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RESUMEN

La terapia fotodinamica (TFD) representa una alternativa terapéutica prometedora
para el tratamiento de diversas enfermedades, incluyendo varios tipos de cancer.
Este método consiste en la aplicacién de un pigmento fotosensibilizador (FS)
selectivo a las células cancerosas, el cual, al ser activado por la luz genera especies
reactivas de oxigeno (EROs). Estas EROs desencadenan procesos de muerte
celular, lo que permite la destruccion especifica de las células malignas sin dafar

significativamente el tejido sano circundante.

Este tratamiento ha demostrado ser eficaz en el manejo de diferentes neoplasias
malignas. Sin embargo, el melanoma, un tipo de cancer de piel que, aunque
representa solo el 3% de todos los canceres cutaneos, es responsable del 80% de
las muertes relacionadas con el cancer de piel. La eficacia de la TFD en el
tratamiento del melanoma ha sido limitada debido a la presencia de melanina, que
absorbe la luz y reduce la efectividad del FS. Esto ha presentado significativos
desafios para su aplicacion exitosa, incluyendo la busqueda de fotosensibilizadores
(FSs) capaces de generar suficiente dafio celular a pesar de la interferencia de la

melanina.

Para superar estas limitaciones, se propone utilizar las propiedades
fotosensibilizantes de la feomelanina (FEO), un pigmento extraido del cabello
pelirrojo, como FS en la TFD dirigida contra las células de melanoma. Por lo tanto,
el objetivo de este trabajo fue: Objetivo: Investigar la eficacia de la FEO extraida del

cabello pelirrojo como FS en la TFD contra células de melanoma.

De acuerdo con los resultados obtenidos, concluimos que si es posible utilizar la
FEO como un FS efectivo. Su fotoactivacién redujo la viabilidad de los cultivos
celulares en un 35%. Estos hallazgos sugieren que la FEO podria ser una opcion
viable para mejorar la eficacia de la TFD en el tratamiento del melanoma.



ABSTRAC

The photodynamic therapy (PDT) represents a promising therapeutic alternative for
the treatment of various diseases, including several types of cancer. This method
involves the application of a selective photosensitizer pigment to cancer cells, which,
when activated by light, generates reactive oxygen species (ROS). These ROS
trigger cellular death processes, allowing specific destruction of malignant cells

without significantly harming the surrounding healthy tissue.

While PDT has proven effective in managing different malignant neoplasms, its
efficacy in treating melanoma a type of skin cancer that accounts for only 3% of all
skin cancers but is responsible for 80% of skin cancer-related deaths has been
limited. This limitation arises from the presence of melanin, which absorbs light and
reduces the effectiveness of the photosensitizer. Overcoming this challenge has
been crucial for successful application, necessitating the search for photosensitizers

capable of inducing sufficient cellular damage despite melanin interference.

To address these limitations, researchers propose utilizing the photosensitizing
properties of pheomelanin (PHEQO), a pigment extracted from red hair, as a
photosensitizer in PDT targeted against melanoma cells. Therefore, the objective of
this study was to investigate the efficacy of PHEO extracted from red hair as a

photosensitizer in PDT against melanoma cells.

Based on the obtained results, we conclude that it is indeed possible to use PHEO
as an effective photosensitizer. Its photoactivation reduced the viability of cell
cultures by 35%. These findings suggest that pheomelanin could be a viable option

for enhancing the effectiveness of PDT in melanoma treatment.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

El cancer es un conjunto de enfermedades provocadas por los cambios en el
funcionamiento normal de las células, especialmente los relacionados con el
crecimiento y la division celular, causados por dafos al acido desoxirribonucleico
(ADN), estas alteraciones pueden ser tanto genéticas como epigenéticos’, que
conducen a la transformacién de células sanas a células cancerosas, lo que provoca
el aumento descontrolado del numero de células y la formacion de tumores en los
tejidos u 6rganos donde se originan. A medida que las células cancerosas se
multiplican, pueden invadir tejidos circundantes y diseminarse a otras partes del
cuerpo a través del sistema linfatico o el torrente sanguineo, en un proceso llamado

metastasis?.

El melanoma es un tipo de cancer que se origina en los melanocitos, células de la
piel especializadas en la produccion de melanina, estas células presentan una alta
capacidad de metastasis. Los factores de riesgo para el melanoma incluyen la
exposicidon excesiva a la radiacion ultravioleta (UV) del sol, uso frecuente de camas
de bronceado, antecedentes familiares de melanoma, tener multiples lunares o
nevos atipicos, y un historial personal de quemaduras solares graves. El diagndstico
temprano del melanoma es esencial para una terapia favorable, el cual
generalmente se basa en la inspeccién de cualquier lunar o lesion cutanea
sospechosa. En el diagnostico los aspectos que se evaluan incluyen el tamano, la
forma, el color y los bordes de las lesiones, que se pueden complementar con una
biopsia y un analisis patolégico que en conjunto ayudan a determinar la etapa de la
enfermedad®*. Segun la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer
(IARC), los canceres de piel son los mas comunes diagnosticados en todo el mundo;
en 2020, se estima que se diagnosticaron 325 000 nuevos casos de melanoma en
todo el mundo y 57 000 personas murieron a causa de la enfermedad®. El
tratamiento del melanoma suele incluir la extirpacion quirurgica del tumor, y la
eleccion de otros tratamientos, como la inmunoterapia, la terapia dirigida o la
quimioterapia, el tratamiento depende de la etapa del cancer y de otros factores
individuales del paciente®.
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La terapia fotodinamica (TFD) es una alternativa terapéutica que se basa en tres
elementos principales: un FS, luz y oxigeno intracelular, su mecanismo se basa en
la activacion de un FS en una longitud de onda especifica formando EROs u oxigeno
molecular excitado que a su vez induce la muerte celular, se considera
minimamente invasivo ya que produce menos efectos secundarios en comparacion
con los tratamientos convencionales. La TFD ha sido aprobada en muchos paises
para el tratamiento del pulmoén, cancer de esofago, vejiga, piel, cabeza y cuello”°.
Sin embargo, a pesar de que ha sido probada para el tratamiento clinico del
melanoma, sus resultados no han sido favorables'®'" debido principalmente a la
interferencia dptica'?, mecanismos de defensa antioxidante de la melanina’™ vy a los
transportadores ABC (del inglés ATP-binding cassette) que actuan como bombas
de flujo que hacen que las células sean capaces de eliminar sustancias toxicas'* lo

que provoca una reduccion en la eficacia de la TFD en células de melanoma.

1.1 Antecedentes

El uso de las propiedades curativas de la luz en terapias de salud tiene una larga
historia que se remonta a la antigledad. Diversas civilizaciones aprovecharon la luz
solar para tratar enfermedades de la piel, atribuyéndole efectos terapéuticos. Hace
mas de 3 000 afos, los antiguos egipcios combinaban sustancias extraidas de
plantas con la luz solar para tratar lesiones superficiales. En Egipto, India y China,
la luz solar se empleaba en el tratamiento de enfermedades cutaneas, como se
describe en textos antiguos como el Papiro de Ebers'® y el Atharva Veda'§, el libro

sagrado de la India.

En los primeros anos del siglo XIX, la comunidad cientifica reconocia que la luz UV
y la luz azul eran ideales para inducir reacciones quimicas. En 1900, Oscar Raab
realizd la primera observacion cientifica de la actividad fotodinamica al notar que
tintes fluorescentes, como el naranja de acridina, podian matar microorganismos,
observo que la combinacién de luz y acridina tenia un efecto letal en una especie
de paramecio'’. Raab postuld que este efecto se debia a la transferencia de energia

de la luz a la sustancia quimica, similar al proceso de fotosintesis en las plantas.
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Poco después, Von Tappeiner, junto con Jodlbauer (1904) descubrieron que el
oxigeno era esencial para desarrollar reacciones mediadas por la luz, introduciendo
asi el término "efecto fotodinamico." Simultaneamente, investigaron la aplicacion de
eosina y luz para tratar tumores cutaneos en ratones. A pesar de los resultados
prometedores, la TFD fue abandonada por un tiempo debido a la toxicidad de los
FS utilizados en ese momento, como la acridina, que mostraba un alto potencial

oncogénico'81°,

La biofoténica es un area de investigacion interdisciplinaria que se ha centrado en
el estudio de la interaccion entre la luz y los sistemas biologicos. Este término que
gano popularidad en la década de 1980 tiene como objetivo utilizar la luz para
investigar, diagnosticar y tratar una amplia gama de enfermedades y trastornos
meédicos, asi como para el estudio de procesos biologicos a traveés del uso de la luz,
como por ejemplo el desarrollo de técnicas para la obtencidn de bioimagenes?°. La
TFD como una técnica biofotonica ha sido beneficiada del desarrollo de nuevas
herramientas tecnoldgicas, especialmente con la llegada de fuentes laser y luz
coherente, lo que ha permitido utilizar la luz de manera eficiente, ya que los
procesos que se desencadenan en la TFD dependen de la eficiencia de los sistemas
de entrega de luz. Por otra parte, la efectividad de la TFD depende en gran medida
de las propiedades del FS utilizado. En los ultimos afios se han descubierto e
identificando compuestos naturales con propiedades fotosensibilizantes que
presentan una toxicidad reducida para los tejidos sanos y una menor incidencia de
efectos secundarios, esto ha despertado interés por el estudio de los FS de origen

natural?’.

Un ejemplo de un FS de origen natural es la curcumina que es un compuesto
antioxidante obtenido de Ila curcuma, conocido por sus propiedades
anticancerigenas. Este compuesto aplicado a la TFD a células de melanoma inhibe

la proliferacién celular e induce la expresion de caspasa-342.

También se ha demostrado que la TFD implementada con hipericina como FS, un
extracto de la hierba de San Juan fue eficaz para inhibir el crecimiento de las células
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A375 al generar una pérdida de la integridad de la membrana celular y la

externalizacion de fosfatidilserina23.

Otro ejemplo de FS de origen vegetal es la riboflavina, las propiedades de la
riboflavina como PS se han utilizado con éxito en el tratamiento de muchos canceres

como el melanoma?+25,

Existen otras moléculas cromoforas, enddgenas, con un alto potencial para ser
usadas como FS, por ejemplo, la FEO, un tipo de melanina que se origina a partir
de la tirosina y en presencia de cisteina, caracterizado por ser responsable de los
colores rojizos en el reino animal, presentan una alta capacidad para actuar como
un potente FS que conduce a una intensa produccion de ROS mediante irradiacion

con luz UV-visible26:27,

Contrario a algunos estudios que han demostrado los efectos fotoprotectores de la
melanina, también se han reportado efectos fotosensibilizantes propios de este
pigmento cuando se expone a la luz?®, son pocos los trabajos en los que se ha
probado la FEO como un FS, recientemente se utilizé la FEO para la inactivaciéon
de bacterias?® pero no se ha puesto a prueba su capacidad como FS en la TFD
aplicada a cultivos celulares humanos. Por lo tanto, en este trabajo se presenta por

primera vez el uso de la FEO como FS en la TFD contra células de melanoma.
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1.2 Planteamiento del problema

La TFD se ha probado como una alternativa terapéutica en el tratamiento del
melanoma con algunos resultados prometedores, pero generalmente se considera
que el melanoma es resistente a la TFD debido a la presencia de melanina, este

pigmento confiere resistencia tanto a tratamientos convencionales como a la TFD*

A pesar de los avances en la TFD contra células de melanoma, se han encontrado
dificultades debido a las propiedades antioxidantes de la eumelanina (EU) (un tipo
de melanina), el secuestro de los FSs dentro de los melanosomas, defectos en las
vias apoptéticas y el flujo de FSs a través de transportadores de membrana
dependientes de ATP.

Ademas, la melanina es un pigmento biolégico sintetizado en el melanocito, que
exhibe una fuerte absorcion de luz en la region UV-VIS, por lo que puede presentar
dificultades al momento de la fotoactivacion de un FS exdégeno, por la competencia
por la absorcién de la luz entre la melanina y el FS, afectando el mecanismo de

accion de la TFD. Ademas, tiene la capacidad de unirse a iones metalicos.

En consecuencia, es necesario el desarrollo de nuevas estrategias para optimizar
la TFD para células de melanoma. Una alternativa viable consiste en la exploracién
de nuevos FSs con propiedades capaces de superar las limitaciones encontradas
en los FSs utilizados convencionalmente. Y considerando que la FEO (un tipo de
melanina) puede actuar como FS enddgeno, dando lugar a la formacion de EROs
como el anion superdéxido y el perdxido de hidrégeno, se puede plantear su uso en

los procesos de inactivacion celular por TFD.

1.3 Justificacion

El melanoma es uno de los tipos mas agresivos de cancer de piel, su incidencia esta
en aumento en muchas partes del mundo. A pesar de que su incidencia mundial es
relativamente baja, representando aproximadamente el 3% de todos los casos de

cancer de piel®!, el melanoma, es responsable del 80% de las muertes relacionadas
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con esta enfermedad, lo que plantea un problema de salud publica®?. En México la
tasa de mortalidad general por melanoma ha aumentado un 78% en los ultimos 19
anos. Los datos disponibles del afio 2016 muestran una tasa media nacional del
0.57% (hombres: 0.65% y mujeres: 0.49%); la entidad federativa con la tasa mas
alta es la Ciudad de México, el grupo de edad mas afectado es el de 60 afios 0 mas,

con una tasa del 3.7%33 .

El tratamiento del melanoma en las etapas avanzadas de la enfermedad disminuye
drasticamente la esperanza de vida del paciente ya que posee una alta capacidad
de hacer metastasis, incluso en las etapas iniciales de la enfermedad. Esto hace
que el diagndstico y la terapia temprana sea crucial para controlar la enfermedad.
En ese sentido, el diagndstico oportuno y las terapias efectivas no soélo prolongan la
vida de los pacientes, sino que también pueden mejorar significativamente su
calidad al reducir el dolor y la morbilidad. El tratamiento del melanoma no sélo
beneficia a los pacientes individualmente, sino que también tiene un impacto
economico y social positivo al reducir los costos de atencion médica a largo plazo y
permitir que los pacientes se integren a la sociedad. Por lo tanto, la busqueda de
terapias innovadoras y efectivas para tratar este tipo de cancer se ha convertido en

una prioridad para la comunidad cientifica y médica.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Investigar la eficacia de la FEO extraida de cabello pelirrojo como FS en la TFD
contra células de melanoma.

1.4.2 Objetivos especificos

1. Extraer y caracterizar FEO a partir de cabello pelirrojo.

2. Determinar la dosimetria de luz y los tiempos de incubacién éptimos para la FEO

extraida, en el proceso de TFD.
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3. Evaluar el efecto de los extractos de FEO como FS y comparar con el efecto de
la TFD utilizando como modelo de referencia FS al azul de metileno (AM) y EU.
1.5 Hipotesis

La fotoactivacion de la FEO inducira la muerte celular, generando una disminucion

significativa de la viabilidad en una linea celular de melanoma humano.

La fotoactivacion de la FEO no inducira la muerte celular, y no se producira una

disminucion significativa de la viabilidad en una linea celular de melanoma humano.
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CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1 Piel

La piel, es el 6rgano mas grande de nuestro cuerpo, recubre la superficie corporal
y es una defensa del organismo. En la mayor parte de las ocasiones la primera
barrera frente a agresiones externas, inorganicas y organicas. Entre las inorganicas
se destaca la exposicion a las radiaciones solares, las cuales pueden conducir a
fotodano y cancer de piel. Desde el punto de vista histologico, la piel esta constituida

por tres capas: la epidermis, la dermis y la hipodermis (Figura 1).
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Figura 1. Anatomia de la piel. En la imagen se observa la epidermis y la dermis. Los melanocitos
estan presentes en la capa de las células basales, en la parte mas profunda de la epidermis3*

Epidermis: Es la capa mas externa y estd formada por células epiteliales
queratinizadas organizadas en diferentes estratos, es una barrera protectora contra

patdgenos y lesiones.

Dermis: Situada debajo de la epidermis, la dermis estd compuesta por tejido
conectivo denso. Aqui se encuentran vasos sanguineos, foliculos pilosos, glandulas

sudoriparas y receptores sensoriales.
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Hipodermis: Se encuentra por debajo de la dermis, tejido adiposo principalmente.

No se considera parte de la piel, sino que fija ésta a los 6rganos subyacentes.

La epidermis esta formada por estratos celulares (Figura 2).
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Figura 2. Estratos de la epidermis3

El estrato basal es el mas profundo con un espesor de una célula, aqui se
encuentran las células troncales de los queratinocitos, estas células se encuentran
en constante division. Los melanocitos se localizan en el estrato basal y su principal

funcion es la produccion de melanina.

El estrato espinoso esta constituido por queratinocitos que expresan queratinas
como proteinas caracteristicas de su citoplasma. En las capas mas superficiales del
estrato espinoso los queratinocitos cambian su expresion génica y empiezan a
producir granulos de queratohialina formando el estrato granuloso, las células
granulosas sufren la degradacion de su nucleo y organulos, mientras su citoplasma
practicamente se llena de queratina, este estrato esta formado por queratinocitos

aplanados con numerosos granulos de queratohialina. Los queratinocitos
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representan el 80% de las células en la epidermis y producen queratina, que es la

principal proteina estructural de la epidermis.

El estrato corneo es la capa mas externa de la epidermis y comprende, en promedio,
unas 20 subcapas de células muertas, aplanadas, en funcion de la parte del cuerpo
que recubre la piel. Estas células muertas se desprenden regularmente en un

proceso conocido por descamacion.

2.2 Melanina

El término "melanina" fue acufado por primera vez por Berzelius en 1840 para
referirse a los pigmentos obscuros presentes en animales. Nicolaus (1969) sugirié
una clasificacibon de las melaninas en tres grupos principales EU,
FEO y alomelanina, los dos primeros grupos comprenden pigmentos animales y el
segundo abarca la amplia variedad de pigmentos oscuros no nitrogenados de origen

vegetal, fungico y bacteriano?.

Prota propuso un uso mas restrictivo del término "melanina" para incluir solo
aquellos pigmentos que se forman intracelularmente por la oxidacién de la tirosina
y los metabolitos relacionados (Prota, 1995), tomando asi tanto el origen
biogenético de la tirosina como la actividad metabdlica de los melanocitos %’. Los
melanocitos derivan de la cresta neural. Durante el desarrollo embrionario los
melanoblastos migran a diversos sitios incluyendo la piel, donde proliferan y se
diferencian en células productoras de melanina. La melanina se encuentra de forma
ubicua en todo el reino animal y suele servir de proteccidon contra los factores del
estrés ambiental. El pigmento producido por los melanocitos se transfiere a los
queratinocitos a través de organulos celulares llamados melanosomas a través de
dendritas melanociticas®. Un sélo melanocito puede transferir melanina hasta a
cuarenta queratinocitos, lo que forma la llamada unidad melanoepidérmica (UME).

El contacto con los queratinocitos regula la sintesis y transferencia de melanina3®.

La EU, que prevalece en individuos con cabello negro y castafio y la FEO

responsables del cabello rojo y las pecas, tienen una organizacién comun de
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unidades repetitivas unidas por enlaces de carbonoC. Sin embargo, los pigmentos
difieren entre si en términos de propiedades quimicas, estructurales y fisicas

(Figura 3).

OH

FEO

Figura 3. Estructuras quimicas de los dos tipos de melanina presentes en los animales, EU y FEO*!

2.3 Precursores de la FEO y EU

La FEO se compone principalmente de benzotiazina (BTZ), que contiene azufre, y
derivados del benzotiazol (BTZCA). La fuente principal de azufre para su sintesis
es la L-cisteina, siendo esencial para la produccion de FEO 40, En contraste, la EU
es un polimero altamente heterogéneo que incluye unidades de acido 5,6-
dihidroxiindol (DHI) y/o acido 5,6-dihidroxiindol-2-carboxilico (DHICA) (Figura 4).

HO
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HO N NH,
HO DHICA |
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Figura 4. Precursores de EU (DHI y DHICA)*? y Precursores de FEO (benzotiazina)*?
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2.4 Sintesis de melanina

Mas de 120 genes participan en la regulacion de la pigmentacion cutanea,
destacando el gen MC1R como un actor clave. Este gen codifica el receptor de
melanocortina-1 (MC1Rr), un receptor acoplado a proteinas G compuesto por 317

aminoacidos, expresandose principalmente en la superficie de los melanocitos.

La regulacion positiva del gen MC1R ocurre a través de la hormona estimulante de
a-melanocitos (a-MSH), mientras que factores antagonistas como la proteina sefial
Agouti (ASIP) y la beta-defensina 3, ejercen una regulacién negativa, compitiendo

con a-MSH?%4,

La melanina se sintetiza en el melanocito, un organulo intracelular especializado,
derivado del reticulo endoplasmatico, el melanosoma (Figura 5),. Durante la
biogénesis de este organulo, la enzima tirosinasa se incorpora al melanosoma. La
tirosinasa cataliza la conversion del aminoacido tirosina (Tyr) a dihidroxifenilalanina
quinona (DQ). Ademas, se incorporan las proteinas 1 y 2 relacionadas con la
tirosinasa (TRP-1 y TRP-2). Estas proteinas desempefan funciones clave en la
melanogénesis, actuando TRP-1 como oxidasa del DHICA y TRP-2 como

tautomerasa de la dihidroxifenilalanina cromo (DOPAcromo).

4}{?2» Radiacion UV

NN

Tirosina

Proteina P

Figura 5. Melanogénesis*® y etapas de maduracién de melanocitos3®
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Las vias biosintéticas para la sintesis de FEO y EU inician con el mismo precursor,
la tirosina (Figura 6). Primero se convierte en un intermediario extremadamente
reactivo DQ por la accién de la enzima tirosinasa. Todas las tirosinasas utilizan
cobre como cofactor, pero la especificidad del sustrato puede variar entre las
especies*®4’. Las tirosinasas son enzimas bifuncionales que catalizan la
hidroxilacion de monofenoles y la posterior oxidacidén de los difenoles a quinonas.
Dentro de los melanosomas, el DQ se cicla para formar leucodocromo y luego se
convierte espontaneamente en un intermediario de color naranja conocido como
DOPAcromo, el DOPAcromo pierde su acido carboxilico, formando DHI, cuya
polimerizacion forma EU 4. El dopacromo también puede ser reorganizado por
TRP1 y TRP2, también llamada dopacromo tautomerasa (DCT), para formar un
intermediario carboxilado DHICA. La tirosinasa junto con las dos proteinas
relacionadas con la tirosinasa forma un complejo multienzimatico dentro de los
melanocitos facilitando sus interacciones fisioldgicas y la disrupcién de una de las

enzimas, debido a mutaciones, afecta severamente la pigmentacion.
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Tirosina —: Dopa —\: Dopaquininona Giu!ca:non
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Figura 6. Sintesis de Eu y FEO*®
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En la sintesis de FEO, los grupos sulfhidrilo desempefian un papel fundamental.
Una vez que la DQ se forma de la misma manera que en la sintesis de EU reacciona
inmediatamente con los grupos sulfhidrilo para formar cisteinil-DOPA y luego
quinona, que luego se convierte en BTZ y BTZCA. Estos productos se polimerizan

para producir FEO.

La melanogénesis genera combinaciones variables de EU y FEO, dando lugar a
granulos que coexisten en distintas proporciones dentro de una misma célula®’. A
lo largo de todos los tipos de piel, la densidad de melanocitos es uniforme y
constante; sin embargo, es la distribucion y cantidad especifica de melanina lo que

determina el matiz y la tonalidad del color de la piel.

La union de la hormona estimulante de melanocitos (MSH) a su receptor MC1R
activa la proteina G (Ga+GB+Gy) produciéndose un aumento en los niveles del
segundo mensajero adenosin monofosfato ciclico (AMPc) por accion del adenilato
ciclasa (AC). El AMPc activa a la proteina quinasa A (PKA). Una vez activa la PKA
es capaz de fosforilar a proteinas que actuan como factores de transcripcion como
la proteina CREB (factor de union a elementos de respuesta de AMPc) que unida a
secuencias de ADN llamados elementos de respuesta a AMPc (CRE), activan la
expresion de genes especificos sensibles a AMPc. El factor de transcripcion
asociado con microftalmia (MITF) reconoce las secuencias localizadas en las

regiones promotoras del gen de la tirosinasa.

Este AMPc desencadena la cascada de sefalizacion que estimula la transcripcion
de enzimas fundamentales para la sintesis de EU. La proteina ASIP obstaculiza la
generacion de EU al competir directamente con la uniéon de MSH a MC1R,
bloqueando asi la expresion consecutiva del factor de transcripcion MITF. La funcion
critica de MITF radica en activar el promotor de tres enzimas (Tyr, TRP1 y TRP2),
cuya ausencia favorece la sintesis de FEO. MITF esta especificamente vinculado a

la activacion de TRP1 y Tyr, excluyendo su participacion en TRP2%,

Los queratinocitos y melanocitos forman un estrecho nicho, con hasta 40
queratinocitos asociados a un solo melanocito. Después de la exposicion a la
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radiacion UV, los queratinocitos liberan diversas citoquinas y quimiocinas que
impactan en la produccion de EU. En respuesta a los rayos UV, los queratinocitos
secretan MSH y hormona adrenocorticotropica, dando sefiales a los melanocitos

para intensificar la melanogénesis.

2.5 Funciones de la melanina

La melanina se caracteriza por sus propiedades fisicas y quimicas. Presenta un
comportamiento antioxidante y de eliminacion de radicales libres. La absorcion del
espectro visible y la radiaciéon UV y la fuerte relajacion no radiativa de los estados
electronicos fotoexcitados, estan definidas por la estructura molecular,
supramolecular y el nivel de agregaciéon de la melanina. Sin embargo, aun hay

muchas incognitas en las relaciones estructura-propiedad-funcion de la melanina®3.

Una de las funciones comunmente atribuidas a la melanina es la filtracidon de la
radiacion UV y proteccion de las células cutaneas. También se sabe que la melanina
actiia como un FS que genera EROs tras la irradiacion UV®3. Los anillos aromaticos
derivados de la tirosina del croméforo de melanina se excitan al estado singulete,
se descomponen en el triplete y transfieren un electrén al oxigeno para producir
superoxido (0O27)%*; las melaninas posteriormente eliminan estas especies quimicas
activas, pero después de la exposicion continua y prolongada al sol su capacidad

de eliminacion puede verse reducida.

2.7 Células y cancer

El cancer es un término que describe una gran variedad enfermedades producidas
por cambios en los mecanismos reguladores internos de la célula que dan lugar al
crecimiento y proliferacion descontrolada. Una célula es la unidad estructural y
funcional basica de los organismos vivos, capaz de realizar todas las funciones
necesarias para la vida. Un conjunto de células que se organizan para realizar
funciones especificas formara tejidos y la coleccion de tejidos formaran una unidad
especializada lo que llamamos érgano. Las células de cada uno de los 6rganos del

cuerpo llevan a cabo las funciones como el transporte de oxigeno, la digestion de
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nutrientes, la excrecién de materiales de desecho, la locomocion y la reproduccion.
Cuando las células se desgastan o sufren algun dafio son reemplazadas por células
nuevas, resultado de la mitosis, un proceso altamente regulado por el ADN,
una molécula organizada en 46 cromosomas que contienen mas de 100.000

genes®5:56,

El ciclo celular consta de varias fases, que se pueden dividir en dos principales

etapas: la interfase y la mitosis.

Una vez completadas todas estas fases, se obtienen dos células hijas
genéticamente idénticas a la célula madre, y el ciclo celular puede comenzar
nuevamente con la interfase. Este proceso es esencial para el crecimiento, la

reparacion y el reemplazo celular en los organismos multicelulares.

Las células cancerosas pueden surgir en diversas etapas del ciclo celular y en
diferentes tipos de tejidos u érganos del cuerpo, se originan por mutaciones o dafios
en el ADN que, si no se reparan adecuadamente, pueden dar lugar a células
cancerosas. No todas las células que experimentan mutaciones o dafos en el ADN
se convierten en células cancerosas, ya que el cuerpo tiene mecanismos de control
que pueden detectar y reparar errores en el ADN. Sin embargo, si las mutaciones
se acumulan y las células pierden la capacidad de controlar su crecimiento y la
mitosis, pueden volverse cancerosas y comenzar a proliferar de manera

descontrolada®’.

El aumento excesivo de las células produce un tumor, estas neoplasias se pueden
clasificar como malignas o benignas. En el caso de un tumor maligno, estas células
se comportan de forma mas agresiva, adquiriendo propiedades de mayor

invasividad provocando metastasis.

Los tumores benignos tienen menos tendencia a invadir y tienen menos
probabilidades de hacer metastasis. Sin embargo, se dividen de manera
descontrolada. Dependiendo de su ubicacién, pueden ser tan mortales como las

lesiones malignas®°.
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2.8 Melanoma

Los canceres de piel se clasifican y designan segun la célula de origen. Existen tres
categorias principales: los carcinomas de células basales, los carcinomas de células
escamosas Yy los melanomas malignos cutaneos. Los dos primeros tipos, también
conocidos como cancer de piel no melanoma o no invasivo, se originan fuera de los
melanocitos de la piel y no se extienden a los tejidos saludables circundantes. Por
otro lado, los melanomas malignos cutaneos tienden a propagarse a los tejidos

circundantes, caracterizandose como metastasicos e invasivos.

El melanoma, un tumor maligno que se origina en los melanocitos situados en las
capas mas profundas de la epidermis, puede surgir en cualquier area de la piel,
aunque tiene mayor propension a desarrollarse en lunares preexistentes (Figura 7),

se distinguen cinco etapas de melanoma:

Etapa 0: El melanoma se limita a la capa superior de la piel, y la lamina basal

permanece intacta.
Etapa |: Melanoma in situ, localizado en la epidermis.

Etapa II: El tumor tiene un grosor de menos de 1 mm, ha penetrado la lamina basal

y se ha extendido a la dermis papilar.

Etapa lll: El espesor del tumor varia entre 1 y 2 mm, alcanzando la interfase dérmica

papilar-reticular.

Etapa IV: El tumor se extiende a la dermis reticular, y las células del melanoma han
migrado hacia al menos un ganglio linfatico o tejidos cercanos. Se han producido
metastasis en los pulmones, otros 6rganos, areas distantes de la piel o ganglios
linfaticos. La afectacion se ha propagado a la grasa subcutanea.
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Figura 7. Estadios del melanoma34

La deteccion temprana del melanoma resulta crucial para mejorar la tasa de
supervivencia del paciente. Este tipo de cancer de piel se caracteriza por su
naturaleza invasiva y agresiva, su resistencia a diversos tratamientos, su baja tasa

de supervivencia y su propension a la recurrencia®®.

2.9 Principales mutaciones en el melanoma

Las mutaciones en el gen BRAF se presentan con frecuencia en hasta 66% de los
pacientes con melanoma. Estas mutaciones activadoras en BRAF dan lugar a una
activacién constitutiva de la funcién de la quinasa, independientemente de la
sefalizacion ascendente del gen RAS. BRAF interactua con la via MEK, lo que da
lugar a la fosforilacion de MEK, lo que conduce a la posterior activacion de la
fosforilacion de la quinasa regulada por sefales extracelulares (via ERK), lo que en

ultima instancia promueve el crecimiento celular e inhibe la apoptosis®®.

Estudios posteriores han confirmado que la incidencia de mutaciones en BRAF es
de aproximadamente 40 a 50% en pacientes con melanoma cutaneo. La mutacion
mas comun en BRAF es la sustitucion de valina por acido glutamico en el
aminoacido 600 (V600E), que representa entre el 70% y el 88% de todas las
mutaciones en BRAF. Las mutaciones menos comunes en BRAF incluyen V600K,
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V600R y V600M, que comprenden 11 a 20%, 2 a 5% y 1 a 4%, respectivamente, de
mutaciones en BRAF. Otras alteraciones no V600 en BRAF se presentan en
aproximadamente 5% de todos los melanomas, con mayor frecuencia en los
codones 466, 469, 597 y 601, y fusiones de BRAF®.

La familia RAS incluye 3 protooncogenes primarios, NRAS, KRAS y HRAS, que
regulan la proliferacion celular y la apoptosis. Las mutaciones NRAS activan
constitutivamente MAPK, PI3K y otras vias de sefalizacion celular, causando
crecimiento celular, proliferacion y disfuncion del ciclo celular. Las mutaciones
en NRAS se presentan en mas del 20% de los pacientes con melanoma cutaneo,
con mayor frecuencia en el codén 61 y con menor frecuencia en los codones 12 y
13. Los melanomas con mutaciones en NRAS se relacionan con un curso clinico
agresivo y un prondstico precario. Son mas comunes en pieles no expuestas al sol.
KIT es un receptor protooncogénico tirosina quinasa que se encuentra en la
membrana celular y se une al factor de células madre. Esto activa la proteina KITp,
lo que resulta en la activacion de multiples vias de senalizaciéon que afectan el
crecimiento, la proliferacion, la supervivencia y la migracion celular. Las mutaciones
en KIT se presentan en 1 a 3% de todos los melanomas y se encuentran con mayor
frecuencia en el exén 11 o en el exdn 13. Las mutaciones KIT se encuentran con
mayor frecuencia en melanomas acrales o mucosos (aproximadamente 15% cada
uno, y en melanomas vulvovaginales con mas frecuencia que en melanomas
nasales) y en areas de dafo solar cronico (aproximadamente 2%). Los inhibidores
de la tirosina cinasa, en particular el imatinib, han demostrado cierta actividad en el
tratamiento del melanoma con mutacién en KIT. Las respuestas al tratamiento en
pacientes con mutaciones en el exdn 11 se presentan en el intervalo de 30 a 50%,

aunque la resistencia adquirida por lo general se presenta en el plazo de 1 afio®’.

El producto del gen NF1 es una proteina activadora de GTPasa que amortigua la
senalizacion de MAPK mediante la regulacion negativa de la actividad de RAS, y
las mutaciones y/o la pérdida del gen NF1 conducen a la activacion de la via MAPK.
Las mutaciones en NF1 forman el tercer subgrupo genémicamente mas comun de

melanomas, y se notificé que se presentaron en aproximadamente el 14% de las
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muestras de melanoma TCGA, incluso hasta el 70% de las muestras de tipo
natural BRAF/NRAS. La mayoria de las mutaciones de NF1 conducen a una
pérdida de la funcion de este supresor tumoral, y aproximadamente el 80% de los
pacientes tienen una mutacion sin sentido, una insercibn o una delecion que

conduce a una proteina truncada®?.

2.10 Tratamientos convencionales para el melanoma metastasico

Los pronésticos del melanoma metastasico se realizan mediante el uso de un
sistema de clasificacion de estadificacion que evalua y describe el grado de
desarrollo de la enfermedad en los pacientes. Los factores principales de este
sistema de estadificacion son la localizacion del tumor primario; tamafo del tumor,
numero de tumores, compromiso de los ganglios linfaticos; y la ausencia o presencia
de metastasis. Los tratamientos convencionales para el melanoma metastasico

incluyen cirugia, quimioterapia, radiacion y terapia biologica.

2.10.1 Cirugia

El tratamiento principal para el melanoma es la cirugia, mediante la cual se extirpa
la lesion con algunos de los tejidos circundantes no afectados para garantizar que
se elimine todo el tejido afectado y que no haya células cancerosas presentes en el
area para proliferar. La cirugia ofrece la mejor oportunidad de recuperacion si el
melanoma ha sido diagnosticado en sus primeras etapas y aun no ha tenido la

oportunidad de hacer metastasis®3.

2.10.2 Quimioterapia

La quimioterapia tiene la capacidad de aliviar, controlar o curar completamente el
cancer de piel; su éxito depende de la gravedad del cancer en el momento del
diagnéstico. La quimioterapia se basa en la administracion de medicamentos
eficaces para evitar que las células cancerosas proliferen de manera anormal o para
ralentizar su tasa de crecimiento general. Los medicamentos quimioterapéuticos

para el melanoma metastasico incluyen dacarbazina, paclitaxel, compuestos de
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platino y temozolomida. El inconveniente de la quimioterapia es que también causa
dafo a las células sanas, asi como efectos secundarios graves en los pacientes,

como fatiga, infecciones secundarias, anemia, nduseas, vémitos y estrefiimiento®*.

2.10.3 Radioterapia

La radioterapia es un tratamiento contra el cancer en el que se emplean diversos
tipos de radiacion ionizante, como los rayos X o los rayos gamma, se emplea para
aniquilar las células cancerosas a través de la administracion externa o interna. La
radioterapia causa efectos secundarios como cambios en la piel, fatiga y nauseas,
ademas de afectar los tejidos sanos circundantes. Dependiendo de la gravedad y el
tipo de cancer, un paciente puede someterse a radioterapia que puede aplicarse en
combinacion con quimioterapia, y esto a menudo induce efectos secundarios mucho

mas severos® .

2.10.4 Terapia biolégica

Los medicamentos que se administran a los pacientes ayudan al sistema inmunitario
a combatir el cancer en lugar de simplemente matar directamente las células que
proliferan rapidamente. Este tipo de terapia se utiliza a menudo en combinacion con
otras terapias. Actualmente, la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA,
por sus siglas en inglés) solo ha aprobado 3 agentes biolégicos convencionales para
el tratamiento del melanoma metastasico avanzado: DTIC, aprobado en 1975;
interferon recombinante a-2B, aprobado en 1995; y dosis altas de interleucina 2,
aprobada en 199866,

2.11 Tratamientos no convencionales para el melanoma

2.11.1 Terapia molecular dirigida e inmunoterapia

La terapia dirigida utiliza anticuerpos anticitotéxicos contra antigenos de linfocitos T
(CTLA-4) para atacar CTLA-4; estan sobreexpresados en los linfocitos T activados

y actuan como un regulador negativo de la activacion de las células T. Esto mejora
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la capacidad del sistema inmunitario para destruir las células cancerosas. El
problema asociado a este tipo de terapia es que el tratamiento global no es eficaz
para todos los pacientes, ya que esta influenciado por los efectos secundarios
relacionados con el sistema inmunitario y los factores de resistencia. Por lo tanto,
para que este tipo de tratamiento del melanoma maligno sea mas eficiente, es
esencial mejorar la capacidad de focalizacién molecular del tratamiento, asi como

superar la resistencia®.

2.11.2 Nanofarmacos

Los avances recientes en la investigacion han explotado el uso de la nanotecnologia
para el tratamiento del cancer. Esto mejora la administracion y absorcion de
farmacos dirigidos a las células cancerosas y reduce drasticamente sus efectos
secundarios citotoxicos generales en los tejidos normales. Algunos nanofarmacos
ya han sido aprobados por la FDA para su uso en ensayos preclinicos y clinicos, ya
que se ha demostrado que se dirigen y matan directamente las células tumorales o

mejoran la administracion general de farmacos de quimioterapia dirigida®®.

2113 TFD

Durante las ultimas tres décadas, se ha explorado la TFD como un enfoque no
convencional en el tratamiento del cancer. Este enfoque no convencional presenta
ventajas en comparacion con los tratamientos convencionales para el cancer, ya
gue es menos invasivo. Ademas, se dirige de manera especifica a la regién tumoral
cancerosa, lo que resulta en una destruccion localizada y limita los efectos

secundarios®?.

2.12 Mecanismo de accion de la TFD

La TFD implica la administracion de un agente fotosensible en las células
cancerosas objetivo, seguido por la irradiacion con luz a una longitud de onda
especifica para activar el FS. La excitacion del FS desencadena la generacion de
EROs citotoxicas, como el oxigeno molecular singulete ('O2), radicales hidroxilos y
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aniones superoxido. Estas EROs inducen fotocitotoxicidad mediante el estrés
oxidativo, provocando dafio a las biomoléculas celulares, como lipidos, proteinas y

acidos nucleicos, lo que inactiva las células cancerosas.

Existen cuatro mecanismos de fotosensibilizacidén, que se clasifican en directos e
indirectos. Los indirectos (denominados asi por que no requieren oxigeno) son el
mecanismo Tipo |, en el cual las especies radicales se forman mediante la
transferencia de electrones desde un FS excitado al oxigeno, y las EROs resultantes
oxidan biomoléculas intracelulares como acidos nucleicos y aminoacidos. También
el mecanismo Tipo Il, es un mecanismo indirecto, ya que ocurre cuando el oxigeno
singulete se forma mediante la transferencia de energia desde el FS excitado al

oxigeno molecular.

Por otra parte, los directos (independientes del oxigeno), como el mecanismo Tipo
lll, donde la interaccion entre el FS activado y los radicales libres nativos generan
la citotoxicidad. EI mecanismo de Tipo IV, ocurre cuando el FS no puede unirse a
su objetivo molecular, y solo tras la excitacion con luz sufre una remodelacién
intramolecular (mediante fotoisomerizacion) que facilita la unién del FS activado a
su sitio objetivo celular®®. El mecanismo que se desencadena depende del tipo de
FS. La determinacion de este modo de accidon se ve influenciada por diversos
factores, como la concentracion del FS, la ubicacion intracelular del FS, la cantidad
de trifosfato de adenosina en el interior de la célula, la composicidon genética de la

célula, asi como la fluencia y longitud de onda’®.

La fotosensibilizacion implica una alteracion en el estado energético fundamental
(So) de cualquier molécula, lo cual se relaciona con su configuracion o distribucion
electronica de menor energia. Los estados electrénicamente excitados (S1) de las
moléculas se generan al absorber energia, comunmente en forma de luz. Estas
moléculas adquieren configuraciones electrénicas mas energéticas que las del
estado fundamental. A diferencia de este ultimo, los estados excitados exhiben
configuraciones electronicas de duracion limitada y tienden a retornar rapidamente
a la configuracion de minima energia del estado fundamental. Una molécula exhibe
un estado energético singulete cuando sus dos electrones mas externos estan
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emparejados, es decir, poseen numeros cuanticos de espin opuestos.
Contrariamente, la molécula presenta un estado energético triplete (T1) cuando sus
dos electrones mas externos estan desapareados o alineados con numeros
cuanticos de espin idénticos. Durante el tiempo de vida de su estado excitado, el
FS tiene la capacidad de transferir su exceso de energia a otra molécula presente
en el entorno, generando asi un estado excitado en esta ultima. La nueva molécula
excitada, durante su tiempo de vida, puede reaccionar con otras especies quimicas
en el entorno, dando lugar a productos de reaccién y finalmente regresando a su
estado fundamental tras liberar su exceso de energia al entorno. Cuando una
molécula de FS absorbe un fotdn, inmediatamente se genera su estado excitado
singulete. Este estado evoluciona rapidamente hacia un estado excitado triplete
mas estable y de mayor duracion, que puede colisionar con una molécula de
oxigeno en su estado fundamental. Durante esta colisién, mediante un proceso de
transferencia de energia por intercambio electronico, se regenera el FS en su estado

fundamental y se forma 027" (Figura 8).
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FS (So) FS (S1) FS (T1) FS (So)

Figura 8. Transferencia de electrones y energia durante la TFD"

2.13 Mecanismos de muerte celular

La mayoria de las investigaciones sobre los efectos de la TFD se han enfocado en
aquellos que llevan a la muerte celular mediante la generacion de EROs. Entre
estos, el ion superéxido destaca como uno de los principales productos de las
reacciones fototoxicas. Dada su vida media extremadamente corta en

nanosegundos, esta molécula citotoxica tiene una capacidad de difusién limitada,
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alcanzando solo un rango muy reducido de hasta 20 nm en células. Por ende, la
localizacion subcelular del FS determina principalmente qué organulos seran

afectados’2 73,

La apoptosis, un proceso altamente regulado y energéticamente demandante,
implica la activacion de enzimas hidroliticas como proteasas y nucleasas,
conduciendo a la fragmentacion del ADN y la degradacion de las estructuras
intracelulares. La TFD induce la apoptosis a través de dos vias principales: la via
intrinseca o mediada por mitocondrias, y la via extrinseca o mediada por el receptor
de muerte. La via mitocondrial predomina cuando el FS se acumula dentro de estos
organulos, provocando la interrupcidn del potencial transmembrana mitocondrial y
la liberacion del citocromo C en el citosol, dando lugar a la formacion del complejo
apoptosoma. La apoptosis mediada por el receptor de muerte se activa
preferentemente cuando el FS se dirige a la membrana celular, desencadenando la
multimerizacién de los receptores de la superfamilia del receptor del factor de
necrosis tumoral especialmente el receptor Fas. El complejo de sefalizacion
inductor de muerte compuesto por el receptor Fas, FADD (proteina del dominio de
muerte asociado a Fas) y la caspasa 8, emerge como un desencadenante
fundamental de la apoptosis. Aunque el papel del gen p53 en la apoptosis inducida
por TFD en células tumorales no se comprende completamente, su sobreexpresion
resultante de la TFD no parece ser crucial para la muerte celular, sugiriendo una

independencia de p53 en este contexto 74.

En el caso de la necrosis, los componentes citosolicos se liberan en el espacio
extracelular a través de una membrana plasmatica dafiada, provocando una
respuesta inflamatoria. Estos productos son posteriormente fagocitados por
macréfagos, ya que las membranas intactas inicialmente presentes en las células
apoptéticas sirven como barrera. La inflamacién aguda generada por la necrosis
inducida por TFD podria potenciar la inmunidad al atraer leucocitos del huésped
hacia el tumor y aumentar la presentacion del antigeno. En este sentido, la necrosis
podria ser beneficiosa en el resultado final de la TFD, especialmente en el

melanoma, donde la presencia de una alta frecuencia de linfocitos infiltrantes de
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tumores se asocia con mejores resultados en pacientes tratados para esta

enfermedad’®.

2.14 Caracteristicas de los FSs

La mayoria de los FSs tienden a concentrarse en organulos celulares distintos al
nucleo, reduciendo la probabilidad de inducir carcinogénesis, dafio al ADN o
mutaciones. En la TFD los FSs se clasifican en tres generaciones, segun sus
caracteristicas fotoquimicas y fotofisicas en relacion con su mecanismo de accion
celular. Los de primera generacidn suelen provocar dafo tisular vascular con
efectos secundarios graves, indicando una localizacion especifica limitada en las
células diana. Los de segunda generacion causan principalmente citotoxicidad en
células tumorales, sugiriendo una forma mas pasiva de localizacién en organulos
como mitocondrias, lisosomas, reticulo endoplasmico y membrana plasmatica. Los
efectos secundarios de los FSs de segunda generacion son considerablemente
menores que los de la primera generacion. Los de tercera generacion son farmacos
fotosintéticos que se han modificado aun mas mediante la adicién de biomoléculas
dirigidas para mejorar su absorcion y dirigir la absorcion del farmaco a células
especificas [87]. Los requisitos esenciales para que un FS produzca eficientemente

02 son los siguientes:

e Absorcion intensa de luz UV-Vis, preferiblemente en la region visible entre
400y 750 nm.

¢ Alta eficiencia de transicion del estado excitado singulete (S1) al estado
excitado triplete (T1) del FS ®isc

e Tiempos de vida prolongados del estado excitado.

e Elevado rendimiento cuantico de produccion de 02 (PA) en diversos
entornos.

e Buena estabilidad térmica y fotoquimica para evitar la descomposicion de
las moléculas de FS, incluso debido al 'Oz fotogenerado’".

e Efectos citotoxicos al fotoactivar la molécula
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2.15 Propiedades fotosensibilizantes de la FEO

Las diferencias en la estructura quimica (Figura 3) da como resultado diferencias
en las propiedades fisicas de los dos tipos de melanina, lo cual sugiere que pueden
reaccionar de manera diferente a la excitacion por la luz, tanto quimica como
biolégicamente. Mientras que la EU actua como un antioxidante, la FEO es
prooxidante’®. Dicha excitacion desencadena la generacion de EROs, incluidos
radicales superoxido e hidroxilo, mediante la reduccion catalizada de oxigeno.
Siendo la FEO mas eficiente en la produccién de oxiradicales que la EU”’. La
excitacion del croméforo de FEO provoca el paso de esta molécula al estado
singulete excitado seguida del estado triplete con transferencia de un electron al
oxigeno y la formacion del anién superdxido que induce dafo oxidativo en el ADN
a través de sus productos posteriores, como el peroxido de hidrogeno y los radicales
hidroxilos La transferencia de excitacion al oxigeno daria lugar a 'Oz capaz de
destruir lipidos principalmente hidroperdxido, acidos nucleicos a través de un
residuo de guanina para formar 8-oxo-guanina y aminoacidos (Figura 9). Esto

explicaria la escasa capacidad fotoprotectora de la piel en el fenotipo pelirrojo.
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Figura 9. Esquema de los mecanismos de fotosensibilizacion de la melanina’®
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2.16 Estado del arte

El uso de la luz para el tratamiento de enfermedades tiene sus origenes en las
civilizaciones antiguas. Es a partir de las observaciones de Oscar Raab en 1900
que se propone la idea de la transferencia de la energia de la luz a un pigmento, lo
cual da como resultado dafio celular. Aflos mas tarde a estos efectos se les llamaron
“efectos fotodinamicos”. Siguiendo esta linea de investigaciéon, se puede encontrar
los avances importantes de la aplicacion de estos principios, en los estudios de
Hausmann (1910) ya que demostré que al administrar hematoporfirina (HPD) como
FS y exponer la lesion a la luz, logré demostrar la capacidad para destruir las células

de la vasculatura tumoral en ratones’®.

En las siguientes décadas se trabajé en la busqueda de nuevos FSs, la primera
generacion de FSs en derivados de la HPD surgié en la década de 1950 con
estudios liderados por Schwartz. Descubriendo en sus investigaciones, Schwartz
encontré que la HPD no era el componente mas activo, sino que los efectos
provocados son el resultado de una mezcla de isémeros oligoméricos de porfirinas.
Optimizando esta mezcla, Schwartz logré una eficacia superior en los efectos
fotodinamicos. En la década de 1960, observaron la acumulacién preferencial de
HPD en tumores, dando lugar a estudios para detectar tumores mediante

fluorescencia®.

En la segunda mitad de la década de 1960, Lipson traté con éxito a una mujer con
cancer de mama usando HPD e irradiacion tumoral selectiva, marcando el inicio de
la TFD oncologica®®. En la década de 1970, Thomas Dougherty lideré ensayos
clinicos de TFD contra el cancer con HPD, desarrollando formulaciones y métodos

de produccién a gran escala®".
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Tabla 1. FS con mejores resultados en la TFD contra melanoma

FS Linea celular Longitud de Ref?ren
onda (nm) e
Melanoma humano A375 82
ALA Carcinoma de piel A431 643
Carcinoma de mama MDA-MB-231 83
ALA Melanoma humano A375 635
ALA Melanoma de ratén B16 360-410 84
Ruthenium- Porphyrin Melanoma humano Me300 652 85
. Adenocarcinoma humano WiDr 86
Porfirina halogenada Melanoma humano A375 633
Verteporfina, Fotofrina Il Melanoma de ratén Cloudman S91/I3 532 87

Merocianina 540

Melanoma humano SKMEL 188

ZnTPPS4,
Cloroaluminio y ALA

Melanoma humano G361

435, 675 y 630

88

Ftalocianina a base de Zn Melanoma humano Me45 685 89

Hipericina, Tgtra_sulfonato dg (_:Ioruro de Melanoma humano A375 594 0 682 90
ftalocianina de aluminio

Ftalocianinas de silicio Melanoma pigmentado humano SK-MEL-2 670 91

AM y azul de toluidina Melanoma de ratén B16F10 660 92

Hipericina UCT Mel-1 y Melanoma humano A375 400 - 315 93

MB - Rutésido Melanoma humano A375 660 94

Ftalocianina de Zn Melanoma MeWo y HaCaT 650 95

Verteporfina Melanoma de ratén 690 96

ALA Melanoma de ratén Mel25 420-1400 97

Porfirinas de rutenio Melanoma humano Me300 652 9%

Ftalocianina Melanoma humano M6 630-780 99

Metaftalocianina y ALA Melanoma humano A375 680 100

Los primeros estudios de TFD en el tratamiento del melanoma in vitro e in vivo datan
de 1994'°" (Tabla 1), sin embargo, estas investigaciones toman relevancia partir de
2007 favorecida por el desarrollo de nuevos FSs. Desde entonces los investigadores
han explorado diversas combinaciones de FSs y fuentes de luz, asi como la
optimizacion de las condiciones de tratamiento. Varios trabajos han demostrado
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prometedores resultados en la aplicacion de la TFD en modelos celulares in vitro.
Los principales FSs utilizados en la TFD anti-melanoma incluye porfirinas,
ftalocianinas y clorinas (Tabla 2), a continuacién, se describen algunos trabajos

donde se aplico la TFD contra melanoma y que han reportado buenos resultados.

En el estudio de Ndhundhuma y Abrahamse (2016), se comparé la fotosensibilidad
de las células de melanoma humano ante la hipericina a diversas concentraciones,
tanto individualmente como con irradiacién laser a 682 nm, durante 1, 4 y 24 horas.
Se observd una supervivencia celular superior al 60% en todos los tiempos de
incubacion. La combinacion de FSs y laseres resultdé en una disminucién
estadisticamente significativa de la supervivencia celular, demostrando que

hipericina es eficaz como inductor de muerte en células de melanoma®°.

En el estudio de Cai et al. (2018), se exploraron los efectos de la TFD con acido
delta-aminolevulinico (ALA) en las células de melanoma humano A375 y no
melanoma A431. Se observo que la TFD con ALA inhibié la supervivencia y
promovio la apoptosis a través de la via apoptética mitocondrial intrinseca, con
participacion de la via apoptética dependiente de caspasa-8 en ambas lineas

celulares®?.

Joanna Nackiewicz et al. (2018) investigaron los efectos citotdxicos de la
ftalocianina a base de Zn activada con laser de diodo (A=685 nm) en células de
melanoma y fibroblastos humanos normales. Las concentraciones altas de este FS
redujeron la viabilidad celular en aproximadamente un 50%, indicando su potencial
para inducir muerte celular por apoptosis inducida por ROS en células de

melanoma?®.

En el estudio de Santos et al. (2018), se evaluaron los efectos de la TFD en el
melanoma murino B16F10. Los resultados mostraron que la TFD indujo estrés
oxidativo, promoviendo la autofagia y reduciendo significativamente la proliferaciéon

celular en el melanoma B16F10%%,
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En el estudio de Khorsandi et al. (2020), se investigo el efecto del rutésido en la
terapia combinada con AM asistida por tratamiento fotodinamico en células de
melanoma humano A375. La combinacién del AM y rutésido mostré mejores efectos
citotoxicos y antiproliferativos en células de melanoma en comparacion con cada
farmaco por separado, sin afectar significativamente a los fibroblastos dérmicos

humanos .

Zeinali et al. (2021) investigaron los efectos de la TFD en células de melanoma
humano (MeWo) y queratinocitos humanos normales (HaCaT) utilizando Zinc (ll)-
tetra-terc-butil-ftalocianinato. La TFD con este FS demostré ser citotoxica para las
células de melanoma, con bajos efectos en células HaCaT, mostrando su potencial
como terapia selectiva para el melanoma. Ademas, los resultados mostraron que el
ZnPc fotoactivado a una concentracién de 12,5 uM redujo la viabilidad celular de la
linea celular MeWo hasta aproximadamente el 50%. También mostré bajos efectos

letales en células HaCaT %.

Otros estudios han desarrollado nanoparticulas para investigar el potencial de la
generacion de oxigeno singulete y evaluar el efecto de fototoxicidad en melanoma,
como ejemplos tenemos a Da Silva et al. que probd nanoparticulas de PplX en una
linea celular de melanoma murino, logrando una fototoxicidad excelente sin

citotoxicidad en la oscuridad %2,

A pesar de los avances, la TFD para el melanoma todavia enfrenta desafios
importantes. Estos incluyen la necesidad de mejorar la absorcién y selectividad del
FS, asi como la optimizacion de las dosis, las condiciones de tratamiento y el manejo
de la interferencia de la melanina para garantizar la maxima fotoactivacién del

pigmento.

Por otro lado, algunos trabajos han demostrado los efectos FSs propios de la
melanina, siendo mas eficiente la fotosensibilizacion de la FEO en comparacion con
la EU"03,
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Tabla 2. FS y sus rendimientos cuanticos de estados tripletes.

Rendimiento
cuantico
(T1)

FS

Rendimiento
cuantico
(T1)

0.52

0.05

OH o} OH

Hipericina

0.1

Rutenio

0.5

0.1

N
QL
H3C\N s l(‘,CH;q;

CHs cF CHs

AM

0.56

N

1
HQNA’KVLOH
O
ALA
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N N
7 >zﬁ\ AY
;_N N:;\
W ¥
N

Ftalocianina de Zinc

0.65

No reportado
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En el trabajo de Chiarelli-Neto et al. (2014) menciona que la luz visible no es segura
para la piel, aunque varias lineas de evidencia sugieren lo contrario, en su trabajo
muestra que la luz visible puede danar los melanocitos a través de la
fotosensibilizacion de la melanina y la generacién de oxigeno singulete con la luz
UVA (355 nm) y visible (532 nm) la melanina se fotosensibiliza con rendimientos
similares, siendo la FEO mas eficiente que la EU en la generacion 'Oz y en resistir
el fotoblanqued. La FEO es mas eficiente en la produccion de oxiradicales que la
EU8,

En el 2022 Fuentes Lopez et al. emplearon nanoparticulas de FEO como
sensibilizadores para inhibir el crecimiento de la bacteria Gram- negativa E. coli,
expuesta a la radiacién azul y UVA, logrando la inactivacion de estas bacterias

respecto a su control%4,
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CAPITULO Ill MATERIALES Y METODOS

3.1 Material biolégico

Lineas celulares: Para el desarrollo de este proyecto se utilizo la linea celular A375
(ATCC® CRL-1619™), es una linea celular de origen humano que se deriva de un
melanoma maligno amelandtico; estas son células adherentes que crecen en forma
de monocapa, y son ampliamente utilizadas en investigaciones de cancer de piel y
biologia celular por su estabilidad genética (Figura 10). Se ha utilizado también para
estudiar procesos como la proliferacién celular, la invasion, la metastasis y la
respuesta a tratamientos terapéuticos.

Figura 10. Linea celular A375 melanoma humano
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Melanina: Se utilizd melanina extraida del cabello de 13 personas pelirrojas, a través
del método de acido-base. El polvo de melanina se almacendé a temperatura
ambiente en ausencia de luz y para su uso se disolvié en DMSO (Sigma Aldrich for

molecular biology) en concentraciéon de 10 mg/mL.

3.2 Cultivo celular

El medio base para esta linea celular es el Medio Eagle (Gibco) modificado de
Dulbecco (DMEM). Fue complementado con suero bovino fetal (E.R.) a una
concentracion final del 10%, 1 mM de piruvato de sodio (Gibco), 1500 mg/L de
bicarbonato de sodio (KARAL) y 1% de penicilina-estreptomicina (Sigma Aldrich),
incubadas en una atmdsfera de humedad y CO:2 al 5% a una temperatura de 37°C
(Termo Scientific MIDI 40).

3.3 Cuantificacion de melanina basal

La espectroscopia de absorcion es el método mas ampliamente utilizado para
cuantificar la melanina en una solucion. Después de solubilizar la melanina de
muestras de células en NaOH 1 M (HYCEL) y DMSO al 10%, la cantidad total de la
melanina se estimé espectrofotométricamente analizando la absorbancia en el

lector de microplacas (BioRad, iMark Reader).
Procedimiento

Se tomaron 2.5 x 10° células y se centrifugaron a 2 000 rpm durante 10 min, se
desechd el medio de cultivo y se lavé el pellet con 0.5 mL de PBS 1X; posteriormente
se centrifugé a 2 000 rpm durante 10 min, para desechar el sobrenadante. Las
células del pellet fueron suspendidas en 0.2 mL de NaOH 1M con 10% (v/v) de
DMSO, y se incubaron por una hora a 80°C agitandose en vortex; por ultimo, las
muestras se centrifugaron a 13 000 rpm por 10 min y se procedi6 a la medicion del

espectro de absorcidn del sobrenadante a 410 nm en el lector de microplacas.
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3.4 Extraccion de melanina por método acido-base

La extraccion acido-base es la técnica mas eficaz para separar compuestos
organicos a partir de sus propiedades acidas o basicas, esta basada en el empleo
de disoluciones acidas o alcalinas capaces de convertir selectivamente
determinadas sustancias en compuestos solubles en agua e insolubles en

disolventes organicos.
Procedimiento

Las 13 muestras de cabello fueron clasificadas segun su color en 6 grupos,
posteriormente se procesaron. Primero se cortaron en trozos de 2 a 5 mm para
posteriormente lavarlo con acetona (KARAL) 3 veces, se dej6é secar a temperatura
ambiente (entre los 20 y los 25 °C); posteriormente se pesaron 25 gramos de cabello
para sumergirlo en una solucién de NaOH al 1 M durante 24 horas a 37°C. La
sustancia obtenida se centrifugd a 13 000 rpm durante 8 minutos para eliminar el
material insoluble. El sobrenadante se filtré y la melanina se precipité al bajar el pH
a 1,0 con HCI (KARAL) concentrado. El material sélido se lavé con 0.1 M HCl y
luego se disolvié en 100 mL de NaOH al 1 M. Se afadi6 nuevamente HCI para
precipitar la melanina. Este proceso de disolucidon de base, precipitado con HCL, y
el lavado en acido se repitié diez veces, por ultimo, el sedimento se lavd con etanol
y se disolvié en metanol para posteriormente dejar evaporar el liquido y producir el

polvo de melanina.

3.5 Caracterizacion de la melanina

3.5.1 Espectro de absorcion UV- VIS

Las muestras de melanina: FEO extraida del cabello pelirrojo y EU sintética para
cultivo (Sigma Aldrich) se disolvieron cada uno en DMSO a una concentracién de
10 mg/mL. Las mediciones de absorcion se realizaron en un equipo de

Espectroscopia UV-Vis (NanoDrop 2000 thermo Scientific). Se calibré con el DMSO
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como blanco, posteriormente se seleccion6 el rango de medicion de 200 nm a 750

nm. El volumen de la muestra medida fue de 1 pl.

3.5.2 Espectroscopia RAMAN

La caracterizacion quimica de las muestras de melanina se llevd a cabo mediante
espectroscopia Raman. Para obtener las sefiales Raman puras, se restaron las
emisiones de fondo de autofluorescencia de los espectros de melanina sin procesar.
Los espectros Raman se obtuvieron utilizando el equipo Alpha300 R (WiTec). Las
mediciones se realizaron para las muestras de melanina en polvo previamente
pegadas sobre una cinta de carbono (UNLINE). Los espectros se obtuvieron desde
1 000 cm™" hasta los 2 500 cm™'. Se espera encontrar las bandas 1 (1 360 cm™) y
banda 2 (1 580 cm™") que se han atribuido al estiramiento lineal de los enlaces C-C
dentro de los anillos aromaticos y al estiramiento en el plano de los anillos

aromaticos, respectivamente.

3.5.3 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

El analisis se realizd en el equipo Thermo Scientific™ Nicolet™ iS20 FTIR
Spectrometer utilizando el accesorio para polvos ATR con cristal de diamante en el
modo de transmitancia, las muestras se analizaron colocandolas directamente
sobre el cristal y se realizdé una lectura de la transmitancia desde los 700 nm hasta
los 3 500 nm.

3.6 Determinacion del tiempo de incubacién para la absorcion
maxima del FS

El cultivo celular se incubd hasta obtener una confluencia del 80%, posteriormente
se tripsinizd y se sembraron 1 x 108 células en frascos de cultivos nuevos con medio
DMEM, posteriormente se incubd por 24 horas, a 37°C en un ambiente con 5% COz,
(Figura 11).
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Figura 11. Procedimiento parta el rastreo del FS

Después de las 24 horas de incubacion las células se expusieron a los FSs, los AM,
EU y FEO (los espectros de absorcion se muestran en la (Figura 12) de acuerdo
con los parametros descritos en la Tabla 3 “Parametros utilizados en la TFD contra
células de melanoma”. Pasando el tiempo de incubacion con cada FS se procedio
a tripsinizar las células para obtener el botdon celular. Las células fueron lisadas por
presién osmotica al resuspender el pellet con 200 yL de agua inyectable (PISA) y
sonicacion (Luzeren) por 15 minutos en el caso de AM. La medicion de la EU y la
FEO se llevd a cabo con la técnica utilizada para la medicion de melanina basal.
Por ultimo, se centrifugé a 13 000 rpm durante 10 min y se retiraron 100 uL del

sobrenadante para leer la absorbancia.

Espectros de absorcion de los FS
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Figura 12. Espectro de absorcién de los FSs utilizados
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Para llevar a cabo el andlisis, las muestras en polvo de FEO fueron disueltas en
DMSO a una concentracion de 10 mg/mL. Se analizé la FEO extraida de cabello

pelirrojo mediante el método de extraccion acido-base.

Tabla 3. Parametros utilizados en la TFD contra células de melanoma

Concentracion 20 uM 10 mg/mL 10 mg/mL
Incubacion 60 min 24 horas 24 horas
Fluencia 60 J/cm? 60 J/cm? 60 J/cm?
Longitudde 444 1 460 nm 460 nm
onda

3.7 Aplicacién de la TFD

Una vez que el cultivo celular alcanzé una confluencia del 80% se procedio a
tripsinizar agregando 500 pL de tripsina (Gibco); se bloqued la accion de la tripsina
agregando 1 mL de medio de cultivo complementado (Figura 13). El boton celular
se recuperd después de centrifugar a 1500 rpm durante 5 minutos. Se retir6 el
sobrenadante y se lavd dos veces con PBS 1X. El pellet se resuspendié con 1 mL
de medio de cultivo y se realizd el conteo celular en una camara de Neubauer
(Hausser Cientific). Se sembraron 1.5 x 10* células por pozo en una microplaca
(100 pL por pozo) siguiendo la configuracion establecida del dispositivo LED que se
describe en la seccion 3.8 y se dejaron incubar por 24 horas a 37°C y 5% de COa.
Posteriormente, se lavé cada pozo con 100 uL de PBS 1X y se agregé el FS a la
concentracion y con el vehiculo correspondiente, el FS se dejé incubando (melanina
24 horas y AM 1 hora) dentro de la incubadora (Thermo Scientific Midi 40).
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Figura 13. Metodologia de la aplicacién de la TFD

Posterior a la incubacion con el FS, se lavé dos veces con 100 ul de PBS 1X a cada
pozo. Para la irradiacion, el cultivo se mantuvo con 100 yL de PBS. 1X siguiendo

con los parametros establecidos en la Tabla 3.
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3.8 Fuente de luz

Se emplearon dos dispositivos luminicos disefiados y elaborados en el Instituto
Nacional de Astrofisica, Optica y Electrénica. Estos dispositivos estan conformados
en cada caso por un arreglo matricial de 12 LED’s que emiten a una longitud de
onda de 630 nm (rojo) y 460 nm (azul). El disefio del dispositivo permitié acoplarse

perfectamente a microplacas de 96 pozos.

Figura 14. Fuente de luz acoplada a microplaca de 96 pozos
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Prueba de viabilidad

La viabilidad celular se midié usando el ensayo colorimétrico de MTT (Sigma
Aldrich). Esté método permite medir la viabilidad celular basado en la reduccién del
MTT (sal de tetrazolio de color amarillo) por la actividad del succinato
deshidrogenasa mitocondrial y otras reductasas de las células, a una sal de
formazan de color azul. Se disolvid la sal de tetrazolio en una solucién de PBS 1X
a un pH de 7.2 para una concentracion de 1 mg/mL. Se esterilizé por filtracién con
filtro para jeringa de PFTE 0.22 (COBETTER) y se almacend en refrigeracion a -
4°C, a cada pozo de las células tratadas y los controles, se les elimin6 el medio de
cultivo y se les adicioné 100 yL de MTT a una concentraciéon de 100 ug/mL. Las
placas se incubaron por 4 h a 37°C, transcurrido ese tiempo se removié el medio y
se agregaron 100 yL de isopropanol (KARAL) acido (pH de 4.0), posteriormente se
colocaron las microplacas en un agitador (CScientific) a 100 rpm durante 10 minutos
para disolver los cristales del colorante que se formaron. Se realizé la lectura de la
absorcion a 595 nm y se determiné el porcentaje de viabilidad utilizando la siguiente

formula:

Abs del problema x100
Abs. del testigo

% de viabilidad =

Donde:
Abs = Absorbancia a 590 nm

3.9 Analisis estadistico

Para realizar las comparaciones entre los grupos (células sin interaccion, control
irradiacion, control FS, TFD) se calcularon las medias estadisticas, asi como la
desviacién estandar y se calculé el coeficiente de variacion. Se llevo a cabo una
comparacion estadistica entre el grupo control y los tratamientos. Para determinar
si existia una diferencia significativa entre tratamientos, se realizé un analisis de
varianza de una via (ANOVA) y el método Post hoc de Tukey con un nivel de

significancia de 0.05.
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CAPITULO IV RESULTADOS

4.1 Caracterizacion de la melanina

El procesamiento de las muestras de cabello resulté en la obtencion de un polvo
rojizo/marron (Figura 15). Las muestras obtenidas resultaron con un rendimiento
promedio de aproximadamente el 3.2% de la masa original del cabello. Las
extracciones mostraron solubilidad tanto en soluciones alcalinas (NaOH 1 M) como
en DMSO.

Figura 15. Extractos de FEO a partir de cabello pelirrojo.

Una vez disuelta la melanina en DMSO se midi6é su absorbancia. En la Figura 16
se presentan los resultados de estas mediciones, los cuales revelan una intensa
absorcién en la regién UV que disminuye hacia el infrarrojo. Las extracciones de
FEO presentan un pico maximo promedio en la region de los 256 nm, muy cercano
al estandar de EU en el cual el pico maximo es de 260 nm. La tendencia de los
espectros coincide con el estandar de EU, excepto por la ausencia del segundo pico
que solo esta presente en todas las muestras de FEO alrededor de los 270 nm. Las
muestras analizadas del 1 al 6 exhiben variaciones en la absorbancia, tomando en
cuenta la banda que va de los 450 a 460 nm, las muestras presentan una absorcion

de 0.12 a 0.25, llegando la EU hasta una absorcion del 0.3.

Sin embargo, se destaca que la muestra "5" presentd una absorcibn mas

pronunciada en la regién del 450 nm en comparacion con las muestras 1, 2, 3,4y
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6. Por lo tanto, la muestra “5” fue considerada como el extracto mas adecuado para

los siguientes ensayos.

Espectro de absorcion de las muestras de melanina
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0.9 FEO 2
— FEO 3
0.8 FEO 4| |
_ — FEQ 5
© 0.7+ FEO 6|
=,
c 0.6
‘O
S o5 \—
'8 ‘ \ 460 nm
8 0.4 ‘g*: \
= i
<< 03 AN N
024 = — ‘
0.1 22700 —_—

T

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

T T T T T T

Longitud de onda [cm™]

T

T

T

Figura 16. Espectro de las diferentes muestras de melanina, color negro EU y muestras del 1 - 6

extracciones de FEO, linea vertical azul representa la longitud de onda del dispositivo de

iluminacioén
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Los resultados de la espectroscopia Raman mostraron una caracterizacion
detallada de las propiedades vibracionales de la melanina de la muestra en polvo
confirmando la presencia de melanina en las extracciones de la muestra 5 (Figura
17). Los espectros muestran de manera evidente los picos distintivos de la EU, en
la region de 1407 cm a 1589 cm™' que se atribuyen al estiramiento en el plano de
los anillos aromaticos y al estiramiento lineal de los enlaces C-C dentro de dichos
anillos, respectivamente. Ademas, se identifican contribuciones de las vibraciones
C-H en los grupos metilo y metileno. También se observan picos maximos en la

posicion 543, 1138 y 1448 cm-' los cuales son caracteristicos de la FEO.

Grupos funcionales de las melaninas

m— FEO
m— EU

1407.63
1448.84

1589.91

n 543@4

Intensidad

200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800

Raman shift [cm™]

Figura 17. Espectro Raman de las muestras de Melania (excitacion con 785 nm), procesadas a
través del analisis de la segunda derivada y suavizado de la linea.
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Transmitancia (%)

Los resultados de espectro infrarrojo FTIR de la muestra 5 y de la melanina
comercial mostraron picos en la region de la vibracién de estiramiento de los grupos
alifaticos C-H, localizandose a 2840 cm-! para la EU y a 2830 cm™' para la FEO.
Ademas, se registraron vibraciones de los enlaces aromaticos C=Cy C =0 a 1604

cm-! para la EU, mientras que en la FEO se ubicaron a 1635 cm-' (Figura 18).

FTIR
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| —EU

— FEO

400 -

] 3282.787

1391.412

350 -

_ 1213.026
300 — 1124.797

250
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1604.993
150 H

1280.041

M

769.9531
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Figura 18. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier de las muestras de melanina,
procesadas con un suavizado de linea
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Las vibraciones de estiramiento de los grupos -OH y -NH, asociados con funciones
amino, amina, amida, acido carboxilico, fendlico y aromatico presentes en los
sistemas indolico y pirrélico, mostraron una banda similar con un pico maximo a 3
282 cm' para la FEO y a 3 137 cm™ para la EU. La region caracteristica de la FEO
abarca desde los 1 000 cm™" hasta los 1 300 cm™, identificandose la vibracion de los
enlaces S-O, resultado de la oxidacion de grupos sulfénicos, evidenciada por picos
ubicados en 1124, 1184 y 1213 cm-'. Para diferenciar la EU de la FEO, se
observaron vibraciones especificas de la EU, como los enlaces C=0 de los acidos
carboxilicos (COOH) en 1712 cm™ y la vibraciéon del enlace C-H en 1280 cm-'.
Asimismo, se destaca la vibracion de los enlaces C-H de los anillos aromaticos en
769 cm-'. Estas caracteristicas distintivas permiten una clara discriminacién entre la

EU y la FEO en el analisis infrarrojo de las muestras.

4.2 Cuantificacion intracelular del FS

Las pruebas espectrofotométricas permitieron comprobar la internalizacion del FS 'y
el periodo de incubacion para lograr una maxima concentracion intracelular del FS
en la linea celular de melanoma A375. En la Figura 19 se puede observar el botdon
celular en donde se nota la retencion del AM, lo que se confirmé al observar, al

microscopio las células del cultivo posterior al periodo de incubacion.

Figura 19. A) Botén celular con AM, B) células con AM intracelular a 40X
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Después de exponer las células al AM se evidencié un incremento en la absorcién
del FS después 30 min, se registro una absorcion de 0.23, después de 60 minutos
de la incubacion, se logré alcanzar un 0.41 (Figura 20). Este dato es mayor que la
registrada después de 90 minutos de incubacion, donde se observé una disminucion
en la concentracion intracelular del FS de un 0.35, por tal razén se eligid el periodo

de 60 min como 6ptimo para la incubacién del FS.

Absorcion de AM

1.2

1.0 +

0.8

Absorcién [u.a]

0.5 1 1.5
Tiempo de incubacion [h]

Figura 20. A) Absorcién del AM a una concentracion de 20 uM con diferentes tiempos de
incubacion, analizado con ANOVA, la diferencia significativa es respecto primer tiempo de
incubacion de 30 min *p<0.05
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En el caso de las melaninas utilizadas como FSs, los tiempos de incubacién
necesarios para alcanzar la maxima concentracion intracelular fueron mayores que
los requeridos para el AM. En primer lugar, se cuantificd la melanina basal de la

linea celular A375, resultando en una concentracion del 0.08.

Posteriormente las células se expusieron a los extractos de FEO, tras la incubacion
se pudo observar que el aumento de la FEO intracelular después de los periodos
de una y cuatro horas fue minimo, registrando el valor de 0.01. Debido a esto, se
extendio la incubacion hasta 24 horas, logrando una concentracion intracelular de

FEO del 0.5 (Figura 21). Este periodo se toma como parametro para aplicar la TFD.

Absorcidon de FEO
1.2

1.0+

0.8

0.6

0.4 ~

Absorcion [u.a]

0.2 +

0.0 -
0 1 4 24

Tiempo de incubacion [h]

Figura 21. Acumulacién intracelular de FEO analizado con ANOVA, la diferencia significativa es
respecto a la melanina basal “control” *p<0.05
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Posteriormente, tras exponer las células a la EU durante una hora, se observé un
incremento del 0.1 en la concentracion intracelular de la EU, para unificar los
parametros de la TFD para ambas melaninas, el tiempo de incubacion para EU se

extendié a 24 horas, en este periodo la concentracion alcanzé el 0.95 (Figura 22).

Absorcion de EU

0 1 4 24
Tiempo de incubacion [h]

Figura 22. Figura Acumulacion intracelular de EU analizado con ANOVA, la diferencia significativa
es respecto a la melanina basal “control” *p<0.05

61



4.5 Eficiencia de la TFD

La TFD aplicada con AM mostré una efectiva inhibicién de las células de melanoma,
como se ilustra en la Figura 23. La viabilidad celular se vio notablemente afectada
bajo los parametros previamente establecidos: una concentracion de 20 yM de AM,
60 minutos de incubacion e irradiacién con una dosis de 60 J/cm? con luz a una
longitud de onda de 633 nm, resultdé en una reduccion de la viabilidad celular del
75% en comparacion al control sin tratamiento. Comparativamente, el grupo de
control FS también mostré una disminucién significativa en la viabilidad celular del
15% respecto a las células sin interaccion. Ademas, en el grupo expuesto
unicamente a irradiacion también exhibié una disminucién en la viabilidad celular
del 10%.

Evaluacion de la TFD con AM

100 ~
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40 4

% de viabilidad

20 H
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S/N INTERACCION C.FS C. IRRADIACION TERAPIA

GRUPOS

Figura 23. Resultados de la viabilidad celular en células de melanoma A375, después de ser
sometidas a TFD empleando AM como FS. La diferencia significativa se analizd con respecto al
control sin interaccion *p<0.05
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En los ensayos de TFD empleando EU como FS, fue notable que a pesar de la
eficaz absorcién de la EU por las células de melanoma A375, la TFD no afectd
significativamente la viabilidad celular como se evidencia en la Figura 24, que revela
una reduccion de la viabilidad celular del 12% en el grupo de TFD a partir de los
satos de ensayo MTT. Este resultado también se observé en el grupo tratado solo
con DMSO, mostrando una reduccioén en la viabilidad celular de 20%. Los controles
con solo irradiacion o solo EU no mostraron diferencias significativas con respecto

al control.

Evaluacion de la TFD con EU
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Figura 24. Resultados de la viabilidad celular en células de melanoma A375, después de ser
sometidas a TFD empleando EU como FS. La diferencia significativa se analizé con respecto al
control sin interaccion *p<0.05
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Sin embargo, al emplear la extraccion de FEO de la muestra 5 como FS, se observé
una marcada reduccioén en la viabilidad celular al aplicar la TFD (Figura 25). Se
logré una disminucion del 50% en la viabilidad celular en comparacién con el grupo
control de las células sin interaccién. Se observo un efecto similar tanto en el control
FS, como en las células expuestas a DMSO, con una reduccion del 23.5% y 18.5%
respectivamente. Tomando en cuenta que estos datos muestran un dafo a los
cultivos celulares propios del DMSO. Se hace necesario la comparacion del grupo
de la TFD con el grupo control FS, y se observa una disminucion de la viabilidad de

un 35%, al restar el dafo producido por el DMSO.

Evaluacion de la TFD con FEO
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Figura 25. Resultados de la viabilidad celular en células de melanoma A375, después de ser
sometidas a TFD empleando AM como FS. La diferencia significativa se analizd con respecto al
control sin interaccion
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4.6 Efectos en la morfologia celular

Posterior a la incubacién de las células expuestas a las melaninas se presenta un
cambio. A través de fotografias de los cultivos celulares, se pueden observar en las
células “control” los granulos presuntivamente de melanina basal que normalmente
estan presentes en la linea celular A375, resaltando de color rojo zonas en donde
aparece las acumulaciones de estos granulos. En la Figura 26 se observa una
notable acumulacién intracelular de granulos, siendo mas evidente en las células

expuestas a la EU.

Células sin interaccion Células expuestas Células
“Control” a FEO expuestas a EU

ST

Figura 26. Fotografias de los cultivos células de melanoma A375 expuestos a las melaninas,
tomadas a 40x

Por otra parte, las células tras la incubacién de 24 horas con las melaninas
exhibieron una morfologia normal, con membranas celulares intactas y citoplasma
que retiene el FS. En contraste con las células de la Figura 26, posterior a la

irradiacion, se puede observar que han perdido la cohesion de la monocapa celular,
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acompafada de cambios en el citoesqueleto, manifestados en una morfologia mas

compacta y redondeada.

Células con EU Células con EU + luz

Células con FEO Células con FEO + luz

Figura 27. Células de A375 a 40x
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CAPITULO V DISCUSION

Varios estudios han demostrado que la accion de la melanina no siempre es
fotoprotectora y que, al estar expuesta a la luz, puede generar EROs’8. De ahi surge
la hipotesis de que la melanina, especialmente la FEO (considerada prooxidante)’®
pueda utilizarse como un FS enddgeno debido a que la excitacion de este cromdéforo
provoca el paso de esta molécula al estado singulete excitado seguida de la
desintegracion al estado triplete con transferencia de un electrén al oxigeno y la
formacion del anién superoxido que induce dano oxidativo. EI mecanismo de
citotoxicidad de la FEO ocurre cuando la fraccién benzotiazina se oxida a la forma
quinona-imina y se generan aniones superoxido a partir del oxigeno molecular. Los
aniones superoxido pueden reaccionar rapidamente con antioxidantes, como el
glutation, y esta eliminacidn de aniones superoxido conduce a la produccion de
peroxido de hidrogeno (H202). Se sabe que los aniones superdxido se generan a

partir de la melanina, que se acelera mediante la irradiacion UVA1%°

Estas propiedades se pueden aplicar en la TFD contra melanomas, tomando en
cuenta que se ha reportado que estas lesiones presentan una proporcion de FEO
considerablemente mayor que la de EU. 196197 En comparacién con los materiales
exogenos, los biomateriales enddgenos naturales extraidos de organismos han
despertado el interés debido a su capacidad para ser descompuestos vy
metabolizados en el cuerpo para causar minimos efectos secundarios, lo cual es

esencial para garantizar su bioseguridad in vitro e in vivo'%8

La mayoria de las investigaciones sobre las propiedades fotoprotectoras y
fotosensibilizadoras de las melaninas °°-'"" se han enfocado en diversas fuentes
de melanina como melanina sintética, melanina de sepia’'?, hongos''3, cabello'* y
plumas ""5-117_ Para ello, se han establecido protocolos especificos para la sintesis
y/o extraccion del pigmento. Entre los métodos de extraccion utilizados se
encuentran el enzimatico y el método acido-base '"®. Dado que la FEO no se

encuentra pura en la naturaleza y no esta disponible comercialmente, para probar
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nuestra hipodtesis, se recurrid a la extraccion de este pigmento por el método acido—

base a partir del cabello de personas pelirrojas.

Se logro obtener un polvo rojizo con un rendimiento promedio de aproximadamente
el 3.2% de la masa original del cabello. Este rendimiento es superior al 2.2%
obtenido por Krol et al.'® utilizando el mismo método de extraccion, lo que se puede
justificar por el grado de purificacién logrado por los investigadores, el cual puede
diferir por la cantidad de veces que se repitié el proceso de extraccion. Por otra
parte, inferimos que el contenido de FEO presente en la muestra de cabello, que, a
pesar de ser pelirrojo, varia dependiendo de la tonalidad del cabello la cual se
relaciona con la proporcién EU/FEO sintetizado naturalmente como respuesta a la

genética de cada individio®.

El uso de la FEO como FS en la aplicacion de la TFD no ha sido aplicada a células
humanas, pero si se ha demostrado que, al exponer células pigmentadas a la luz
visible, las melaninas se fotosensibilizan generando dafio celular’®. Recientemente
se ha utilizado la FEO para la inactivacion de bacterias como E.coli ' logrando
reducir las unidades formadoras de colonias al fotoactivar nanoparticulas de FEO
con luz azul y UV. Otras investigaciones recientes publicadas en marzo del 2024
probaron la TFD multifotonica mediada por melanina, logrando generar una
fotocitotoxicidad significativamente mayor al excitar la melanina en aplicacién de

TFD ocular'20,

En nuestro estudio, investigamos los efectos de la fotoactivacion de la FEO extraida
del cabello pelirrojo en una linea celular de melanoma de origen humano, con la
finalidad de probar la eficacia de una fuente natural de FEO como un FS y se
compararon con los resultados obtenidos utilizando un FS comercial. En nuestro
proyecto al probar la TFD por la fotoactivacién de la FEO con luz azul, encontramos
una disminucién de la viabilidad de un 50% en las células de melanoma, la cual
atribuimos a las propiedades fotosensibilizantes de este tipo de melanina. Estos
resultados se obtuvieron utilizando las extracciones de FEO, las cuales no pasaron
por un proceso de purificacion para aplicacion a los medios de cultivo, a pesar de
esto, en este trabajo se evidencia el potencial fotosensibilizante de este tipo de
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melanina, creemos que si logramos un grado de purificacion mayor al utilizado en
estos experimentos se podrian lograr mejores resultados, al generar un mayor
desequilibrio en los antioxidantes intracelulares seguidos de una fotoactivacién del

FS y un incremento de las EROs.

En el control FS encontramos también una reduccién de la viabilidad en un 20% la
cual atribuimos a que la FEO induce el agotamiento de los antioxidantes
independientemente de la exposicién a la luz, los cuales son cruciales para la
homeostasis celular y las funciones mitocondriales. Panzella et al.’?' probaron
extractos de FEO de cabello humano rojo purificada, con la finalidad de probar la
interaccidon entre la FEO y los antioxidantes celulares, encontrando que la FEO
promueve la autooxidacién del GSH y del NADH. En sus estudios ellos afirman que
ademas del agotamiento de los antioxidantes las reoxidaciones posteriores del
pigmento FEO generan EROs. En base a esta informacion, creemos que al exponer
las células a la FEO se gener6 una disminucion de los antioxidantes de las células
lo que desencadend en la disminucion en la viabilidad celular en el grupo que no se
expuso a la luz. Por otra parte, también podemos observar un efecto en la
disminucioén de la viabilidad celular que atribuimos al uso del DMSO, utilizado como
disolvente tanto en el grupo de control FS, terapia y DMSO, el cual al ser utilizado
en cultivos celulares a una concentracion mayor al 3% causa una disminucién de la
viabilidad celular'®?123, Por lo que también se podrian generar mejores resultados

al buscar un disolvente que disminuya los efectos dafinos del DMSO.

Por otra parte, Chiarelli-Neto et al "8 observo que la luz visible puede dafar los
melanocitos a través de la fotosensibilizacion de la melanina y la generaciéon de
oxigeno '02, disminuyendo asi la viabilidad celular al aumentar la permeabilidad de
la membrana, causando tanto la fotooxidacion del ADN como la muerte celular
necro-apoptotica, siendo la FEO mas eficiente que la EU para generar 02 y resistir
el fotoblanqued, en su trabajo se incrementd la pigmentacion intracelular de tres
lineas celulares que posteriormente se expusieron a luz visible, lo que resulto en la

disminuciones sustanciales en la viabilidad que van de un 25% a 50% demostrando
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que la presencia de melanina aumenta la fototoxicidad tanto de la luz visible y la

radiacion UV.

En contraste, en la aplicacion de la TFD por fotoactivacion de EU observamos que,
a pesar del incremento de la concentracion de EU intracelular, la reducciéon de la
viabilidad que obtuvimos en nuestros experimentos fue de aproximadamente 12 %j;
se considera que esto sucedio debido a la capacidad antioxidante de la EU. Como
ya se ha probado y reportado, el 'O2 inducido por EU estudiada a través de
espectrofotometria diferencial y luminiscencia del infrarrojo cercano resuelta en el
tiempo, se demostré que la EU fotogeneraba oxigeno singlete cuando se excitaba
con luz azul, aunque con un rendimiento muy bajo, también se pudo observar que

la melanina tuvo la capacidad de apagar eficazmente el oxigeno singlete 1%,
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CONCLUSIONES

El espectro UV-VIS, FTIR Y Raman de las muestras de FEO demostraron
que las extracciones realizadas presentan caracteristicas propias del

pigmento de la melanina y evidencian su similitud con el estandar de EU.

El rastreo del FS para el azul de metileno mostro una absorcién maxima a
los 60 min de incubacién a una concentracion de 20 uM y su fotoactivacion

redujo la viabilidad celular en un 75%.

El rastreo del FS para la EU mostro una absorcién maxima a las 24 horas de
incubacion a una concentracion de 0.2 mg/mL y su fotoactivacion no redujo
la viabilidad celular, sin embargo, el DMSO mostro toxicidad, reduciendo la

viabilidad en un 10%.

Para el caso de la FEO se obtuvo una absorcién maxima del FS a las 24

horas de incubacion, y su fotoactivacion redijo la viabilidad célula en un 35%.

La TFD con AM generd una reduccion de la viabilidad celular del 75% en

comparacion al control sin tratamiento.

La TFD con EU gener6 una reduccion de la viabilidad celular del 12% en

comparacion al control sin tratamiento

Usando las extracciones de FEO como un FS se logré una disminucién del

50% en la viabilidad celular en comparacion con el grupo de control.
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