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Resumen

La terapia fotodinamica (TFD) se posiciona como una estrategia terapéutica innovadora y
prometedora. Sin embargo, su plena implementacion enfrenta desafios relacionados con la
comprension de los mecanismos moleculares que sustentan su efectividad. Este estudio tuvo
como objetivo analizar los efectos redox de la TFD empleando 3 fotosensibilizadores (Fs) en
células de melanoma (A375) y fibroblastos (WS1), evaluando la eficiencia de los
tratamientos, la generacién de especies reactivas de oxigeno (ERO) y la actividad de
antioxidantes clave como la superoxido dismutasa (SOD) y el glutation reducido (GSH). Se
confirmé la internalizacion de los tres Fs (AM, RB, Cur) y la eficiencia de la TFD para
reducir la viabilidad celular y generar un desequilibrio redox en las células. El tratamiento
con AM-TFD redujo selectiva y significativamente la viabilidad celular en A375, pero no en
WS1. La TFD con RB o con Cur, no fueron selectiva. Sin embargo, se destaca la TFD con
Cur (3 uM) como la que redujo mas la viabilidad celular (90%). Este trabajo destaca el papel
fundamental de las ERO y los antioxidantes en la eficacia de la TFD, subrayando cémo el
desequilibrio redox inducido selectivamente en células cancerosas puede potenciar la muerte
celular, contribuyendo al desarrollo de terapias mas efectivas y especificas para el cancer.



Abstract

Photodynamic therapy (PDT) stands out as an innovative and promising therapeutic strategy.
However, its full implementation faces challenges related to understanding the molecular
mechanisms underlying its effectiveness. This study aimed to analyze the redox effects of
PDT using three photosensitizers (PSs) in melanoma cells (A375) and fibroblasts (WS1),
evaluating treatment efficiency, reactive oxygen species (ROS) generation, and the activity
of key antioxidants such as superoxide dismutase (SOD) and reduced glutathione (GSH).
The internalization of the three PSs (MB, RB, Cur) was confirmed, as well as the efficiency
of PDT in reducing cell viability and inducing redox imbalance in cells. Treatment with MB-
PDT selectively and significantly reduced cell viability in A375 cells but not in WS1 cells.
In contrast, PDT with RB or Cur lacked selectivity. However, Cur-PDT (3 uM) achieved the
highest reduction in cell viability (90%). This work highlights the critical role of ROS and
antioxidants in the efficacy of PDT, emphasizing how selectively induced redox imbalance
in cancer cells can enhance cell death, contributing to the development of more effective and
targeted cancer therapies.
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Capitulo |

1 Introduccién

1.1 Antecedentes

Segun el Instituto Nacional de Salud (NIH, por sus siglas en inglés), el cancer es una
enfermedad caracterizada por la proliferacion descontrolada de células, las cuales pueden
diseminarse a otras partes del cuerpo. Un ejemplo de ello es el melanoma, un tipo agresivo
de céncer de piel que se origina en los melanocitos. Ademas, en la piel contiene fibroblastos,
celulas que mantienen el equilibrio celular y reparan tejidos.

Un aspecto crucial en el desarrollo y progresion del cancer es el aumento excesivo de las
ERO. Estas moléculas altamente reactivas, como los radicales libres como el superéxido
(O2-), el peroxido de hidrogeno (H202) y el radical hidroxilo (-OH), se generan como
subproductos del metabolismo celular generado en la mitocondria, asi como de las vias de
sefializacion aberrantes en las células cancerosas [1]. A niveles moderados, las ERO
desempefian funciones reguladoras importantes en procesos celulares como la proliferacion,
la apoptosis y la respuesta inmune. Sin embargo, en condiciones de estrés oxidativo cronico,
las ERO pueden causar dafio oxidativo a los componentes celulares, incluidos los lipidos, las
proteinas y el &cido desoxirribonucleico (ADN), lo que contribuye al desarrollo y progresion
del céncer [2, 3, 4, 5].

Para contrarrestar los efectos de las ERO, las células poseen un sistema de defensa
antioxidante intrinseco, que incluye enzimas antioxidantes como la SOD, la CAT y
antioxidantes no enzimaticos GSH. Estos antioxidantes actlan coordinadamente para
neutralizar las ERO y mantener el equilibrio REDOX en las células cancerosas [2].

A pesar de los avances en la comprension de los mecanismos de estrés oxidativo en el cancer,
aun existen lagunas significativas en nuestro conocimiento sobre cémo el desequilibrio
REDOX contribuye a la progresion o eliminacion tumoral, y como se regulan los
antioxidantes en este contexto. Entre los tratamientos alternativos contra el cancer se
encuentran la TFD, la cual es una tecnologia médica que emplea fuentes de luz (laseres o
dispositivos con diodos emisores de luz) para la activacion de farmacos sensibles a la luz
(fotosensibilizadores), con el fin de tratar el cancer y otras enfermedades de manera no
quirdrgica y minimamente invasiva. Esta terapia utiliza el oxigeno presente en las células
dafadas, el cual reaccionara con el fotosensibilizador (Fs) cuando irradiado por una fuente
de luz, que debe emitir longitudes de onda dentro del espectro visible [6].
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A medida que se profundizé en el mecanismo de accion de la TFD, se descubrid que su
efectividad esta intrinsecamente ligada al equilibrio REDOX dentro de las células. En las
celulas cancerosas, este equilibrio suele estar alterado, con un aumento en la produccion de
ERO, lo que contribuye a la proliferacion celular y la progresion tumoral. La TFD aprovecha
este desequilibrio REDOX para inducir la muerte celular. Este exceso de ERO provoca dafio
oxidativo a componentes celulares esenciales como membranas, proteinas y ADN, lo que
desencadena la apoptosis o necrosis de las células tumorales [7].

Por tanto, este estudio tiene como objetivo proporcionar una vision detallada de los efectos
biolégicos de la TFD en el equilibrio REDOX celular. Estos hallazgos podrian tener
implicaciones significativas para la optimizacion de la TFD como tratamiento contra el
cancer, asi como para el desarrollo de estrategias terapéuticas mas efectivas y personalizadas
para los pacientes con cancer.

1.2 Planteamiento del problema

El melanoma es una de las formas mas agresivas de cancer de piel, con alta capacidad de
proliferacion, resistencia a terapias convencionales y una marcada tendencia a la metéstasis,
lo que lo convierte en una de las principales causas de mortalidad asociada al cancer de piel.
Estas caracteristicas subrayan la necesidad de desarrollar estrategias terapéuticas
innovadoras y efectivas que ofrezcan mayor selectividad y eficacia.

La TFD ha emergido como una opcion prometedora para el tratamiento de diversos tipos de
cancer, incluido el melanoma, debido a su capacidad para inducir muerte en células tumorales
mediante la producciéon de ERO. Sin embargo, la implementacion efectiva de esta técnica
enfrenta desafios significativos, particularmente en la comprension detallada de sus
mecanismos moleculares. Aspectos como el impacto diferencial de la TFD en células
cancerosas y no cancerosas, los cambios en los niveles de ERO vy la actividad antioxidante,
asi como el balance REDOX de las células tratadas, permanecen insuficientemente
explorados.

La eficacia de la TFD depende en gran medida de la capacidad del Fs para acumularse
preferentemente en células tumorales, generar ERO en cantidades suficientes y desestabilizar
el sistema REDOX sin causar dafio significativo a células no cancerosas [8]. Por lo tanto,
resulta esencial identificar las dosis 6ptimas de Fs como RB y Cur para maximizar la eficacia
de la TFD, evaluar su potencial citotoxico en células tumorales y sanas, y analizar su
capacidad para alterar los sistemas antioxidantes de las células de melanoma. La comparacion
de estos efectos entre células de melanoma y fibroblastos sanos permitira profundizar en los
mecanismos moleculares que subyacen a la accion de la TFD, contribuyendo asi al desarrollo
de estrategias terapéuticas mas especificas y efectivas contra el cancer.
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1.3 Justificacion

El melanoma es una de las principales causas de mortalidad por cancer de piel, lo que resalta
la urgencia de desarrollar estrategias terapéuticas mas eficaces y precisas. Entre las
alternativas emergentes, la TFD ha demostrado ser una herramienta prometedora en la lucha
contra el cancer, gracias a su capacidad para inducir dafio dirigido a células tumorales
mediante la generacion regulada de ERO.

No obstante, la optimizacion de la TFD implica superar retos fundamentales, entre ellos, la
identificacion de Fs que aseguren una mayor acumulacion en células malignas y que
provoquen un desequilibrio REDOX localizado, maximizando la destruccion de células
cancerosas mientras se preservan los tejidos sanos. Ademas, es esencial profundizar en los
mecanismos moleculares que determinan la susceptibilidad diferencial de las células al
tratamiento, lo que permitiria perfeccionar su eficacia y minimizar posibles efectos adversos.

Dado que el melanoma presenta caracteristicas particulares, como una alta capacidad de
proliferacion y resistencia a diversas terapias, este estudio contribuye al desarrollo de
estrategias mas especificas que aprovechen el desequilibrio REDOX como un mecanismo
clave para la eliminacion de células tumorales.

1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo general

Evaluar la efectividad, selectividad y efecto REDOX de la TFD con diferentes Fs sobre
células de melanoma.

1.4.2 Objetivos especificos

e Seleccionar las dosis optimas de RB y Cur para maximizar la eficacia de la TFD en
linea celular de melanoma.

e Evaluar el potencial citotdxico de tres fotosensibilizadores: AM, RB y Cur en células
de melanoma y fibroblastos.

e Rastrear lo tres fotosensibilizadores en las dos lineas celulares.

e Medir el efecto REDOX en la linea celular de melanoma.

e Comparar el efecto citotoxico en las dos lineas celulares.

13



Capitulo 11

Este capitulo introduce los conceptos basicos del cancer, destacando el melanoma como un
modelo representativo de tumores con un desequilibrio REDOX analiza la interrelacion entre
el cancer y el estrés oxidativo. Se describen los principios fundamentales de la TFD y los
mecanismos moleculares subyacentes a la muerte celular que induce, incluyendo apoptosis,
necrosis y autofagia. Asimismo, se evaluan las propiedades de los Fs empleados en el
presente trabajo y su capacidad para generar ERO. Finalmente, se exploran las funciones de
los antioxidantes clave (SOD, CAT y GSH) en el contexto de la progresion tumoral y los
avances reportados en la literatura reciente sobre este enfoque terapéutico.

2 Marco Teorico

2.1 Cancery TFD
2.1.1 Cancer

Se define al cdncer como un fenémeno que se origina cuando un conjunto de células del
cuerpo humano crece de forma descontrolada. Las células que forman una masa Unica sin
capacidad para invadir 6rganos vecinos o a distancia se les denominan tumores benignos. Por
otro lado, los tumores malignos son aquellos que tienen la capacidad de invadir otros tejidos,
liberando partes de las células tumorales al torrente sanguineo o linfatico [9].

Una célula sana crece a un ritmo controlado y permanecen en el rea donde se ha originado;
se divide, lo que conlleva a la formacion de otras dos exactamente iguales a la original, con
sus mismas caracteristicas y por ultimo muere de forma ordenada. La pérdida del correcto
funcionamiento de este sistema puede desencadenar un crecimiento desordenado de las
células y el desarrollo del cancer. Una célula normal se convierte en cancerosa cuando existe
una alteracion en los genes contenidos en el ADN, a estas alteraciones se les conoce como
mutaciones. La mayoria de las veces que se dafia el ADN entran en accion ciertos
mecanismos que repararan dafio celular o activaran muerte celular. Sin embargo, las células
cancerosas eluden estos mecanismos, lo que provoca una divisién celular descontrolada con
alteraciones en el ADN (Figura 1) [9, 10].

Aunque el proceso normal de division celular garantiza la renovacion y reemplazo celular,
en ocasiones celulas anormales o dafiadas se multiplican inapropiadamente, formando
tumores que pueden ser benignos o malignos. Los tumores malignos, conocidos como
carcinomas, tienen la capacidad de invadir tejidos circundantes y propagarse a otras areas del
organismo, un fendmeno denominado metastasis. En contraste, los tumores benignos no se
extienden a tejidos cercanos y, por lo general, no reaparecen después de ser removidos. El
cancer es considerado como una enfermedad compleja que involucra la formacion de
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tumores, tanto malignos como benignos, y puede tener graves implicaciones para la salud y
la vida de las personas afectadas. Aunque se han realizado avances significativos en la
comprension de los mecanismos subyacentes al cancer y en el desarrollo de estrategias
terapéuticas, su incidencia y mortalidad siguen siendo elevadas [11].

Division de células cancerosas

Figura 1. En el proceso de formacion de un tumor una célula se multiplica de forma descontrolada, dando
lugar a la formacion de un tumor [9].

Segun la Organizacién Mundial de la Salud, asi como la Organizacion Panamericana de la
Salud, el cancer constituye una de las principales causas de mortalidad en América, cobrando
1,4 millones de vidas en el 2022, lo que representa el 45,1% de las muertes en individuos
menores de 69 afios. Estimando 4,2 millones de casos de cancer en Américas en 2022, y se
proyecta que aumentard a 6,7 millones para el afio 2045 [12]. Se estima que cada afio en
México el cancer provoca la muerte de 90 mil personas, ubicandolo como la tercera causa de
muerte [13]. Y segun el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, entre enero y agosto
de 2020, se registraron 683,823 muertes en México. De estas, 9% se debieron a tumores
malignos (un total de 60,421 fallecimientos). En 2019, hubo 747,784 defunciones, y el 12%
de ellas se atribuy6 a tumores malignos (un total de 88,683 fallecimientos). La distribucién
porcentual por sexo muestra que hay mas fallecimientos en mujeres (51%) que en hombres
(49%) debido al cancer. Las tasas de defunciones por tumores malignos varian segin la edad.
En los grupos mas jovenes (antes de los 30 afios), las tasas son bajas, pero aumentan con la
edad. Por ejemplo, en hombres mayores de 80 afios, la tasa de defuncion es de 1,140.10 por
cada 100,000 hombres, mientras que en mujeres es de 674.43 por cada 100,000 mujeres [14].
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2.1.2 Melanoma

El melanoma es un tipo de cancer de piel que se origina en los melanocitos, las células
responsables de producir melanina, el pigmento que da color a la piel. Los melanocitos se
encuentran principalmente en la capa basal de la epidermis (Figura 2), la capa méas profunda
de la piel. A diferencia de otros canceres de piel, como los carcinomas de células basales y
escamosas, que son menos agresivos y rara vez se diseminan, el melanoma es invasivo y
tiene una mayor propension a metastatizar, es decir, a propagarse a tejidos circundantes y
organos distantes, lo que lo convierte en la forma mas mortal de cancer de piel. Los
melanomas malignos pueden surgir en cualquier area de la piel, aunque tienden a
desarrollarse mas comunmente en lunares preexistentes. Este cancer, a pesar de representar
solo el 1% de todos los canceres de piel, es responsable de mas del 80% de las muertes por

cancer de piel, debido a su naturaleza agresiva y alta tasa de metastasis. [15].
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Segun e Instituto Nacional del Cancer el melanoma es clasificado en cinco etapas, las cuales
dependeran de la profundidad de penetracion de la piel asi como la extension del tumor

(Figura 3):

e Etapa 0: EI melanoma esta confinado a la capa superior de la piel (epidermis) y la
lamina basal permanece intacta. En esta etapa temprana, el melanoma es superficial
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Figura 2. Anatomia de la piel con melanocito [16].

y no ha invadido capas mas profundas.
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e Etapa I: Conocida como melanoma in situ, el cancer sigue localizado en la epidermis,
sin penetrar aun otras capas de la piel.

e Etapa II: El tumor tiene un grosor de menos de 1 mm y ha penetrado la lamina basal,
extendiéndose a la dermis papilar, la capa superior de la dermis.

e Etapa Ill: En esta etapa, el espesor del tumor varia entre 1 y 2 mm y alcanza la
interfase entre la dermis papilar y la dermis reticular.

o Etapa IV: El melanoma se ha extendido mas alla de la dermis reticular, y las células
cancerosas han migrado a al menos un ganglio linfatico o a tejidos cercanos. Esta
etapa también puede incluir metastasis en 6rganos distantes como los pulmones, otros
organos internos o ganglios linfaticos alejados. La afectacion puede llegar hasta la
grasa subcutanea, lo que indica una enfermedad avanzada y de peor prondstico.

¢ Qué grosor tiene el cancer?

| [——Epidermis

——Dermis

4,0 - | Tejido
subcutaneo

Profundidad de la invasion (mm)

5,0 Ve L

Figura 3 Etapas del melanoma [16].

2.1.3 Fibroblastos en la regulacion de los melanocitos y el desarrollo del melanoma

Los fibroblastos son las células mas abundantes en la dermis y desempefian un papel clave
en el mantenimiento de la homeostasis cutaneay en la regulacion de los melanocitos. Ademas
de sintetizar y remodelar la matriz extracelular (MEC), los fibroblastos participan
activamente en la comunicacion intercelular mediante la secrecion de factores de
crecimiento, citocinas y otras sefiales paracrinas que modulan el comportamiento de los
melanocitos [17].

Los fibroblastos participan en el microambiente cutaneo, creando una interfaz fisica y
quimica que influye en la adaptacion y crecimiento tumoral. A diferencia de los melanocitos,
que se especializan en la produccion de melanina y presentan una mayor sensibilidad a
factores externos como la radiacién ultravioleta, los fibroblastos tienen una respuesta
antioxidante mas robusta y no estan sujetos a la regulacion de la pigmentacion [18].
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Ademas, los fibroblastos, aunque no son células tumorales, pueden convertirse en
fibroblastos asociados al cancer bajo la influencia de sefiales producidas por células de
melanoma, promoviendo la remodelacion de la MEC y favoreciendo la migracion tumoral.
Este proceso muestra como los fibroblastos, en su estado basal o transformado, son capaces
de responder de manera significativa a las condiciones del melanoma, lo que los convierte en
un modelo representativo del comportamiento celular en tejidos no tumorales cercanos a la
lesion. [19].

214 TFD

Los tratamientos contra el cancer se basan en varios factores, entre ellos el tipo de tumor,
grado de remocion, la metéastasis, localizacion, tolerabilidad del paciente, edad y el estado de
salud general. En consecuencia, los planes de tratamiento més frecuentes incluyen cirugia,
inmunoterapia, terapia dirigida, quimioterapia y TFD. Desde el 2006 la TFD ha sido
autorizada para el tratamiento de lesiones cutaneas precancerosas y de algunos canceres
cutaneos epiteliales. Actualmente se implementa para tratar enfermedades dermatoldgicas no
tumorales, enfermedades infecciosas en la piel como el acné. La TFD ha demostrado
eficientes resultados en la inactivacion de virus, hongos, bacterias, en tratamientos para la
psoriasis y el cancer. La TFD consiste en la eliminacion de células patdgenas generalmente
mediante apoptosis. [20, 21].

La TFD combina el uso de un farmaco fotosensible o mejor conocido como un
fotosensibilizador (Fs), una fuente de luz y oxigeno molecular para dirigir y destruir
selectivamente las células cancerosas, mientras minimiza el dafio a los tejidos circundantes.
Ofreciendo varias ventajas sobre los tratamientos convencionales, como la cirugia, la
radioterapia y la quimioterapia. En primer lugar, es minimamente invasiva y puede aplicarse
de manera localizada, lo que reduce el riesgo de efectos secundarios sistémicos. En segundo
lugar, la TFD puede ser repetida en el tiempo sin provocar resistencia celular, lo que la
convierte en una opcion especialmente prometedora para el tratamiento de tumores
recurrentes o metastasicos [22, 23]

La TFD es una técnica medica que hace uso de un laser, u otras fuentes de luz que van desde
la luz visible hasta la infrarroja, para la activacion del Fs y de este modo tratar procesos
precancerosos y cancerosos, mediante un proceso no quirdrgico y de invasion minima. [22].
Las principales fuentes de luz empleadas son laseres, LEDS y lamparas, seleccionandose
segun la ubicacion del objetivo, el espectro de absorcion del Fs y la dosis de luz requerida
[21].

2.1.5 Principio basico de la TFD

Como ya hemos mencionado para que la TFD pueda ser llevada a cabo se necesitan tres
componentes esenciales: un Fs, luz y oxigeno molecular en niveles ambientales. El Fs es
administrado en las células las cuales, al ser expuestas a la luz, absorben la energia de los
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fotones, lo que resulta en un estado energético elevado. Esta absorcion ocurre cuando el Fs
es expuesto a la luz con longitudes de onda especificas, donde los fotones tienen una energia
que coincide con los estados energéticos disponibles del Fs. Cuando esto sucede, el Fs puede
pasar de su estado fundamental energético a un estado excitado singulete altamente inestable.
Desde este estado excitado, el Fs puede liberar la energia absorbida en forma de calor, que
puede utilizarse para inducir dafio celular y/o fluorescencia. Alternativamente, el Fs excitado
puede pasar a un estado excitado triplete mas estable a través de un proceso llamado cruce
entre sistemas. A partir de aqui, el Fs puede regresar a su estado fundamental estable
mediante fosforescencia, emision de calor o transferencia directa de energia al oxigeno,
dando como resultado la produccion de oxigeno singulete en estado excitado (*O2), conocido
como reaccion de tipo Il. Ademas, el Fs excitado en su estado triplete puede transferir
electrones o hidrdgenos a otras moléculas bioldgicas cercanas en lo que se conoce como
reaccion de tipo I. Esta interacciéon forma radicales o iones radicales, que pueden reaccionar
posteriormente con el oxigeno presente en la célula, generando ERO, como el O2—, el radical
hidroperdxido (HOO-), H202 y el HO-. Se considera que la mayoria de los Fs participan en
reacciones de tipo Il en lugar de reacciones de tipo | debido a su simplicidad mecanica.
Ambas reacciones tanto de tipo | como de tipo Il pueden generarse de forma simultanea, y la
relacién entre ellas depende principalmente del tipo de Fs empleado, la concentracion del
sustrato y la disponibilidad de oxigeno. Como resultado de la reaccion fotodinamica, se
activan diversos mecanismos moleculares que conducen a diferentes modalidades de muerte
celular, reclutamiento y activacion de células inmunes y dafio vascular. Todo esto se puede
apreciar de mejor forma a través del diagrama de Jablonski mostrado en la Figura 4 [24, 25].
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Figura 4. Diagrama de Jablonski ilustrando las fotorreacciones de tipo |y tipo Il de un Fs después de la
excitacion con luz [25].
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2.2 Muerte celular producida por TFD

Tradicionalmente, la muerte celular inducida por la TFD se clasificaba en: apoptosis, muerte
celular asociada con autofagia y necrosis [26].

La muerte celular producida dependera de donde se encuentre localizado el Fs (Figura 5).
Cuando existe un dafio celular directo podemos decir que se genera apoptosis, esto ocurre
cuando el Fs se localiza en la mitocondria, reticulo endoplasmatico (RE) y el nacleo. Por otro
lado, la autofagia se produce cuando el Fs se encuentra en el citoplasma y en los lisosomas.
Y por altimo la necrosis es evidente cuando existe una desintegracion de la membrana celular
causada por el Fs [27].

Lisosoma
APOPTOSIS
AUTOFAGIA

Membrana celular
NECROSIS

Citoplasma

AUTOFAGIA Nucleo

APOPTOSIS

Reticulo
endoplasmatico
APOPTOSIS

Mitocondria
APOPTOSIS

Figura 5. Localizacién del Fs en relacion con la via de muerte celular, activada durante la TFD [27].

2.2.1 Apoptosis

La apoptosis representa un proceso de autorregulacion celular que ocurre en respuesta a
diversos estimulos. Estd acompafiada de cambios morfoldgicos caracteristicos, como la
reduccion del volumen celular, la condensacion de la cromatina, el redondeo celular, la
fragmentacion nuclear y la formacion de vesiculas en la membrana plasmatica, entre otros.
La apoptosis se lleva a cabo mediante la activacion secuencial de un conjunto de enzimas,
incluyendo caspasas y endonucleasas especificas de cisteina aspartato. Este proceso puede
clasificarse como intrinseco o extrinseco [27].
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La apoptosis intrinseca es un tipo de muerte celular regulada que se desencadena por diversos
factores intracelulares, como el dafio en el ADN, la presencia de ERO, el estrés en el RE, el
estrés de replicacion y la privacion de factores de crecimiento. Este tipo de apoptosis es
independiente de receptores y se facilita mediante la activacion de proteinas como Bid, que,
al ser escindida, transfiere sefiales a las mitocondrias, desencadenando la liberacion de
citocromo c y la formacion de la plataforma de activacion apoptotica 1 (Apaf-1), lo que
finalmente conduce a la activacion de caspasas Yy, por ende, a la muerte celular programada
[28, 27, 29].

Por otro lado, la apoptosis extrinseca se inicia por la activacion de receptores transmembrana,
como el receptor Fas, y conlleva la formacion de un complejo de sefializacion que activa la
caspasa 8, lo que a su vez activa otras caspasas, culminando en la apoptosis [28, 27, 29].

2.2.2 Autofagia

La autofagia es un proceso celular que puede actuar de dos maneras: como un mecanismo de
supervivencia, donde elimina el material celular dafiado, y como un mecanismo de muerte,
especialmente en condiciones de dafio organico permanente. En ambos casos, se forman
vesiculas membranosas llamadas autofagosomas, que encapsulan el material dafiado,
incluidos organulos y parte del citosol. Posteriormente, los autofagosomas se fusionan con
los lisosomas para degradar este contenido, dando lugar a los autolisosomas. Este proceso
permite la eliminacion de material dafiado y la reutilizacion de nutrientes reciclados [28].

En la TFD, la autofagia puede desempefiar un papel dual: puede promover la supervivencia
celular o inducir la muerte celular, segin la magnitud de la citotoxicidad generada durante el
tratamiento. La autofagia interviene al reciclar mitocondrias o reticulo endoplasmico dafiados
antes de que se active la apoptosis. No obstante, cuando la citotoxicidad alcanza un nivel
Optimo, tanto la via apoptética como la autofagia pueden resultar en la muerte celular.
Ademas, se ha observado la presencia de autofagia en células que muestran resistencia a la
apoptosis [27].

2.2.3 Necrosis

La muerte por necrosis se caracteriza como un evento no programado, considerado un suceso
accidental que ocurre cuando hay una deficiencia de energia. Este tipo de muerte puede
desencadenarse por estrés mecanico, térmico o quimico, lo que resulta en un fallo en la
permeabilidad de la membrana plasmatica y la liberacion desordenada de componentes
celulares al exterior [30].

Existen tres razones principales que explican por qué ocurre la necrosis:
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e En primer lugar, la falla energética en la membrana celular provoca la apertura de las
bombas ATP, lo que conlleva a la entrada de cationes al citosol y causa un hinchamiento
celular (oncosis), seguido por el rompimiento de la membrana.

e EIl segundo mecanismo es la sobreproduccion de ERO. En condiciones normales, las
células producen ERO en cantidades reguladas, pero en presencia de patologias, la
mitocondria aumenta su produccion, lo que puede dafar organelos como los lisosomas,
el RE y las membranas mitocondriales y celulares, resultando en necrosis.

e La tercera forma de necrosis ocurre debido a la entrada excesiva de calcio al medio
intracelular. Esta entrada activa proteasas sensibles al calcio, como las calpainas, lo que
conduce a una concentracion excesiva de calcio y la apertura de un poro en la membrana
mitocondrial (poro de permeabilidad transitoria mitocondrial). Esto causa la liberacion
de citocromo c a la membrana externa, lo que resulta en la incapacidad de producir
Adenosin trifosfato a través de la cadena respiratoria

Las caracteristicas principales de la necrosis incluyen la rapida pérdida de los potenciales de
membrana, ruptura de la membrana plasmatica, dilatacion de organelos citoplasmaéticos y, en
ocasiones, ligera condensacion de la cromatina o pérdida del nucleo [30].

2.3 Fotosensibilizadores en la TFD

Un Fs es una molécula sensible a la luz utilizada en la TFD, asi como en otros procesos para
eliminar virus y bacterias. Al elegir un Fs adecuado, se busca que se acumule selectivamente
en los tejidos enfermos, genere especies quimicas citotdxicas e induzca el efecto bioldgico
[22]

Aunque no existe un Fs ideal, Gallegos (2015) nos menciona en su libro que hay nueve
requisitos que debe cumplir para su uso en la TFD [22].

Caracteristicas fisicoguimicas

1. Pureza, estabilidad quimica y fotoestabilidad, esto ayuda o permite extender el tiempo de
fotoirradiacion,

2. Solubilidad en agua con anfifilicidad que asegura tanto el transporte en sangre sin
precipitarse y sin agregarse y la penetracion efectiva a traves de la bicapa de lipidos.

3. Rendimiento cuantico alto con la finalidad de generar oxigeno singulete.

4. Un alto coeficiente de absorcion molar en longitudes de onda de 600-850 nm en la region
de la luz roja, que puede penetrar mas el tejido siendo la energia suficiente para producir
estados tripletes.

Caracteristicas biolégicas

5. Alta selectividad para ser retenido en el tejido tumoral.
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Acumulacion réapida en las células tumorales en organelos diferentes al nucleo.

No generar citotoxicidad en la oscuridad

No tener efecto mutagénico, irradiado o no irradiado

Eliminacion répida en los pacientes por fotodegradacion, metabolizacion y excrecion

© oo~

Tabla 1. Caracteristicas principales de los Fs empleados en TFD [31, 32]

Fotosensibilizador ex [nm Solvente
Derivados de hermatoporfirina 632 Agua
Acido 5 - aminolevulinico 635 Buffer Fosato (1%)-tritdn (100X)
Verteporfirina 690 Buffer Fosato (1%)-tritén (100X)
Etil etiopurpurina de estafio 660 =
Temoporfin 652 -
Texafirina 732 -
Hipericina 590 Buffer Fosato (1%)-tritén (100X)
Rodamina 511 Agua
Poficeno 590
Ftalocianina 670-680 Agua pesada
Azul de metileno 668 Agua
Rosa de Bengala 540 Agua
Curcumina 420-430 -

2.3.1 Caracteristicas del AM

El AM (trihidrato (dimetilamino) de cloruro del phenazathionium 3,7-Bis), es un colorante
de la familia de las fenotiazinas, utilizado ampliamente en el campo clinico. Mostrando
actividad in vivo contra varios tipos de tumores al interactuar con luz roja. El espectro de
absorcion del AM depende de la dimerizacion. La forma mondmera y dimera tienen distinto
espectro de absorcion, el tipo monémero presenta pico de absorcion en 664 nm y el tipo
dimero en 590 nm. EI AM tiene la capacidad de acumularse en la mitocondria. La generacion
de ERO en este organelo causadas por la TFD induce a la activacién de la apoptosis [33].

2.3.2 Caracteristicas del RB

m

I RB (4,5,6,7-tetrachloro-20,40,50,70-tetraiodofluoresceindisodio) es un colorante
perteneciente a la familia de los xantenos. Este compuesto, soluble en agua y biocompatible,
se utiliza en la préactica clinica como agente diagndéstico para trastornos oftalmolégicos y
evaluacion de la funcién hepética [34]. Dado que posee una carga anionica, el RB no puede
penetrar la membrana lipidica. Se ha propuesto un mecanismo de accion para este compuesto
en diversas células cancerosas. En TFD, el RB actla como Fs, activando el receptor de
muerte Fas mediante la accion del oxigeno singulete. Este proceso esta implicado en la
sefializacion de vias extrinsecas de apoptosis. Presenta un pico de absorcion maximo en el
rango de 540-550 nm [35].
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2.3.3 Caracteristicas de la Cur

LaCur| ((LE, 6 E) — 1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil) — 1,6-heptadieno-3,5-diona)) es un
compuesto polifendlico natural. Posee la caracteristica de ser insoluble en agua y facilmente
soluble en disolventes organicos como &cido acético, cetonas, alcalis y cloroformo. La Cur
ha demostrado poseer propiedades fotodinamicas, lo que significa que puede generar ERO
cuando se activa por la luz en presencia de oxigeno. Demostrando selectividad hacia las
células cancerosas [36]. Ademéas de su capacidad para inducir la muerte en células
cancerosas, la Cur también ha mostrado propiedades antioxidantes y antiinflamatorias que
pueden ayudar a mitigar el dafio oxidativo inducido por la TFD en las células sanas
circundantes. Sin embargo, la Cur enfrenta desafios en términos de su solubilidad en agua y
su biodisponibilidad en el cuerpo humano. Tiene un pico de absorcién principal alrededor de
420-430 nm. Sin embargo, este pico puede cambiar ligeramente dependiendo del disolvente
(agua, etanol, etc.) [37].

2.4 Equilibrio REDOX en células de cancer
2.4.1 Produccion de ERO

Las ERO se pueden generar tanto por factores enddgenos como exdgenos. La mitocondria es
la principal fuente de produccion de ERO endodgenas las cuales contribuyen al estrés
oxidativo intracelular. El desarrollo de ERO ocurre en la cadena transportadora de electrones,
especificamente en la membrana interna de la mitocondria durante la fosforilacion oxidativa
al crear ATP. Por otro lado, las ERO exdgenas son producidas por factores como la
contaminacion del aire, el humo del tabaco, la radiacion UV y algunos medicamentos. En
Figura 6 se puede apreciar de mejor forma como es que los niveles de ERO afectan las
celulas:

e Niveles basales las ERO funcionan como segundos mensajeros intracelulares. Esto
significa que actian como sefiales dentro de la célula, regulando una variedad de
procesos celulares importantes como: proliferacion celular, diferenciacion celular,
muerte celular programada, respuesta inmune, mantenimiento del equilibrio REDOX y
sefalizacion celular.

e Niveles moderados de ERO pueden ser beneficiosos para las células cancerosas al
aumentar su metabolismo y activar la sefializacion del crecimiento, favoreciendo la
proliferacion celular. Aunque los antioxidantes generalmente neutralizan las ERO, un
exceso de ERO puede superar la capacidad antioxidante, causando un estado de estres
oxidativo que promueve la progresion del cancer.

e Niveles elevados de ERO pueden ser perjudiciales para las células. Altas
concentraciones pueden causar dafio en el ADN, lo que puede llevar a apoptosis. Este
tipo de muerte celular es un mecanismo importante para eliminar células dafiadas o
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anormales, pero un exceso de ERO puede desencadenar este proceso de manera
excesiva y contribuir a la muerte celular [38].

Factores exogenos:

Factores endégenos: - Contaminantes del
* Cadena de transporte aire
de electrones ‘ * Humo de tabaco
mitocondrial I ’ ‘ I ’ * Radiaciones
* NADPH oxidasa ‘ ¢+ Alimentos
* Metales de transicion * Farmacos
* etc. * etc.

Promociéntumoral:

Senalizacionnormal: +  Aumento del metabolismo

+ Senalizacion de *+ Aumento de senales de
mensajeros secundarios crecimiento

* Inhibicion de antioxidantes

Muerte celular:
+ Dano ADN

Figura 6. Generacion y efectos de las ERO [38].

2.4.2 ERO endbgenas y antioxidantes

Las principales fuentes de ERO en células de melanoma son las mitocondrias, la familia de
las oxidasas de NADPH (NOXs) y los melanosoma (Figura 7). En la mitocondria, la cadena
transportadora de electrones, ubicada en la membrana interna, genera ERO principalmente
en los complejos I, 11'y I11. Estos complejos producen O»- al transferir un electrén al oxigeno
molecular. El O2- generado en la matriz mitocondrial es rapidamente convertido en H20- por
la superdxido dismutasa 2 (MnSOD o SOD2). Mientras tanto, el complejo I11 también libera
O2- hacia el espacio intermembranoso, donde puede atravesar los canales de anion
dependientes de voltaje (VDAC) (Figura 6) y llegar al citosol, donde se convierte en H.O>
mediante la accién de la superéxido dismutasa 1 (Cu/ZnSOD o SODJ). Por otro lado, la
NADPH oxidasa 2 (NOX2), localizada en la membrana plasmatica, transfiere electrones
desde el NADPH intracelular hacia el O en el espacio extracelular, generando Oo- el cual
puede ser dismutado a H2O> por la superdxido dismutasa extracelular (ECSOD o SOD3), lo
que facilita la entrada del H>O: a la célula debido a su capacidad para difundir libremente a
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través de las membranas. Las enzimas SOD son extremadamente eficientes, con una de las
mayores tasas cataliticas conocidas (kcat/KM), lo que hace que la conversion de superéxido
a peroxido de hidrogeno sea altamente dependiente de la difusién [39, 40].

En los melanosomas, organelos responsables de la sintesis de melanina, la tirosinasa, una
enzima clave en este proceso, también genera O2- como subproducto de la oxidacion de la
tirosina. Este superdxido puede ser convertido en H2O> por la SOD1. Ademas, la melanina
producida por los melanosomas puede actuar como un antioxidante, protegiendo a las células
del exceso de ERO. Sin embargo, la acumulacion excesiva de ERO en estos organelos, como
el peroxinitrito (ONOQO-), resultante de la reaccion entre superoxido y 6xido nitrico (NO),
puede inducir la oxidacién y nitrosilacion de proteinas, causando dafio celular [40].

El H20- producido tanto en las mitocondrias como por las NOX puede ser transformado en
HO-< mediante la reaccion de Fenton, en presencia de iones de hierro (Fe++) o cobre (Cut+),
teniendo una vida media corta y no poseen la capacidad de difundirse lejos de su sitio de
produccién. En contraste, debido a su capacidad para atravesar membranas, el H20:
interactUa con residuos de cisteina en proteinas clave involucradas en rutas de sefializacién
como NRF2, AP1, APEX1, HIF y NFkB, regulando procesos de dafio celular, apoptosis,
reparacion y proliferacion [40].

Por otro lado, el GSH y desempefia un papel crucial en la defensa antioxidante celular,
actuando como un cofactor de la glutatién peroxidasa (GPX), convirtiendo el H>O; en agua
(H20), lo que ayuda a mantener el equilibrio REDOX celular. EI GSH también participa en
la regeneracion de otras moléculas antioxidantes y en la detoxificacion de radicales libres,
protegiendo a las células del dafio oxidativo. Durante estos procesos, el GSH se oxida a
glutation disulfuro (GSSG), el cual puede ser regenerado a GSH por la glutation reductasa
(GR), cerrando asi el ciclo antioxidante. Del mismo modo CAT convierte el H.O; en agua
H.0 y O [40].
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Figura 7. Generacion y gestion genérica de ERO en melanocitos y melanoma [40].

243 SOD, CAT Y GSH

Las SOD son la primera linea de defensa contra las ERO, preenta la caracteristica de ser
metaloenzimas, ya que en sus centros activos hay iones metalicos con diferentes valencias.
El proceso de catalisis es el siguiente:

_ B SOD
02 +02 +2H —— H202+02

Dos moléculas de O:™ reaccionan entre si, en presencia de dos protones (H"), se forma H-0:
y O2. La SOD actua en dos pasos, alternando entre dos estados de oxidacion de un metal en
su centro activo (que puede ser cobre, zinc, manganeso o hierro):

e En el primer paso, la SOD reduce un O>" a O..

e En el segundo paso, oxida otro O>™ para formar H.0: [41, 42].
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Posteriormente si los niveles intracelulares de HO», son altos la CAT -cataliza la
descomposicion en H2O y O3

H,0, ~,2H,0 + 0,

CAT es enzima tetramérica que contiene un grupo hemo en su centro activo. EI mecanismo
general de la descomposicion del H2O: sigue dos etapas:

e Primera etapa: EI H20- se une al grupo hemo de la catalasa y se oxida, liberando una
molécula de agua.

H,0;, —s H,0+0

e Segunda etapa: ElI &omo de oxigeno (O) reactivo resultante oxida una segunda
molécula de H2Oz, liberando otra molécula de agua y oxigeno molecular [42, 41].

H,0,+0 — H,0+ 0,

Por otro lado, si los niveles de H202 son bajos, entra en accion el antioxidante GSH con ayuda
de la enzima GPx.

H,0,+26SH =5 2H, 0 + GSSG

Durante esta reaccion dos moléculas de 2GSH se oxidan y se convierten en GSSH como
fuente de electrones. EI GSSG es restaurado a su forma reducida (GSH) por la enzima GR
utilizando NADPH como fuente de electrones:

GSH + NADPH + H*-252GSSG+ NADP*

Este ciclo es crucial para mantener un equilibrio REDOX en la célula, ya que GSH es
necesario para neutralizar continuamente ERO. La proporcion GSH/GSSG es un indicador
importante del estado REDOX celular y de la capacidad de la célula para enfrentar el estrés
oxidativo [42, 43].

2.44 EROYy el cancer

Los ERO son moléculas con vida corta que contiene electrones desapareados, los cuales se
forman por la reducciéon parcial del oxigeno molecular. Derivados del oxigeno que
comprenden radicales libres de oxigeno altamente inestables, como el O2— y OHe, que
pueden convertirse rapidamente en no radicales mas estables y libremente difusibles, como

28



el H>0,. Tanto O,— como H20> han sido los ERO mas estudiados en el cancer, siendo esta
ultima molécula de sefializacion mejor descrita [44, 45].

Los niveles elevados de ERO en las células cancerosas son una caracteristica distintiva de
muchos tipos de cancer. Esto esta involucrado tanto en la iniciacion como el la progresion
del céncer. Estas células tienden a exhibir un aumento en la produccion de ERO debido a su
alta tasa de metabolismo y su estado de estrés oxidativo cronico. Esta sobrecarga de ERO
puede ser el resultado de multiples factores, como la activacion de vias de sefializacion
oncogenicas, la hipoxia (falta de oxigeno) en el microambiente tumoral, la disfuncion
mitocondrial, el aumento en el metabolismo celular y el dafio al ADN [44].

A pesar de que los ERO pueden causar dafio celular, las células cancerosas han desarrollado
mecanismos adaptativos para sobrevivir y prosperar en un entorno con niveles elevados de
ERO, evitando la muerte celular tumoral. Una de las estrategias clave es mantener un
equilibrio entre la produccion de ERO y los antioxidantes enddgenos, que actuan para
neutralizar las ERO y prevenir el dafio celular. Las células cancerosas a menudo
sobreexpresan antioxidantes como la SOD, CAT y GSH, gue ayudan a mantener un estado
REDOX favorable para el crecimiento y la supervivencia celular (Figura 8). Estas enzimas
son las encargadas de neutralizar los ERO al convertirlas en H202y H20.

Ademas, las células cancerosas pueden activar vias de sefializacion especificas, como la via
del factor nuclear eritroide 2 relacionado con el factor 2 (NRF2), que regula la expresion de
genes antioxidantes y de respuesta al estrés oxidativo. Esto les permite adaptarse mejor a las
condiciones de estrés oxidativo y promover su supervivencia y proliferacion incluso en
presencia de altos niveles de ERO.

En conjunto, la capacidad de las células cancerosas para mantener un equilibrio entre la
produccién de ERO y las defensas antioxidantes les permite sobrevivir en un entorno
caracterizado por un estrés oxidativo cronico. Esta adaptacion les confiere una ventaja
selectiva y contribuye a su capacidad de evadir la muerte celular inducida por ERO, lo que
ha llevado a la nocidn de que estas células pueden ser "inmortales™ en cierto sentido, ya que
son capaces de resistir las condiciones adversas del microambiente tumoral [46, 39, 38, 47].
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Figura 8. Fuentes, regulacion y resultados bioldgicos de las ERO [44].

2.5 Estado del arte

La TFD tuvo sus origenes en Munich, Alemania, en 1900 gracias a los descubrimientos del
estudiante de medicina Oscar Raab. Mientras investigaba los efectos de los colorantes de
acridina en protozoos, descubri6 casualmente durante una tormenta eléctrica que, al combinar
este colorante con la luz, estos microorganismos morian [10].

Raab continué con sus experimentos y establecid que la propiedad citotoxica de este
colorante se debia a la generacion de ERO inducidas por la luz. Posteriormente, estos
colorantes conocidos como Fs fueron empleados en tratamientos dermatoldgicos por Herman
Von Tappeiner, profesor de Raab, y por Jesionek en 1904. Estos estudios confirmaron el
requerimiento de oxigeno y Fs para que estas reacciones se llevaran a cabo, nombrando a
esta reaccion como "accion fotodinamica™ [11].

30



En 1950, se iniciaron estudios con hematoporfirina como Fs, obteniendo respuestas
favorables. No obstante, fue hasta 1970 que la TFD se aplico con éxito a tratamientos de
cancer cutaneo y otros sistemas, gracias al trabajo de Dougherty y sus colaboradores [12, 13].

En 1985 H. Sies et al., en su articulo “Oxidative stress: damage to intact cells and organs”,
los autores examinan los mecanismos mediante los cuales el estrés oxidativo dafia a células
y organos, centrandose en los radicales libres y ERO. Destacan como las células sufren dafio
cuando hay un desequilibrio entre la produccion de ERO y las defensas antioxidantes, lo que
resulta en la oxidacion de lipidos, proteinas y ADN. El concepto de “estrés oxidativo" se
vuelve crucial para entender una variedad de enfermedades cronicas entre ellas el cancer,
destacando la importancia del mecanismo de accion de GSH para neutralizar ERO [15].

En 1993, Church et al., publican su articulo titulado “Increased manganese superoxide
dismutase expression suppresses the malignant phenotype of human melanoma cells”,
investiga el papel de la enzima manganeso superoxido dismutasa (MnSOD) en la regulacion
del comportamiento maligno en células de melanoma humano UACC-903. Este estudio
sugiere que la sobreexpresion de MnSOD tiene efectos significativos sobre el crecimiento de
las células de melanoma, su capacidad tumorigénica y su estructura mitocondrial, abriendo
la puerta a nuevas investigaciones sobre el papel de MnSOD en la tumorigénesis del
melanoma [48].

Meyskens, F.L et al., en 1997 en el trabajo titulado “Luminol-Enhanced Chemiluminescent
Response of Human Melanocytes and Melanoma Cells to Hydrogen Peroxide Stress”
sugieren que las enzimas antioxidantes SOD y CAT tienen un papel crucial en la regulacion
del equilibrio oxidativo en las células de melanoma. Las diferencias en la actividad de estas
enzimas y en la produccion de ERO entre melanocitos y células de melanoma pueden ser
clave para entender la progresion del melanoma y podrian ser un objetivo terapéutico
potencial para tratar esta enfermedad [16]. En 2021 publicaron el estudio “Aberrant REDOX
regulation in human metastatic melanoma cells compared to normal melanocytes” en el cual
destacaron la regulacion aberrante del estrés oxidativo en el melanoma y su papel en la
progresion del cancer [17].

En 2003 Farmer y Meyskens en su estudio con melanina como pro-oxidante describen la
interaccion entre la produccion excesiva de ERO y la limitada capacidad de las células de
melanoma para neutralizar estos radicales, debido a una actividad reducida de SOD y CAT
en células de melanoma, apuntando que el generar un desequilibrio entre ERO y estas
enzimas antioxidantes podria ser una estrategia prometedora para inducir la muerte celular
selectiva en el melanoma [18].

Un estudio hecho en 2015 por E. Piskouno et al., observé que el estrés oxidativo, mediado
por un aumento en los niveles de ERO, inhibia la metéstasis de células de melanoma. Los
niveles elevados de ERO dieron como resultado una disminuciéon de los niveles de GSH. La
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relacion entre GSH y ERO ayuda a entender como el estrés oxidativo influye en la progresion
del melanoma y su capacidad para metastatizar [19].

En 2018 un estudio publicado por Jelena Pantic Bisevac et al., concluyeron que el estrés
oxidativo tiene un papel significativo en la progresion del melanoma. La reduccién de la
capacidad antioxidante en las etapas avanzadas del melanoma sugiere que las terapias que
modulan el estrés oxidativo podrian ser beneficiosas para inhibir la progresion y la metastasis
del melanoma. Los autores sugieren que la inhibicion del estrés oxidativo podria tener
potencial como estrategia terapéutica [20].

Un estudio publicado en 2022 por Larissa et al. subrayan la importancia de las enzimas
antioxidantes relacionadas con el mecanismo REDOX en la progresion del melanoma, su
influencia en la resistencia a los tratamientos, y su potencial como dianas terapéuticas. El
texto refuerza la idea de que comprender y manipular estos mecanismos REDOX es crucial
para desarrollar tratamientos mas efectivos para tratar el melanoma [21].

32



Capitulo 111

En este capitulo se presenta la informacion correspondiente a los materiales utilizados en esta
investigacion, asi como la descripcion de los métodos que se llevaron a cabo. Los métodos
incluyen el cultivo y mantenimiento de las células, la optimizacion de las dosis de FS y luz
para la TFD, la medicién de viabilidad celular por ensayo MTT, la medicion de ERO por
citometria de flujo, asi como también la medicion de los antioxidantes (GSH, SOD).

3 Metodologia

3.1 Material biolégico

Se trabajé con una linea celular de melanoma A-375 (ATCC® CRL-1619™), Esta es una
linea celular que exhibe morfologia epitelial aislada de la piel de una paciente de 54 afios con
melanoma maligno (Figura 9a).

También se hizo uso de una linea celular de fibroblastos WS1 (ATCC ® CRL-1502™), Linea
celular aislada de la piel de una donante mujer afrodescendiente (Figura 9b).

Figura 9. a) linea celular de melanoma A375, b) linea celular de fibroblastos WS1.

3.1.1 Mantenimiento de las lineas celulares

Para mantenimiento de los cultivos, se sembro la linea celular de melanoma A-375 en botellas
de poliestireno para cultivo (Techno Plastic Products #90025) en medio Dulbecco's Modified
Eagle's Medium (Gibco) adicionado con 10% suero fetal bovino (E.R), 1% de piruvato de
sodio (Gibco), 1500 mg/L de bicarbonato de sodio (KARAL) y 1% de penincilina-
estreptomicina (Sigma Aldrich), se incubaron a 37°C con atmosfera al 5% de CO> hasta
formar una monocapa confluente de células al 80%.
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Para el caso de los fibroblastos fueron cultivados en botellas de poliestireno para cultivo en
Eagle's Minimum Essential Medium (ATCC, 30-2003) adicionado con 10% de suero fetal
bovino y 1% de penincilina-estreptomicina, se incubaron a 37°C con atmosfera al 5% de CO>
hasta formar una monocapa confluente de células al 80%.

3.1.2 Cultivo celular

Se esperd a que las células sembradas en botellas de cultivo tuvieran el 80% de confluencia
para posteriormente ser lavadas dos veces con buffer fosfato salino (PBS) (Omnichem) y
consecutivamente tripsinizadas con 500 uL de tripsina (Trypsin-EDTA gibco) a una
concentracion de 1:10.

Para la linea celular de melanoma A375, fueron sembradas 20,000 células por pozo en una
placa de 96 pozos, para poder realizad la TFD se dejaron en incubacién por 24 horas a 37 °C

Para la linea celular de fibroblastos se sembraron 5,000 células por pozo y se dejé en
incubacion durante 48 horas a 37 °C para poder llevar a cabo la TFD.

3.2 TFD

Se utilizaron tres Fs solubles en agua y con un espectro de absorcion dentro del rango visible.
RB (MEYER #632-69-9), AM (MEYER #7220-79-3), Cur (Sigma-Aldrich #SLBN7214V).
Se realizaron 4 diferentes ensayos para poder evaluar la eficiencia de la TFD:

e TFD: este grupo se incubd con Fs en oscuridad durante una hora, se realizaron dos
lavados con PBS, se afiadieron 100 pl de PBS vy se irradid. Se retir6 el PBS y
posteriormente, se incubd con el medio correspondiente para cada linea celular
durante 24 horas para evaluar la viabilidad celular

e Control Viabilidad (CV): a este grupo no se le aplicd ningun tratamiento: las células
fueron incubadas Unicamente con PBS en la oscuridad, se realizaron dos lavados con
PBS, posteriormente se afiadio el medio de cultivo correspondiente para cada linea
celular y se incubé durante 24 horas para medir la viabilidad celular.

e Control Fotosensibilizador (CF): al cultivo celular se le adicioné Unicamente el Fs:
se siguid el mismo procedimiento que en el ensayo de TFD, pero sin irradiacion. Esto
permitio evaluar la viabilidad celular en ausencia de tratamiento fotodindmico.

e Control Irradiacion (Cl): las células unicamente fueron irradiadas a la longitud de
onda correspondiente al experimento, se realizo el mismo proceso que en el ensayo
de TFD, pero sin aplicar el Fs.
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3.2.1 Dispositivos luminicos

Se emplearon tres dispositivos luminicos, disefiados y elaborados en el Instituto Nacional de
Astrofisica, Optica y Electronica. Estos dispositivos cuentan con una placa disipadora de
calor, un soporte para microplacas de 96 pozos y un arreglo de 12 LED’s.

e Dispositivo de ancho de banda de 600-650 nm emitiendo una luz roja (Figura 10a)
con una intensidad de salida promedio de 17.64 mW.

e Dispositivo de ancho de banda es de 490-540 nm emitiendo una luz verde (Figura
10b) con una intensidad de salida promedio de 24.8 mW.

e Dispositivo de ancho de banda corresponde 460-480 nm emitiendo luz azul (Figura
10c) con una intensidad de salida promedio de 28 mW.

Figura 10. a) Dispositivo emisor de luz roja, b) dispositivo emisor de luz azul, c) dispositivo de luz emisor
verde.

3.2.2 Activacion del AM

Se empled AM a una concentracion de 20 uM y la activacion de este se realizé mediante un
dispositivo emisor de luz roja irradiado a una dosis de 60 J/cm2,

3.2.3 Activacién del RB

Para en Fs RB se emplearon 3 distintas concentraciones para la linea celular A375, las cuales
fueron: 1 uM con 30 J/lcm?, 3y 5 uM con 10 J/cm?. Para el caso de las células WS1 se
emplearon la concentracion de 1 pM con 30 J/cm? y 3 uM con 10 J/cm? y para la activacion
de este se realizé mediante un dispositivo emisor de luz verde.

3.2.4 Activaciéon de la Cur

Las concentraciones de Cur evaluadas en la linea celular A375 las cuales fueron de 1.5 uM
con 5 J/cm?, 3 uM con 10 J/cm?, 6y 12 uM con 20 J/cm?. Para el caso de la linea WS1 fueron
a 1.5 uM con 5J/cm?y 3 uM con 10 J/cm?, para la activacion se emple6 el dispositivo emisor
de luz azul.
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3.3 Medicion de viabilidad celular por ensayo MTT

Una vez transcurridas las 24 horas de incubacion para cada ensayo se procedio a la medicion
de viabilidad para ello se retir6 el medio de cultivo y se lavo con PBS, después se afiadieron
100 pl del medio correspondiente a cada linea celular el cual contenia solucion de trabajo de
MTT (Sigma Aldrich) al 20%, se incubaron por 4 horas, se retird la solucion de MTT y
después se afiadio isopropanol con un pH 4 y se agit6é durante 15 minutos a 470 rpm en un
agitador de placas (Scientific). Se tomd medicién en un lector de microplacas (BIO-RAD
iMark™) y se hizo la lectura dual de absorbancia a 595 y 655 nm.

3.4 Rastreo del Fs

El cultivo celular se incubd hasta obtener una confluencia del 80%, posteriormente se
tripsinizo y se sembraron 1 x 10° células para el caso de A35 y 250,000 células para WS,
en frascos de cultivos con medio correspondiente para cada linea celular, posteriormente se
incubd por 24 horas para el caso de las células A357 y 48 horas para las células WS1, a 37°C
en un ambiente con 5% COa.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion correspondiente, las células fueron expuestas
a los tres Fs por 1 hora con las mismas condiciones de crecimiento. Posterior a esta hora se
realizaron dos enjuagues con PBS, se tripsinizaron las células para obtener el boton celular.
Las células fueron lisadas por presion osmoética al resuspender el pellet con 200 pL de agua
inyectable (PISA) y sonicacion (Luzeren) por 15 minutos. Se centrifugaron a 13 000 rpm
durante 10 minutos y se retiraron 100 pL del sobrenadante para medir la absorbancia.

3.5 Deteccion de las ERO

El kit de ensayo de ERO se utilizo segun las instrucciones del fabricante (Sigma-Aldrich
MAK142-1KT). Se midieron las ERO intracelulares, especificamente radicales superoxido e
hidroxilo. Se excit6 a 640 nm y se midio la emisién a 675 nm.

Una vez realizada la TFD se incubaron las células por 1 hora con la finalidad de permitir la
generacion de ERO, posteriormente las células fueron levantadas de los pozos con ayuda de
una espatula de goma, se recolectaron en un tubo eppendorf y se centrifugaron a 1500 rpm
por 5 minutos. Se elimind el sobrenadante mediante decantacion y se adicionaron 100 pl de
medio, de modo que se tuviera un volumen aproximado por tubo de 200 pl. Se afiadieron 0.2
ul de la mezcla de reaccién maestra (buffer de ensayo y reactivo detector de ERO). Se incubd
con 5% de CO a 37°C durante 30 minutos en oscuridad. Las células se resuspendieron,
filtraron y colocaron en un tubo para citometria y se realizaron las lecturas de las muestras
en el citometro de flujo (BD FACS Canto I1).
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Se realiz6 un control de autoflorecencia partiendo del ensayo CV, pero con la diferencia de
que no se adiciond la mezcla de reaccion maestra.

Con base en el histograma generado por la citometria de flujo, las células se dividieron en
tres poblaciones distintas segun la intensidad de fluorescencia, lo que reflejo los niveles
intracelulares de ROS (bajos, medios y altos). Esta clasificacion se realizé tomando en cuenta
la autofluorescencia, el CV y la TFD, como se observa en la Figura 19, basado en el analisis
de histogramas de citometria de flujo, se definieron tres rangos de clasificacion de ERO:

« Bajos ERO: Valores de fluorescencia similares o ligeramente superiores a la
autofluorescencia y ubicados hasta aproximadamente 1032 en la escala logaritmica.

« Medios ERO: Rango intermedio, comprendido entre aproximadamente 10%° - 10%3

« Altos ERO: Valores superiores a 10%3, caracteristicos de un incremento significativo
en los niveles de ERO, como resultado de la exposicién a la TFD.

300 = | TFD
O Autoflorecencia

Control sin tratamiento

200 =

Count

100 =

Bajos’ Medios Altos

L | 1
0 i | 1

-HJ3 0 103 10 105

APC-A :: ROS

Figura 11. Parametros seleccionados para clasificar la produccion de ROS en la linea A375 basados en la
fluorescencia obtenida con el CV.

3.6 Antioxidantes

Para la medicion de cada uno de los antioxidantes se emplearon kits de deteccion y se siguio
la metodologia descrita por el fabricante para cada uno.
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3.6.1 Deteccion de SOD
3.6.1.1 Lisado celular

El kit de ensayo de para deteccion de SOD se utilizd segun las instrucciones del fabricante
(Cayman CHEMICAL). Este kit utiliza una sal de tetrazolio para la deteccion de radicales
superoxido generados por la xantina oxidasa y la hipoxantina. Una unidad de SOD se define
como la cantidad de enzima necesaria para exhibir una dismutacion del 50% del radical
superdxido medida con el cambio en la absorbancia por minuto a 25°C y pH 8. El ensayo de
SOD mide los tres tipos de SOD (Cu/Zn, Mn y FeSOD).

Para poder medir las SOD, las células fueron sometidas a lisado celular de la siguiente forma,
una vez realizada la TFD se incubaron las células por 1 hora con la finalidad de permitir la
generacion de SOD, se retird el medio de los pozos, se lavo con PBS y se adicionaron 100 pl
de PBS frio a cada pozo, posteriormente las células fueron levantadas de los pozos con ayuda
de una espatula de goma, se recolectaron en un tubo eppendorf y centrifugaron a 1500 gx por
10 minutos. Se retird el sobrenadante por decantacién y se adicionaron 100 pl de PBS frio,
los tubos se llevaron a bafio ultrasénico por 15 segundos, se llevaron a centrifugacion a 1,500
gx por 5 minutos. El sobrenadante se pasé a otro tubo eppendorf y coloco en frio para su
posterior analisis.

3.6.1.2 Preparacion de estandar

Se diluyeron 20 pl del estandar de SOD con 1.98 ml de tampdn de muestra diluido para
obtener la solucion madre de SOD. Se tomaron siete tubos de ensayo de vidrio limpios y
marcados de A-G. Agregando la cantidad de solucién madre de SOD y tamp6n de muestra
diluido a cada tubo como se describe en la tabla 2.

Tabla 2. SOD estandar.

Tubo Solucién madre SOD Tapon de muestra diluido  Actividad final de SOD (U/ml)

| B
| D |
| E

Se tomaron 200 pl de la solucién de detector de radicales diluido y 10 ul de muestra de cada
uno de los tubos mencionados en la tabla 2. Se adicionaron 20 ul de xantina oxidasa diluida,
se agito suavemente la placa, se incub6 por 30 minutos a 25°C y se midio en lector de
microplacas a 450 nm.
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3.6.1.3 Lectura de la absorbancia de la muestra

Para medir las SOD se emple6 el sobrenadante obtenido del lisado celular, del cual se
tomaron 10 pl de cada una de las muestras, 200 pl de solucion de detector de radicales y 20
pl de xantina oxidasa diluida, se agit suavemente y se incub6 por 30 minutos a temperatura
ambiente, se llevé a lectura en lector de microplacas a 450 nm. Para poder saber la
concentracion obtenida de las SOD, los resultados obtenidos en la absorbancia fueron
interpolados con la curva de calibracion (Gréafica 1).

Curva de Calibracion SOD
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Gréfica 1. Curva de calibracién para detectar la concentracion de SOD intracelular.

3.6.2 Deteccion de GSH

3.6.2.1 Lisado celular

Para medir la GSH, las células fueron sometidas a lisado celular de la siguiente forma. Una
vez realizada la TFD se incubaron las células por 1 hora con la finalidad de permitir la
generacion de GSH, se retir6 el medio de los pozos, se lavo con PBS y se agregaron 50 pl de
PBS, las células fueron desprendidas de los pozos con ayuda de una espatula de goma estéril,
las células se recolectaron y fueron pasadas a tubos eppendorf, se centrifugaron a 600 grx por
5 minutos, el sobrenadante se retird por decantacion, se midié el volumen del pellet y se
adicion0 SSA 5% 3 veces el volumen del sobrenadante. Se vortexo 15 segundos y se llevo a
congelacion a -20°C por 20 minutos hasta que se congelaron y posteriormente se
descongelaron en bafio maria a 37°C, este procedimiento se repitié dos veces. Las muestras
se dejaron reposar por 5 minutos a 2-8°C, posteriormente se llevaron a centrifugacién a
10,000 grx por 10 minutos, se tomaron 300 pl del sobrenadante y se pasaron a otro tubo
eppendorf y se mantuvieron a 2-8°C para su posterior analisis.
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3.6.2.2 Curva estandar

Se diluyeron 5 pl de soluciéon Stock GSH Estandar en 995 pl de SSA 5%, dando como
resultado una solucion de GSH a 50 pM. Partimos de esta concentracion para realizar las
diluciones para la curva estdndar como se muestra en la tabla 3, con un volumen total de 10
pl por pozo.

Tabla 3. Preparacion de soluciones estandar de glutation GSH mediante diluciones seriadas de la solucién

de glutation de 50 uM.
Numero de pozo 1 2 3 4 5
GSH  Concentracion &) 25 12.5 6.25 3.125
M
GSH Solucién (ul 50 25 (del pozo 1)  25(del pozo2) 25 (del pozo3) 25 (del pozo 4)
5% SSA (ul Nada 25 25 25 25
nmoles GSH en 10 pl KA 0.25 0.125 0.0625 0.0312

de muestra

Una vez obtenidas las diluciones de GSH se adicionaron 150 pl de la mezcla trabajo, se
mezclé mediante pipeteo suave y se incubd durante 5 minutos, posteriormente se adicionaron
50 ul de NADPH vy se llevo a lectura en el lector de microplacas a 412 nm con lecturas
cinéticas a intervalos de 1 minuto durante 5 minutos.

3.6.2.3 Lectura de la absorbancia de la muestra

En una placa de 96 pozos, fueron colocados 10 pul de muestra de cada uno de los ensayos, se
adicionaron 150 pl de mezcla trabajo, se mezcld6 mediante pipeteo suave y se incubd 5
minutos a temperatura ambiente, posteriormente se agregaron 50 pl de NADPH y se llevo a
lectura en lector de microplacas a 412 nm con lecturas cinéticas a intervalos de 1 minuto
durante 5 minutos.

También se generd un blanco empleando SSA 5%, siguiendo la misma metodologia hecha
para las muestras.

Para obtener la concentracion de GSH, se obtuvo una pendiente por cada ensayo (absorbancia
vs tiempo). La ecuacion empleada fue la siguiente:

AA/ min(muestra) * dil
AA/ min(1nmol) * vol

nmoles GSH por ml de muestra

Donde:

AA/min(muestra) = pendiente generada por la muestra (después de restar los valores
generados por la reaccion del blanco).
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AA/min(1nmol) = pendiente calculada a partir de la curva estandar para 1 nmol de GSH.
dil = factor de dilucion de la muestra original.

vol = volumen de la muestra en la reaccion, expresado en ml.

3.6.3 Anadlisis estadistico

Para comparar los grupos: CV, CF, Cl y TFD, se calcularon las medias y las desviaciones
estandar. Las comparaciones estadisticas entre los grupos control y tratamiento se realizaron
de acuerdo con los supuestos de normalidad de los datos.

En los casos donde los datos cumplieron con los supuestos de normalidad, se aplicé un
analisis de varianza de una via (ANOVA), seguido de la prueba post hoc de Tukey para
identificar diferencias significativas especificas, utilizando un nivel de significancia de p <
0.05.

Para los datos que no cumplieron con los supuestos de normalidad, se empled la prueba no

paramétrica de Kruskal-Wallis. Los grupos que no cumplieron con la normalidad fueron:
AM-TFD A375, RB-TFD 5 uM A375y RB-TFD 1 uM A375.
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Capitulo IV

Este capitulo presenta los hallazgos obtenidos en los experimentos, destacando como la TFD
afecta la viabilidad celular, los niveles de ERO, asi como los niveles de SOD y GSH en las
células tratadas. Los resultados muestran que la TFD con diferentes Fs induce un aumento
en la produccion de ERO y reduce la actividad antioxidante en las células de melanoma, lo
que conduce a la muerte celular selectiva.

4 Resultados
4.1 Rastreo del Fs

Los resultados obtenidos en la linea celular A375 indicaron que la concentracion de AM
internalizado fue de 6 UM, de una concentracién inicial de 20 UM, lo cual representa un 31%
de internalizacion. En el caso de RB, de una concentracion incubada de 1 uM, se internalizo
0.68 UM, equivalente al 68%. Para Cur, se detectd una internalizacion de 1 uM de los 1.5
UM incubados, lo que representa un 70% (Figura 12a). Estos valores sugieren una
internalizacion relativamente eficiente de los tres fotosensibilizadores (Fs) en las células
A375, lo cual fue corroborado mediante observacion microscopica (aumento de 40X)
posterior al periodo de incubacion (Figura 13).

En la linea celular WS1, la concentracion de fotosensibilizadores internalizados mostré
diferencias notables respecto a A375. Para AM, la concentracion internalizada fue de 4.2 uM
de un total de 20 uM incubados, lo que representa un 21% de internalizacion. En el caso de
RB, se detectaron 0.58 uM internalizados de 1 uM incubado, equivalente al 58%, mientras
que para Cur, la internalizacién fue de 0.8 UM de los 1 UM incubados, representando un 53%
(Figura 11b). Estos resultados sugieren una internalizacion menos eficiente en las células
WS1 en comparacion con las A375, si bien se comprobd la presencia de los tres Fs dentro de
las células mediante observacion microscopica (aumento de 20X) posterior al periodo de
incubacion (Figura 14).

42



74 Internalizacion del Fs en células A375 ;. Internalizacion del Fs en células WS1

Concentracion de internalizacion
Concentracion de internalizacion

RB AM Cur RB
Fs

Figura 12. Concentracion de Fs internalizado en a) células A375 y b) células WS1.

Figura 13. Linea celular A375 con Fs en microscopio de contraste de fase a 40X. a) sin Fs, b) con AM
incubadas a una concentracion de 20 uM c) con RB incubadas a una concentracion de 1 uM y d) con Cur
incubadas a una concentracién de 20 puM.
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Figura 14. Linea celular WS1 con Fs en microscopio de contraste de fase a 20X. a) sin Fs, b) con AM
incubadas a una concentracion de 20 uM c) con RB incubadas a una concentracion de 1 uM y d) con Cur
incubadas a una concentracion de 20 pM.

4.2 Efectodela TFD en la viabilidad celular

Los resultados obtenidos tras la aplicacién de TFD con AM a una concentracion de 20 uM y
una dosis de luz de 60 J/cm2 en células A375 mostraron una disminucion significativa (*) en
la viabilidad celular en comparacién con el CV. En el grupo tratado con TFD, la viabilidad
celular se redujo aproximadamente al 30%, mientras que los grupos de CF y ClI mantuvieron
viabilidades superiores al 80%. Esto sugiere que ni la dosis de luz ni el Fs por si solos
causaron dafio en las células A375 (Figura 15).

En contraste, en la linea celular WS1, no se observo una disminucion significativa en la
viabilidad celular en ninguno de los grupos (CF, Cl, o TFD), en comparacion con el CV. Esto
indica una resistencia mayor de las células WS1 al tratamiento bajo las condiciones de TFD
aplicadas, como se muestra en la Figura 15b.
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Ccv CF Cl TFD cVv CF Cl TFD

Tratamientos Tratamientos

Figura 15. Porcentaje de viabilidad celular tras la TFD con AM en linea celular a) A375y b) WS1.

La seleccidn de la dosis 6ptima de RB en la TFD se realizo utilizando tres dosis diferentes
en la linea celular A375.

Dosis de 5 uM con 10 J/cmz2: En esta condicion (Figura 16a), se observo una disminucion
significativa (*) en la viabilidad celular del grupo CF en comparacion con el CV, con una
reduccion al 63%, lo que sugiere que el RB por si solo tiene un efecto citotdxico sobre las
células A375. En el grupo ClI, la viabilidad celular se mantuvo en el 90%, indicando que la
dosis de luz aplicada no causo un efecto dafiino por si misma. El tratamiento con TFD resulto
en una disminucién (*) adicional de la viabilidad celular al 23%.

Dosis de 3 uM con 10 J/cm2: Los resultados obtenidos (Figura 16b) indicaron una reduccion
significativa (*) en la viabilidad celular en el grupo tratado con TFD, alcanzando un 7% en
comparacion con el CV. El grupo CF mostr6 también una disminucion significativa (*) en la
viabilidad celular al 77%, lo que refuerza la observacién de un efecto dafiino del RB sin
irradiacion. El Cl, sin embargo, mantuvo la viabilidad celular sin cambios relevantes, lo cual
confirma que la dosis de luz empleada no gener6 dafio significativo.

Dosis de 1 uM con 30 J/cmz2: En esta condicion, tanto CF como CI no presentaron diferencias
significativas respecto al CV, mientras que el tratamiento con TFD redujo la viabilidad
celular al 5% (Figura 16c), demostrando que esta combinacion de dosis y energia fue la mas
efectiva para reducir significativamente (*) la viabilidad celular en las células A375.
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Figura 16. Porcentaje de viabilidad celular tras RB-TFD en linea celular A375 a: a) 5 uM y 10 J/cm?, b) 3
UMy 10 J/em?y c) 1 uMy 30 J/cm?.

Para la linea celular WS1, inicialmente se evalu6 la TFD con RB a 3 uM y 10 J/cm2. Los
resultados mostraron una disminucion significativa (*) en la viabilidad celular, no solo en el
grupo tratado con TFD, sino también en CF y CI. En el grupo CF, la viabilidad celular se
redujo al 28%, mientras que CI presentd una disminucion al 78%. En el grupo tratado con
TFD, la viabilidad alcanz6 el 17%. Estos hallazgos sugieren que tanto CFy CI, como la TFD
a 3 UM de RB con 10 J/cm?, generan un dafio considerable en las células WS1, lo cual se
puede observar con mayor detalle en la Figura 17a.

Por otro lado, la TFD con RB a 1 uM y 30 J/cm?2 en células WS1 mostr6 una disminucion
significativa (*) en la viabilidad celular en comparacion con CV (Figura 17b). Tanto CF
como CI mostraron una viabilidad celular del 70%, lo que sugiere un efecto citotoxico
moderado en ambas condiciones. Sin embargo, en el grupo tratado con TFD, la viabilidad
celular se redujo de manera drastica al 10%. Estos resultados indican que tanto CF como CI
afectan la viabilidad celular, pero la combinacién de ambos en el tratamiento TFD produce
una reduccion significativa en la viabilidad celular de las células WSL1, induciendo un efecto
citotoxico mas pronunciado.
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Figura 17. Porcentaje de viabilidad celular tras RB-TFD en linea celular WS1: a) 3 uMy 10 J/cm?y b) 1 uM
y 30 J/cm?.

La seleccion de la dosis 6ptima de Cur en la TFD se realizé mediante la evaluacion de cuatro
concentraciones diferentes en la linea celular A375.

La primera dosis aplicada fue de 12 uM con 20 J/cm2. Como se observa en la Figura 18a,
tanto la TFD como los grupos CF y ClI redujeron significativamente (*) la viabilidad celular
en comparacion con el CV. En el grupo tratado con TFD, la viabilidad celular se redujo al
20%, mientras que en el CF se redujo al 49% y en el Cl al 62%. Estos resultados indican que,
ademas de la TFD, tanto la Cur a 12 uM como la dosis de luz azul de 20 J/cm?2 generaron un
dafio significativo en las células A375.

La segunda dosis evaluada fue de 6 uM con 20 J/cm2. Los resultados obtenidos (Figura 18b)
revelaron una disminucion significativa (*) en la viabilidad celular en el grupo tratado con
TFD, alcanzando un 9%. En el grupo CF, la viabilidad se redujo al 69%, mientras que en el
Cl fue del 60%.

Para la tercera dosis, se utiliz6 una concentracién de 3 uM con 10 J/cm2. Los resultados
mostrados en la Figura 18c indican que tanto CF como Cl y TFD presentaron una
disminucion significativa (*) en la viabilidad celular en comparacion con el CV. El grupo CF
alcanzd una viabilidad del 74%, el CI del 60%, y el grupo tratado con TFD mostro una
reduccion mas pronunciada al 8%. Estos hallazgos sugieren que, ademas de la TFD, tanto la
Cur a 3 uM como la dosis de luz azul de 10 J/cm?2 contribuyeron al dafio celular en las células
A375.

Finalmente, la cuarta dosis evaluada fue de 1.5 uM de Cur con 5 J/cm2. Como se muestra en
la Figura 18d, ni CF ni CI mostraron diferencias significativas en comparacion con el CV.
Sin embargo, el grupo tratado con TFD mostro una reduccion significativa (*) en la viabilidad
celular al 15%, siendo esta la dosis mas adecuada para inducir el efecto deseado en la TFD.
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Figura 18. Porcentaje de viabilidad celular tras Cur-TFD en linea celular A375 a: a) 12 pM y 20 J/cm?, b) 6
UMy 20 J/cm?, ¢) 3 uM y 10 J/cm?y d) 1.5 uM y 5 J/cm?.

Para la linea celular WSL1, los resultados obtenidos con Cur a 3 uM y 10 J/cm?2 se presentan
en la Figura 19a. Se observd una disminucion significativa en la viabilidad celular en
comparacion con el CV, tanto en el grupo Cl como en el grupo tratado con TFD. En el grupo
Cl, la viabilidad celular disminuyé al 80%, mientras que en el grupo TFD se redujo al 26%.
Por otro lado, el CF no mostrdé una diferencia significativa, manteniendo un 89% de
viabilidad celular. Estos resultados sugieren que tanto la TFD como la dosis de luz verde
empleada en CI contribuyen al dafio celular en las células WS1.

Con respecto a Cur a 1.5 pM y 5 J/cm2 en WS1, los resultados (Figura 19b) indicaron que
los grupos CF y CI provocaron una disminucion moderada en la viabilidad celular en
comparacion con el CV, alcanzando un 94% de viabilidad en ambos ensayos. Sin embargo,
en el grupo tratado con TFD se observé una reduccion significativa de la viabilidad celular,
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disminuyendo al 10%. Estos hallazgos sugieren que, aunque CF y CI producen un leve efecto
citotdxico, la combinacion de ambos factores en TFD logra un impacto mucho mayor en la
reduccion de viabilidad en células WS1.

0 Cur-TFD 3 pM WS1 120.- Cur-TFD 1.5 uM WS1
100
E g 80 -
> >
K S 40+
204 *
0_
Ccv CF Cl TFD Ccv CF Cl TFD
Tramientos Tramientos

Figura 19. Porcentaje de viabilidad celular tras Cur-TFD en linea celular WS1 a: a) 3 uM y 10 J/cm? y b)
1.5 uMy 5 J/cm?.

4.3 ERO generadas por TFD

A continuacion, se presentan los analisis de citometria de flujo, que muestran los niveles de
ERO en la linea celular A375.

Los resultados obtenidos de la medicion de ERO en TFD con AM a 20 uM y 60 J/cm?
indicaron lo siguiente.

Los niveles bajos de ERO en los cuatro grupos se mantuvieron por debajo del 3%, sin
diferencias significativas, como se aprecia en la Figura 20a.

El anlisis comparativo de los niveles de ERO en las células A375 evidencid una diferencia
significativa (*) en el nivel medio de ERO, causado por la TFD con 20 uM de AM y 60 J/cm?
de luz roja, en comparacion con el CV. Los controles CF y Cl no mostraron diferencias
significativas como se observa en la figura 20b.

En cuanto a los niveles altos de ERO, el CV present6 aproximadamente un 20% de ERO en
este rango. El grupo CF mostré un incremento en los niveles altos de ERO, aunque sin
alcanzar una diferencia significativa. Por su parte, el Cl no presentd cambios significativos
en comparacion con el CV. Sin embargo, la TFD si mostr6 un aumento con diferencia

significativa (*) en los niveles altos de ERO, triplicando el porcentaje respecto al CV, lo cual
se puede observar claramente en la Figura 20c.
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Figura 20. Comparacion de los niveles medios, altos y bajos de ERO en la linea celular A375 tras la TFD-
AM, haciendo la comparativa con los 4 grupos.

En el anélisis del nivel bajo de las ERO entre los cuatro grupos, se observéd que todos los
grupos de control mantuvieron niveles muy similares. Aunque el grupo de la TFD mostro
una ligera disminucion, esta no fue significativa, manteniendo sus niveles por debajo del 3%,

como se puede ver en la Figura 21a.

En el analisis de la expresion del nivel medio de las ERO, considerando los cuatro grupos
(Figura 21b), el CV represent6 los niveles basales en la linea celular A375. El grupo CF,
sometidc Unicamente a RB a 1 uM, no mostr6 una disminucion significativa en el porcentaje
de ERO. Por otro lado, el CI, que correspondié Unicamente a la dosis de luz verde a 30 J/cmz,
tampoco presentd cambios significativos en este aspecto. En contraste, la TFD si afecto el
nivel medio de ERO, mostrando una disminucion con diferencia significativa (*) con

respecto a CV.
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En lo que respecta a los niveles altos de ERO, el CV presento solo un 16% de ERO en este
rango. Aunque el CF mostré un aumento en los niveles altos de ERO, este cambio no fue
significativo. EI Cl, por su parte, no presenté diferencias significativas en comparacion con
el CV. Sin embargo, la TFD exhibié un aumento significativo (*) en el nivel alto de ERO,
casi cuadruplicando su nivel en comparacion con el CV, como se aprecia de manera mas

clara en la Figura 21c.
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Figura 21. Comparacién de los niveles medios, altos y bajos de EROS en la linea celular A375 tras la TFD-
RB, haciendo la comparativa con los 4 grupos.

Los niveles bajos de ERO en los cuatro grupos, a pesar de mostrar una ligera disminucion,
no fueron significativos, manteniéndose por debajo del 3.5%, tal como se observa en la
Figura 22a.

En el andlisis de la expresion del nivel medio de las ERO tomando en cuenta los cuatro
grupos, la Figura 22b muestra que el CV presenta los niveles basales de ERO en la linea

o1



celular A375. El CF, correspondiente a Cur a 1.5 pM, no mostr6 un cambio significativo en
el porcentaje de niveles de las ERO. De manera similar, el Cl, que representa la dosis de luz
azul a 5 J/cm?, tampoco mostré un cambio significativo en el porcentaje de las ERO. En
contraste, la TFD present6 una disminucion significativa (*) en el nivel medio de ERO con

respecto a CV.

En cuanto al nivel alto de ERO, el CV mostro solo un 18%. En el grupo del CF se observo
un aumento en los niveles altos, aunque sin alcanzar significancia estadistica. EI CI no
presentd cambios significativos en comparacién con el CV. Sin embargo, en el grupo tratado
con TFD, los niveles altos de ERO aumentaron significativamente, cuadruplicAndose en
comparacion con el CV, como se aprecia en la Figura 22c.
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Figura 22. Comparacion de los niveles medios, altos y bajos de EROS en la linea celular A375 tras la TFD-
Cur, haciendo la comparativa con los 4 grupos.
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4.4 Medicion de SOD generado por TFD

Se presentan los resultados de la concentracion de SOD expresada en porcentaje con respecto
a la concentracion obtenida en U/ml, medida tras la TFD con AM a 20 uM y 60 J/cmz, para
la linea celular A375 (Figura 23a). En las condiciones basales del CV, la concentracion de
SOD fue de 0.0375 U/ml, correspondiente al 100%. En el CF, los niveles de SOD mostraron
un ligero aumento del 2%, alcanzando una concentracion de 0.0384 U/ml, pero sin mostrar
una diferencia significativa con respecto al CV. Para el Cl, se observé un aumento del 15%
en la concentracion, alcanzando 0.0434 U/ml, lo que indica un cambio significativo (*) con
respecto al CV. Por ultimo, en el grupo de la TFD, la concentracién de SOD mostrd un
aumento significativo del 30% comparada con el CV, alcanzando una concentracion final de
0.0490 U/ml.

Para el caso de la TFD con RB a 1 uM y 30 J/cm?, los datos presentados en la Figura 23b
muestran que ambos controles (Cl y CF) arrojaron un aumento significativo (*) en
comparacion con el CV. Para el caso del CF, la concentracion final fue de 0.0416 U/ml,
mostrando un aumento del 11%, y para el CI, fue de 0.0424 U/ml, aumentando un 13%. En
cuanto a la TFD, se observé un aumento significativo (*) con respecto al CV, alcanzando una
concentracion final de 0.0444 U/ml, lo cual indica un aumento del 21%.

Los resultados de TFD con Cur a 1.5 uM y 30 J/cm? (Figura 23c) mostraron que el CF y el
ClI no tuvieron cambio significativo en cuanto a su concentracion al compararse con el CV.
El CF presentd una concentracion final de 0.0397 U/ml, aumentando un 5%. Por su parte, el
Cl mostré una disminucion del 0.5%, alcanzando una concentracion de 0.0373 U/ml. En
contraste, la TFD presentd un aumento significativo (*) respecto al CV, dando como
resultado una concentracion final de 0.0466 U/ml, lo que representa un incremento del 21%.

53



AM-TFD A375

150

RB -TFD A375

*

150

120
120 +

90

% SOD
% SOD

30 1

cv CF cl TFD Y, CF cl TFD

Tratamientos Tratamientos
150 ~ Cur-TFD A375

120 +

90 +

% SOD

60

30 1

0-

cv CF o] TFD
Tratamientos

Figura 23. Porcentaje de SOD expresada en células A375 en a) AM-TFD, b) RB-TFD y c) Cur-TFD.

Para la linea celular WS1 sometida a la TFD con AM a 20 uM y 60 J/cm? (Figura 24a), se
observaron los siguientes resultados. En las condiciones basales del CV, la concentracién de
SOD fue de 0.0354 U/ml. En el CF, los niveles de SOD mostraron un aumento del 17%,
alcanzando una concentracion de 0.0417 U/ml, lo que indicé una diferencia significativa (*)
en comparacién con el CV. Para el Cl, se registr6 un aumento del 25%, alcanzando una
concentracion de 0.0448 U/ml, lo cual también presentd un cambio significativo (*) con
respecto al CV. Por ultimo, en el grupo de la TFD, la concentracion de SOD mostrd un
aumento significativo (*) del 36% en comparacion con el CV, obteniéndose una
concentracion final de 0.0480 U/ml.

Para la TFD con RB a 1 pM y 30 J/cmz, los datos mostrados en la Figura 24b revelan que
ambos controles (Cl y CF) presentaron un aumento significativo (*) en comparacién con el
CV. En el caso del CF, la concentracion final fue de 0.0426 U/ml, lo que representa un
aumento del 20%. Para el ClI, la concentracion fue de 0.0449 U/ml, con un aumento del 26%.
En cuanto a la TFD, se observé un aumento significativo (*) del 43% con respecto al CV,
resultando en una concentracion final de 0.0508 U/ml.
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Los resultados de la TFD con Cur a 1.5 uM y 30 J/cm?, presentados en la Figura 24c, indican
que tanto el CF como el CI mostraron un cambio significativo (*) en su concentracion en
comparacion con el CV. El CF evidencié un aumento del 13%, alcanzando una concentracién
final de 0.0403 U/ml. En el caso del ClI, el incremento fue del 26%, resultando en una
concentracion de 0.0446 U/ml. Por otro lado, la TFD mostré un aumento significativo (*) del
42% con respecto al CV, alcanzando una concentracion final de 0.0503 U/ml.

AM-TFD WS1 RB-TFD WS1
1501 * 150 - *

% SOD
% SOD

cv CF ¢]] TFD Ccv CF Cl TFD
Tratamientos Tratamientos

Cur-TFD WS1
150 *

% SOD

CcVv CF Cl TFD
Tratamientos

Figura 24. Porcentaje de SOD expresada en células WS1 en a) FTD-AM, b) FTD-RB y ¢) FTD-Cur.

4.5 Medicién de GSH generado por TFD

A continuacion, se presentan los resultados de la concentracion de GSH, expresada en nmoles
por ml, medida tras la aplicacion de la TFD con AM a 20 uM y 60 J/cm? en la linea celular
A375 (Figura 25a). En las condiciones basales del CV, la concentracion de GSH fue de 17.6
nmoles por ml, que se presenta como el 100%. En el CF, los niveles de GSH no se vieron

55



afectados, manteniéndose en 17.2 nmoles por ml, lo que representa una disminucion del
0.5%. Para el ClI, se observé un ligero aumento del 8% en la concentracion, alcanzando los
18.6 nmoles por ml. Por ultimo, en el grupo de la TFD, la concentracion de GSH mostrd una
disminucion significativa (*) del 68% en comparacion con el CV, reduciéndose a 6.6 nmoles
por ml.

Los resultados de la concentracion de GSH, expresada en nmoles por ml, medida tras la
aplicacionde laTFD con RB a1l uMy 30 J/cmZen la linea celular A375 (Figura 25b), indican
que tanto el CF como el CI no mostraron una disminucion significativa en la concentracion
de GSH en comparacion con el CV. Sin embargo, el grupo de TFD-RB resulté en una
reduccion significativa (*) en los niveles de GSH. La concentracion de GSH en el CF fue de
17.1 nmoles por ml, representando un 96% de la concentracion inicial, mientras que en el ClI
fue de 16.4 nmoles por ml, lo que corresponde al 93% de la concentracion final. En contraste,
tras la TFD-RB, la concentracion de GSH disminuyd notablemente hasta 4.4 nmoles por ml,
lo que representd un 25% de la concentracion final.

Finalmente, se presentan los resultados de la concentracion de GSH después de aplicar la
TFD con Cura 1.5 uM y 5 J/lcm2 en la linea celular A375 (Figura 25c). En este caso, tanto el
CF como el CI no evidenciaron una disminucion significativa en la concentracion de GSH
en comparacion con el CV. No obstante, el grupo de TFD-Cur resulté en una reduccién
significativa (*) en los niveles de GSH. La concentracion de GSH en el CF fue de 13.7 nmoles
por ml, lo que representé un 77% de su concentracion inicial, mientras que en el CI fue de
14.8 nmoles por ml, alcanzando una concentracion final del 83%. En contraste, tras la
aplicacion de la TFD-Cur, la concentracion de GSH disminuyé considerablemente hasta un
44%, dando como resultado una concentracion de 7.9 nmoles por ml.
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Figura 25. Porcentaje de GSH en células A375 tras @) FTD-AM, b) FTD-RB y ¢) FTD-Cur
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Capitulo V

En este capitulo se discuten los resultados obtenidos en relacion con estudios previos sobre
TFD, destacando la importancia del desequilibrio REDOX en la eficacia del tratamiento. Se
plantea que la TFD podria ser optimizada mediante la seleccion adecuada de
fotosensibilizadores y longitudes de onda para maximizar la generacion de ERO en células
cancerosas sin afectar a las células sanas.

5 Discusion

En esta investigacion, se evaluo por primera vez la respuesta REDOX tras la aplicacion de la
TFD en células de melanoma A375, utilizando tres Fs distintos: AM, RB y Cur. Este analisis
permitio observar diferencias significativas en la especificidad y efectividad de cada Fs para
inducir estrés oxidativo y afectar los sistemas antioxidantes intracelulares en células A375.

Los resultados mostraron que la TFD-AM tiene una alta selectividad hacia las células de
melanoma A375, favoreciendo la produccion de ERO y creando un desbalance REDOX
critico, que induce dafio significativo en las células tumorales. Este efecto se manifesto en
un incremento en la actividad de la superoxido dismutasa (SOD) y una reduccion en los
niveles de glutation (GSH), debilitando asi las defensas antioxidantes y potenciando la
citotoxicidad inducida por ERO. Estos hallazgos coinciden con estudios previos que sugieren
gue AM tiene una alta afinidad por las mitocondrias en células cancerosas, donde, al ser
activado por la luz, promueve la liberacion de proteinas pro-apoptéticas que inducen
apoptosis. Por ejemplo, Marifio-Ocampo et al. documentaron una captacion preferente de
AM en las mitocondrias de células cancerosas en comparacion con células sanas. [49], y
Chen et al. confirmaron que la TFD-AM induce apoptosis mitocondrial en una linea de
melanoma murino [50].

n contraste, en las células sanas WS1, la exposicion a AM no genero un impacto significativo
en la viabilidad celular, aunque si se observé un aumento en la actividad de SOD. Este
aumento podria interpretarse como una respuesta adaptativa al estrés oxidativo, protegiendo
a las células de dafios mayores. Esto resalta la capacidad de AM para diferenciar entre células
malignas y benignas, minimizando el dafio en tejidos sanos y destacando su potencial como
un Fs selectivo y seguro para la TFD en células de melanoma. Este comportamiento
diferencial entre A375 y WS1 se suma a la evidencia de que AM podria ofrecer una
alternativa mas precisa en la terapia anticancerigena, un hallazgo que es altamente relevante
para el desarrollo de tratamientos selectivos contra el cancer.

A diferencia de AM, RB y Cur mostraron una distribucion intracelular menos especifica, lo
cual resultd en efectos citotdxicos tanto en células cancerosas como en fibroblastos WS1,
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limitando su efectividad para una terapia selectiva. En células tumorales, RB genera ERO de
forma generalizada dentro de la célula sin dirigirse a un organelo especifico, lo que ocasiona
efectos citotoxicos en células tanto malignas como sanas [51]. De manera similar, Cur
muestra cierta afinidad por células tumorales debido a sus propiedades lipofilicas, pero no se
acumula en estructuras intracelulares clave, como las mitocondrias, lo que reduce su
capacidad de selectividad en la TFD. Esto aumenta el riesgo de dafio en células sanas y
sugiere que la especificidad observada en AM no se encuentra en otros Fs comunes en la
TFD” [52].

Estudios previos ya habian sefialado la limitada selectividad de RB y Cur como una barrera
para su aplicacion selectiva en céncer. Las células no cancerosas, como fibroblastos y
queratinocitos, también absorben RB, especialmente en condiciones de alta densidad celular
0 bajo dosis elevadas de Fs y luz [53, 54]. Estos datos destacan la ventaja de AM en términos
de especificidad y seguridad en comparacion con otros Fs.

La TFD con los tres Fs indujo una reduccion en los niveles de GSH en A375, probablemente
debido a la generacion de ERO, que oxida el GSH y lo convierte en GSSG, agotando asi esta
defensa antioxidante en las células tumorales. Este agotamiento de GSH aumenta la
vulnerabilidad de las células cancerosas al dafio oxidativo y podria mejorar la eficacia de la
TFD [55]. En el caso de Cur, Hosseinzadeh et al. encontraron que la TFD con Cur también
reduce los niveles de GSH en células de melanoma, lo cual favorece la citotoxicidad por
ERO. [56].

La actividad de SOD mostro una respuesta variable entre células cancerosas y sanas. En
WS1, el aumento de SOD tras la TFD parece ser una respuesta adaptativa al estrés oxidativo,
un mecanismo de proteccién que preserva la viabilidad celular frente al dafio. Esto concuerda
con lo reportado por Dolgachev et al., quienes observaron que los fibroblastos MEF Sod2+/+
aumentan su actividad de SOD bajo estrés oxidativo para proteger su viabilidad [57]. En
A375, sin embargo, el incremento en SOD fue limitado, lo que junto con la reduccion de
GSH compromete las defensas antioxidantes y facilita la induccién de apoptosis en estas
celulas.

Este estudio aporta una vision integral sobre la TFD en células de melanoma, comparando
los efectos de AM, RBy Cur en la generacion de ERO y el impacto en sistemas antioxidantes
como SOD y GSH. Los resultados sugieren que AM es un Fs prometedor para la TFD de
melanoma debido a su especificidad mitocondrial y su capacidad para inducir un desbalance
REDOX selectivo en células tumorales sin afectar significativamente a las células benignas.
La comparacion entre los tres Fs utilizados aporta una perspectiva sobre la efectividad y los
limites de cada agente, sentando las bases para futuras investigaciones que busquen optimizar
la especificidad y seguridad de la TFD en el tratamiento del cancer.

La Tabla 5 muestra un resumen de estudios previos sobre los efectos de la TFD en diversas
lineas celulares de cancer, enfocados en el cambio en los niveles de SOD, GSH y ERO. Esta
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tabla proporciona un contexto de referencia y permite comparar como distintos Fs afectan el
estado REDOX en diferentes tipos de células cancerosas. En comparacion con estos estudios,
nuestros resultados con AM en células de melanoma A375 demuestran una alta especificidad
en la generacion de ERO y en la disminucion de GSH, diferencidndose de los efectos mas
generalizados observados en otras lineas celulares y con otros Fs.

Tabla 4. Resumen de estudios previos sobre los efectos de la TFD sobre el efecto REDOX (SOD, GSH y
ERO) en células de cancer.

Linea Celular Fs o Tratamiento =~ Cambios en SOD Cambios en GSH Cambios en Referencia
ERO

AS49(Cancerdes M ELE o]l Disminucion Disminucion Aumento [58]
pulmén)
HelEa(cancerdesmllVl ol Disminucion Disminucion Aumento [59]
cuello uterino) solubles de C60

(WSFD)
Hep-2 (cancer 9- - Disminucion Aumento [60]
de laringe) Hydroxypheopho

rbide (9-HPbD)
Células Derivado de Aumento - Aumento [61]
tumorales Hematoporfirina
Ehrlich (HPD)
Céncer de Nanosistema con ~ Aumento Disminucion Aumento [62]
mama ER+ Doxorrubicina y

Ferric Cloruro

(DFTA)
Cancer de MOF basado en - Disminucion Aumento [63]
mama MBA- Cu (MOF-2)
MD-231
Melanoma Deplecion de Disminucion - Aumento [64]
A375 CD147 e

induccion de

H202
Melanoma Catecol- - - Aumento [65]

A375

diphenylbutadien
0 activado por
tirosinasa

La TFD disminuyé la CV en la linea A375 con AM, RB y Cur. En A375, la TFD generé un
aumento significativo en ERO (11) y en la actividad antioxidante de SOD (11), mientras que
GSH no mostr6 cambios. En WS1, la TFD con RB y Cur también redujeron la viabilidad,
pero AM no mostro efecto citotoxico en esta linea celular. Los niveles de ERO en WS1 no
se vieron afectados; sin embargo, hubo un incremento en SOD (11), mostrando una respuesta
adaptativa antioxidante, y una disminucion en GSH (|| ]), exponiendo un agotamiento de la
capacidad antioxidante en células sanas
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Este andlisis sugiere que AM podria tener una selectividad hacia células A375, minimizando
el impacto en células no cancerosas (WS1), a diferencia de RB y Cur, que afectan tanto a
celulas tumorales como a fibroblastos (tabla 5).

Tabla 5. Efectos de la TFD sobre viabilidad celular, ROS y Antioxidantes en células A375 y WS1.

Células Disminucién de la
viabilidad tras TFD

I

6 Conclusiones

La TFD empleando AM como fotosensibilizador afecta selectivamente a las células de cancer
de melanoma (A375) sobre células sanas de fibroblastos (WS1).

Las dosis ptimas encontradas para la evaluacion de la TFD con RB fueron: 1 uM'y 30 J/cm?,
Y con Cur 1.5 pM y 5 J/cm?,

La inhibicion de la viabilidad celular ocasionada por la TFD con RB o Cur, fueron muy
similares en ambas lineas celulares (cercano al 90%).

La TFD ocasion6 un desbalance importante en el sistema REDOX de las células de
melanoma: la produccion de ERO fue notoria para los 3 tratamientos de TFD (con RB, Cur
0 AM) asi como la disminucion de GSH, la cual fue especialmente evidente con TFD-RB,
seguido de TFD-AM y por ultimo de TFD-Cur.

En todos los tratamientos de TFD, la concentracién celular de SOD se vio incrementada,
especialmente en las células de fibroblastos.
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7 Trabajo futuro

Medicion de GSH y ERO en células WS1.: Incluir la evaluacion de los niveles de GSH 'y
ERO en células de fibroblasto WS1 tras la TFD con los tres Fs. Esto permitird comparar
la respuesta REDOX en células sanas frente a células de melanoma.

Comparacion de la respuesta antioxidante entre células sanas y tumorales: Analizar como
los sistemas antioxidantes, incluyendo SOD y GSH, responden diferencialmente en
células benignas y malignas, lo que ayudara a validar la selectividad de los
fotosensibilizadores hacia células tumorales.

Exploracion de otros antioxidantes en WS1: Ampliar el estudio a otros antioxidantes
celulares presentes en WS1, como la catalasa, para comprender mejor los mecanismos de
defensa oxidativa en células sanas frente a los efectos de la TFD.

Optimizacion de la especificidad de la TFD: Usar los datos de los puntos anteriores para
ajustar la TFD vy reducir posibles dafios en células sanas, mejorando la especificidad y
seguridad del tratamiento.

Evaluacién de la modulacion antioxidante: Investigar cémo la modulacion de
antioxidantes en células WSL1 afecta su viabilidad y resistencia a la TFD, lo que podria
ofrecer estrategias adicionales para proteger tejidos sanos durante el tratamiento.
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