil en
condiciones in vitro, sin embargo, los informes de fototoxicidad de la R123 a
exposiciones radiantes son mucho menores y reflejan las condiciones del

tratamiento con R123 para causar toxicidad significativa (66).

HzN o) NH

CO2CHs

Fig. 9 Se presenta la estructura quimica de la rodamina 123, que es utilizada en una amplia gama de células,
incluidas plantas y bacterias, es usada cominmente para medir los potenciales de membrana mitocondriales
de forma selectiva, es de uso sumamente viable para deteccion de células de cdncer a partir de su acople a
dichas células, su florescencia estd relacionada con las alteraciones en las distribucion mitocondrial, sin
mencionar que es ampliamente recomendada en densitometrias de flujo como un reportador funcional para
glupoproteina de permeabilidad (Pgp).

Como las dos variantes anteriores, la rodamina B se utiliza ampliamente como
medio activo en laseres de tinte pulsado y de onda continua, esta variante
especialmente ha encontrado aplicacién como sonda en sistemas de polielectrolitos
bioldgicos y sintéticos; de forma adicional se encontré en la literatura la existencia
de reportes donde el estado triplete de la rodamina B a veces ha estado implicado
en procesos sin radiacion, mientras que en otros trabajos se sefiala con

rendimientos de estado triplete muy bajos en estado de excitacion (62)(67).

Existen estudios en los que se utilizé rodamina B con un laser de tinte y disuelta en
metanol de grado espectroscopico (BDH), etanol, glicerol para microscopia de
fluorescencia, y mono-deuterometanol y DsO (AAEC, 99-75% puro) tal como se
suministraron; en la metodologia se menciona que las soluciones se degradan con
agua destilada y se usan de forma “fresca” para evitar adherencia del tinte a las
paredes de los contenedores de vidrio, pues si se usa plastico, el tinte se adsorbe.

Se utilizaron concentraciones de colorante de aproximadamente 10 mol dm= y
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5x107 mol dm= para las mediciones de la vida util de la fluorescencia y las
determinaciones del rendimiento cuantico, respectivamente, se reporta que la
rodamina B se puede ajustar a una longitud de onda en torno a 610 nm cuando se
utiliza como laser de colorante y que su rendimiento cuantico de luminiscencia es
de 0.65 en el etanol puro y 0.68 a 1.05 en etanol al 94%, sin embrago, peculiarmente
en la rodamina B, dicho rendimiento también es dependiente de la temperatura
(62)(65)(67).
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Fig. 10 Se muestra la estructura quimica dela rodamina B, de la que se destaca su solubilidad en agua de
aproximadamente de 50 g/L. se detectd que con agua corriente, es decir, tratada con cloro descompone la
rodamina B y pierde propiedades; cuando es disuelta en etanol tiene un rendimiento cudntico variable de
0.65 hasta 1.05 y es activado en con una longitud de onda en torno a 610 nm.

Usos
Por lo general los tintes de rodamina sensibles al potencial de membrana son
utilizados para realizar mediciones dinamicas no invasivas del potencial de
membrana mitocondrial, es un indicador clave de como es la energia mitocondrial,
en sistemas in vitro como in vivo. De los compuestos existentes la rodamina 123 es
la primera que demostré6 que las mitocondrias se tefiian especificamente en
respuesta a la cantidad de energia de las mitocondrias de las células cultivadas, y
gue existen quimicos propios a las células que colapsan el potencial de la

membrana y que impiden la captacion de la R123 con las mitocondrias (64).

Se demostro que el espectro de fluorescencia de la rodamina 123 se desplaza con
sentido a la respuesta de energizacion de las mitocondrias, y que existe una relacién
empirica lineal entre el cambio de intensidad de fluorescencia y el potencial de

membrana celular(64).
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Asociacién en tratamientos con terapia fotodinamica

Existe una gran variedad de articulos referentes al uso de la rodamina como un tinte
indicador fluorescente en experiementos para identificacion de elementos celulares
o de su actividad, a pesar de eso hablaremos Unicamente de estudios que realizaron
una comparacion de efectividad entre dos derivados de rodamina, poniendo en
contraste los resultados de la tetrabromo rodamina 123 (o TBR por sus siglas en
inglés) y la rodamina 123, para obtener que la TBR es una fototixina con mayor
potencia que la R123. Durante el ensayo con ambos colorantes se estudio la
formacion de colonias celulares que eran mas sensibles a la microscopia de
contraste o a la microscopia de fluorescencia, en funcién de los efectos citostaticos
0 citocidas, asi como la expresion retardada de toxicidad. Se concluy6é que la
fototoxicidad de la R123 parece causar en gran parte efectos citostaticos, mientras
qgue la TBR en gran parte citocidas; ademas de que esta cualidad de toxicidad
aumenta los tiempos de radiacidén y exposicion radiante para este ultimo derivado.
En el mismo estudio se muestra como hubo células que presentaron cierta
integridad funcional de la membrana plasmética y otras en el resultado inverso, en
el que las células habian perdido la mayoria de las funciones de la membranay que
mostraban cambios morfolégicos extremos que indican necrosis. Con esos
hallazgos se sugiere que con ambos tintes, la membrana plasmatica no es el sitio
de la lesién fototoxica primaria, sino que se ve afectada como un evento terminal en
exposiciones de alta radiacion y esta interpretacion esta respaldada por la falta de
fluorescencia de los colorantes de rodamina detectable en la membrana plasmatica

de las células no irradiadas (64)(66).
Terapias Convencionales: Quimioterapia y Radioterapia

Quimioterapia
La quimioterapia es el uso de farmacos para destruir células de cancer, su principal

meta es evitar que crezcan y se multipliquen. Dado que estas células suelen crecer

41



y dividirse de manera mas rapida que las células normales, la quimioterapia busca
tener un efecto mayor en las células de cancer, sin embargo, los farmacos utilizados
para la quimioterapia son tan fuertes que dafar a las células sanas de todos modos.
Por lo general la quimioterapia se clasifica en dos variantes: la estandar, que elimina
tanto células de cancer como ceélulas normales y la quimioterapia de tratamiento
dirigido que trabaja en conjunto con la inmunoterapia enfocandose en objetivos
moleculares especificos dentro o sobre las células de cancer; en funcion de su
localizacion el farmaco utilizado puede administrase con inyecciones
intramusculares, inyecciones subcutédneas, directamente en una arteria o0 vena a

trevés de un catéter, inyecciones cefalorraquideas e incluso con pildoras.

Funcionamiento de la quimioterapia
Al hablar de quimioterapia convencional hablamos de induccion de muerte celular
por interferencia directa al DNA o dirigirse a proteinas clave de division celular, Se
ha demostrado que la quimioterapia desempefia diferentes funciones en la
inmunidad antitumoral; de forma fisiolégica se desencadenan efectos cuando las
células tumorales muertas inmunogénicas liberar antigenos asociados a tumores y
patrones moleculares asociados con peligro, que reclutan células inmunes y hay
sefales fagociticas; el taxano y la ciclofosfamida, reducen la inhibicion de la
actividad de las células T infiltradas en el tumor. Después estan los mecanismos
adicionales que pueden incluir el fortalecimiento de la actividad de las células T, la
regulacion negativa de los factores coinhibidores B7-H1, o la sensibilizacién de las

células a la lisis mediada por células T (68)(69)(70).
Agentes quimoterapéuticos y su importancia

Los agentes quimioterapéuticos también conocidos como agentes citotoxicos, son
el componente principal de la quimioterapia, de forma general estas sustancias
radioactivas contienen en su estructura un radionuclido que es empleado para los
radiofarmacos y su forma quimica define su comportamiento en el organismo. Los
radionuclidos utilizados deben reunir ciertas caracteristicas, como una vida media
fisica y biologica corta, para ser detectable en el organismo y no ocasionar
irradiacion excesiva, propiedades fisicoquimicas adecuadas para poder preparar el
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radiofdrmaco en la forma farmacéutica requerida y en funciébn de su uso es
indispensable un aval de calidad en su sintesis, produccién y manipulacion que
aseguren una aplicacion eficaz. Igualmente se mencionan los 3 parametros

esenciales para el cumplimiento del propoésito: (48).

1. Toxicidad selectiva e indice terapéutico: Se refiere al nivel en el que el agente
se vuelve demasiado toxico para el paciente, mientras se utiliza la cantidad
de farmaco requerido para que el tratamiento clinico particular de cierta de
una accién. Un agente terapéutico debe tener toxicidad selectiva, es decir,
debe acabar o inhibir el patdgeno especifico mientras se dafia al paciente lo
menos posible y el indice terapéutico es la relacion entre la dosis tdxica y la
dosis terapéutica (71).

2. Efectos secundarios: Son efectos no deseados en el paciente, pueden ser de
muchos tipos y pueden afectar a casi cualquier sistema de 6rganos, ocurren
cuando el agente quimioterapéutico inhibe en mayor medida los procesos en
las células sanas que en las células dafiadas (71).

3. Rango de efectividad: La efectividad varia considerablemente en su rango de
accion. Muchos son radiofarmacos de espectro estrecho, es decir, son
efectivos solo contra una variedad limitada de patdégenos y otros son
medicamentos de amplio espectro que atacan muchos tipos diferentes de
patégenos (71).

Radioterapia
La radioterapia es un tratamiento contra el cancer, su principio de funcionamiento
es con el uso altas cantidades (dosis) de radiacion, para destruir a las células de
cancer y evitar su propagacion. La radiacion utilizada es la misma que se usa para
la obtencion de imagenes, sin embargo, su cantidad es baja en forma de rayos X,
por lo general se clasifica en 2 tipos, la externa que utiliza una maquina fuera del
cuerpo que dirige la radiacion a las células de cancer y la interna, que es cuando la

radiacion se introduce al cuerpo, en las células de cancer o cerca de ellas.
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Funcionamiento de la radioterapia

Una de las caracteristicas que distingue a la radioterapia es su capacidad para
desencadenar respuestas antitumorales lejos del lugar irradiado (efecto abscopal).
Cuando comienza un proceso de radioterapia, las células tumorales irradiadas que
mueren por fagocitosis, a causa de la rotura de doble hebra (DSB) del DNA
comienzan la activacion de la ruta del estimulador de genes de interferon (STING),
esta via de deteccion del DNA mediada por STING demuestra en algunos estudios
que la radioterapia tiene efectos positivos mediando los efectos antitumorales
mediante la sinergia con el propio sistema inmunitario. En palabras mas sencillas,
el mecanismo de la radioterapia tienen base en radiaciones ionizantes que llevan a
la muerte celular con las 5R de la radiobiologia: reparacion del dafio por radiacion,
reproliferacion acelerada después de la radiacion, redistribucion del ciclo celular,
reoxigenacion y radiosensibilidad (68)(72)(73).

Efectos positivos y negativos de la quimioterapia y radioterapia en el

organismo
La sinergia de la quimioterapia, la radioterapia se ha utilizado ampliamente para
practica clinica porque tienen mas efectos positivos en la inmunidad del tumor. Sin
embargo, la activacion de las respuestas antitumorales requiere la existencia de un
cierto nimero de células inmunitarias funcionales, pero dado su efecto no dirigido,
las células inmunitarias se agotan, aqui aparece un problema cuando el efecto no
dura lo suficiente y para compensar su tiempo de vida se incrementa su dosis, sin
tomar en cuenta la posible resistencia que pueda presentar el tumor al farmaco.
Cuando se administran dosis bajas constantes se hace una acumulacién que puede
conducir al rebote del crecimiento tumoral. En series de experimentos de
comparacion en los que se usan dosis intermitentes de farmaco en la que hay
respuestas antitumorales mas fuertes in vivo como in vitro, la resistencia es
aceptable. Cabe resaltar que sin importar la dosis y la cantidad de sesiones de

terapia, el resultado final y los efectos que conlleve dependen en gran medida de la
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funcion inmunoldgica de cada uno de los cuerpos y de las caracteristicas biologicas
del tumor en si (68)(72).

A pesar de que estas terapias contra el cancer tienen resultados exitosos, los
efectos secundarios se hacen en cierta medida irrelevantes respecto a la terapia
como tal, pues como se menciona brevemente en el parrafo anterior, la falta de
respuesta 0 una reaccion exagerada a la terapia depende del grado de avanzase
del cancer y el estado de la persona. La mayoria de los efectos secundarios que se
presentan en las personas suelen ser fisicos y externos, como pérdida de cabello,
debilitamiento fisico y mental, disminucion en el tono de la piel, etc. Ademas, tienen
un impacto emocional muy grande derivado de la invasividad de estas técnicas que
no tienen restriccion de efectos para el rea diana. Independientemente a esto, el
tratamiento con quimioterapia y radioterapia pueden mejorar su eficacia reduciendo
efectos desfavorables si se abordaran en conjuncién con métodos modernos como
el planteado en este proyecto. En el caso de la quimioterapia los farmacos viajan a
través de la sangre hacia todo el cuerpo, no solo al area de interés, en consecuencia
dafian o destruyen células normales. En concreto, los efectos secundarios de la
radioterapia son muy similares a los de la quimioterapia pero dependen de la
cantidad de dosis utilizada e incluyen la pérdida del cabello, ardor o enrojecimiento
de la piel, adelgazamiento del tejido cutaneo e incluso el desprendimiento de la capa

externa de la piel (68).
Uso de agentes quimioterapéuticos en terapia fotodindmica

Si bien no todos los elementos radiofarmacolégicos siguientes han sido usados
como fotosensibilizadores en la terapia fotodinamica, si han sido usados en el
tratamiento de distintos tipos de cancer demostrando resultados de utilidad para el
presente trabajo, pues en sus propiedades se encuentran las necesarias para el
tratamiento de células de cancer con FDT porque participan de manera directa o
indirecta en la produccién de radicales libres o en el dafio concreto al ADN de las
células de cancer, lo que constituye una posibilidad de uso para su implementacion

el método aqui planteado.
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Las lineas de absorcion de estos quimiofarmacos se encuentran principalmente en
el rango UV segun los espectros UV-VIS. Por lo tanto con un laser de XeCl es
posible provocar las transiciones deseada en los quimiofarmacos de interés a 308
nm. Se muestra que los espectros de la fluorescencia inducida por laser (LIF)
dependen en gran medida de la concentracién de fluorésforo que da lugar al
desplazamiento sensible al espectro rojo. Esto sucede cuando aparece una gran
area de superposicion entre los espectros de absorcion y emision en consecuencia.
El desplazamiento al espectro rojo se tiene en cuenta como un pardmetro
caracteristico de un determinado quimiofarmaco. Los coeficientes de extincién de
fluorescencia (a) y auto-quenching (k) se determinan con base al mejor ajuste de la
ecuacion de Lambert-Beer. El rendimiento cuantico de cada quimio-farmaco

también se mide utilizando la linealidad de las tasas de absorcion y emision (74).

Metotrexato

El metotrexato (MTX) es una sustancia citotoxica, andlogo del acido folico e
interfiere directamente con el desarrollo de células de crecimiento rapido inhibiendo
la accion de la dihidrofolato reductasa (DHFR) que juega un papel importante en el
nucledsido de purina y en la sintesis de ADN, por lo que se usa para eliminar las
células tumorales, también amortigua y reduce determinadas reacciones de defensa
del organismo, que podrian resultar dafiinas, como un efecto inmunosupresor,

también presenta efectos antiinflamatorios (75)(76).

Para determinar sus espectros de absorcién (espectrofotometro UV-vis de Perkin
Elmer), excitacién y emision (espectrofluorimetro Aminco Bowman) del MTX se
utilizaron soluciones de agua salina natural e hidroxido de sodio a 104-10° M
pH=8.4 para después exponer dichas soluciones a luz visible y casi ultravioleta
emitida por lamparas de Xe y Hg, asi como radiacion laser pulsada de nitrogeno
(laser N2) que emitiera pulsos de radiacion coherente de 337.1 nm. Los espectros
de absorcion exhibieron bandas espectrales entre 225 nm y 450 nm. Los espectros

de excitacion de 200 nm - 500 nm se midieron con la emisién centrada en 470 nm;
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se observo excitacion de fluorescencia a 340 nm y 370 nm; Se detecto fluorescencia

de emision entre 400 nm y 600 nm, mostrando un maximo a 470 nm (76).

Doxorrubicina
La doxorrubicina (DOX) ha demostrado un gran potencial de tratamiento atitumoral
ampliamente empleado en el tratamiento de cancer, se sabe que cuando interactia
con otros antineoplasicos se potencia su toxicidad, entonces es considerado uno de
los farmacos quimioterapéuticos mas potentes aprobados por la FDA, por su
capacidad de combatir células que se dividen rdpidamente con progresion lenta,
tiene una limitacion solo por el grado de toxicidad en las células no cancerosas (77).

Es una antraciclina de clase | no selectiva, que posee caracteristicas de un
glocésido y se obtiene de streptomyces peucetius, no atraviesa la barrera
hematoencefalica y se une a los tejidos en gran proporciéon, se metaboliza en forma
rapida de 1 hora aproximadamente en el higado para distribuirse a las dianas. La
doxorrubicina actia uniéndose a las enzimas asociadas al ADN de las células,
puede intercalar los pares de bases de la doble hélice del ADN, al unirse a multiples
objetivos moleculares, como las enzimas topoisomerasa | y Il, afecta la conjuncién
de la curcumina con una antiproliferacion, lo que resulta en dafio en el ADN. La via
apoptética se desencadena cuando falla el intento de la célula por reparar las
rupturas en su ADN y el crecimiento celular esta inhibido en las fases G1 y G2.
También se sabe que la doxorrubicina se intercala en el ADN, con la inhibicion de
la polimerasa de ADN y ARN, lo que resulta en el alto de la replicacién del ADN y la
transcripcion del ARN. Este proceso ocurre cuando la doxorrubicina ingresa a la
célula a través de la difusion utilizando su afinidad como anélogo a glucosa para

unirse al proteasoma del citoplasma (77)(78).

La DOX cuenta con buenas caracteristicas de fluorescencia. Los espectros de
dichas caracteristicas se obtuvieron utilizando un laser modelo con resolucion
temporal femtosegundo a 800 nm; fue posible observar una dimerizacion que induce
una reduccion drastica del rendimiento cuantico asociado con un gran corrimiento

espectral al rojo de 25 nm; se obtuvo que con una amplia banda de excitacién
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centrada en 480 nm: la linea de absorcion maxima es de 292 nm, el ancho de banda
de absorcion de 50 nm, la longitud de onda emisiva de fluorescencia tiene un el pico
en 591.48 nm, el ancho de banda emisivo de 150, y cambios espectrales de 12 nm
(74).

La DOX podria fotoactivarse de forma interna mediante CR y, por tanto, potenciar
su citotoxicidad para su uso con PDT. Existe un trabajo reciente en el que se utiliza
18F-FDG para evaluar el efecto de la radiacion de Cerenkov sobre DOX y los
resultados son puestos en comparacion con la irradiacion con un rayo laser de 450
nm, en términos de produccién de ROS. En dicho trabajo la produccién de especies
reactivas de 'Oz y O2, fueron detectadas indirectamente mediante blanqueamiento
con ABMA y DCPIP, respectivamente durante la irradiacion a la DOX y se evaluo el
efecto citotoxico del sistema DOX/18F-FDG CR en la linea celular de cancer de
mama T47D. La irradiacion de DOX produjo 'O2 y O2 en especies reactivas
utilizando tanto 18F-FDG CR y un rayo laser de 450 nm. La mayoria de las especies
reactivas producidas en ambos casos fue de 'Oz; un resultado favorable, dada la
mayor citotoxicidad de esta especie la viabilidad de las células T47D en presencia
de DOX (5 nM), 18F-FDG (37.5 pCi) y DOX (5nM)/18F-FDG (37.5 uCi) fue de (86 +
9)%, (84 £ 8)% y (64 + 5)%, respectivamente; estos resultados sugieren un efecto
citotoxico sinérgico derivado de la actividad citotéxica de DOX y su fotoactivacion
por 18F-FDG CR. Es importante sefalar que el sistema podria optimizarse en
términos de concentracion de DOX y actividad de 18F-FDG para obtener mejores
resultados. Debido al hecho de que la 18F-FDG se usa ampliamente en la obtencion
de imagenes nucleares, el sistema DOX/18F-FDG también posee caracteristicas

teragnosticas (79).

Bleomicina
La bleomicina es un derivado de Streptomyces verticillus y se ha utilizado en dentro
de protocolos de quimioterapia desde hace mas de 40 afos, pertenece a una familia
de antibidticos con estructura glucopéptida, los efectos toxicos de la bleomicina se
relacionan con su capacidad de mediar el dafio en el ADN monocatenario y

bacatenario, para esto se necesitan cofactores especificos: un metal de transicion
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reducido (Fe2 o Cu), O2 y un reductor de electrones, que en conjunto hacen una
activacion de la bleomicina, asi esta quimica es capaz de hidrolizar enlaces
proteicos, oxidar lipidos o escision de moléculas de RNA o DNA, a través de la
produccioén de radicales libres. Los tipos de dafio en células de mamiferos inducido
por bleomicina, sugieren que hay dafos en la base, roturas de las cadenas sencillas
y dobles y sitios apurinicos y apirimidinicos en las moléculas de DNA, siendo estas
lesiones criticas del efecto citotoxico de la bleomicina. La bleomicina puede ser
inactivada metabolicamente en tejidos normales y tumorales por una enzima
llamada bleomicina-hidrolasa (80)(81)(82).

La bleomicina cuenta con buenas caracteristicas de fluorescencia. Los espectros
de dichas caracteristicas se obtuvieron utilizando un laser modelo con resolucion
temporal femto segundo a 800 nm. Fue posible observar una dimerizacién que
induce una reduccion drastica del rendimiento cuéntico asociado con un gran
corrimiento espectral al rojo de 25 nm; se obtuvo que con una linea de excitacion
selectiva de 308 nm: la linea de absorcién maxima es de 304 nm, el ancho de banda
de absorcion de 75 nm, la longitud de onda emisiva de fluorescencia tiene un el pico
en 445.03 nm y ancho de banda emisivo de 250 (74).

Si bien la bleomicina es efectiva en el tratamiento de canceres de cabeza y cuello,
renal, cervical, laringeo, testicular, pulmonar y linfomas de Hodgkin entre otros; su
uso deriva en algunos efectos secundarios que son dependientes de la dosis
administrada, de los cuales la fibrosis pulmonar el mas grave, sin mencionar el
desarrollo de resistencia al mismo, sin embargo, su valor terapéutico puede
mejorarse de convertirse en un profarmaco, bajo la premisa de administrar un
farmaco inactivo que posteriormente puede producir niveles terapéuticos activos

gue no lleguen a la toxicidad (81)(82).

Paclitaxel
Al igual que los farmacos anteriores, el paclitaxel es utilizado para el tratamiento del
cancer. Fue descubierto y aislado en 1968 como compuesto de la corteza de un
arbol llamado “Taxus brevifolia” (83).
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De la misma manera, el paclitaxel cuenta con caracteristicas de fluorescencia. Los
espectros de estas caracteristicas se observaron utilizando un laser modelo con
resolucion temporal femtosegundo a 800 nm; se obtuvo que con una linea de
excitacion selectiva de 308 nm: la linea de absorcién maxima es de 286 nm, el ancho
de banda de absorcion de 40 nm, la longitud de onda emisiva de fluorescencia tiene
un el pico en 551.86 nm, ancho de banda emisivo de 35nm y cambios espectrales
de 7 nm (74).

Es un farmaco que interviene de forma directa con la subunidad beta de la tubulina,
esto hace que las células sufran una disfuncién en su proceso de polimerizacion
(ensamblaje) de los microtubulos, segregacion cromosomica y division celular. La
cancelacion en el proceso de polimerizacion es sumamente particular, porque a
diferencia de otros radiofarmacos, éste no dafia la estructura, el paclitaxel rodea y
estabiliza al microtabulo de tal forma que simplemente bloquea o aisla de la accién
de ensamble. De este modo, los cromosomas no podran alcanzar la configuracion
necesaria para la metafase, asi se bloquea la mitosis y prolonga la activacion de los
puntos de control de la mitosis, induciendo la apoptosis o bien revirtiendo el ciclo

celular a la fase G, donde ya no habria cabida a la division celular (83)(84).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La terapia fotodinamica es una prometedora y poco invasiva modalidad de terapia
para células de cancer basada en el uso de fuentes de luz que excitan moléculas
fotosensibles y como resultado producen especies reactivas de oxigeno (ROS)
mediante reacciones tipo | y tipo Il. En gran medida la efectividad de la terapia
fotodindmica depende de la capacidad de penetracidn de la luz de excitacion y de
la aglomeracion del fotosensibilizador en los puntos diana; estas caracteristicas
suelen las principales limitantes en su aplicacion clinica, por lo que en este trabajo
el uso de distintas fuentes de excitacion, como la absorcién de dos fotones,
favoreceria en mayor medida la excitacion de los fotosensibilizadores y posterior
produccién de ROS en células de cancer, no Unicamente las ubicadas en las capas
superiores de la piel, igualmente las que se encuentran profundamente en el tejido.
También el uso de rodaminas como fotosensibilizadores dadas sus caracteristicas
como moléculas catidnicas en un pH fisiolégico con tendencia a aglomerarse en las
mitocondrias de células de céancer, como la rodamina 6G que especificamente
puede producir ROS por reaccion tipo |, usar otros tipos de rodamina brindan la
oportunidad de evaluarlos como fotosensibilizadores para inducir reacciones de
transferencia tipo | y asi aumentar las posibilidades de la terapia fotodinamica a una
mayor profundidad de tejido con excitacién laser con longitud de onda a 1064 nm.
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JUSTIFICACION

El cancer es la segunda patologia mas letal en los Ultimos afios, pues su amplia
gama de variedades pueden afectar de distinta forma a las personas. Segun la WHO
el cancer ha ocasionado 9.6 millones de muertes mundiales, pudiendo aumentar un
27% para 2030. En México se diagnostican aproximadamente alrededor de 195 mil
casos nuevos cancer malignos por afio y derivan en 80 mil fallecimientos. Dada esta
prevalencia es de suma importancia encontrar opciones terapéuticas mas
eficientes, eficaces y asequibles, pues las terapias convencionales se asocian a
menudo con efectos secundarios sistémicos o limitadas por dosis de acumulada de

radiacion.

En este sentido la terapia fotodinamica es una modalidad terapéutica que usa
fuentes de luz para excitar moléculas fotosensibles y producir especies reactivas de
oxigeno (ROS) a través de reacciones tipo | y tipo Il. La terapia fotodinamica tiene
meéritos propios que la destacan en comparacion con las terapias convencionales,
gue impactarian de forma directa a las personas que se sometan a esta variante de

terapia en el futuro por sus caracteristicas de minima invasion y limitada toxicidad.

La efectividad de la terapia fotodinamica depende en gran medida de la capacidad
de penetracion de la fuente de luz de excitacibn y la acumulacion del
fotosensibilizador en el sitio diana, en ocasiones, estas caracteristicas presentan
limitantes para su aplicacion en la clinica. La bioingenieria médica como un campo
de convergencia de distintas areas puede implicarse en el uso de las fuentes de
excitacion, y uso de efectos foto-fisicos como la absorcion de dos fotones, que ha
favorecido la fotoactivacion de fotosensibilizadores y produccion de ROS en células
de céncer; en la seleccién de las rodaminas que se comportan como moléculas
cationicas en un pH fisiolégico con tendencia a acumularse en las mitocondrias de
células de cancer, en particular la rodamina 6G capaz de producir ROS a través de
reacciones tipo I, y evaluar con otros tipos de rodaminas la posibilidad de utilizarlas
como fotosensibilizadores y evaluar sus reacciones de transferencia para ampliar

aun mas las posibilidades de la terapia fotodinAmica no solo sobre tejidos
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superficiales, también en tejidos profundos con la ayuda de fuentes de excitacion

en orden de longitudes de onda a 1064 nm.

HIPOTESIS
Las rodaminas 6G, 123 y B se fotoactivan cuando se irradian con 1064 nm y podran

tener una aplicacion potencial para terapia fotodinamica de células de cancer.

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Evaluar la fotoactivacion de rodaminas por absorcion de 1064 nm por su potencial

aplicacion en terapia fotodinamica de células de cancer

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estimar la ocurrencia de reacciones de transferencia tipo | en rodamina 6G,
rodamina 123 y rodamina B inducidas por irradiacion con 1064 nm.

e Evaluar la viabilidad celular inducida por irradiacion de las rodaminas 6G, 123
0 B con luz laser de 1064 nm.

e Evaluar la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) inducidas por

la irradiacion de las rodaminas 6G, 123 o B con luz laser de 1064 nm.
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METODOLOGIA

Estudios quimicos

1. Estimacion de la ocurrencia de reacciones de transferencia tipo | en RG6 o

R123 o RB inducidas por irradiacion con 1064 nm

Para estimar la ocurrencia de reacciones de transferencia tipo | en las rodaminas
RG6 o R123 o RB se utilizo el acido folico como indicador de la actividad del
fotosensibilizador. En este procedimiento, se prepard una solucion de rodamina 33
uM (R6G o R123 o0 RB) y acido félico 17 uM, la cual se irradié con un laser de 1064
nm durante 60 min a intervalos de 10 min cada irradiacion. Cada experimento se
repitid 3 veces con la finalidad de obtener promedios y desviacién estandar de los
datos recolectados. Se determin6 el espectro de emision y excitacion con el
espectrofluorimetro Horiba Jobin (Fluoromax-3). Los espectros de emisién se
registraron a una longitud de onda de excitacidon (Aexc) de 350 nm con resolucion de
2 nm, tiempo de integracion de 0.5 sy slit de 2 nm. Los espectros de excitacion de
las rodaminas se registrarén a una longitud de onda de emision (Aemi) de 560 nm,
con barrido de 250 nm a 550 nm. El espectro de excitacién del acido folico se
registré a una longitud de onda de emision (Aemi) de 450 nm con un barrido de 250
nm a 400 nm. Todos los espectros de excitacién se obtuvieron con una resolucién
de 2 nm y tiempo de integracion de 0.5 s. Se utilizé una cubeta de cuarzo, de 4

caras transparentes, 1 cm de paso optico y 3 mL de volumen (85).

Para el conjunto de los espectros de emision rodamina: acido folico, los valores de
fluorescencia correspondientes al maximo de emision de cada rodamina y del acido
folico se normalizaron tomando como 100% la sefial a t = 0 min. Con los valores
promedios correspondientes a la emision del &cido félico (448 nm) se construyd una
grafica de Intensidad de fluorescencia normalizada vs tiempo, cuya pendiente
representa la tasa de ruptura del acido folico debido a reacciones de transferencia
tipo | en presencia de rodamina (R6G o R123 o RB) (85).
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Con fines de comparacion, se evalud la estabilidad de las soluciones de rodamina
(33 uM):acido folico (17 uM) sin irradiar. Los espectros de emision se registraron a
0,2,4,6,8, 10, 20, 30, 40, 50, y 60 min utilizando una Aexc= 350 nm. Se utiliz6 como
control, el espectro de emision de fluorescencia de una solucion de acido folico 17
UM (Aexc 350 nm) irradiada a 1064 nm durante 60 min a intervalos de 10 min cada

irradiacion (85).

Estudios in vitro

1. Cultivo celular

La linea celular de cancer de mama T47D de sigma-Aldrich, se cultivdé a 37 °C en
una atmésfera de 5 % de dioxido de carbono (CO2) y 80 % de humedad, en medio
Roswell Park Memorial Institute (RPMI, Sigma-Adrich Co) suplementado con suero

fetal bovino al 10%, anfotericina B y antibi6ticos (estreptomicina y penicilina) al 1%.

2. Evaluacién de la viabilidad y citotoxicidad celular

Para evaluar el numero de células viables y citotoxicidad celular, después de la
irradiacion de las rodaminas con luz laser de 1064 nm, se utiliz6 el ensayo de
proliferacion celular XTT (cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio). Para este ensayo se
utilizé una placa de 96 pozos (1x10* células por pozo). La placa se incubé por una
hora con el tratamiento. Posteriormente, se colocé el reactivo XTT dejando incubar
por 24 horas. Después del tiempo de incubacion se leyd la placa en un
espectrofotometro Epoch. Los valores de absorbancia fueron normalizados con la
absorbancia de un grupo control. Como grupo control se utilizé células sin
tratamiento, células con sélo el agente quimioterapéutico y células irradiadas 1064
nm (85).

3. Evaluacién de las especies reactivas de oxigeno (ROS) por microscopia de

fluorescencia

Para evaluar la produccion de especies reactivas de oxigeno se colocaron 2x10*

células en una caja de 96 pozos y se dejaron incubar por 24 h para alcanzar una
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confluencia mayor al 85%. Posteriormente, las células se incubaron por 45 min con
la rodamina 6G 0 123 0 B y se irradiaron a 1064 nm por 15 min. Se agrego el reactivo
CellRox a una concentracion de 5uM y se incubd durante 30 minutos a 37 °C.
Posteriormente, se removio el medio y se lavé tres veces con PBS. Se fijaron las
muestras en portaobjetos con formaldehido al 3.7% fijando con esmalte
transparente y se dejaron a temperatura ambiente durante 24 horas. Las muestras
se analizaron en el microscopio de fluorescencia y las imagenes obtenidas se

evaluaron en Image J como complemento descriptivo a los datos brutos (85).

4. Andlisis estadisticos

Se realizé un analisis estadistico de ANOVAS univariados para los estudios de
viabilidad celular (dada la cantidad de datos, en este caso 3, no se puede usar
normalidad, sin embargo, se considerd que la prueba era normal porque se hizo
sobre muestras de miles de células, con tal cantidad, los tres datos de toxicidad se
consideran normales y entran en homogeneidad de varianza para justificar el uso
de ANOVAS). La variable evaluada (dependiente) fue la viabilidad celular a
diferentes tiempos post-irradiaciéon con 1064 nm. La viabilidad del grupo control se
considerd 100% en los 3 tiempos. La irradiacion con 1064 nm se realiz6 durante 5
min y este valor fue constante en todos grupos irradiados. Se realizaron 9 ANOVAS
univariados considerando lo siguiente: tres variables independientes (1 h, 4h y 24
h) y 4 niveles de cada variable independiente (control, 1064 nm, R-X y R-X+1064
nm); siendo R-X: R6G, R123 y RB. También se realiz6 un analisis de medias
mediante la prueba de Tukey.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La formacién de ROS durante la terapia fotodinAmica se lleva a cabo mediante dos
mecanismos principales, conocidos como reacciones de transferencia tipo | y tipo
II. La identificacion y cuantificacion de ROS es parte fundamental para determinar
la ocurrencia de las reacciones tipo | o Il durante la irradiacion de un
fotosensibilizador. Particularmente, el rompimiento del acido félico (FA) se ha
utilizado como indicador de la ocurrencia de reacciones de transferencia tipo |
(86)(87)(88). Para conocer el efecto del laser de 1064 nm sobre la emision del FA,
se irradi6 a diferentes tiempos (de 0 a 10 min). Como se observa en la Figura 11A,
antes y después de la irradiacién, el maximo de emision del FA se centré a 442 nm
con una minima variacion en la intensidad de fluorescencia. A los 2 min de
irradiacion, la intensidad de fluorescencia en 442 nm disminuyd un 3%, mientras
que, de los 4 a 10 min de irradiacién, la intensidad de fluorescencia varié solo en un
2% (Figura 11B). Lo anterior muestra que la luz laser de 1064 nm no genera
rompimiento del FA, por lo que; un incremento en la sefial de emision del FA
después de irradiar soluciones de rodamina + FA con 1064 nm indicaria

rompimiento del FA debido a reacciones de transferencia tipo |.
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Figura 11 A) Espectro de emision del dcido fdlico (Aexc = 350 nm) y B) comportamiento del mdximo de
emision (Amax= 442 nm) del dcido fdlico después de la irradiacion con 1064 nm en diferentes tiempos.
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La Figura 12 muestra los espectros de emision de fluorescencia de la solucion R6G
(33 uM): FA (17 uM) después de la irradiacion con 1064 nm a diferentes tiempos.
Se observo que el maximo de emision de la R6G se mantiene en 562 nm durante el
periodo de irradiacion (Figura 2 A y B). Sin embargo, el maximo de emisién
disminuy6 de 100% (t = 0 min) a 92.01% (t = 10 min). Esta variacién se considera
moderada en las condiciones del estudio (85). Para el FA, la maxima emision se
centré en 434 nm (t = 0 min, 100%) con un aumento significativo al final de la
irradiacion (t = 10 min, 127%). Este comportamiento sugiere la ocurrencia de
reacciones de transferencia entre la R6G y el FA durante la irradiacion con 1064

nm.

La Figura 13 muestra los espectros de emision de fluorescencia de la solucion R123
(33 uM): FA (17 pM) tras la irradiacion con 1064 nm a diferentes tiempos. El maximo
de emision de la R123 se mantuvo en 525 nm durante el periodo de irradiacion,
pero la intensidad disminuyé de 100% (t = 0 min) a 97.5% (t = 10 min). Dicha
variacion se considera moderada en las condiciones del estudio. Para el FA, la
méaxima emision se centrd a 438 nm (t = 0 min) y tras la irradiacion, el maximo de
emisién tuvo un ligero aumento (103%). Lo anterior indica la ocurrencia de
reacciones de transferencia entre R123 y FA a 1064 nm durante la irradiacion con
1064 nm.

La Figura 14 muestra el comportamiento del espectro de fluorescencia de la RB (33
MM): FA (17 pM) tras la irradiacion con 1064 nm a diferentes tiempos. La emision
méaxima de la RB se mantuvo en 588 nm durante el estudio. Tras 10 min de
irradiacion, la intensidad disminuy6 hasta un 56.2%. Esta variacion sugiere que la
RB sufrié una mayor fotodegradacion en comparacién con los compuestos de R6G
y R123. El maximo de emisién de FA se mantuvo a 440 nm durante toda la
irradiacion. La intensidad de la sefial fluorescente de FA aumento un 27% al final
del experimento, lo que sugiere igualmente la produccion de reacciones de

transferencia entre RB 'y FA a 1064 nm.

De acuerdo con las pendientes de las ecuaciones de la tabla 3, todas son diferentes
de cero. La interpretacion indica que las tres rodaminas 6G, 123 y B se excitaron y
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reaccionaron en presencia del FA durante la irradiacion con 1064 nm. Las
pendientes positivas distintas de cero indican fotodegradacion del FA mediante
reacciones de transferencia tipo | y, cuya ocurrencia fue: R6G (m=2.91) > RB (m=
2.73) > R123 (m= 0.412). Recientemente, Jiménez-Mancilla et al. (2020) evaluo la
ocurrencia de reacciones de transferencia tipo |, a través de la degradacion del FA,
al irradiar R6G, R123 y RB con un laser de 432 nm. La tendencia de las reacciones
tipo 1 fueron: R123 (m=1.622) > R6G (m=0.949) > RB (m=0.740). Al comparar las
pendientes correspondientes a la irradiacion con 1064 nm y 532 nm, se puede
observar que ocurre una mayor fotodegradacién del FA (de hasta 3 veces mas) al
irradiar R6G o RB con 1064 nm. Estos resultados sugieren que la fotoactivacion de
R6G y RB con 1064 nm tiene mayor probabilidad de ocurrencia en comparacion con
532 nm. Esto ultimo tiene relacion con la literatura, ya que se reporta que la
absorcién de 2 fotones ocurre cuadraticamente, mientras que la absorcion de 1 fotén
es lineal (Fischer et al., 1995).

Diferentes autores han sugerido que la irradiacion del FA con luz UV o con 432 nm
produce fotodegraciéon del FA en grupos pteridina, los cuales tienen mayor
intensidad de fluorescencia que el FA (85)(89). En congruencia con dichos autores,
la fotodegradacion del FA durante la irradiacion con 1064 nm de las tres rodaminas
igualmente sugiere la formacién de grupos pteridina. Las tres variantes de rodamina
pasaron por un fotoblanqueo, el cual se describe con las pendientes negativas de
las ecuaciones de la Tabla 3, y cuya ocurrencia es: RB (-4.26) > R6G (-0.76) > R123
(-0.21).
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Figura 12 A) Espectros de emisién de R6G: FA después de la irradiacion con 1064 nm en diferentes tiempos.

B) Comportamiento de R6G en su mdxima intensidad. C) Comportamiento de FA en su mdxima intensidad. D)

Comportamiento matemadtico de R6G y FA en sus mdximos de fluorescencia tras irradiacion con 1064 nm en
diferentes tiempos.
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en diferentes tiempos.
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Comportamiento matemadtico de RB y FA en sus maximos de fluorescencia tras irradiacion con 1064 nm en
diferentes tiempos.

Tabla 3 Comportamiento matemdtico de las pendientes de la emisidn de fluorescencia y / o absorcidn de UV
/ Vis mdximos de R, FA y DCPIP durante la irradiacion a 532 nm en diferentes momentos.

Método

Sistema

FA

R 6G

R 123

RB

Fluorescencia | R123: FA

R6G: FA

y=99.05 +
2.91x
R?=0.996

R?=0.976

y=99.44 - 0.76X

y=99.55 +
0.34x
R?=0.726

y=99.71 -
0.21x R?>=0.877

RB : FA

y=98.99 +
2.73x
R?=0.989

y=96.38 -
4.26x
R2=0.960
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La Figura 15 muestra la viabilidad de las células de cancer T47D tratadas con
rodamina 6G, 123 y B e irradiadas con 1064 nm a 1, 4 y 24 h. Se puede observar
que, tras aplicar sélo la irradiacion con 1064 nm, la viabilidad se mantuvo entre
100% y 115%. También se observa que, la concentracién de 200 nM de R6G, R123,
RB tuvo un impacto moderado sobre la viabilidad en los primeros tiempos evaluados
mientras que, a las 24 h solo la R6G mantuvo el efecto moderado. La exposicion
de las células a la combinacion de R6G e irradiacion con 1064 nm mostro la
existencia de un mayor efecto citotéxico, ya que produjo una disminucion sobre la
viabilidad del 6%, 19% y 43% a la 1, 4 y 24 h respectivamente. Mientras que, la
irradiacion con 1064 nm de R123 y RB no mostraron un efecto significativo sobre la
viabilidad.
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Figura 15. Viabilidad de células T47D tratadas con R6G (A) o R123 (B) o RB (C) e irradiacién con 1064 nm a
diferentes tiempos.
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Para el andlisis estadistico (Figura 15) se consideré como variable dependiente a la
viabilidad celular a diferentes tiempos posterior a la irradiacion con 1064 nm. La
viabilidad de las células control se consideré 100% en los 3 tiempos. La irradiacion
con 1064 nm se realizé durante 5 min y este valor fue constante en todos grupos
irradiados. Se realizaron 9 ANOVAS univariados considerando lo siguiente: tres
variables independientes (1h, 4h y 24h) y 4 niveles de cada variable independiente
(control, 1064 nm, R-X y R-X+1064 nm); siendo R-X: R6G, R123 y RB.

De los 9 ANOVAs univariados realizados (3 por cada grafica), solamente el que
corresponde a la variable independiente 24 h y niveles control, 1064 nm, R6G y
R6G+1064 nm resultd tener diferencias estadisticamente significativas (p<0.05). El
andlisis de medias mediante la prueba de Tukey indic6 que la Unica media
estadisticamente diferente (menor) (p<0.05) es la viabilidad celular 24 h post-
irradiacion. Por lo tanto, solamente existe efecto citotoxico al combinar R6G con
1064 nm. Este efecto citotdxico es fotodinamico, ya que la muerte celular ocurrié en
presencia de ambos y no con cada uno de ellos por separado. Los tiempos de 1hy
4h para esta rodamina no mostraron diferencias estadisticamente significativas
(p>0.05), lo que indica que el efecto fotodinamico requiere de un tiempo para

evidenciarse.

Los 8 ANOVAs restantes no mostraron diferencias estadisticamente significativas
(p>0.05) indicando que, ni la irradiacion de las células con 1064 nm ni la exposicion
de las células a las 3 diferentes rodaminas (sin irradiacion) resultaron téxicas.
Tampoco hubo efecto fotodinamico al combinar las rodaminas 123 o B con 1064
nm. La muerte celular de la combinacion R6G+1064nm se debe a la absorcion
multifotonica de la R6G, la cual es mas probable con esta rodamina que con la R123
o RB.

La Figura 16 muestra la produccion de ROS usando el reactivo CellROX Green, que
funciona como una sonda de fluorescencia cuando esta reducido y se torna verde
brillante tras la oxidacion por ROS (90). El CellROX Green se une al ADN y por
tanto, su sefal se localiza en el nucleo y mitocondria. Cualitativamente, en las

células T47D tratadas con R6G e irradiadas con1064 nm se muestra una alta senal
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de fluorescencia en el nucleo celular en comparacion con la intensidad producida
con R6G o 1064 nm. Dicha intensidad se relaciona con la produccion de ROS,
siendo cualitativamente mayor en el grupo de R6G+1064 nm. Estos resultados se
relacionan con la disminucién de viabilidad de células de cancer al irradiar R6G con
1064 nm.

Control

*

1064 nm R6G + 1064 nm
€

e

Figura 16. Deteccion de especies reactivas de ROS en células T47D tratadas con R6G e irradiacion con 1064
nm, la mayor fluorescencia es visible en los nucleos celulares correspondientes al grupo R6G + 1064 nm.
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo se muestra que, a través de irradiacion con luz laser de 1064
nm, los tres compuestos de rodamina estudiados (R6G, R123 y RB) presentan
reacciones de transferencia de tipo | con el acido folico en el siguiente orden: R6G>
RB> R123. A nivel in vitro, la irradiacion de las tres R produce un efecto negativo
sobre la viabilidad celular, siendo R6G + 1064 nm la que mayor muerte celular
induce. La produccion de ROS en las células T47D fue mayor el nacleo celular
cuando se trataron con R6G+1064 nm en comparacion con R6G o 1064 nm. Este
trabajo muestra que la fotoactivacion de la R6G con 1064 nm representa una

alternativa para ser utilizado en PDT de dos fotones.

IMPLICACIONES ETICAS

En el presente trabajo no se trabajé directamente con seres humanos o animales,
por lo que no hay mayor problema relacionado a las implicaciones éticas, pues nos
apegamos a las especificaciones de la Norma Oficial Mexicana de bioseguridad
NOM-087-ECOL-SSA1-2002 que sefiala la clasificacién de los residuos peligrosos
biolégico-infecciosos asi como las especificaciones para su manejo. Esta norma es
de observancia obligatoria para los establecimientos que generen residuos
peligrosos biolégico-infecciosos y los prestadores de servicios a terceros que

tengan relacion directa con los mismos.
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