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RESUMEN

La terapia fotodinamica (TFD) es una estrategia antitumoral basada en la activacion de
un fotosensibilizador por medio de luz, lo que genera especies reactivas de oxigeno
(ROS) capaces de inducir muerte celular (Allison & Moghissi, 2013). Sin embargo, los
mecanismos moleculares asociados a la respuesta celular a la TFD contindan en estudio,
especialmente en relacidén con su capacidad para inducir sefiales de calcio intracelular y
promover muerte celular programada. En este trabajo se analiz6 la sehalizacion de calcio
inducida por la TFD en la linea celular de adenocarcinoma pulmonar humano A549, asi
como el papel de las conexinas en su propagacion y la posible implicacion de necroptosis
como tipo de muerte celular.

La senal de calcio intracelular (Ca**)) fue evaluada mediante microscopia confocal
utilizando el indicador fluorescente Fluo-4, observandose una sefial dependiente de la
presencia de calcio extracelular. La célula fotoestimulada mostré una respuesta inicial
que posteriormente se propago hacia células vecinas, lo cual fue interpretado como un
mecanismo de comunicacion intercelular. Esta propagacién fue inhibida mediante el uso
de acido flufenamico (AFF), un bloqueador de conexinas, y se restablecid parcialmente
tras el lavado del farmaco, lo que sugiere que la sefial es transmitida a través de uniones
tipo gap formadas por conexinas, particularmente Cx43. Estos hallazgos coinciden con
estudios previos donde se ha sefalado la participacion de conexinas en la amplificacion
del efecto bystander mediado por Ca?* (Hoorelbeke, Decrock, Van Haver, De Bock, &
Leybaert, 2018).

Adicionalmente, se evalué el tipo de muerte celular inducido por la TFD mediante tincion
con Anexina V-FITC y Yoduro de Propidio. Se observé una senal exclusiva de IP+, lo cual
permitié descartar apoptosis clasica y sugirié una pérdida temprana de integridad de
membrana. En este contexto, se propuso que la TFD induce necroptosis, una forma de
muerte celular regulada, litica e independiente de caspasas, que puede activarse por
estrés oxidativo, como el generado por la TFD (de Souza, Mencalha, Fonseca, & de
Paoli, 2024). La hipdtesis de necroptosis es respaldada por estudios en modelos
tumorales tratados con TFD donde se ha observado la fosforilacion de MLKL y la
ausencia de caspasa-3 activa (Chilakamarthi, Singu, & Giribabu, 2022).

En conjunto, los resultados sugieren que la TFD en A549 induce una sefal de (Ca?*);
dependiente tanto de calcio extracelular como de la comunicacion intercelular mediada
por conexinas, y que esta sefal contribuye a desencadenar una posible necroptosis
como mecanismo de muerte celular. Estos hallazgos aportan evidencia sobre la dinamica
de la sefal de calcio en la TFD y abren nuevas posibilidades para mejorar su eficacia
terapéutica en el tratamiento del cancer de pulmon.

Palabras clave: Terapia fotodinamica, sefial de calcio, conexinas, necroptosis, A549,
cancer de pulmon.



INTRODUCCION
CANCER

Definicion del cancer

El cancer es un grupo de enfermedades caracterizadas por el crecimiento descontrolado
de células anormales, las cuales pueden invadir tejidos cercanos y diseminarse a otras
partes del cuerpo a través de la sangre y el sistema linfatico (Instituto Nacional del
Cancer). Este proceso inicia cuando alteraciones genéticas provocan que las células
pierdan los mecanismos normales de regulacién de su ciclo celular, permitiéndoles
dividirse sin control y evadir la muerte celular programada (Organizacion Mundial de la
Salud).

Las células cancerosas presentan caracteristicas distintivas que las diferencian de las
células normales; entre estas se encuentran la capacidad de proliferacion continua, la
evasion de la apoptosis, la invasion de tejidos y la formacién de metastasis, asi como la
induccion de angiogénesis para el suministro de nutrientes (Cancer Research UK).
Ademas, pueden modificar su entorno y evadir la respuesta inmune del organismo, lo
que favorece su supervivencia y expansion (Sociedad Americana Contra El Cancer).

El cancer puede originarse en casi cualquier tejido del cuerpo y manifestarse en multiples
formas, dependiendo de su localizacién y caracteristicas moleculares; su impacto en la
salud global lo convierte en una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en
el mundo, lo que resalta la importancia de su estudio y tratamiento (Instituto Nacional del
Cancer).

Biologia del cancer

El cancer es el resultado de una serie de alteraciones celulares y moleculares que
convierten células normales en malignas, permitiéndoles proliferar sin control y evadir los
mecanismos de regulacién del organismo (Instituto Nacional del Céancer). Estas
alteraciones conducen a cambios en la funcionalidad celular que favorecen el desarrollo
tumoral, incluyendo la transformacién maligna, la evasion de la apoptosis, la
angiogénesis y la metastasis (Pifia-Sanchez, et al., 2021).

La transformacion maligna ocurre cuando una célula normal adquiere mutaciones que
afectan genes involucrados en la regulacion del ciclo celular, la reparacion del ADN y la
muerte celular programada; estas mutaciones pueden alterar la expresion de
protooncogenes, genes supresores de tumores y genes de estabilidad genética, lo que
permite a las células proliferar sin control y acumular nuevas alteraciones que favorecen
su progresion tumoral (Hanahan & Weinberg, 2011).

Uno de los mecanismos mas importantes en la regulacion celular es la apoptosis, un
proceso de muerte celular programada que elimina células dafadas o innecesarias; en
el cancer, las células malignas desarrollan estrategias para evadir la apoptosis mediante
la sobreexpresion de proteinas antiapoptoéticas, lo que les permite sobrevivir mas alla de
su ciclo celular normal y continuar su proliferacion descontrolada (Instituto Nacional del
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Cancer, 2023). Ademas, algunas mutaciones pueden inactivar genes proapoptéticos,
evitando asi que la célula active su mecanismo de autodestruccion ante dafos
irreparables en su ADN (National Human Genome Research Institute, 2023).

Para sostener su crecimiento acelerado, los tumores inducen la angiogénesis, un
proceso mediante el cual se forman nuevos vasos sanguineos a partir de los existentes;
a través de la secrecion de factores angiogénicos, las células tumorales promueven la
formacion de una red vascular que les proporciona oxigeno y nutrientes, facilitando su
expansion y supervivencia (Instituto Nacional del Cancer, 2023). Sin esta capacidad, el
tamano del tumor estaria limitado por la disponibilidad de recursos en su microambiente,
restringiendo su crecimiento y progresion (Instituto Nacional del Cancer, 2023).

A medida que el cancer avanza, las células malignas pueden adquirir la capacidad de
diseminarse a otros tejidos a través de la metastasis, un proceso en el que las células
tumorales invaden estructuras cercanas, ingresan al torrente sanguineo o linfatico y
colonizan organos distantes; la metastasis es una de las principales causas de
mortalidad en pacientes con cancer, ya que compromete la funcién de 6rganos vitales y
dificulta el tratamiento de la enfermedad (Instituto Nacional del Cancer, 2023).

Estos mecanismos interrelacionados permiten que las células cancerosas proliferen,
evadan la muerte celular, generen su propio suministro sanguineo y se diseminen a otros
tejidos, lo que contribuye a la progresion de la enfermedad y a su resistencia a los
tratamientos convencionales (Instituto Nacional del Cancer).

Clasificacion del cancer

Desde el punto de vista histolégico, el cancer se puede clasificar por su origen en:
Carcinomas, sarcomas y linfomas (Instituto Nacional del Cancer).

Los carcinomas son los mas frecuentes y se originan en células epiteliales que recubren
superficies internas y externas del cuerpo; estos se subdividen en adenocarcinomas, que
afectan células productoras de moco en 6rganos como el colon, el pancreas y los
pulmones, y carcinomas de células escamosas, que se desarrollan en epitelios planos
de la piel y mucosas como la boca y el eséfago (Cancer Research UK, 2023).

Otro tipo importante es el sarcoma, que se desarrolla en los tejidos conectivos como
huesos, musculos, cartilagos y vasos sanguineos; ejemplos representativos incluyen el
osteosarcoma, que afecta los huesos, y el liposarcoma, que se origina en células del
tejido adiposo (SEER Training Modules, 2023). En contraste con los tumores sdlidos, la
leucemia es un tipo de cancer que se origina en la médula ésea, afectando la produccion
normal de células sanguineas y liberando globulos blancos anormales al torrente
sanguineo, lo que interfiere con la funciéon inmune y la oxigenacién del organismo
(Carbone, 2020).

Los linfomas son canceres que afectan el sistema linfatico y se dividen en dos tipos
principales; el linfoma de Hodgkin se caracteriza por la presencia de células de Reed-
Sternberg, mientras que el linfoma no Hodgkin abarca una variedad de subtipos con



caracteristicas clinicas diversas (Cancer Research UK, 2023). Otro tipo de cancer
hematoldgico es el mieloma multiple, el cual se desarrolla en las células plasmaticas de
la médula ésea, afectando la produccion normal de anticuerpos y debilitando el sistema
inmunoldégico (SEER Training Modules, 2023).

Ademas de la clasificacion histolégica, como se mencioné anteriormente, los canceres
también se agrupan segun su sitio primario, es decir, el érgano donde se originan.
Algunos de los mas comunes incluyen el cancer de mama, que afecta el tejido mamario;
el cancer de pulmon, que se origina en los tejidos respiratorios y esta altamente asociado
con el tabaquismo; el cancer colorrectal, que se desarrolla en el colon o el recto; y el
cancer de proéstata, que afecta la glandula prostatica en los hombres (Instituto Nacional
del Cancer).

Para evaluar la progresion de la enfermedad se utilizan los sistemas de estadificacion y
grado tumoral: La estadificacion permite determinar la extension del cancer en el cuerpo
y se basa en parametros como el tamafo del tumor, la afectacion de ganglios linfaticos
y la presencia de metastasis; por otro lado, el grado del tumor describe el grado de
diferenciacion celular y la velocidad de crecimiento del tumor, informacion crucial para
establecer el prondstico y definir el tratamiento mas adecuado (SEER Training Modules,
2023).

Epidemiologia del cancer

Incidencia Mortalidad

Mama
Prostata
Pulmon
Colorrectal
Cuello uterino
Estomago
Tiroides
Higado
Cuerpo uterino
Ovario

Vejiga

Linfoma no Hodgkin (LNH)
Leucemia
Esofago

Pancreas

30 40 50

Tasa estandarizada por edad por cada 100 000 habitantes

Figura 1. Los 15 principales sitios de cancer a nivel mundial (Incidencia y Mortalidad, Ambos sexos). Imagen tomada y modificada,
fuente: (Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer, 2025).



El cancer representa una de las principales causas de muerte a nivel mundial, con casi
10 millones de defunciones en 2020 (Fig. 1); este panorama epidemiolégico resalta la
importancia de estrategias de prevencién y deteccidon temprana, asi como la necesidad
de mejorar el acceso a tratamientos efectivos en diferentes regiones del mundo
(Organizacion Mundial de la Salud).

Se estima que en 2022 hubo 20 millones de nuevos casos de cancer y 9,7 millones de
muertes relacionadas con la enfermedad a nivel global; ademas, se proyecta que para
2040 la incidencia anual de nuevos casos aumente a casi 30 millones y las muertes por
cancer alcancen los 15,3 millones, lo que subraya el impacto creciente de esta patologia
en la salud publica mundial (Instituto Nacional del Cancer, 2023).

Epidemiologia del cancer en México

Incidencia Mortalidad

Mama
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Tasa estandarizada por edad por cada 100 000 habitantes

Figura 2. Los 15 principales sitios de cancer en México (Incidencia y Mortalidad, Ambos sexos). Imagen tomada y modificada, fuente:
(Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer, 2025).

El cancer es una de las principales causas de muerte en México, representando el 10.6%
del total de defunciones registradas en 2022; durante ese afio, se reportaron 89,574
fallecimientos por tumores malignos, lo que equivale a una tasa de 68.92 defunciones
por cada 100,000 habitantes (Fig.2); en la ultima década, esta tasa ha mostrado un
incremento progresivo, reflejando la creciente carga de la enfermedad en el pais (Instituto
Nacional de Estadistica y Geografia , 2024).

La incidencia del cancer en México sigue una tendencia ascendente; en 2020, se
estimaron alrededor de 190,000 nuevos casos de esta enfermedad, lo que la posiciona



como la tercera causa de muerte a nivel nacional; ademas, la mortalidad varia segun el
sexo Yy el tipo de cancer, con una mayor prevalencia de neoplasias de mama, cérvix y
pulmdén en mujeres, mientras que en hombres predominan las de préstata, pulmon,
estdmago y colorrectal (Brau-Figueroa, Palafox-Parrilla, & Mohar-Betancourt, 2020).

En 2023, la mortalidad por cancer en México mostré importantes variaciones regionales;
las entidades con las tasas mas altas de defunciones por tumores malignos por cada 100
000 habitantes fueron Chihuahua (86.3), Baja California Sur (86.2) y Sonora, en
contraste, las tasas mas bajas se registraron en Guerrero (51.1), Tlaxcala (62.2) y
Oaxaca (62.9) (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, 2025).

El analisis de la mortalidad por cancer en México ha mostrado que, entre 1990 y 2012,
la tasa de defunciones por esta enfermedad aumentdé de manera constante; este
incremento se ha atribuido a factores como el envejecimiento poblacional, el aumento en
la exposicion a factores de riesgo y la mejora en los sistemas de registro y diagnéstico;
sin embargo, en los ultimos afos, algunos tipos de cancer, como el de pulmoén vy el
cervicouterino, han mostrado una reduccion en sus tasas de mortalidad, posiblemente
debido a campafias de prevencién y mejoras en los tratamientos disponibles (Reynoso-
Noveron, Torres-Dominguez, Morales-Juarez, & Mohar-Betancourt, 2023).

Causas y factores de riesgo del cancer

El desarrollo del cancer es el resultado de la interaccion entre factores genéticos,
ambientales y relacionados con el estilo de vida; aunque algunas personas presentan
una predisposicion hereditaria, la mayoria de los casos de cancer se originan a partir de
exposiciones a agentes carcinégenos o habitos poco saludables a lo largo del tiempo
(Instituto Nacional del Cancer, 2023).

Los factores genéticos juegan un papel importante en la susceptibilidad al cancer:
Algunas mutaciones heredadas pueden predisponer a ciertos tipos de cancer, como las
alteraciones en los genes BRCA1 y BRCA2, que incrementan el riesgo de cancer de
mama Yy ovario; sin embargo, estos casos representan un porcentaje reducido en
comparacion con los canceres esporadicos, que se desarrollan debido a mutaciones
adquiridas a lo largo de la vida (Organizacion Mundial de la Salud).

Ademas de la predisposicion genética, la exposicion a factores ambientales es una de
las principales causas de cancer: La contaminacién del aire, el contacto con sustancias
quimicas como el asbesto y el benceno, y la exposicidn prolongada a radiacion
ultravioleta o ionizante han sido ampliamente relacionadas con el desarrollo de distintos
tipos de tumores; estos agentes pueden inducir dafios en el ADN de las células, lo que
favorece la acumulacién de mutaciones que llevan a la transformacion maligna (Thun,
Linet, Cerhan, Haiman, & Schottenfeld, 2017).

El estilo de vida también desempefia un papel crucial en la incidencia del cancer: Uno de
los factores de riesgo mas relevantes es el consumo de tabaco, responsable de un gran
porcentaje de los casos de cancer de pulmén, boca, esofago, laringe y vejiga; la
exposicion al humo de segunda mano también ha demostrado aumentar el riesgo en
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personas no fumadoras; por otro lado, el consumo excesivo de alcohol se ha asociado
con el desarrollo de canceres de higado, boca, faringe, eséfago y mama; estos efectos
se ven potenciados cuando el alcohol y el tabaco se combinan, incrementando
significativamente la carcinogenicidad de ambos (Stanford Health Care, 2023).

Asimismo, la alimentacion y la actividad fisica influyen en el riesgo de desarrollar cancer:
Una dieta escasa en frutas y verduras, alta en grasas saturadas y carnes procesadas,
junto con el sedentarismo, favorece el sobrepeso y la obesidad, condiciones que han
sido relacionadas con un mayor riesgo de cancer de colon, mama, endometrio y rifidn;
de igual manera, la falta de actividad fisica contribuye al desarrollo de un entorno
metabdlicamente favorable para la proliferacion celular descontrolada (Organizacion
Mundial de la Salud).

Otro factor que considerar es la relacion entre infecciones y cancer: Algunas infecciones
virales, bacterianas y parasitarias pueden aumentar el riesgo de desarrollar ciertos tipos
de tumores; el virus del papiloma humano (VPH) esta fuertemente relacionado con el
cancer cervicouterino, mientras que las infecciones cronicas por Helicobacter pylori
aumentan la probabilidad de desarrollar cancer gastrico; de igual manera, los virus de la
hepatitis B y C son factores de riesgo bien establecidos para el carcinoma hepatocelular,
debido a su efecto inflamatorio crénico sobre el higado (Instituto Nacional del Cancer,
2023).

Finalmente, la edad es un factor de riesgo determinante: La mayoria de los casos de
cancer ocurren en personas mayores de 60 afios, ya que con el envejecimiento se
acumulan mutaciones en el ADN y se reducen los mecanismos de reparacion celular;
este fendmeno explica por qué la incidencia de cancer es significativamente mayor en la
poblacion adulta mayor en comparacion con individuos mas jévenes (Thun, Linet,
Cerhan, Haiman, & Schottenfeld, 2017).

Diagnéstico y estadificacion

El diagndstico del cancer es un proceso esencial para confirmar la presencia de células
malignas y determinar la extension de la enfermedad en el organismo; este proceso
involucra diversas pruebas que permiten evaluar la localizacion del tumor, su tipo
histologico y la posible diseminacion a otros tejidos; una vez establecido el diagnostico,
es fundamental estadificar el cancer, ya que la clasificaciéon del tumor en diferentes
etapas ayuda a definir el tratamiento mas adecuado y a predecir la evolucién del paciente
(Instituto Nacional del Cancer, 2023).

El primer paso en la deteccion del cancer suele ser una evaluacion clinica, en la que el
meédico realiza un examen fisico buscando anomalias como masas palpables, cambios
en la piel o inflamacién de ganglios linfaticos; sin embargo, debido a la heterogeneidad
del cancer, es necesario complementar esta evaluacion con estudios mas especificos;
entre las pruebas iniciales mas utilizadas se encuentran los analisis de laboratorio, los
cuales pueden detectar alteraciones en la sangre, como la presencia de marcadores
tumorales, que son proteinas producidas en exceso por algunas células cancerosas;

11



aunque estos marcadores no son diagnésticos por si mismos, pueden proporcionar
pistas sobre la actividad tumoral y la respuesta al tratamiento en ciertos tipos de cancer
(Instituto Nacional del Cancer, 2023).

Para obtener una visualizacion mas detallada de la lesion, se emplean diversas técnicas
de imagenologia, las cuales permiten localizar y medir el tamafio del tumor: La
radiografia es uno de los métodos mas accesibles y se usa comunmente para detectar
anomalias en estructuras 6seas o en los pulmones; la tomografia computarizada (TC)
ofrece imagenes transversales del cuerpo, proporcionando mayor precision en la
evaluacion del tumor y su relacion con estructuras cercanas; por su parte, la resonancia
magnética (RM) es especialmente util para el estudio de tejidos blandos, mientras que la
tomografia por emision de positrones (TEP) permite evaluar la actividad metabdlica de
las células cancerosas, facilitando la deteccion de metastasis en dérganos distantes
(Sociedad Americana contra el Cancer, 2025).

El diagndstico definitivo del cancer se obtiene mediante una biopsia, procedimiento en el
que se extrae una muestra de tejido sospechoso para su analisis microscépico;
dependiendo de la ubicacidén del tumor, se pueden utilizar distintos tipos de biopsias,
como la aspiracion con aguja fina (PAAF), que permite obtener células individuales para
su analisis, o la biopsia por aguja gruesa, que extrae fragmentos de tejido con mas
informacion estructural; en algunos casos se requiere una biopsia quirurgica, en la que
se extirpa parcial o totalmente la lesidon para su estudio, este procedimiento es crucial
para determinar la naturaleza maligna del tejido, su grado de diferenciacion y la presencia
de marcadores moleculares que pueden influir en la seleccidon del tratamiento (Instituto
Nacional del Cancer, 2023).

Una vez confirmado el cancer, el siguiente paso es la estadificacion, proceso mediante
el cual se determina la extensién de la enfermedad; el sistema de clasificacion mas
utilizado es el sistema TNM, el cual evalua tres parametros fundamentales: La T hace
referencia al tamafo del tumor primario y su invasién en tejidos circundantes,
clasificandose desde TO, cuando no hay evidencia de tumor, hasta T4, cuando el tumor
es de gran tamafio y ha invadido estructuras vecinas; la N indica la afectacion de los
ganglios linfaticos regionales, desde NO, sin compromiso ganglionar, hasta N3, cuando
los ganglios mas distantes presentan células cancerosas; finalmente, la M determina la
presencia de metastasis a distancia, clasificandose como MO cuando no hay evidencia
de diseminacién y M1 cuando existen metastasis en otros drganos (Instituto Nacional del
Cancer, 2023).

La combinacién de estos tres criterios permite agrupar los canceres en distintos estadios
clinicos, que van desde el estadio |, caracterizado por tumores pequefios y localizados,
hasta el estadio IV, en el que el cancer se ha diseminado a otros érganos; la correcta
estadificacion del cancer es clave para establecer estrategias terapéuticas adecuadas,
ya que los tratamientos varian segun el grado de diseminacién de la enfermedad,;
mientras que los tumores en estadios tempranos pueden ser tratados con cirugia o
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radioterapia, los canceres avanzados suelen requerir terapias sistémicas como la
quimioterapia o la inmunoterapia (Sociedad Americana contra el Cancer, 2025).

Tratamientos oncoldgicos generales

El tratamiento del cancer ha avanzado significativamente en las ultimas décadas,
desarrollando estrategias terapéuticas que buscan eliminar las células malignas o frenar
su proliferacién, dependiendo del tipo y estadio del tumor. Las principales modalidades
incluyen la cirugia, la quimioterapia, la radioterapia, las terapias dirigidas y la
inmunoterapia; la combinacion de estos tratamientos ha permitido mejorar la tasa de
supervivencia y reducir el impacto de la enfermedad en los pacientes (Instituto Nacional
del Cancer, 2023).

La cirugia ha sido utilizada histéricamente como el tratamiento principal en tumores
sélidos localizados, permitiendo la reseccién completa de la masa tumoral junto con un
margen de tejido sano para minimizar el riesgo de recurrencia; este procedimiento puede
ser curativo en etapas tempranas o desempefar un papel paliativo en casos avanzados,
aliviando sintomas derivados del crecimiento tumoral (Stanford Health Care, 2024).

A diferencia de la cirugia, la quimioterapia actia de manera sistémica mediante la
administracion de farmacos citotdéxicos que interfieren con la proliferacion celular; estos
agentes pueden actuar danando el ADN, inhibiendo la sintesis de nucledtidos o
bloqueando la division celular; si bien la quimioterapia ha demostrado ser altamente
efectiva en tumores avanzados o metastasicos, su falta de especificidad también afecta
a células normales, provocando efectos adversos (Instituto Nacional del Cancer, 2023).

La radioterapia es otra estrategia fundamental en el manejo del cancer y puede utilizarse
como tratamiento principal o en combinacién con cirugia y quimioterapia; este enfoque
emplea radiacién ionizante para inducir dafio en el ADN de las células malignas, lo que
impide su replicacién y provoca su muerte celular; aunque la radiacion se dirige
especificamente a la zona tumoral, las células sanas circundantes también pueden verse
afectadas, causando efectos adversos como inflamacion, fibrosis o disfunciéon en los
organos irradiados (Instituto Nacional del Cancer, 2023).

Los avances en la oncologia han permitido el desarrollo de terapias dirigidas, disefadas
para inhibir especificamente las vias de senalizacion que promueven el crecimiento
tumoral; a diferencia de la quimioterapia convencional, que afecta a todas las células en
proliferacion, estos tratamientos se centran en alteraciones moleculares presentes en las
células malignas, lo que reduce el dano a los tejidos normales; si bien estas terapias han
mostrado gran eficacia en distintos tipos de cancer, la aparicion de mutaciones en las
células tumorales puede generar resistencia, limitando su efectividad a largo plazo
(Instituto Nacional del Cancer, 2023).

La inmunoterapia ha revolucionado el tratamiento del cancer al aprovechar la capacidad
del sistema inmunoldgico para reconocer y destruir células tumorales; no obstante, la
inmunoterapia no esta exenta de efectos adversos, ya que puede inducir respuestas
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autoinmunes que afectan 6rganos sanos, ademas de que requieren un monitoreo
cuidadoso (Instituto Nacional del Cancer, 2023).

Prevencién y deteccién temprana

La prevencion primaria busca minimizar la exposicion a factores de riesgo modificables:
El consumo de tabaco es la principal causa prevenible de cancer, siendo responsable de
una proporcién significativa de casos de cancer de pulmén, eséfago, vejiga y otros tipos
tumorales; las politicas de control del tabaco, como el aumento de impuestos, la
restriccidon de publicidad y la prohibicién de fumar en espacios publicos, han demostrado
reducir la incidencia del cancer en poblaciones donde se han implementado eficazmente
(Sociedad Americana contra el Cancer, 2025). Mantener un estilo de vida saludable,
basado en una alimentacién equilibrada rica en frutas y verduras, junto con la practica
regular de actividad fisica, contribuye a disminuir el riesgo de cancer colorrectal, de
mama y de prostata, entre otros (Instituto Nacional del Cancer, 2025). Asimismo, la
vacunacioén contra agentes infecciosos como el virus del papiloma humano (VPH) y la
hepatitis B ha sido una estrategia clave para la prevencion del cancer de cuello uterino y
hepatocelular, respectivamente, al reducir la carga viral y la probabilidad de mutaciones
oncogeénicas (Organizacion Mundial de la Salud, 2025).

La prevencion secundaria esta orientada a la deteccion temprana del cancer a través de
programas que permiten identificar la enfermedad en sus primeras etapas, cuando el
tratamiento es mas efectivo y la supervivencia mejora considerablemente; examenes
como la mamografia para el cancer de mama, la colonoscopia para el cancer colorrectal
y el papanicolaou para el cancer cervicouterino han demostrado reducir
significativamente la mortalidad asociada a estos tumores al detectar lesiones
precancerosas o0 malignas en etapas iniciales (Sociedad Americana contra el Cancer,
2025). Ademas, la educacion sobre los sintomas tempranos del cancer desempefa un
papel crucial en la promocion de la consulta médica oportuna, lo que es particularmente
relevante en poblaciones de alto riesgo (Instituto Nacional del Cancer, 2025). Para que
estas estrategias sean efectivas, es fundamental garantizar el acceso equitativo a los
servicios de salud y pruebas de deteccion, disminuyendo asi las desigualdades en el
diagndstico y tratamiento temprano del cancer (Organizacion Mundial de la Salud, 2025).

ANTECEDENTES GENERALES
CANCER DE PULMON

Definicién y clasificacién del cancer de pulmén

El cancer de pulmén es una enfermedad caracterizada por el crecimiento descontrolado
de células malignas en el tejido pulmonar y representa una de las principales causas de
mortalidad a nivel mundial; su clasificacion se basa en criterios histolégicos y
moleculares, diferenciandose principalmente en cancer de pulmén de células pequenas
(SCLC, por sus siglas en inglés) y cancer de pulmon de células no pequefias (NSCLC,
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por sus siglas en inglés), cada uno con caracteristicas clinicas y terapéuticas distintivas
(Nicholson, y otros, 2022).

El cancer de pulmén de células pequefas representa aproximadamente el 15% de los
casos Yy se caracteriza por su crecimiento acelerado, alta tasa de proliferacion y rapida
diseminacion sistémica; histologicamente, esta compuesto por células pequefias con
escaso citoplasma, nucleos hipercromaticos y actividad mitética elevada; su origen se
encuentra en células neuroendocrinas pulmonares y su asociacion con el tabaquismo es
significativa; dada su agresividad, los tratamientos estandar incluyen quimioterapia y
radioterapia, ya que la cirugia suele estar indicada solo en casos muy localizados
(American Cancer Society, 2023).

Por otro lado, el cancer de pulmon de células no pequefias constituye aproximadamente
el 85% de los casos y comprende tres subtipos principales: adenocarcinoma, carcinoma
de células escamosas y carcinoma de células grandes; el adenocarcinoma es el subtipo
mas frecuente y suele originarse en células epiteliales glandulares, siendo mas comun
en personas no fumadoras y en mujeres; su crecimiento tiende a ser periférico y su
diagndstico se ve favorecido por la identificacion de alteraciones genéticas como
mutaciones en EGFR, ALK, ROS1 y KRAS, las cuales han permitido el desarrollo de
terapias dirigidas con inhibidores especificos (Lung Cancer Research Foundation, 2024).

El carcinoma de células escamosas se asocia fuertemente al tabaquismo y suele
localizarse en las vias aéreas principales; se caracteriza histologicamente por la
presencia de queratinizacién y puentes intercelulares, con una respuesta variable a las
terapias dirigidas; por ultimo, el carcinoma de células grandes es un tipo menos comun
y se distingue por su falta de diferenciacién histoldgica, lo que dificulta su clasificacidon
dentro de los otros subtipos (Cancer Research UK, 2023).

La clasificacion del cancer de pulmén ha evolucionado con la incorporacién de criterios
moleculares y genéticos que han mejorado la precision diagnéstica y el enfoque
terapéutico; la diferenciacion entre los subtipos tumorales es fundamental para
determinar el tratamiento mas adecuado y el prondstico del paciente (Travis, et al., 2013).
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Epidemiologia del cancer de pulmén

Tasa estandarizada por edad por
cada 100 000 habitantes

I 26.3-47.6 I Noaplicable
I 17.5-26.3 Sin datos
87-17.5
3.6-8.7
0.9-3.6

Figura 3. Mapa mundial de incidencia estandarizada por edad del cancer de traquea, bronquios y pulmén en ambos sexos, 2022.
Las tonalidades mas oscuras representan una mayor tasa de incidencia por 100,000 habitantes. Imagen tomada y modificada, fuente:
(Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer, 2025).

El cancer de pulmon es la principal causa de muerte por cancer a nivel mundial, con
aproximadamente 2 millones de casos nuevos y 1.8 millones de muertes anuales (Barta,
Powell, & Wisnivesky, 2019). Representa la segunda neoplasia mas comun en hombres
y mujeres, y su incidencia sigue aumentando en paises en desarrollo debido al acceso
creciente al tabaco y la contaminacién ambiental (Fig. 2) (Thandra, Barsouk, Saginala,
Aluru, & Barsouk, 2021).

La edad promedio de diagndstico es de 70 afios, con una prevalencia mayor en hombres,
aunque en mujeres se ha observado un incremento asociado a mutaciones en EGFR y
otros factores hormonales (Barta, Powell, & Wisnivesky, 2019). En regiones como Europa
Central y del Este, la incidencia sigue en ascenso en mujeres, mientras que en hombres
ha disminuido desde la década de 1990 (Thandra, Barsouk, Saginala, Aluru, & Barsouk,
2021). En Asia, Japon mantiene tasas de incidencia similares a las de Estados Unidos,
con una mortalidad menor en mujeres debido a una mayor respuesta a terapias dirigidas
(Barta, Powell, & Wisnivesky, 2019).

En paises emergentes, como los pertenecientes al grupo BRICS (Brasil, Rusia, India,
China y Sudafrica), la carga de mortalidad es mayor debido al acceso limitado a
diagnodsticos tempranos y tratamientos adecuados (Fig. 4) (Barta, Powell, & Wisnivesky,
2019). En América del Sur, Uruguay presenta la mayor incidencia en hombres, mientras
que en mujeres las tasas mas altas se encuentran en Venezuela y Argentina (Thandra,
Barsouk, Saginala, Aluru, & Barsouk, 2021).

A pesar de los avances en tratamiento y diagndstico, la supervivencia a cinco afios sigue
siendo baja, lo que resalta la importancia de estrategias de prevencion y deteccion
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temprana para reducir el impacto global del cancer de pulmén (Thandra, Barsouk,
Saginala, Aluru, & Barsouk, 2021).

.
Y

Tasa estandarizada por edad por
cada 100 000 habitantes

I 19.3-39.8 B Noaplicable
I 14.1-198 Sin datos
I 7.5-141

3.4-75
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Figura 4. Mapa mundial de mortalidad estandarizada por edad del cancer de traquea, bronquios y pulmén en ambos sexos, 2022.
Las tonalidades mas oscuras representan una mayor tasa de incidencia por 100,000 habitantes. Imagen tomada y modificada, fuente:
(Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer, 2025).

Epidemiologia del cancer de pulmén en México

Asi mismo, el cancer de pulmén es una de las principales causas de muerte por
neoplasias en México: En 2016, se reportaron 7,811 casos nuevos y 7,044 muertes,
consolidandose como la neoplasia con mayor mortalidad en el pais; aunque su incidencia
es menor en comparacion con otras regiones del mundo, su letalidad sigue siendo
elevada debido al diagnéstico tardio y las limitaciones en el acceso a tratamiento (Arrieta,
et al., 2019).

La mortalidad por cancer de pulméon ha mostrado una tendencia decreciente en los
ultimos anos, pasando de 7.83 a 4.97 por 100,000 habitantes entre 1998 y 2016; sin
embargo, esta reduccion no ha sido uniforme en todo el pais, ya que las tasas de
mortalidad son mas altas en las regiones del norte y en zonas con mayor marginacion
social (Fig. 5) (Ramirez-Tirado, Uribe-Ortiz, Arrieta, & Tirado-Gémez, 2019). En términos
de género, los hombres son los mas afectados, con una razon de 1.6:1 en comparacion
con las mujeres, y el 53% de los decesos ocurren en personas mayores de 70 afos
(Arrieta, et al., 2019).

A pesar de los desafios en la deteccién y tratamiento, la mortalidad por cancer de pulmon
ha disminuido debido a la reduccién en el consumo de tabaco y a la implementacién de
politicas de control del tabaquismo en los ultimos afios (Arrieta, et al., 2019). No obstante,
la ausencia de un programa nacional de tamizaje sigue limitando la deteccién temprana
de la enfermedad, lo que subraya la necesidad de fortalecer estrategias de prevencion y
acceso a terapias efectivas en el pais (Ramirez-Tirado, Uribe-Ortiz, Arrieta, & Tirado-
Gomez, 2019).
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Figura 5. Distribucion de la mortalidad por cancer de pulmén en México por estado. Se observa una mayor concentracion de casos
en las regiones centro del pais. Tomado de (Arrieta, et al., 2019).

Factores de riesgo especificos

El desarrollo del cancer de pulmén esta fuertemente vinculado a factores de riesgo
ambientales y ocupacionales, siendo el tabaquismo el principal determinante de la
enfermedad; el consumo de tabaco es responsable de la mayoria de los casos de cancer
de pulmén y su efecto nocivo se debe a la exposicion prolongada a carcindégenos
presentes en el humo del cigarrillo; la probabilidad de desarrollar la enfermedad aumenta
con la cantidad de cigarrillos consumidos y los afios de exposicion; aunque dejar de
fumar reduce significativamente el riesgo, este nunca llega a igualarse con el de una
persona que nunca ha fumado (Cancer Research UK, 2023). Ademas, la exposicion al
humo de segunda mano también incrementa el riesgo de desarrollar la enfermedad, lo
que resalta la importancia de las politicas de control del tabaco (American Cancer
Society, 2023).

Otro factor relevante es la contaminacion ambiental, tanto en espacios exteriores como
en interiores; la inhalacion prolongada de particulas finas y gases tdxicos derivados de
fuentes como la combustién de combustibles fosiles y la industria manufacturera esta
asociada con un incremento en la incidencia del cancer de pulmén (Cancer Research
UK, 2023). En zonas urbanas altamente industrializadas, la calidad del aire puede ser un
factor determinante en la aparicion de la enfermedad, afectando incluso a personas no
fumadoras (American Cancer Society, 2023).

Ademas, la exposicidon ocupacional a carcindgenos representa un riesgo significativo;
trabajadores de industrias como la construccién, mineria y manufactura pueden estar
expuestos a sustancias como asbesto, silice y gases de escape diésel, todos
reconocidos como agentes cancerigenos pulmonares (American Cancer Society, 2023).

18



La combinacion de estos agentes con el tabaquismo potencia considerablemente el
riesgo, generando un efecto sinérgico que acelera el dafio celular y la transformacién
maligna del epitelio pulmonar (Cancer Research UK, 2023).

Dado que estos factores de riesgo son prevenibles, su identificacion y control resultan
fundamentales para reducir la carga global del cancer de pulmén; estrategias como la
regulacion del consumo de tabaco, la mejora de la calidad del aire y la proteccion laboral
contra sustancias carcindgenas pueden contribuir significativamente a la disminucion de
la incidencia de esta enfermedad (American Cancer Society, 2023).

Mecanismos moleculares involucrados

El cancer de pulmén es una enfermedad heterogénea con multiples alteraciones
moleculares que impulsan su desarrollo y progresion; las mutaciones en EGFR, KRAS,
ALK, MET y BRAF son algunas de las mas comunes y contribuyen a la activacion de vias
de sefRalizaciéon aberrantes que favorecen la proliferacién celular, la resistencia a la
apoptosis y la invasion tumoral (Skoulidis & Heymach, 2019).

En el cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC), las mutaciones en EGFR son
altamente prevalentes y promueven una sefalizacién desregulada a través de las vias
PIBK/AKT/mTOR, RAS/RAF/MEK/ERK y JAK/STAT, favoreciendo el crecimiento tumoral
y la resistencia terapéutica (Camidge, Doebele, & Kerr, 2019).

Otro mecanismo relevante en la patogénesis del cancer de pulmén es la activacion de
KRAS, que esta presente en aproximadamente el 30% de los adenocarcinomas
pulmonares; KRAS actua como un regulador clave de la via MAPK, y su mutacion
provoca una sefializacion proliferativa constante, lo que confiere resistencia a diversas
terapias dirigidas (Camidge, Doebele, & Kerr, 2019). Ademas, alteraciones en BRAF vy
amplificaciones en MET han sido descritas en subpoblaciones de tumores pulmonares,
permitiendo la evasion de los tratamientos dirigidos contra EGFR (Li & Cao, 2020).

A nivel epigenético, se han identificado alteraciones en la metilacion del ADN,
modificaciones en histonas y desregulacion de microARNs que pueden influir en la
progresion del cancer de pulmon. La inactivacion de genes supresores de tumores como
TP53, RB1 y PTEN debido a estos cambios epigenéticos favorece la proliferacion
descontrolada de células tumorales (Ramazi, Dadzadi, Sahafnejad, & Allahverdi, 2023).

En cuanto a los mecanismos de resistencia, las células tumorales pueden activar vias de
sefalizacion alternas o adquirir nuevas mutaciones tras la exposicién a terapias dirigidas;
un ejemplo de esto es la mutacién T790M en EGFR, que reduce la efectividad de los
inhibidores de tirosina quinasa de primera y segunda generacién, requiriendo el uso de
terapias de tercera generacion como osimertinib (Camidge, Doebele, & Kerr, 2019).

Diagnéstico y tratamiento del cancer de pulmén

El cancer de pulmon requiere un diagndstico preciso para determinar la mejor estrategia
terapéutica. La tomografia computarizada (TC) es el método recomendado para la
deteccion temprana en poblaciones de alto riesgo, como fumadores crénicos o
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exfumadores recientes; en casos sospechosos, el diagndstico se confirma mediante
citologia de esputo, biopsia por aspiracion con aguja fina, broncoscopia o
mediastinoscopia, dependiendo de la localizacion del tumor y la accesibilidad para
obtener muestras histologicas (Kim, Lee, & Huang, 2022).

El sistema TNM (Tumor, Nédulo, Metastasis) permite estadificar la enfermedad y definir
la mejor estrategia terapéutica; en tumores localizados, la cirugia es el tratamiento de
eleccidn, con procedimientos como lobectomia o neumonectomia segun la extensiéon de
la lesion; en estadios mas avanzados o inoperables, el manejo se basa en terapias
sistémicas, incluyendo quimioterapia, inmunoterapia y terapias dirigidas (Centers for
Disease Control and Prevention, 2024).

En el cancer de pulmon de células no pequefias (NSCLC), la presencia de mutaciones
en EGFR, ALK o ROS1 permite el uso de terapias dirigidas con inhibidores de tirosina
quinasa (TKIs), los cuales han mejorado la supervivencia en estos pacientes; para
tumores sin alteraciones moleculares tratables, la inmunoterapia con inhibidores de PD-
1/PD-L1 se ha convertido en una opcién clave, ya sea sola o en combinacién con
quimioterapia (Kim, Lee, & Huang, 2022).

Por otro lado, en el cancer de pulmén de células pequefias (SCLC), el tratamiento
estandar continua siendo quimioterapia, acompafada de radioterapia en casos de
enfermedad limitada; en enfermedad extensa, la incorporaciéon de inmunoterapia ha
mostrado beneficios en la respuesta al tratamiento y en la supervivencia global (Kim,
Lee, & Huang, 2022).

ANTECEDENTES ESPECIFICOS
CONEXINAS

Definicién y funcién de las conexinas

Las conexinas son una familia de proteinas transmembranales esenciales para la
comunicacion intercelular y la homeostasis tisular; estas proteinas estan organizadas
estructuralmente con un extremo amino citoplasmatico, cuatro dominios transmembrana,
dos asas extracelulares (EL1 y EL2), un asa citoplasmatica y un extremo carboxilo
intracelular, ademas, ensamblan canales de union tipo gap junctions, permitiendo el
intercambio directo de iones, metabolitos y sefiales secundarias entre células adyacentes
(Zhou, et al., 2023). Cada canal esta compuesto por dos hemicanales o conexones, cada
uno formado por seis subunidades de conexina, lo que permite la transmisién
bidireccional de moléculas con un peso menor a 1.2 kDa (Fig. 6) (Dbouk, Mroue, El-
Sabban, & Talhouk, 2009).

Las conexinas desempefian un papel fundamental en la regulacion del crecimiento
celular, la diferenciacion y la apoptosis, funciones que pueden estar mediadas tanto por
mecanismos dependientes como independientes de canal (Aasen, et al., 2019). Ademas
de formar gap junctions, las conexinas pueden operar como hemicanales en la
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membrana celular, permitiendo la liberacion de ATP, NAD+ y otros mensajeros
extracelulares, o que modula procesos autocrinos y paracrinos (Zhou, et al., 2023).
También han sido identificadas funciones no relacionadas con el transporte de moléculas,
como su participacion en la sefalizacion intracelular mediante la regulacién de
interacciones con proteinas del citoesqueleto y otros factores de sefializacion (Aasen, et
al., 2019).
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Figura 6. Estructura y funcién de las conexinas en la formacién de gap junctions. (a) Organizacién estructural de las conexinas,
compuestas por un extremo amino citoplasmatico, cuatro dominios transmembrana, dos asas extracelulares (EL1 y EL2), un asa
citoplasmatica y un extremo carboxilo intracelular. (b) Seis conexinas se ensamblan para formar un hemicanal o conexén, creando
una estructura hueca en la membrana plasmatica. (c) Dos hemicanales en células adyacentes se conectan en una disposicién head-
to-head, dando lugar a los gap junctions, los cuales permiten el intercambio de moléculas entre células, un proceso denominado
comunicacioén intercelular. Imagen tomada y modificada de (Zhou, et al., 2023)

Conexinas en cancer

Las conexinas juegan un papel dual en la biologia del cancer, actuando tanto como
supresores tumorales como facilitadores de la progresion tumoral, dependiendo del
contexto celular y del tipo de tejido en el que se expresan (Aasen, et al., 2019). Su funcién
principal se lleva a cabo a través de la comunicacion intercelular mediada por gap
junctions, que regulan procesos esenciales como la proliferacion, diferenciacion y
apoptosis celular; sin embargo, alteraciones en su expresion o funciéon pueden conducir
a una proliferacion descontrolada, invasion y metastasis de células cancerosas (Fig. 7)
(Dbouk, Mroue, EI-Sabban, & Talhouk, 2009).

En diversos tipos de cancer, se ha observado una disminucion en la expresion de
conexinas, lo que resulta en la pérdida de comunicacién intercelular y contribuye a un
fenotipo mas agresivo (Zhou, et al.,, 2023). Este fenobmeno se ha asociado con
mecanismos como la metilacién del promotor de los genes de conexinas y la regulacion
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postranscripcional por microARNs especificos que inhiben su traduccién (Kandouz &
Batist, 2010). En particular, la pérdida de expresion de Cx43, una de las conexinas mas
estudiadas, se ha relacionado con una mayor proliferacion tumoral y una menor
capacidad de diferenciacion celular (Naus & Laird, 2010).
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Membrana celular

l Division celular

Membrana celular
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B Células de cancer
de pulmén S
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4 Fenotipo de las CSC

Figura 7. Papel de las gap junctions de conexinas (Cx-GJCs) en la regulacién de la agresividad de las células cancerosas. (A)
Relacién entre el flujo de monofosfato de adenosina ciclico (CAMP) a través de Cx26 y Cx43, y su impacto en la divisién celular. (B)
En el cancer de pulmén, Cx43-GJCs inhiben el fenotipo de células madre cancerosas (CSC). Imagen tomada y modificada de (Leon-
Fuentes, Salgado-Gil, Novoa, & Retamal, 2023).

A pesar de su funciéon como supresores tumorales, ciertas conexinas pueden favorecer
la progresién del cancer al facilitar la invasion celular y la metastasis; se ha observado
que las células de cancer de pulmoén pueden utilizar Cx43 para comunicarse con células
del sistema nervioso central, facilitando la metastasis cerebral; esta interaccion permite
a las células tumorales atravesar la barrera hematoencefalica y establecerse en el
cerebro, lo que conduce a una progresion mas agresiva de la enfermedad (Luo, et al.,
2020). Ademas, la sobreexpresion de Cx43 en células endoteliales pulmonares humanas
puede inducir angiogénesis, promoviendo la proliferacién y migracién celular; este
proceso esta mediado por la fosforilacion en el sitio Ser279 en el extremo C-terminal de
Cx43, lo que sugiere que la fosforilacién especifica de Cx43 juega un papel crucial en la
promocién de la angiogénesis en el cancer de pulmén (Zhou, et al., 2022).

Este papel dual de las conexinas en el cancer destaca su potencial como dianas
terapéuticas. Algunas estrategias buscan restaurar su expresion para reactivar la
comunicacion intercelular y frenar el crecimiento tumoral, mientras que otras intentan
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bloquear su funcion en contextos donde favorecen la progresién de la enfermedad
(Kandouz & Batist, 2010). Comprender los mecanismos especificos mediante los cuales
cada conexina influye en la progresion tumoral es fundamental para el desarrollo de
nuevas estrategias terapéuticas personalizadas (Naus & Laird, 2010).

Relacién entre conexinas y senalizacion de calcio

Las conexinas desempefian un papel clave en la regulacién de la homeostasis del calcio
y la comunicacion intercelular a través de gap junctions y hemicanales; estos canales
permiten el intercambio directo de iones, incluidas las sefiales de calcio, entre células
adyacentes, lo que influye en la respuesta celular y en procesos fisioldgicos como la
proliferacion, la diferenciacion y la apoptosis (Decrock, et al., 2011).

El calcio intracelular regula la apertura y cierre de los hemicanales de conexina a través
de mecanismos que involucran la unién de iones divalentes a residuos especificos dentro
del canal; por ejemplo, se ha descrito que en los hemicanales de conexina 32 (Cx32) la
regulacion por calcio ocurre mediante la interaccién con un anillo de residuos de acido
aspartico en la regién vestibular del poro, esta interaccion impide la apertura completa
del canal y bloquea la conduccion ionica en condiciones fisioldgicas, evitando efectos
adversos como la fuga no controlada de metabolitos (Gomez-Hernandez, de Miguel,
Larrosa, Gonzalez, & Barrio, 2003).

En el contexto del cancer, la disrupcion en la sefalizacion de calcio mediada por
conexinas puede contribuir a la progresién tumoral; se ha observado que la expresion
aberrante de Cx43 en células cancerigenas modifica la regulacién del calcio intracelular,
lo que impacta en la proliferacién y la resistencia a la apoptosis; ademas, los hemicanales
pueden facilitar la entrada de calcio extracelular, promoviendo respuestas celulares que
favorecen la migracion e invasividad de células tumorales (Schalper, Carvajal-Hausdorf,
& Oyarzo, 2014).

La relacion entre conexinas y sefializacion de calcio también se extiende a la regulacién
de la apoptosis; se ha descrito que la activacién de los hemicanales de conexina en
condiciones de estrés celular permite la liberacion de ATP y la entrada de calcio, lo que
puede activar vias proapoptoéticas o, en ciertos contextos, favorecer la supervivencia
celular dependiendo de la intensidad y duracion del estimulo (Decrock, Vinken, & De
Vuyst, 2009).

Efecto bystander mediado por conexinas

El efecto bystander es un fendmeno mediante el cual las células no expuestas
directamente a un agente danino pueden sufrir efectos secundarios debido a la
transmision de senales desde células adyacentes afectadas; en el contexto del cancery
la terapia oncologica este efecto puede tener consecuencias tanto beneficiosas como
perjudiciales, dependiendo del tipo de sefial transmitida y la naturaleza de la
comunicacion intercelular (Wang, Zhou, Liu, & Zuo, 2018).
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Las conexinas, al formar canales de union tipo gap junction, desempenan un papel
crucial en la propagacion de sefales apoptoéticas y en la regulacién del microambiente
tumoral (Ma, et al., 2018). A través de estos canales, pueden transferirse moléculas
pequefias, como iones de calcio, ATP, factores de estrés oxidativo y mediadores
apoptdticos, permitiendo la sincronizacion de respuestas celulares y la activacion de la
muerte celular programada en células vecinas no expuestas directamente a un
tratamiento (Edwards, et al., 2004). Esta comunicacién intercelular puede amplificar los
efectos de terapias como la radioterapia y la quimioterapia, facilitando la eliminacion de
células tumorales mas alla del area tratada (Spray, et al., 2013).

Diversos estudios han demostrado que el efecto bystander mediado por conexinas puede
depender del tipo de conexina expresada; por ejemplo, Cx43 y Cx26 han sido
identificadas como moduladores claves en la propagacion de senales apoptéticas en
ciertos tipos de cancer (Wang, Zhou, Liu, & Zuo, 2018). En células de cancer de pulmén,
se ha observado que la presencia de Cx43 puede potenciar el efecto bystander,
aumentando la sensibilidad de las células tumorales a tratamientos radioterapéuticos al
facilitar la propagacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y otros mediadores de
dano celular (Fig.8) (Ma, et al., 2018). En contraste, algunos estudios sugieren que
ciertos tipos de conexinas pueden conferir resistencia al efecto bystander al modular la
actividad de las sefales pro-apoptéticas y proteger a las células tumorales del dafio
inducido por radiacién (Edwards, et al., 2004).

Ademas de la comunicaciéon mediada por gap junctions, el efecto bystander también
puede ocurrir a través de mecanismos paracrinos, donde células afectadas liberan
sefales solubles como citoquinas y exosomas que inducen respuestas en células
circundantes (Spray, et al., 2013). Sin embargo, la interaccién entre ambos mecanismos
sigue siendo objeto de investigacion; se ha propuesto que la inhibicion de gap junctions
podria reducir la extension del efecto bystander en ciertos contextos, lo que podria tener
implicaciones en el disefio de terapias dirigidas para minimizar el dafio a tejidos sanos
durante el tratamiento oncolégico (Edwards, et al., 2004).

En el contexto de la terapia fotodinamica (TFD), el efecto bystander ha sido vinculado a
la produccion de 6xido nitrico (NO) en células tratadas; se ha demostrado que algunas
células cancerosas expuestas a TFD aumentan la expresion del 6xido nitrico sintasa
inducible (iINOS), lo que genera una senal de supervivencia en células no tratadas
directamente; este mecanismo podria reducir la efectividad de la TFD al favorecer la
proliferacion y migracién de células circundantes, en lugar de inducir su eliminacion,
ademas, el NO generado en células tratadas con TFD puede modular la respuesta de
las células bystander al influir en la produccion de ROS y en la activacion de vias de
sefializacion prosupervivencia (Bazak, Korytowski, & Girotti, 2019).
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Figura 8. Efecto bystander inducido por 6xido nitrico (NO) durante la terapia fotodinamica (TFD). La imagen muestra cémo una célula
objetivo tratada con TFD genera sefales que afectan a células circundantes no tratadas directamente, propagando efectos
secundarios mediante la comunicacion intercelular. Imagen tomada y modificada de (Bazak, Korytowski, & Girotti, 2019).

CALCIO

Papel del calcio en la fisiologia celular

El calcio es un ion fundamental en la fisiologia celular, actuando como un segundo
mensajero clave en multiples procesos bioldgicos, incluyendo la contraccién muscular, la
secrecion de neurotransmisores y hormonas, la activacion de enzimas y la regulacion de
la expresiéon génica (Fig. 9) (Prakriya, 2020). La homeostasis del calcio se mantiene a
través de un delicado equilibrio entre su entrada, almacenamiento y eliminacion de la
célula, regulado por diversos transportadores y canales idnicos localizados en la
membrana plasmatica y en organelos intracelulares como el reticulo endoplasmatico
(RE) y las mitocondrias (Cheng, Wei, Wei, & Verkhratsky, 2006).
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Figura 9. Funciones del calcio en la fisiologia celular. EI Ca?* regula multiples procesos celulares, incluyendo la neurotransmision,
secrecion de hormonas, contraccion muscular, metabolismo celular, control de canales iénicos, expresion genética y muerte celular
mediante apoptosis o necrosis. Imagen tomada de (Camello & Camello, 2000).

El mantenimiento de una concentracidn baja de calcio en el citoplasma es esencial para
evitar la activacion no regulada de procesos celulares; para ello, las células utilizan
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bombas de calcio como la SERCA (Sarco/Endoplasmic Reticulum Ca?**-ATPase) y la
PMCA (Plasma Membrane Ca?*-ATPase), ademas del intercambiador sodio-calcio
(NCX), que facilitan la eliminacién del ion desde el citosol hacia compartimentos de
almacenamiento o al exterior celular (Yu & Sharma, 2023).

Las senales de calcio pueden generarse a través de la apertura de canales de calcio en
la membrana plasmatica, como los canales de calcio dependientes de voltaje (VGCCs)
y los canales operados por depdsitos de calcio (SOCE, Store-Operated Calcium Entry),
que incluyen a las proteinas STIM y Orai (Prakriya & Lewis, 2015). Estas sefiales no solo
controlan funciones inmediatas, como la exocitosis de neurotransmisores en neuronas,
sino que también pueden regular respuestas de largo plazo, como la plasticidad sinaptica
y la activacion de factores de transcripcion (Verkhratsky & Toescu, 1998).

En el contexto celular, el reticulo endoplasmatico actua como un reservorio de calcio,
liberando el i6n a través de receptores como el IP;R (Inositol 1,4,5-trifosfato receptor) y
los RyR (Receptores de rianodina), modulando asi procesos como la activacion de la
apoptosis y la diferenciacion celular (Dolmetsch, 2003). Ademas, las mitocondrias
también desempefan un papel crucial en la homeostasis del calcio, actuando como
amortiguadores de la sefalizacion calcica y vinculando los cambios en los niveles de
calcio con la produccién de ATP y la generacion de ROS (Nicholls, 2005).
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Figura 10. Distribucién del calcio intracelular en diferentes organulos celulares. Los niveles de calcio varian segun el compartimento
celular, siendo el reticulo endoplasmatico (RE) y las mitocondrias los principales depdésitos. El calcio citosélico se mantiene en niveles
bajos en condiciones basales, mientras que los peroxisomas, el Golgi, los lisosomas y la envoltura nuclear contribuyen a la regulacion
de la homeostasis del calcio mediante transportadores y canales especificos. Imagen tomada y modificada de (Bootman & Bultynck,
2020).

Por lo tanto, la regulacion del calcio es esencial para el correcto funcionamiento celular,

y su desregulacidon puede estar implicada en diversas patologias, incluidas
enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares y el cancer (Berridge, 2017).

Importancia del calcio en la senalizacién celular

El calcio (Ca?") es un mensajero intracelular crucial que regula multiples procesos
celulares como la proliferacién, diferenciacion y apoptosis; su concentracién en el
citoplasma es estrictamente regulada a través de diversos mecanismos de transporte,
almacenamiento y liberacion desde compartimentos intracelulares como el reticulo
endoplasmatico, las mitocondrias y los lisosomas (Fig. 11) (Bootman & Bultynck, 2020).
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Figura 11. Sefiales de Ca?” citosélico originadas por la liberacién de Ca?* desde organulos intracelulares y/o la entrada de Ca?* a
través de la membrana plasmatica. Durante la sefalizacion fisiologica, la concentracion de Ca?* citosélico aumenta de ~100 nM a ~1
uM, dependiendo del estimulo y de factores como el almacenamiento en mitocondrias y la unién a proteinas buffer. El principal
reservorio intracelular de Ca?*es el reticulo endoplasmatico (RE), aunque otros compartimentos como la envoltura nuclear, el aparato
de Golgi y lisosomas también actuan como depdsitos de Ca?*. Imagen tomada y modificada de (Bootman & Bultynck, 2020).

En la proliferaciéon celular, las senales de Ca** modulan la activacion de diversas
quinasas y factores de transcripcién involucrados en la progresion del ciclo celular; se ha
demostrado que las oscilaciones en la concentracion de Ca?* participan en la activacion
de proteinas reguladoras como la calmodulina y las quinasas dependientes de Ca?*, lo
que impacta en la transicion entre fases del ciclo celular (Clapham, 2007). La
diferenciacion celular también esta influenciada por la sefalizacion del Ca?*, ya que
modula vias especificas que determinan el destino celular y la especializacion de tejidos,
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mediante la regulacion de factores de transcripcion y cambios epigenéticos (Bootman &
Bultynck, 2020).

En cuanto a la apoptosis, el Ca** desempefa un papel determinante en la activacion de
caspasas Yy otras proteasas que llevan a la muerte celular programada; un aumento
descontrolado en la concentracién intracelular de Ca?* puede inducir la permeabilidad
mitocondrial y la liberacion de citocromo c, o que desencadena la cascada apoptotica
(Clapham, 2007). Asimismo, su regulacion en lisosomas vy reticulo endoplasmatico es
esencial para evitar la sobrecarga de Ca?* en el citoplasma y prevenir la activaciéon de
procesos de muerte celular no programada (Bootman & Bultynck, 2020).

La homeostasis del Ca** es indispensable para la correcta funciéon celular, y su
desregulacion puede contribuir a enfermedades como el cancer y enfermedades
neurodegenerativas (Clapham, 2007).

Por ello, comprender los mecanismos mediante los cuales este ion regula la sefalizacidn
celular es fundamental para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas dirigidas a
modular sus efectos en patologias asociadas como el cancer.

Relacién entre calcio y cancer

En las células cancerosas la desregulacion del calcio favorece la progresion tumoral
mediante la activacion de sefiales que promueven el crecimiento celular descontrolado y
la resistencia a la apoptosis (Zheng, Wang, Zhao, Liu, & Hu, 2023). Se ha identificado
una remodelacion en la expresién y funcion de canales como los TRP (transient receptor
potential), SOCE (store-operated calcium entry) y VGCCs (voltage-gated calcium
channels), los cuales facilitan una entrada sostenida de calcio y activan vias oncogénicas
clave en la proliferacion celular (Wu, Lian, & Zhao, 2021). Por ejemplo, la sobreexpresion
de ORAI1 y STIM1, componentes centrales de SOCE, se ha asociado con el crecimiento
acelerado de diversos tipos de cancer, incluyendo mama y prostata (Monteith, 2017).

El calcio también desempeia un papel critico en la resistencia a la apoptosis; en
condiciones normales, un aumento repentino de Ca?" en la mitocondria activa la via
intrinseca de apoptosis, pero en células tumorales, la regulacién anémala del uniportador
mitocondrial de calcio (MCU) permite evitar este mecanismo, favoreciendo la
supervivencia celular (Zheng, Wang, Zhao, Liu, & Hu, 2023). Ademas, el calcio esta
involucrado en la migracion celular y la metastasis, procesos que dependen de su
sefalizacion para modular la transicion epitelio-mesenquimatosa (EMT); se ha
observado que canales como TRPM7 y TRPC6 facilitan la reestructuracion del
citoesqueleto, permitiendo una mayor movilidad celular y la invasion de tejidos distantes
(Jones & Hazlehurst, 2021). Asimismo, el calcio regula la interaccién de las células
tumorales con su microambiente mediante la activacién del receptor sensor de calcio
(CaSR), el cual modula la adhesion celular y la angiogénesis, promoviendo la formacion
de nuevos vasos sanguineos a través de la produccién de factores como el VEGF
(vascular endothelial growth factor) (Peterlik, Grant, & Cross, 2009).
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A nivel molecular, el calcio interactua con multiples vias oncogénicas, influyendo en la
progresion del cancer; se ha demostrado que el calcio mitocondrial puede activar la
proteina STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3), promoviendo la
transcripcion de genes relacionados con la proliferacion y la evasion inmune (Wu, Lian,
& Zhao, 2021). Asimismo, su interaccion con la via MAPK (mitogen-activated protein
kinase) activa ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinases), lo que contribuye a la
resistencia a terapias antitumorales (Zheng, Wang, Zhao, Liu, & Hu, 2023). Ademas, el
calcio modula factores de transcripcion como NFAT (nuclear factor of activated T-cells) y
NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), los cuales
generan un ambiente inflamatorio que favorece la supervivencia de las células tumorales
y dificulta su eliminacion por el sistema inmune (Monteith, 2017).

En el microambiente tumoral, el calcio juega un papel en la inmunosupresion, afectando
la actividad de linfocitos T y células mieloides supresoras, lo que reduce la eficacia de la
respuesta inmune contra el cancer (Zheng, Wang, Zhao, Liu, & Hu, 2023). También se
ha demostrado que, en condiciones de hipoxia, STIM1 regula la estabilidad de HIF-1a
(hypoxia-inducible factor 1-alpha), promoviendo la progresién tumoral al facilitar la
adaptacion de las células cancerosas a entornos con bajos niveles de oxigeno (Wu, Lian,
& Zhao, 2021). Estos hallazgos han llevado a proponer la inhibicién de la sefalizacion
de calcio como una estrategia terapéutica para restaurar la sensibilidad de las células
cancerosas a la apoptosis y mejorar la respuesta a los tratamientos convencionales, sin
embargo, la senalizacion del calcio cumple funciones clave en la homeostasis celular
normal, por lo que su modulacion terapéutica debe realizarse con precision para evitar
efectos adversos en células sanas. (Monteith, 2017).

Participacion del calcio en la apoptosis

El calcio es un regulador clave en la apoptosis, actuando en diferentes vias de
sefalizacion que determinan el destino celular; su homeostasis es mantenida por un
balance dinamico entre su almacenamiento en el reticulo endoplasmico y la mitocondria,
y su liberacion en respuesta a estimulos apoptoéticos (Guo, Lao, & Chang, 2009). En la
via mitocondrial de la apoptosis, la sobrecarga de Ca?* en la mitocondria desencadena
la apertura del poro de transicién de permeabilidad mitocondrial (mPTP, mitochondrial
permeability transition pore) lo que resulta en la pérdida del potencial de membrana
mitocondrial y la liberacion de citocromo c, una sefial clave para la activacién de la
cascada de caspasas (Sukumaran, et al., 2021). Ademas, las proteinas de la familia Bcl-
2 regulan esta via modulando la permeabilidad de la membrana mitocondrial y la
transferencia de Ca?*" desde el RE a la mitocondria, promoviendo o bloqueando la
apoptosis segun el contexto celular (Guo, Lao, & Chang, 2009).

El reticulo endoplasmico es un almacén central de Ca?" y participa en la apoptosis
mediante la activacion de receptores de inositol trifosfato (IPsR, inositol 1,4,5-
trisphosphate receptor) y canales de rianodina (RyR, ryanodine receptor), que regulan la
liberacién de Ca*" hacia el citoplasma y la mitocondria; se ha demostrado que la
sobreexpresion de |PsRs favorece la liberacion de Ca** hacia la mitocondria,
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sensibilizando a la célula a la apoptosis, mientras que su inhibicion reduce la
susceptibilidad a la muerte celular (Danese, et al., 2021). Por otro lado, el RE también
puede inducir apoptosis en respuesta a estrés prolongado mediante la activacion de la
caspasa-12, localizada en su membrana, la cual inicia la cascada apoptética de manera
independiente de la via mitocondrial (Guo, Lao, & Chang, 2009).
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Figura 12. Principales vias de apoptosis. La via intrinseca (izquierda) involucra disfuncién mitocondrial, liberacién de citocromo c (cyt
¢) y activacion de caspasa-9 (casp-9) en el apoptosoma. La proteina antiapoptética Bcl-2 inhibe la liberacién de cyt c. La via extrinseca
(derecha) se activa por la unién de ligandos a los receptores de muerte, reclutando la proteina adaptadora FADD y caspasa-8 (casp-
8) en el complejo DISC. Ambas vias convergen en la activacién de caspasa-3 (casp-3), que desencadena la fragmentacion del ADN
y las caracteristicas morfolégicas de la apoptosis. Imagen tomada y modificada de (Braun, et al., 2010).

En el contexto del cancer, la modulacion del Ca** se ha convertido en un objetivo
terapéutico, ya que su sefalizacién puede ser explotada para inducir apoptosis en células
tumorales resistentes a los tratamientos convencionales; por ejemplo, la activacion de
canales mitocondriales como el MCU (mitochondrial calcium uniporter) puede sensibilizar
a las células tumorales a la apoptosis al aumentar la captacién de Ca?* en la mitocondria,
mientras que la inhibicion de IP3R3 puede reducir la progresion tumoral al limitar la
senalizacion apoptética dependiente del Ca?* (Danese, et al., 2021).
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Participacion del calcio en la necrosis

Tradicionalmente, la necrosis se consideraba un proceso pasivo y no regulado,
caracterizado por la pérdida de integridad de la membrana plasmatica y la liberacion
descontrolada del contenido celular; sin embargo, investigaciones recientes han
identificado formas reguladas de necrosis, como la necroptosis y la ferroptosis, en las
cuales el Ca*" participa activamente en su activacion y ejecucion (Pedrera, Ros, &
Garcia-Saez, 2023).

Uno de los principales mecanismos mediante los cuales el Ca?* induce necrosis es a
través de la sobrecarga mitocondrial, lo que genera estrés oxidativo y agotamiento del
ATP; normalmente la captaciéon de Ca?* en la mitocondria regula el metabolismo
energético y la produccion de ATP, no obstante, cuando la concentracion citosolica de
Ca?" se mantiene elevada de forma sostenida se induce la apertura del poro de transicion
de permeabilidad mitocondrial (MPTP, mitochondrial permeability transition pore) lo que
lleva a la despolarizacion de la membrana mitocondrial, el colapso energético v,
finalmente, la muerte celular por necrosis (Fig.13) (Criddle, et al., 2007).

Ademas, el Ca?* activa proteasas como las calpainas, que degradan proteinas del
citoesqueleto y comprometen la estabilidad estructural de la célula, promoviendo la
ruptura de la membrana plasmatica; asimismo, la fosfolipasa A, dependiente de Ca?**
genera productos lipidicos que alteran la integridad de la membrana, favoreciendo la lisis
celular (Zhivotovsky & Orrenius, 2011).
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Figura 13. Cambios durante la necrosis celular. Se observa un aumento en los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) y
calcio intracelular (Ca?”). La acumulaciéon sostenida de Ca?* altera la permeabilidad de las membranas, provocando su disfuncién y
eventual ruptura. Durante la necrosis, ocurre un agotamiento de ATP, lo que contribuye al colapso celular. Imagen tomada y
modificada de (Escobar, Olga, Echeverria, & Vazquez-Nin, 2015).

En la necroptosis el Ca?* juega un papel importante en la activacion de la quinasa RIP1
(receptor-interacting protein 1), que a su vez activa RIP3 y facilita la oligomerizacién de
MLKL (mixed lineage kinase domain-like protein), promoviendo la permeabilizacién de la
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membrana celular y la liberacion de moléculas proinflamatorias; este mecanismo
diferencia la necroptosis de la apoptosis, ya que genera una respuesta inflamatoria en el
tejido circundante (Fig. 14) (Sun, et al., 2017).
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Figura 14. Vias de senalizacién de apoptosis y necroptosis a través del receptor de muerte FAS. La activacién de FAS recluta FADD
y caspasa-8 (Casp8). En la apoptosis (izquierda), Casp8 activa caspasa-3 (Casp3), lo que conduce a la fragmentacién celular
controlada. En la necroptosis (derecha), la inhibicion de Casp8 impide la activacién de Casp3, lo que permite la fosforilacion de RIPK1
y RIPK3, activando MLKL y promoviendo la ruptura celular caracteristica de la necroptosis. Imagen tomada y modificada de
(Khaleque, Kim, Tanvir, Park, & Kim, 2024).

En la ferroptosis el Ca?" contribuye a la peroxidacion lipidica, un proceso que
compromete la estabilidad de la membrana celular y facilita la muerte celular; se ha
demostrado que el Ca?* puede modular la actividad de la proteina transportadora de
hierro transferrina, asi como de enzimas antioxidantes como GPX4 (glutathione

peroxidase 4), regulando la acumulacién de ROS y determinando el destino final de la
célula (Pedrera, Ros, & Garcia-Saez, 2023).
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El papel del Ca*" en la necrosis tiene implicaciones importantes en diversas
enfermedades; en patologias isquémicas, como el infarto de miocardio y el accidente
cerebrovascular, la sobrecarga de Ca?* contribuye a la necrosis masiva del tejido
afectado; en el contexto del cancer, la induccion de necrosis mediada por Ca?* se ha
propuesto como una estrategia terapéutica alternativa a la apoptosis, ya que ciertas
células tumorales pueden desarrollar resistencia a la muerte celular programada; no
obstante, debido a la complejidad de la senalizaciéon del Ca?* en la necrosis, su
modulacién terapéutica debe realizarse con precision para evitar efectos adversos en
células sanas (Criddle, et al., 2006).

TERAPIA FOTODINAMICA (TFD)

Principios de la terapia fotodinamica

La terapia fotodinamica (TFD) es un tratamiento oncolégico minimamente invasivo que
combina la administracién de un fotosensibilizador con la exposicion a luz de una longitud
de onda especifica para generar ROS, las cuales inducen dafio celular y muerte en
células tumorales (van Straten, Mashayekhi, de Bruijn, Oliveira, & Robinson, 2017). La
TFD se basa en tres elementos fundamentales: el fotosensibilizador, la luz y el oxigeno
molecular; el fotosensibilizador se acumula selectivamente en las células tumorales v,
tras su activacion por luz, transfiere energia al oxigeno molecular, generando ROS
altamente reactivas que pueden inducir estrés oxidativo y alteraciones en componentes
celulares clave (Correia, Rodrigues, Pimenta, Dong, & Yang, 2021).

El mecanismo de accion de la TFD implica la activacion del fotosensibilizador desde su
estado basal a un estado excitado tras la absorcion de luz; a partir de este estado el
fotosensibilizador puede reaccionar de dos maneras: en una reaccion tipo |, transfiere
electrones a biomoléculas cercanas, generando radicales libres altamente reactivos,
mientras que en una reaccion tipo Il transfiere energia directamente al oxigeno molecular,
formando oxigeno singlete ('O,), una de las ROS mas citotoxicas (Correia, Rodrigues,
Pimenta, Dong, & Yang, 2021). Estas especies reactivas pueden inducir dafio en lipidos
de membranas celulares, proteinas estructurales y acidos nucleicos, lo que compromete
la viabilidad celular y desencadena procesos de muerte celular (Fig. 15) (Dolmans,
Fukumura, & Jain, 2003).
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Figura 15. Mecanismo de accién de la terapia fotodinamica (TFD). Tras la absorcion de luz, el fotosensibilizador (PS) alcanza un
estado singlete excitado (PSEs). Luego, a través de una conversion intersistema, pasa a un estado triplete excitado (PSEt), desde
donde puede seguir dos rutas: en la reaccion tipo I, el PS transfiere electrones o atomos de hidrégeno a biomoléculas, formando
radicales que reaccionan con el oxigeno molecular y generan especies reactivas de oxigeno (ROS); en la reaccion tipo Il, el PS
transfiere energia directamente al oxigeno molecular, generando oxigeno singlete (O;), altamente citotoxico. Imagen tomada de
(Calixto, Bernegossi, de Freitas, Fontana, & Chorilli, 2016).

Dependiendo de la intensidad del dafio oxidativo y la localizacion del fotosensibilizador
en la célula, la TFD puede activar diferentes rutas de muerte celular; en muchos casos
induce apoptosis a través de la via mitocondrial, promoviendo la liberacién de citocromo
c y la activacion de caspasas que culminan en la fragmentacién controlada de la célula
(Castano, Mroz, & Hamblin, 2006). En otros contextos, especialmente con altas
concentraciones de ROS o dafo celular severo, la TFD puede inducir necrosis, la cual
es caracterizada por la pérdida de integridad de la membrana plasmatica y la liberacion
de contenido citoplasmatico al microambiente tumoral (Kessel & Luo, 1998). También se
ha descrito la activacion de la autofagia como un mecanismo de respuesta celular a la
TFD, en el que la célula intenta degradar componentes dafiados para sobrevivir, aunque
en algunos casos esto puede llevar a la autodestruccion celular (Reiners, Agostinis, Berg,
Oleinick, & Kessel, 2010).

Ademas de sus efectos citotdxicos directos, la TFD modula la respuesta inmune del
organismo; se ha observado que induce la liberacion de DAMPs (danger-associated
molecular patterns), lo que promueve la activacién de células presentadoras de
antigenos y la infiltracién de linfocitos en el tumor, favoreciendo una respuesta
inmunitaria antitumoral; esta propiedad hace que la TFD tenga potencial no solo como
un tratamiento localizado, sino también como un modulador del microambiente tumoral
que podria potenciar la accion de otras terapias oncoldgicas. (Garg, et al., 2010).

La eficacia de la TFD depende de varios factores, entre ellos la selectividad del
fotosensibilizador, la longitud de onda de la luz utilizada y la disponibilidad de oxigeno en
el tejido; uno de los principales desafios en su aplicacion clinica es la hipoxia tumoral, ya
que los niveles reducidos de oxigeno pueden limitar la formacién de ROS vy, por ende, la
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efectividad del tratamiento. Estrategias como el uso de portadores de oxigeno,
combinaciones con agentes que modulan la hipoxia y el desarrollo de
fotosensibilizadores de segunda y tercera generacion han sido propuestas para mejorar
su efectividad en entornos hipoxicos (Henderson, et al., 1985).

La capacidad de la TFD para inducir multiples formas de muerte celular y modular la
respuesta inmunolodgica la convierte en una alternativa atractiva para el tratamiento del
cancer, sin embargo, su éxito clinico depende de la optimizacion de sus parametros y de
la comprension de los mecanismos celulares involucrados, lo que sigue siendo un area
activa de investigacion (Allison & Moghissi, 2013).

Fotosensibilizadores y sus mecanismos de accion

Los fotosensibilizadores (PS, photosensitizers) son el pilar fundamental de la TFD, ya
que su activacion mediante luz de una longitud de onda especifica genera ROS
desencadenando estrés oxidativo y muerte celular en tejidos tumorales (Zhao, et al.,
2024). Estos compuestos han evolucionado desde la primera hasta la tercera generacion
con el objetivo de mejorar su solubilidad, selectividad y eficiencia fotodinamica (Aebisher,
Przygorzewska, & Bartusik-Aebisher, 2024).

Los PS de primera generacion, como el porfimero sodico (Photofrin®), fueron los
primeros en ser aprobados para uso clinico y estan basados en derivados de
hematoporfirina; sin embargo, su limitada solubilidad y su acumulaciéon prolongada en
tejidos sanos generan efectos adversos como fotosensibilidad cutanea (Kwiatkowski, y
otros, 2018). En respuesta a estas limitaciones, los PS de segunda generacion, como la
clorina e6 y las ftalocianinas, fueron desarrollados con estructuras quimicas mas
definidas, lo que les confiere mejor absorcién de luz cercano al rojo lejano (600—-800 nm)
y mayor eficiencia en la generacion de 'O, (Kubrak, et al., 2022).

Los PS de tercera generacion han sido disenados para mejorar su biodistribuciéon y
acumulacion en tejidos tumorales mediante estrategias de direccionamiento molecular;
estos incluyen conjugados con anticuerpos, péptidos y nanoparticulas que facilitan la
localizacion especifica del farmaco en el tumor, minimizando su efecto en células sanas
(Zhao, et al.,, 2024). Un enfoque innovador en esta generacion es el uso de
nanoparticulas que encapsulan los PS, aumentando su estabilidad y permitiendo su
activacion en condiciones de hipoxia tumoral, lo cual supera una de las principales
limitaciones de la TFD (Marifio-Ocampo, et al., 2023).

En la actualidad los PS continuan siendo optimizados para mejorar su especificidad y
respuesta terapéutica; la combinacion de la TFD con estrategias como la liberacion
controlada de farmacos y la inmunoterapia ha demostrado ser prometedora para
potenciar su eficacia antitumoral (Marifio-Ocampo, et al., 2023). Con el desarrollo
continuo de PS de tercera generacion y el uso de plataformas nanotecnoldgicas, la TFD
se perfila como una herramienta cada vez mas precisa y eficiente en la oncologia clinica
(Zhao, et al., 2024).
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Figura 16. Mecanismo de activaciéon de fotosensibilizadores en terapia fotodinamica (TFD). Mientras el fotosensibilizador (PS)
permanece inactivo, no es téxico y no genera dario en los tejidos. Al ser activado por la luz, el PS induce la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS), como oxigeno singlete ('O;) y radicales hidroxilo (+OH), desencadenando citotoxicidad selectiva en las
células tumorales. Posteriormente, la degradacion del PS reduce su toxicidad y minimiza los efectos secundarios en tejidos sanos.
Imagen tomada y modificada de (Wu, Zhang, Jiang, & Huang, 2025).

AICIPc como fotosensibilizador

El cloroaluminio ftalocianina (AICIPc) es un fotosensibilizador de segunda generacion
ampliamente utilizado en TFD debido a su alta absorcidon en el espectro de 650 a 700
nm, lo que permite una penetracion profunda en los tejidos y minimiza la fototoxicidad en
células sanas (Calori & Tedesco, 2016). Su mecanismo de acciéon en TFD implica la
generacion de ROS, como el oxigeno singlete ('O;), que inducen estrés oxidativo en
células tumorales, lo que puede desencadenar apoptosis, necrosis 0 autofagia segun la
intensidad del tratamiento (Giannakopoulos, Katopodi, Rallis, Politopoulos, &
Alexandratou, 2024).

A pesar de sus ventajas, la hidrofobicidad del AICIPc limita su solubilidad en medios
acuosos, lo que puede reducir su eficacia en TFD al favorecer su agregacion y disminuir
la produccion de ROS (Carobeli, et al., 2021). Para mejorar su biodisponibilidad, se han
desarrollado formulaciones basadas en liposomas y nanoparticulas, lo que permite una
mejor estabilidad del fotosensibilizador y una mayor captacién en células tumorales
(Marifo-Ocampo, et al., 2023). Estudios han demostrado que la encapsulacion de AICIPc
en vesiculas lipidicas facilita su disociaciéon en su forma monomérica activa y potencia
su actividad fotodinamica (Calori & Tedesco, 2016).

La localizacion intracelular del AICIPc es un factor clave en su mecanismo de accion; se
ha observado que se acumula preferentemente en membranas celulares, mitocondrias y
lisosomas, donde la produccion de ROS genera dafio estructural y activa vias de muerte
celular (Giannakopoulos, Katopodi, Rallis, Politopoulos, & Alexandratou, 2024). En
células cancerosas, la activaciéon del AICIPc mediante irradiacién con luz roja induce dafio
oxidativo en la membrana mitocondrial, promoviendo la liberacién de citocromo c y la
activaciéon de caspasas, lo que lleva a la apoptosis (Carobeli, et al., 2021).
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Investigaciones recientes han mostrado que la combinaciéon de AICIPc con
nanomateriales mejora su estabilidad y su selectividad hacia tejidos tumorales, en
particular, la conjugacion con nanoparticulas metalicas o poliméricas permite una mayor
captacion en el microambiente tumoral, reduciendo su eliminacion sistémica y mejorando
la eficiencia terapéutica (Marifio-Ocampo, et al., 2023). Con estos avances, la
optimizacién de formulaciones basadas en AICIPc sigue siendo un area clave en la
investigacion biomédica para potenciar su uso clinico en TFD (Giannakopoulos,
Katopodi, Rallis, Politopoulos, & Alexandratou, 2024).

Uso de la TFD en cancer de pulmén

La TFD ha demostrado ser una opcion efectiva en el tratamiento del cancer de pulmén
de células no pequenas, especialmente en pacientes con tumores endobronquiales o en
aquellos que no son candidatos a cirugia o radioterapia convencional (Shafirstein, et al.,
2016).

El uso de broncoscopia en la TFD ha sido clave para mejorar la precision en la
administraciéon de la luz laser en lesiones endobronquiales superficiales menores de 1
cm de grosor; a través de la fibra dptica insertada en el broncoscopio se puede localizar
la irradiacion en las lesiones malignas, minimizando el dafio a los tejidos circundantes y
mejorando los resultados clinicos (Sun, et al., 2024). En estudios clinicos, la TFD
aplicada mediante broncoscopia ha mostrado tasas de respuesta completa en pacientes
con lesiones endoluminales tempranas, proporcionando una mejora significativa en la
funcidn respiratoria y una reduccion en la obstruccién bronquial (Usuda, et al., 2006).

A nivel experimental, se han explorado nuevas estrategias para mejorar la eficacia de la
TFD en cancer de pulmaon; la broncoscopia de nhavegacion electromagnética ha permitido
administrar la TFD en tumores periféricos dificiles de alcanzar, ampliando su aplicabilidad
mas alla de las lesiones endobronquiales (Fig. 17) (Usuda, et al., 2020). Asimismo, la
combinaciéon de TFD con otras modalidades terapéuticas, como la inmunoterapia y la
quimioterapia, ha mostrado potencial en la potenciacién de la respuesta antitumoral,
mejorando la eficacia global del tratamiento (Kim & Chang, 2023).

En la practica clinica, la TFD continua evolucionando con el desarrollo de nuevas
técnicas y fotosensibilizadores que buscan optimizar su seguridad y efectividad en el
manejo del cancer de pulmon; su combinacion con técnicas broncoscopicas avanzadas
y su integracion en tratamientos multimodales han consolidado su rol como una
alternativa viable en el tratamiento de pacientes seleccionados (Steinfort & Herth, 2020).
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Figura 17. Proceso de aplicacion de la terapia fotodinamica (TFD) en cancer de pulmén. 1) Se identifica un tumor pulmonar en etapa
temprana y se administra el fotosensibilizador por via intravenosa. 2) El fotosensibilizador se acumula selectivamente en el sitio
tumoral. 3) A través de un broncoscopio, se expone el tumor a una fuente de luz con una longitud de onda especifica, lo que activa
el fotosensibilizador y genera especies reactivas de oxigeno (ROS, reactive oxygen species). 4) Los ROS inducen citotoxicidad,
promoviendo la muerte celular apoptética y/o necroética en las células tumorales. Imagen tomada y modificada de (La’ah & Chiou,
2024).

Generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en la TFD y su impacto en la
muerte celular

La TFD basa su efectividad en la generaciéon de ROS, que inducen dafo celular y la
posterior muerte de células tumorales; este proceso se inicia con la activacién del PS por
luz de una longitud de onda especifica, llevando al PS a un estado excitado que permite
la transferencia de energia a moléculas de oxigeno, a partir de esta activacion pueden
ocurrir dos mecanismos distintos: el mecanismo tipo |, donde se generan radicales libres
altamente reactivos, como el anién superoxido (O,¢7) y el radical hidroxilo (OHe); y el
mecanismo tipo Il, donde se produce oxigeno singlete ('O.), una forma altamente
citotdxica de oxigeno molecular (Fig. 18) (Sai, Lee, Nguyen, & Kim, 2021).

La capacidad de los ROS generados por la TFD para inducir muerte celular depende de
varios factores, como la localizacion intracelular del PS, la concentracién de oxigeno y la
intensidad de la irradiacion; en términos generales, la produccion de ROS provoca dafio
a biomoléculas esenciales como lipidos, proteinas y acidos nucleicos, lo que
desencadena procesos de apoptosis, necrosis y autofagia en las células tumorales
(Dabrowski & Arnaut, 2015). En particular, el estrés oxidativo generado por la TFD
compromete la integridad mitocondrial, lo que puede activar la via intrinseca de apoptosis
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mediante la liberacion de citocromo c y la activacion de caspasas efectoras (Castano,
Mroz, & Hamblin, 2006).

Estado singlete
excitado ; .
Estado Nlecros’lls Iy a;t)opt05|ls de
triplete as celulas tumorales

Célula
dendritica

Luz roja no térmica
Estado
base

Cierre de
microvasos

Figura 18. Esquema del mecanismo de accién de la terapia fotodinamica (TFD). El fotosensibilizador (PS) absorbe la luz y transita
a un estado excitado singlete, seguido de una conversién al estado triplete. En esta fase, el PS transfiere energia al oxigeno molecular
en estado triplete (*°0;), generando oxigeno singlete ('O;), una especie altamente reactiva que induce la muerte celular por necrosis
y/o apoptosis. Ademas, la TFD provoca la destruccién de la vasculatura tumoral y una respuesta inflamatoria aguda, facilitando el
reclutamiento de células inmunitarias como neutréfilos y células dendriticas. Imagen tomada y modificada de (Castano, Mroz, &
Hamblin, 2006).

Sin embargo, la efectividad de la TFD puede verse limitada por la hipoxia del
microambiente tumoral, ya que el oxigeno es un componente esencial en la generacion
de ROS. Para superar esta limitacion, se han desarrollado estrategias que optimizan la
produccion de ROS mediante el disefio de PSs con mayor afinidad por el oxigeno o
mediante el uso de sistemas de liberacion de oxigeno en el sitio tumoral; ademas, la
inhibicion del sistema antioxidante de las células tumorales, como la reduccién de los
niveles de glutation (GSH), ha demostrado aumentar la eficacia de la TFD al potenciar la
acumulacion de ROS y promover un daio irreversible en las células malignas (Ming,
Cheng, Chen, Yang, & Chen, 2021).

La modulacion del microambiente tumoral y el desarrollo de estrategias para incrementar
la generacion de ROS han permitido mejorar la eficacia de la TFD en el tratamiento del
cancer, optimizando su capacidad para inducir dafo selectivo en células tumorales sin
afectar tejidos sanos (Sai, Lee, Nguyen, & Kim, 2021).

Papel de la seializacién de calcio en la TFD

La efectividad de la TFD no se limita unicamente a la produccion de ROS, ya que la
sefalizacion del calcio juega un papel crucial en la modulacién de la respuesta celular y
en la propagacion del dafio en células tumorales y sus vecinas (Yang, Chang, Zhang, &
Gao F, 2023).
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El Ca?* es un mensajero intracelular esencial que participa en multiples procesos
celulares, incluyendo la activacion de rutas apoptoticas y la disrupcion de la homeostasis
celular; tras la TFD, se ha observado un aumento en la concentracion citosélica de Ca?*,
que puede originarse tanto por la entrada desde el medio extracelular como por la
liberacion desde depdsitos internos como el reticulo endoplasmico y las mitocondrias;
este incremento en los niveles de Ca?* intracelular ha sido vinculado con la apertura de
los poros de transicion de permeabilidad mitocondrial, facilitando la liberacién de
citocromo c y la activacion de caspasas, favoreciendo la apoptosis (Wu R. , Chu, Kwok,
& Huang, 2023).

Diferentes fotosensibilizadores pueden inducir respuestas variables en la homeostasis
del Ca**, dependiendo de su localizacion celular; por ejemplo, los fotosensibilizadores
dirigidos a la mitocondria pueden inducir una liberacion masiva de Ca?* desde este
organulo, exacerbando el estrés oxidativo y desencadenando apoptosis rapida; por otro
lado, aquellos que se acumulan en el reticulo endoplasmico pueden afectar la bomba
SERCA, reduciendo la recaptacién de Ca?* y contribuyendo a la sobrecarga citosolica
(Hoorelbeke, Decrock, Van Haver, De Bock, & Leybaert, 2018).

Ademas de su papel en la apoptosis, el Ca?* también esta implicado en la propagacion
del efecto bystander tras la TFD; se ha sugerido que los cambios en los niveles de Ca?**
pueden transmitirse a células vecinas a través de canales de conexina y la liberacion de
ATP, amplificando el dafio mas alla de las células expuestas directamente a la TFD; este
mecanismo puede potenciar la eficacia del tratamiento al inducir la muerte de células
tumorales no iluminadas, pero también podria contribuir a efectos adversos si se afectan
tejidos sanos circundantes (Wu R. , Chu, Kwok, & Huang, 2023).

La modulacién de la senalizacién del Ca?* podria representar una estrategia terapéutica
para optimizar la TFD; estudios recientes han sugerido que la sensibilizacion de las
células tumorales a la TFD mediante la regulacion de los niveles de Ca?* intracelular
puede mejorar la respuesta al tratamiento; por ejemplo, el uso de farmacos que
aumentan la liberacién de Ca?* del reticulo endoplasmico o que bloquean su eliminacién
por mitocondrias podria potenciar la apoptosis inducida por la TFD (Yang, Chang, Zhang,
& Gao F, 2023).
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LINEA CELULAR A549

Origen y caracteristicas de la linea celular A549

Numero ATCC: CCL-185
Designacion: A549

Baja densidad Barra de escala = 100pM Alta densidad Barra de escala = 100pM

Figura 19. Micrografias de la linea celular A549 en cultivo a diferentes densidades. A la izquierda, células A549 en baja densidad,
mostrando una morfologia epitelial dispersa. A la derecha, células A549 en alta densidad, formando una monocapa mas confluente.
Barra de escala = 100 um. Imagen tomada de (American Type Culture Collection (ATCC), s.f.).

La linea celular A549 fue establecida en 1972 a partir de tejido pulmonar de un paciente
masculino de 58 afios diagnosticado con adenocarcinoma pulmonar (American Type
Culture Collection (ATCC), s.f.). Estas células se derivan de neumocitos tipo Il y han sido
ampliamente utilizadas como modelo in vitro en estudios sobre cancer de pulmon y
biologia pulmonar (Swain, Kemp, Goldstraw, Tetley, & Stevens, 2010).

Las células A549 presentan una morfologia epitelial y crecen de manera adherente,
formando monocapas en condiciones de cultivo in vitro (Fig. 19); se caracterizan por ser
hipotriploides, con un numero modal de cromosomas de 66 en aproximadamente el 24%
de las células analizadas, aunque también se han observado otras variantes con 64, 65
y 67 cromosomas (American Type Culture Collection (ATCC), s.f.). Esta linea celular
mantiene la capacidad de sintetizar fosfolipidos esenciales para la produccién de
surfactante pulmonar, utilizando la via de la citidina difosfocolina (Swain, Kemp,
Goldstraw, Tetley, & Stevens, 2010).
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Desde su establecimiento, la linea A549 se ha convertido en un modelo de referencia en
la investigacion biomédica, especialmente en estudios sobre la toxicidad de compuestos
inhalados, metabolismo de farmacos y desarrollo de terapias dirigidas contra el cancer
de pulmoén (Sundararajan, et al.,, 2014). Ademas, estas células contienen cuerpos
multilamelares en su citoplasma, una caracteristica de los neumocitos tipo I,
responsables de la produccion de surfactante pulmonar (Swain, Kemp, Goldstraw, Tetley,
& Stevens, 2010).

A pesar de compartir algunas caracteristicas con los neumocitos tipo IlI, se ha
cuestionado su idoneidad como modelo exacto de estas células debido a diferencias en
la expresion de ciertos marcadores especificos y en sus propiedades de barrera epitelial,
no obstante, su facilidad de cultivo y su estabilidad genética han permitido su uso
extensivo en estudios de sefalizacion celular, viabilidad y respuesta a tratamientos
oncologicos (Sundararajan, et al., 2014).
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JUSTIFICACION

El cancer de pulmdén es una de las principales causas de muerte a nivel mundial y
representa un reto significativo en la investigacion oncolégica debido a su alta
agresividad, resistencia a los tratamientos convencionales y baja tasa de supervivencia
en estadios avanzados. Dentro de las estrategias terapéuticas emergentes, la terapia
fotodinamica (TFD) ha demostrado ser una alternativa prometedora, ya que combina la
accién de un fotosensibilizador con la irradiacién de luz para generar especies reactivas
de oxigeno (ROS), induciendo muerte celular selectiva en células tumorales.

Uno de los elementos clave en la regulacion de la respuesta celular a la TFD es el calcio
(Ca?*), un segundo mensajero fundamental que participa en multiples procesos
celulares, incluyendo la proliferaciéon, apoptosis y necrosis. La alteracion en la
homeostasis del calcio es una caracteristica distintiva de las células tumorales y ha sido
relacionada con mecanismos de resistencia a la muerte celular. En este contexto, las
conexinas, proteinas de union intercelular que forman canales de comunicacion tipo gap
junctions, desempenan un papel crucial en la propagacion de senales de Ca?* entre
células adyacentes, lo que podria influir en la respuesta del tumor ala TFD y en el efecto
bystander, una propagacion del dafio que puede potenciar o limitar la eficacia del
tratamiento.

La linea celular A549, derivada de un adenocarcinoma pulmonar humano, es
ampliamente utilizada en la investigacion del cancer de pulmén debido a sus
caracteristicas morfologicas y funcionales. Este modelo in vitro permite evaluar la
dinamica del calcio y el papel de las conexinas en la respuesta a la TFD, proporcionando
informacion valiosa sobre los mecanismos que regulan dicha estrategia terapéutica.

Comprender como la comunicacién intercelular influye en la respuesta tumoral permitira
proponer estrategias para maximizar el dafo selectivo en células malignas, minimizando
el impacto en tejidos sanos. Por lo tanto, este estudio contribuye a la busqueda de
enfoques terapéuticos mas eficaces para el tratamiento del cancer de pulmén, con el
potencial de mejorar la respuesta a la TFD y su aplicacion en el ambito clinico.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La alta tasa de mortalidad en el cancer de pulmén se debe en gran medida al diagndstico
tardio y a la resistencia que desarrollan las células tumorales frente a los tratamientos
convencionales. A pesar de los avances en la cirugia, quimioterapia, radioterapia e
inmunoterapia, la supervivencia de los pacientes sigue siendo baja, especialmente en
estadios avanzados de la enfermedad. Esto ha impulsado la busqueda de estrategias
terapéuticas alternativas que mejoren la eficacia del tratamiento y reduzcan los efectos
adversos en los tejidos sanos.

La terapia fotodinamica (TFD) ha emergido como una opciéon prometedora, ya que
permite la eliminacion selectiva de células tumorales mediante la generacidn de especies
reactivas de oxigeno (ROS) tras la activacion de un fotosensibilizador por luz de una
longitud de onda especifica. Por lo que, es fundamental comprender los mecanismos
celulares que regulan la respuesta de las células tumorales a la TFD para optimizar su
aplicacion y mejorar sus resultados clinicos.

Actualmente, no se ha definido con precision cdmo la interaccion entre la sefializacion
de calcio y las conexinas influye en la respuesta de las células tumorales a la TFD. En
particular, en la linea celular A549, modelo ampliamente utilizado para estudiar el cancer
de pulmodn, se desconoce el impacto que tienen estos mecanismos en la propagacion
del dafio y en la eficacia del tratamiento. La falta de informacion sobre estos procesos
representa una limitante en el disefio de estrategias que optimicen la TFD como
alternativa terapéutica.

Por lo anterior, es necesario investigar como la sefializacion de calcio y la comunicacion
mediada por conexinas modulan la respuesta de las células A549 debida a la TFD, para
contribuir al desarrollo de terapias coadyuvantes contra el cancer de pulmén.

44



HIPOTESIS

La interaccion entre las células tumorales A549, mediada por conexinas, regula la
transmision de sefales que influyen en la respuesta a la terapia fotodinamica (TFD). En
este proceso, el calcio (Ca?**) actia como un mediador esencial, facilitando la
comunicacion intercelular a través de las uniones gap. La alteracion en la homeostasis
del (Ca?*)i inducida por la TFD modula la propagacion del dafio mediante el efecto
bystander, lo que podria potenciar la muerte celular y aumentar la eficacia del tratamiento
en cancer de pulmon.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el impacto de la comunicacion intercelular mediada por conexinas en la
transmision de sefales de calcio (Ca?*) y su influencia en la muerte celular inducida por
la terapia fotodinamica (TFD) en la linea celular tumoral A549, con el fin de comprender
como estos mecanismos modulan la eficacia del tratamiento en cancer de pulmén.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la presencia de las conexinas 26, 32, 43 y 46 en las células A549
mediante inmunofluorescencia indirecta, evaluando su localizacion y expresion
basal.

2. Analizar la transmision de la sefial de (Ca?*)i generada por la terapia fotodinamica
(TFD) en las células A549 en condiciones normales y en ausencia de calcio
extracelular, evaluando la propagacion de la sefal a las células adyacentes.

3. Analizar la participacion de las conexinas en la transmision de la sefial de (Ca?*);
generada por la TFD mediante bloqueo farmacolégico con acido flufenamico
(AFF), evaluando su efecto en la propagacion de la sefial.

4. Evaluar el tipo de muerte celular inducida por la TFD en las células A549,
determinando la proporcion de apoptosis y necrosis mediante el uso de Anexina
V-FITC y yoduro de propidio.
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MATERIAL Y METODOS
1. Cultivo celular

Las células de la linea A549, derivadas de un adenocarcinoma pulmonar humano, fueron
cultivadas en frascos T25 bajo condiciones controladas. El medio utilizado fue DMEM/F-
12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12), suplementado con un
10% de suero fetal bovino (SFB) para proporcionar factores de crecimiento y nutrientes
esenciales. Adicionalmente, se incorpor6 un 1% de antibidticos (penicilina-
estreptomicina) para prevenir contaminaciones microbianas. Los cultivos se mantuvieron
en un ambiente de incubacion a 37 °C con una atmésfera de 5% de CO, para favorecer
un pH fisioldgico estable.

2. Preparacioén de solucién extracelular

Para los experimentos de TFD, TFD con bloqueo farmacolégico (TFD + AFF) y la
determinaciéon de muerte celular, se prepard una solucién extracelular, adecuada para
mantener la viabilidad de las células durante la adquisicion de imagenes por microscopia
confocal. La solucion fue preparada utilizando reactivos de grado analitico, conforme a
las concentraciones descritas en la Tabla 1. Todos los componentes fueron disueltos en
agua desionizada y el pH fue ajustado a 7.4 utilizando NaOH o HCI. Adicionalmente, se
midi6 la osmolaridad de la solucidn final, asegurando que se encontrara dentro de un
rango fisiolégico entre 290 y 310 mOsm/kg. La solucion se preparo fresca antes de cada
experimento.

Reactivo Peso molecular (g/mol)
NaCl 58.44
Dextrosa 180.16
KCI 74.55
HEPES 238.30
CaClz 110.98
MgCl2 95.21

Tabla 1. Composicién de la solucién extracelular utilizada en los experimentos de TFD, TFD + AFF y evaluacién de muerte celular
en células A549.
3. Determinaciéon de la presencia de conexinas en la linea celular A549 por
inmunofluorescencia indirecta

Para evaluar la expresion basal de distintas isoformas de conexinas en la linea celular
A549, se realiz6 inmunofluorescencia indirecta utilizando cubreobjetos redondos de 12
mm previamente sembrados con células. Inicialmente, las muestras se lavaron con
DPBS 1X durante 5 minutos con el fin de eliminar residuos del medio de cultivo.
Posteriormente, las células se fijaron afiadiendo 100 a 120 pL de paraformaldehido (PFA)
al 4% y se dejaron incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente. Tras la fijacion,
se realizaron dos lavados consecutivos con PBS 1X y un tercer lavado con PBS-Tritdn
al 0.3%, cada uno con una duracién de 5 minutos, para lograr una adecuada
permeabilizacion de las membranas celulares.
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Para bloquear uniones inespecificas, se aplicaron 90 uL de suero fetal bovino (SFB) al
10% y se incubaron las muestras durante 1 hora a temperatura ambiente.
Posteriormente, se realizaron tres lavados con PBS-Tritén al 0.3% durante 5 minutos
cada uno. Las muestras se incubaron durante toda la noche en oscuridad con 90 pL del
anticuerpo primario correspondiente, diluido previamente en PBS-Tritén al 0.3%. Al dia
siguiente, se realizaron tres lavados mas con PBS-Triton al 0.3%, cada uno de 5 minutos,
para eliminar el exceso de anticuerpo primario.

Posteriormente, se aplicaron 90 uL del anticuerpo secundario fluorescente, también
diluido en PBS-Triton al 0.3%, e incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente en
completa oscuridad. Para complementar la visualizacion de las células, se procedié al
marcaje del citoesqueleto con faloidina. Para ello, se prepar6é una solucion 0.5X de
faloidina, y se incubaron 90 pL de esta solucion en oscuridad.

Después del marcaje del citoesqueleto, se realizé un lavado adicional con PBS-Tritén al
0.3% durante 5 minutos, seguido por la contratincion nuclear utilizando DAPI.

Finalmente, se colocaron cuidadosamente 5 uL de medio de montaje (DAKO) sobre cada
muestra, que se conservaron a 4 °C protegidas de la luz hasta su observacion mediante
microscopia confocal. Las conexinas evaluadas incluyeron Cx26 (Abcam, Cat. No.
65969), Cx32 (anticuerpo anti-GJB1, host: rabbit), Cx43 (AB11370) y Cx46 (Invitrogen,
Cat. No. 388300, Rabbit 1gG).

4. Analisis de la transmision de la sefal de (Ca?*)i generada por la TFD en
condiciones con y sin calcio extracelular

Se utilizé AICIPc como fotosensibilizador, disolviendo la cantidad requerida en DMSO a
una proporcion de 1 mL por cada 1.14 mg de compuesto. La mezcla fue homogeneizada
mediante agitacion en vortex durante 2 minutos. La concentracion final utilizada de
AICIPc fue de 10 uM.

Seguidamente, se llevo a cabo una primera incubacion al aplicar una solucién diluida de
AICIPc, compuesta por 99 uL de solucion extracelular y 1 pL de la solucion stock de
fotosensibilizador, sobre vidrios de cultivo de 12 mm de diametro. Los cultivos se
mantuvieron a 37 °C en una atmésfera de 5% de CO, durante 1 hora.

Posteriormente, se realizé una segunda incubacion empleando un coctel compuesto por
AICIPc, Fluo-4 FF AM (un fluoréforo que permite la deteccién de Ca?* intracelular, con
una concentracion final de 10 yM), acido plurénico para mejorar la permeabilidad celular,
y sulfinpirazona como inhibidor de eflujo. Esta mezcla se aplico a los vidrios previamente
tratados y se dejo incubar durante 1 hora adicional bajo condiciones estandar.

Tras la 2da incubacion, las muestras se sometieron a microscopia confocal para llevar a
cabo la fotoestimulacion y la captura de imagenes. Se selecciond un campo que contenia
una célula central rodeada por otras células, estableciendo una region de interés (ROI)
sobre esta célula especifica, la cual fue estimulada de manera puntual. La adquisicion
de imagenes se llevo a cabo durante un periodo total de 15 minutos, con una fase de
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adquisicién continua de 16 segundos y una estimulacion puntual de 983.4 milisegundos,
permitiendo el monitoreo preciso de los cambios en la sefial de calcio durante la TFD.

Los experimentos se llevaron a cabo en presencia y ausencia de Ca?* en la solucion
extracelular para evaluar el papel de las conexinas en la propagacion de la sefal de
(Ca?")i, manifestada como fluorescencia a través del Fluo-4. Finalmente, las imagenes
capturadas se analizaron utilizando el software Image J para cuantificar y procesar de
manera precisa las variaciones en la sefal de fluorescencia.

5. Analisis de la participacion de las conexinas en la transmision de la senal
de (Ca?*)i generada por la TFD mediante bloqueo farmacolégico

Para evaluar la participacion de las conexinas en la propagacion de la sefial de calcio
inducida por la TFD, se realizé un bloqueo farmacoldgico de las gap junctions mediante
la aplicacién de acido flufenamico (AFF). La solucion del bloqueador se prepard
disolviendo AFF en solucién extracelular para obtener una concentracion final de 100
MM, asegurando su homogeneizacién mediante agitacion en vortex.

Una vez aplicada la fotoestimulacién puntual utilizando los parametros previamente
establecidos, las células fueron incubadas con AFF durante 20 minutos, tras lo cual se
repitié la fotoestimulacion para analizar el efecto del bloqueo en la propagacion de la
sefal de (Ca?*)i. Posteriormente, se realizé un lavado con solucion extracelular sin
bloqueador y se permitié un periodo de recuperacion celular de 20 minutos, seguido de
una tercera fotoestimulacién para evaluar si la sefal de calcio recuperaba su propagacion
original tras la eliminacién del inhibidor.

El analisis de las imagenes obtenidas se realizé con el software Image J, comparando la
propagacion de la sefal de Ca?* antes, durante y después del bloqueo de las conexinas.

6. Determinacion del tipo de muerte celular generada por la TFD

Las células fueron tratadas con AICIPc disuelto en DMSO, utilizando una proporcién de
1 mL de DMSO por cada 1.14 mg de fotosensibilizador. La mezcla fue homogeneizada
mediante voértex durante 2 minutos. La concentracion final utilizada de AICIPc fue de 10
MM. La solucion diluida de AICIPc, compuesta por 99 pL de solucién extracelulary 1 pyL
de la solucion stock, se aplico sobre vidrios de cultivo de 12 mm de diametro,
incubandose a 37 °C en una atmésfera de 5% de CO, durante 1 hora.

Posteriormente, tras retirar la solucién de la primera incubacion, se afiadio un coctel que
contenia AICIPc, sulfinpirazona y acido plurdnico en solucién extracelular. Este coctel fue
incubado con las células durante 1 hora adicional bajo las mismas condiciones, con el
fin de mejorar la permeabilidad celular y potenciar la efectividad del fotosensibilizador.

Finalizada esta etapa, las muestras fueron trasladadas a un microscopio confocal, donde
se realiz6 una fotoestimulacién puntual utilizando los parametros previamente
establecidos. Este procedimiento permitié activar el fotosensibilizador, desencadenando
los efectos de la TFD en las células.
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Posterior a la fotoestimulacion, las células fueron incubadas durante 10 minutos con una
solucion de Anexina V-FITC y yoduro de propidio (IP) para evaluar la viabilidad celular
mediante marcadores fluorescentes. Se procedié a la captura de imagenes utilizando
microscopia confocal con la técnica de z-stack, lo que permitié obtener multiples planos
focales para un analisis detallado de las células. Las imagenes se capturaron en
intervalos de 10 minutos, 30 minutos, 1 hora, 2 horas y 3 horas después de la
estimulacién. Antes de cada intervalo de captura, las células fueron nuevamente
incubadas con la soluciéon de Anexina V-FITC y IP durante 10 minutos para garantizar
una deteccion precisa de los cambios en la viabilidad celular.

7. Caracteristicas de los reactivos y criterios de analisis

Aplicaciéon A de A de Peso Mecanismo de
experimental excitacion | emisién | molecular accion
(nm) (nm) (g/mol)
Fluo-4 AM Deteccion de 494 516 1118.89 Se une a Ca?"* libre en
calcio intracelular el citoplasma,
([Ca*]i) aumentando su
fluorescencia
AICIPc Fotosensibilizador 640 685 577.96 Generacion de
para terapia especies reactivas de
fotodinamica oxigeno (ROS) al
(TFD) activarse con luz,
induciendo muerte
celular
Anexina V — Marcador de 488 519 Variable Seune a
FITC células en etapa (conjugado) fosfatidilserina
temprana de expuesta en la
apoptosis membrana externa
durante la apoptosis
Yoduro de Marcador de 581 617 668.4 Intercalacion en el
Propidio (IP) células con ADN de células con
membrana membrana
plasmatica comprometida; no
comprometida atraviesa membranas
(necrosis) intactas

Tabla 2. Propiedades opticas, peso molecular y mecanismos de accion de los compuestos fluorescentes utilizados en este estudio.
Se incluyen Fluo-4 AM, AICIPc, Anexina V-FITC y Yoduro de Propidio (IP). Se indican sus longitudes de onda (A) de excitacién y
emision, asi como sus mecanismos de accion especificos en cada aplicacion experimental.

Aplicacién Peso molecular IC50 (pM) Mecanismo de
experimental (9/mol) accion
Acido Bloqueo 281.23 18.5 Inhibicién de
Flufenamico farmacoldgico de canales tipo gap
(AFF) canales tipo gap formados por
(conexinas) conexinas.

Tabla 3. Propiedades del acido flufenamico (AFF). Se indica su aplicacion experimental, peso molecular, concentracién inhibitoria
media (ICs,) y mecanismo de accion.
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Anexina V

Yoduro de Propidio (IP)

Tipo de muerte celular

Positivo (+)

Positivo (+)

Necrosis

Positivo (+)

Negativo (-)

Apoptosis

Tabla 4. Interpretacion de los patrones de tincion para la determinacion del tipo de muerte celular.

50



RESULTADOS

Determinacién de la presencia de conexinas en la linea celular A549 por
inmunofluorescencia indirecta

Estos resultados permitieron visualizar el patrén de distribucion de las conexinas en
condiciones basales, lo que nos permite entender su posible papel en la comunicacion
intercelular y la sefalizacion de calcio durante la terapia fotodinamica. A continuacion,
se muestras algunas imagenes representativas obtenidas mediante microscopia
confocal. Se realizaron tres protocolos de inmunofluorescencia en diferentes pasajes
celulares de la linea A459 y se identifico la presencia de Cx26, Cx32, Cx43 y Cx46. Cada
protocolo se desarrollé por duplicado y en cada muestra se analizaron de tres a cuatro
campos (Figura 20-23).
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Figura 20. Inmunofluorescencia indirecta de conexina 26 (Cx26) en células A549. (A) La tincién con faloidina permitié delimitar el
citoesqueleto de actina. (B) La tincién con DAPI marcé los ntcleos celulares. (C) La sefial correspondiente a Cx26 se observa en el
canal verde. (D). La imagen compuesta integra los tres canales, permitiendo visualizar la localizacién de Cx26, sin evidencia clara de
acumulacién en la membrana plasmaética. Las imagenes fueron adquiridas con un objetivo de 40X mediante microscopia confocal.
Barra de escala 50 um.
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Figura 21. Inmunofluorescencia indirecta de conexina 32 (Cx32) en células A549. (A) La tincién con faloidina permitié delimitar el
citoesqueleto de actina. (B) La tincién con DAPI marcé los ntcleos celulares. (C) La sefial correspondiente a Cx32 se observa en el
canal verde. (D) La imagen compuesta integra los tres canales, permitiendo visualizar la localizacion de Cx32, sin evidencia clara de
acumulacién en la membrana plasmaética. Las imagenes fueron adquiridas con un objetivo de 40X mediante microscopia confocal.
Barra de escala 50 um.

53



Figura 22. Inmunofluorescencia indirecta de conexina 43 (Cx43) en células A549. (A) La tincién con faloidina permitié delimitar el
citoesqueleto de actina. (B) La tincién con DAPI marcé los ntcleos celulares. (C) La sefial correspondiente a Cx43 se observa en el
canal verde, evidenciando una localizacién predominante en la membrana plasmatica. (D) La imagen compuesta integra los tres
canales, mostrando una distribucion clara de Cx43 en las regiones de contacto intercelular; en este panel se incluye una flecha que
indica la presencia de Cx43 en dichas regiones, lo cual sugiere su participacién en la formacién de uniones tipo gap. Las imagenes
fueron adquiridas con un objetivo de 40X mediante microscopia confocal. Barra de escala 50 um.
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Figura 23. Inmunofluorescencia indirecta de conexina 46 (Cx43) en células A549. (A) La tincién con faloidina permitié delimitar el
citoesqueleto de actina. (B) La tincién con DAPI marcé los ntcleos celulares. (C) La sefial correspondiente a Cx46 se observa en el
canal verde, se detecta un marcaje tenue en membrana plasmaética. (D) La imagen compuesta integra los tres canales, permitiendo
visualizar la localizacién de Cx46 y su leve presencia en zonas de contacto intercelular; en este panel se incluye una flecha que
sefiala la presencia de Cx46. Las imagenes fueron adquiridas con un objetivo de 40X mediante microscopia confocal. Barra de escala
50 um.

Con base en las imagenes obtenidas por inmunofluorescencia indirecta se observéd que
la linea celular A549 expresa diversas isoformas de conexinas, cada una con un patrén
de localizacion particular. La Cx26 (Figura 20) presentd una senal predominante a nivel
nuclear y citoplasmatico, sin marcaje evidente en membrana plasmatica, al igual que la
Cx 32 (Figura 21). La Cx43 (Figura 22) mostré un patréon de localizacion claramente
asociado a la membrana plasmatica, especialmente en las zonas de contacto entre
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células, lo que sugiere su participacion en la formacion de uniones tipo gap. Finalmente,
en la Cx46 (Figura 23) también se detecté su presencia en la membrana plasmatica,
aunque con una sefal de menor intensidad en comparacion con Cx43, utilizando la
misma configuracion confocal. Para evaluar su posible rol en el efecto bystander, se
analizaron todas las imagenes obtenidas para cada conexina, y los datos se resumen en
la Tabla 5. Esta tabla no solo sefala el compartimento principal donde se localizé el
marcaje, sino que también indica la probabilidad de que cada conexina participe en el

efecto bystander.

Presenciaen | Localizaciéon Marcaje en Probabilidad
A549 principal membrana de participar
en el efecto
bystander
Cx 26 Si Citoplasma / No evidente Baja
nucleo
Cx 32 Si Citoplasma / No evidente Baja
nucleo
Cx 43 Si Membrana Evidente Alta
plasmatica
Cx 46 Si Membrana Difuso Media
plasmatica /
nucleo

Tabla 5. Comparacion de la expresion y localizacion celular de distintas isoformas de conexinas en la linea celular A549. La presencia
de marcaje en membrana plasmatica sugiere un posible rol en la formacién de uniones tipo gap, lo que podria facilitar la propagacion
de seniales intercelulares como el calcio durante la terapia fotodinamica (TFD), favoreciendo un efecto bystander asociado a muerte

celular.
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Anadlisis de la transmisién de la sefial de (Ca?*)i generada por la TFD en
condiciones con y sin calcio extracelular

Se llevaron a cabo experimentos comparativos en dos condiciones experimentales: un
grupo tratado en solucion extracelular con calcio y otro en solucion libre de calcio. La
sefal de (Ca?*) fue registrada mediante microscopia confocal y extrapolada a partir de
los cambios en la fluorescencia del indicador Fluo-4 AM FF, permitiendo visualizar la
dinamica intracelular de Ca?* en respuesta a la fotoestimulacion. Mediante microscopia
confocal, se irradié una sola célula preincubada con el fotosensibilizador AICIPc
utilizando un laser de 640 nm, localizado en una regién de interés (ROI) durante 90
segundos. La adquisicién de imagenes se realizdé cada 16 segundos y la estimulacion se
aplicé cada 983.51 milisegundos. Posteriormente, se registrd la respuesta tanto de la
célula fotoestimulada como de ocho células adyacentes durante un periodo total de 15
minutos.

Figura 24. Disposicién celular y seleccion de regién de interés (ROI) antes de la fotoestimulacion. Las células fueron cargadas con
Fluo-4 para monitorizar cambios en la intensidad de fluorescencia correspondientes a la sefial de Ca?*inducida por TFD. El recuadro
indica la regién de interés (ROI) seleccionada para la fotoestimulacion puntual. (A) Canal FITC que muestra la fluorescencia de Fluo-
4, (B) imagen en campo claro y (C) fusién de ambos canales. Las imagenes se adquirieron mediante microscopia confocal con un
objetivo de 40X. Barra de escala: 50 um.
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TFD en A549 con Ca?*
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Figura 25. Curva de propagacion de la sefal de calcio (AF/F,) en células A549 durante la terapia fotodinamica (TFD) en solucién
extracelular con Ca?". La grafica muestra la respuesta de la célula fotoestimulada y de las células adyacentes (2—8) a lo largo de 15
minutos (713 imagenes adquiridas con un intervalo de 16 s). El eje X corresponde al nimero de imagenes adquiridas. Se observa
una propagacion gradual de la sefial de Ca?* desde la célula fotoestimulada hacia las células vecinas, reflejando la dinamica de
sefializacion inducida por la TFD. Estas gréficas reflejan el incremento de fluorescencia registrado en cada célula, el cual se traspol6
como sefial de calcio mediante el uso del indicador fluorescente Fluo-4.

Para el segundo objetivo especifico, se realizé estimulacion puntual en cultivos celulares
con medio extracelular sin calcio. Se identificd que el calcio extracelular participa en el
incremento de la sefal de calcio intracelular tras la fotoestimulacién con 640 nm en
células preincubadas con AICIPc. A continuacion, se muestra una grafica representativa
de un experimento bajo estas condiciones.
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Figura 26. Curva de propagacioén de la sefal de calcio (AF/F,) en células A549 durante la terapia fotodinamica (TFD) en solucién
extracelular sin Ca?". La gréfica muestra la respuesta de la célula fotoestimulada y de las células adyacentes (2-7) a lo largo de 15
minutos (713 imagenes adquiridas con un intervalo de 16 s). El eje X corresponde al nimero de imagenes adquiridas. Se observa
una propagaciéon mas limitada de la sefial de Ca?* en ausencia de calcio externo, reflejando una menor transmision de la sefial en
comparacién con las condiciones con Ca?”. Estas graficas reflejan el incremento de fluorescencia registrado en cada célula, el cual
se traspol6 como sefial de calcio mediante el uso del indicador fluorescente Fluo-4.
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Para comparar la participacién del calcio extracelular en el incremento de la sefal de
calcio intracelular, se analizo el area bajo la curva (ABC) de la sefial obtenida durante 15
minutos. Se comparo la sefial de calcio generada por la TFD entre los grupos Con Calcio
y Sin Calcio, cada uno con un tamafio de muestra de N = 6 (n = 60). Para confirmar la
distribucion de los datos, se aplico la prueba de Shapiro-Wilk, y ambos grupos mostraron
una distribucién normal (p = 0.8302 para el grupo Con Calcio; p = 0.4661 para el grupo
Sin Calcio), permitiendo el uso de pruebas paramétricas.

El grupo Con Calcio presenté una media de 6440 + 1704, mientras que el grupo Sin
Calcio tuvo una media de 1850 £ 500.5. Esta diferencia fue estadisticamente significativa
segun la prueba t de Student, con un valor de (p < 0.0001; ****), considerando un nivel
de significancia a = 0.05. La diferencia entre las medias fue de -4590 + 725.0, con un
intervalo de confianza del 95% que va de -6206 a -2975, lo cual indica una reduccion
significativa en la senal de calcio intracelular en ausencia de Ca** extracelular.
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Figura 27. Comparacién del Area Bajo la Curva (ABC) en células A549 durante la terapia fotodinamica (TFD) en solucion extracelular
con y sin Ca?". Los resultados muestran un aumento significativo de la sefial de Ca®*en condiciones con calcio en comparacion con
aquellas sin calcio, evidenciado por un valor de p < 0.0001 (****), indicando que la presencia de calcio favorece la propagacién de la
sefial. Estas mediciones corresponden al total de células estudiadas (N = 6, n = 60).

En el analisis de la maxima intensidad de fluorescencia, se evaluaron los valores pico de
la sefal de calcio inducida por la TFD en condiciones Con Calcio y Sin Calcio, con un
tamano de muestra de N = 6 por grupo. Para verificar la normalidad de los datos, se
aplicé la prueba de Shapiro-Wilk, obteniéndose un valor de p = 0.6539 para el grupo Con
Calcioy p = 0.3859 para el grupo Sin Calcio. En ambos casos, p fue mayor que 0.05, lo
que indica que los datos presentan una distribucion normal y permiten el uso de pruebas
paramétricas.

El grupo Con Calcio presentd una media de 31.25 + 1.588, mientras que el grupo Sin
Calcio mostré6 una media de 12.23 + 2.444. Esta diferencia fue estadisticamente
significativa (p < 0.0001; ****), considerando un nivel de significancia a = 0.05. La
diferencia entre las medias fue de -19.02 + 1.190, con un intervalo de confianza del 95%
entre -21.67 y -16.37.
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Estos resultados evidencian que la maxima intensidad de fluorescencia, como reflejo de
la sefal intracelular de Ca?* inducida por la TFD, se ve drasticamente disminuida en
ausencia de calcio extracelular, lo que resalta su papel esencial como segundo
mensajero en este proceso.
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Figura 28. Comparacioén de la maxima intensidad de fluorescencia en células A549 durante la terapia fotodinamica (TFD) en solucién
extracelular con y sin Ca?* Los resultados muestran un aumento significativo en la intensidad de fluorescencia en la condicién con
calcio, lo que refleja una mayor activacion y propagacion de la sefial de Ca?*. El analisis estadistico indica un valor de p < 0.0001
(****). Estas mediciones corresponden al total de células estudiadas (N = 6, n = 60).
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Analisis de la participacion de las conexinas en la transmision de la seial de
(Ca?*)i generada por la TFD mediante bloqueo farmacolégico

Para evaluar el papel funcional de las conexinas en la propagacion de la sefial de (Ca?*);
inducida por la TFD, se emple6 un enfoque de bloqueo farmacolégico. Las células A549
fueron tratadas con acido flufenamico (AFF), un inhibidor no selectivo de canales tipo
gap, con el fin de interferir en la comunicacion intercelular mediada por conexinas. Se
registrd la sefal de calcio intracelular ([Ca2*])) en presencia de calcio extracelular a 2 mM
(Figura 29). Posteriormente, tras el bloqueo con AFF, se capturo la sefial en un campo
diferente (Figura 30). Luego, la muestra fue perfundida con solucién extracelular durante
20 minutos para eliminar el bloqueo, y se realizé un nuevo registro en otro campo distinto
(Figura 31). A continuacién, se presenta un registro representativo de este procedimiento.

TFD en A549 antes del tratamiento con AFF
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Figura 29. Curva de propagacion de la sefial de calcio (AF/F,) en células A549 durante la terapia fotodinamica (TFD) antes del
tratamiento con &cido flufenémico (AFF). La gréfica muestra la respuesta de la célula fotoestimulada y de las células adyacentes (2—
8) a lo largo de 15 minutos (713 imagenes adquiridas con un intervalo de 16 s). El eje X corresponde al numero de imagenes
adquiridas. Estas gréficas reflejan el incremento de fluorescencia registrado en cada célula, el cual se traspolé como sefial de calcio
mediante el uso del indicador fluorescente Fluo-4.

La estimulacion puntual con laser provoco un incremento significativo en la sefial de
calcio unicamente en la célula estimulada. Las células adyacentes no mostraron aumento
en la sefal de calcio durante el periodo de registro. Este resultado indica que la respuesta

de calcio fue especifica de la célula fotoestimulada, sin propagacion detectable a las
células vecinas bajo las condiciones experimentales empleadas.
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TFD en A549 con el tratamiento de AFF
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Figura 30. Curva de propagacion de la sefal de calcio (AF/F,) en células A549 durante la terapia fotodinamica (TFD) en presencia
de acido flufenamico (AFF). La grafica muestra que tras la aplicacién del bloqueador de conexinas la célula fotoestimulada genera
una respuesta de Ca?”, pero no se observa propagacion hacia las células adyacentes (2—7) cuyas sefiales permanecen practicamente
basales. El registro corresponde a 15 minutos de adquisicion (713 imagenes obtenidas con un intervalo de 16 s) y el eje X representa
el nimero de imagenes adquiridas. Esta gréfica refleja el incremento de fluorescencia registrado en cada célula, el cual se traspold
como sefial de calcio mediante el uso del indicador fluorescente Fluo-4.

TFD en A549 después del tratamiento con AFF
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Figura 31. Curva de propagacion de la sefal de calcio (AF/F,;) en células A549 durante la terapia fotodinamica (TFD) después del
tratamiento con acido flufenamico (AFF). Tras el retiro del bloqueador, la célula fotoestimulada vuelve a generar una senal clara de
Ca?*y se observa una recuperacion parcial de la propagacion hacia las células adyacentes (2—6). El registro corresponde a 15
minutos de adquisicién (713 imagenes obtenidas con un intervalo de 16 s), y el eje X representa el nimero de imagenes adquiridas.
Las células fueron incubadas 20 min con el bloqueador antes de la fotoestimulacién y, tras el lavado con solucién extracelular durante
20 min, se repitié la fotoestimulacién para evaluar la recuperacion de la sefial. Estas graficas reflejan el incremento de fluorescencia
registrado en cada célula, el cual se traspol6 como sefial de calcio mediante el uso del indicador fluorescente Fluo-4.

Se analizaron tres grupos experimentales: Control, Con AFF y Lavado, cada uno con N
=3 (n = 30).

Para verificar la normalidad de los datos, se aplicé la prueba de Shapiro-Wilk,
obteniéndose valores de p = 0.3331 para el grupo Control, p = 0.6091 para el grupo Con
AFF y p = 0.6779 para el grupo Lavado. En los tres casos, los valores de p fueron
mayores a 0.05, lo que indicd que los datos presentaban una distribuciéon normal y
permitian el uso de pruebas paramétricas. La homogeneidad de varianzas se confirmoé
mediante la prueba de Brown-Forsythe (p = 0.8662), lo que validé el uso del ANOVA.
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El grupo Control presentd una media de 6424 + 458.1, el grupo Con AFF una media de
1252 +272.7,y el grupo Lavado una media de 3832 + 440.2. El analisis mediante ANOVA
de una via mostro diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (p <
0.0001; ****), considerando un nivel de significancia de a = 0.05.

Posteriormente, se realizé una prueba post hoc de comparaciones multiples de Tukey,
en la cual se identificaron diferencias significativas entre el grupo Control y el grupo Con
AFF (p <0.0001), con una diferencia de medias de 5172 + 325.9 e intervalo de confianza
del 95% entre 4172 y 6172. Asimismo, se encontr6 diferencia significativa entre el grupo
Control y el grupo Lavado (p = 0.0005), con una diferencia de 2592 + 325.9 e intervalo
de confianza entre 1592 y 3592, y también entre el grupo Con AFF y el grupo Lavado (p
= 0.0005), con una diferencia de -2580 + 325.9 e intervalo de confianza entre -3580 y -
1580.

Estos resultados evidencian que la inhibicion de las conexinas mediante AFF reduce
significativamente la senal intracelular de Ca?* inducida por la TFD. Ademas, la
recuperacion parcial observada tras el lavado del bloqueador sugiere que la funcién de
las conexinas es determinante en la transmision de la sefal de calcio en este modelo
celular.
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Figura 32. Efecto del bloqueo farmacolégico de conexinas sobre el area bajo la curva (ABC) de la sefial de Ca?”durante la TFD. EI
tratamiento con AFF redujo significativamente el ABC en comparacién con el grupo Control, mientras que el grupo Lavado mostré
una recuperacion parcial. Estas mediciones corresponden al total de células estudiadas (N = 3, n = 30).

Los resultados derivados del analisis del ABC indican que el bloqueador AFF ejerce una
inhibicidon sustancial sobre la sefial de calcio, reduciendo su magnitud en un 80.51%. A
pesar de esta marcada inhibicion, el proceso de lavado implementado demostré ser
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efectivo para revertir parcialmente este efecto, logrando recuperar aproximadamente la
mitad de la sefal inhibida (49.87%). Estos hallazgos sugieren que el efecto del
bloqueador AFF sobre las conexinas es, al menos en parte, reversible bajo las
condiciones experimentales establecidas, segun lo evidenciado por las variaciones en el
ABC de la sefial de calcio.

Del mismo modo, se evaluo la intensidad maxima de la sefial de (Ca?*) inducida por la
TFD en tres grupos experimentales: Control, Con AFF y Lavado, con un tamano de
muestra de N = 3 (n = 30) por grupo.

La distribucion de los datos fue evaluada mediante la prueba de Shapiro-Wilk, la cual
mostro que el grupo Con AFF no presentd una distribucion normal (p = 0.0223), mientras
que los grupos Lavado y Control si cumplieron con este criterio (p = 0.2321 y p = 0.5679,
respectivamente). Dado que al menos uno de los grupos no cumplié con la normalidad,
se optd por un analisis no paramétrico.

El analisis estadistico se realizd mediante la prueba de Kruskal-Wallis, encontrandose
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (p = 0.0036), considerando
un nivel de significancia de a = 0.05 y un intervalo de confianza del 95%. El grupo Control
presenté una media de 31.00 + 1.715, el grupo Con AFF una media de 18.95 + 2.722, y
el grupo Lavado una media de 25.42 + 1.570.

Posteriormente, se realizé una prueba post hoc de Dunn para comparaciones multiples.
Se identificd una diferencia significativa entre el grupo Con AFF y el grupo Control (p =
0.0219). No se encontraron diferencias significativas entre los grupos Control y Lavado
(p = 0.5391) ni entre Con AFF y Lavado (p = 0.5391).

El analisis de la maxima intensidad de fluorescencia reveld que la aplicacion del
bloqueador AFF produce una reduccidon considerable en la sefal de calcio,
disminuyéndola en un 80.07%. Sin embargo, tras el proceso de lavado, se observo una
recuperacion parcial de la intensidad de la sefal, recuperando cerca del 60.86%.

Estos resultados indican que el tratamiento con AFF disminuye significativamente la
intensidad maxima de fluorescencia generada por la TFD, reflejando una inhibicién en el
pico de sefal intracelular de calcio. Tras el lavado del bloqueador, la sefial muestra una
recuperacion parcial, aunque sin alcanzar niveles estadisticamente equivalentes a los
del grupo Control.
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Figura 33. Efecto del bloqueo farmacolégico de conexinas sobre la maxima intensidad de fluorescencia durante la TFD. El grupo
tratado con AFF mostré una disminucion significativa en la sefial maxima de Ca?*intracelular. Estas mediciones corresponden al total
de células estudiadas (N = 3, n = 30).

Medida Disminucién con AFF (%) Recuperacion Lavado
(%)
Area Bajo la Curva (ABC) 80.51 49.87
Maxima Intensidad de 80.07 60.86

Fluorescencia

Tabla 6. Comparacion de porcentajes de disminucién y recuperacion de la sefial de calcio, medidos mediante el Area Bajo la Curva
(ABC) y la Maxima Intensidad de Fluorescencia, tras la aplicacién del bloqueador AFF y el proceso de lavado.

No se realizaron experimentos en ausencia de calcio extracelular en este grupo, ya que
previamente se confirmd que la presencia de calcio extracelular es indispensable para
que ocurra una propagacion significativa de la sefial de (Ca?*)i inducida por la TFD. Por
lo tanto, la evaluacion del efecto del bloqueo de conexinas en condiciones sin calcio se
considero innecesaria, dado que careceria de validez experimental.
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Determinacidn del tipo de muerte celular generada por la TFD

Los resultados obtenidos evidencian que la TFD indujo muerte celular en la linea A549.
En todos los vidrios analizados se observd un incremento progresivo en el numero de
células muertas conforme avanzaba el tiempo, aunque con variaciones en la magnitud
del efecto. El tipo de muerte celular se determiné mediante el analisis de fluorescencia
en los canales correspondientes a los marcadores Anexina V-FITC y yoduro de propidio
(IP), cuantificando las apoptéticas y necréticas con base en el patrén de tincién descrito
en la Tabla 4.
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Figura 34. Evolucion temporal de la muerte celular en la linea A549 tratada con TFD, evaluada mediante tincién con Anexina V-
FITC/IP. Se muestra el promedio + desviacién estandar del nimero de células muertas cuantificadas a 10, 30, 60, 120 y 180 minutos
posteriores a la fotoestimulacién (N = 4, n = 40). Los datos revelan un incremento progresivo en la muerte celular conforme avanza
el tiempo, alcanzando valores méaximos a los 180 minutos.
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Figura 35. Distribucién temporal de la muerte celular en la linea A549 tratada con TFD, evaluada mediante tincién con Anexina V-
FITC/IP. El gréfico de violin muestra la variabilidad en el numero de células muertas cuantificadas a 10, 30, 60, 120 y 180 minutos
posteriores a la fotoestimulacion (N = 4, n = 40). Se observa un incremento progresivo en la muerte celular a lo largo del tiempo, junto
con una mayor variabilidad en las mediciones.
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En las Figuras 34 y 35 se presenta la evolucion de la muerte celular en el tiempo para
cada vidrio analizado, con un tamafio muestral de N = 4 (n = 40). A partir de los datos
obtenidos, se calculé el promedio y la desviacién estandar del numero de células muertas
en cada punto temporal. A los 10 minutos, el promedio de células muertas fue de 1.0 £
0.816; este valor se increment6 a 2.5 + 1.915 a los 30 minutos. Posteriormente, a los 60
minutos, se registré un promedio de 4.0 + 0.816 células muertas. A los 120 minutos, el
numero aumento a 6.8 + 1.258, y finalmente, a los 180 minutos, alcanzé un promedio de
8.5 £ 2.646, lo que evidencia una tendencia progresiva en el incremento de la muerte
celular inducida por la TFD. Estos resultados sugieren que la TFD desencadena un
proceso de muerte celular dependiente del tiempo, reflejando la acumulacion progresiva
del dano celular tras la fotoestimulacién.
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Figura 36. Deteccion de necrosis celular en células A549 tratadas con TFD mediante tincién con Anexina V/IP, 10 minutos después
de la estimulacion. (A) Canal de Anexina V, sin sefial detectable en las células. (B) Canal de Yoduro de Propidio (IP), donde las
flechas indican células tenidas. (C) Imagen en campo claro mostrando la morfologia celular. (D) Fusién de los tres canales (Anexina
V/IP/Campo claro), resaltando la localizacién de las células necréticas. El cuadro rojo indica la célula que fue fotoestimulada
puntualmente. Las imagenes fueron adquiridas con un objetivo de 40X mediante microscopia confocal. Barra de escala 50 um.
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Figura 37. Deteccion de necrosis celular en células A549 tratadas con TFD mediante tincién con Anexina V/IP, 30 minutos después
de la estimulacion. (A) Canal de Anexina V, sin sefial detectable en las células. (B) Canal de Yoduro de Propidio (IP), donde las
flechas indican células tenidas. (C) Imagen en campo claro mostrando la morfologia celular. (D) Fusién de los tres canales (Anexina
V/IP/Campo claro), resaltando la localizacién de las células necréticas. El cuadro rojo indica la célula que fue fotoestimulada
puntualmente. Las imagenes fueron adquiridas con un objetivo de 40X mediante microscopia confocal. Barra de escala 50 um.
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Figura 38. Deteccion de necrosis celular en células A549 tratadas con TFD mediante tincién con Anexina V/IP, 60 minutos después
de la estimulacion. (A) Canal de Anexina V, sin sefial detectable en las células. (B) Canal de Yoduro de Propidio (IP), donde las
flechas indican células tenidas. (C) Imagen en campo claro mostrando la morfologia celular. (D) Fusién de los tres canales (Anexina
V/IP/Campo claro), resaltando la localizacién de las células necréticas. El cuadro rojo indica la célula que fue fotoestimulada
puntualmente. Las imagenes fueron adquiridas con un objetivo de 40X mediante microscopia confocal. Barra de escala 50 um.
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Figura 39. Deteccion de necrosis celular en células A549 tratadas con TFD mediante tincién con Anexina V/IP, 120 minutos después
de la estimulacion. (A) Canal de Anexina V, sin sefial detectable en las células. (B) Canal de Yoduro de Propidio (IP), donde las
flechas indican células tenidas. (C) Imagen en campo claro mostrando la morfologia celular. (D) Fusién de los tres canales (Anexina
V/IP/Campo claro), resaltando la localizacion de las células necroticas. El cuadro rojo indica la célula que fue fotoestimulada
puntualmente. Las imagenes fueron adquiridas con un objetivo de 40X mediante microscopia confocal. Barra de escala 50 um.
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Figura 40. Deteccion de necrosis celular en células A549 tratadas con TFD mediante tincién con Anexina V/IP, 180 minutos después
de la estimulacion. (A) Canal de Anexina V, sin sefial detectable en las células. (B) Canal de Yoduro de Propidio (IP), donde las
flechas indican células tenidas. (C) Imagen en campo claro mostrando la morfologia celular. (D) Fusién de los tres canales (Anexina
V/IP/Campo claro), resaltando la localizacion de las células necroticas. El cuadro rojo indica la célula que fue fotoestimulada
puntualmente. Las imagenes fueron adquiridas con un objetivo de 40X mediante microscopia confocal. Barra de escala 50 um.
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DISCUSION

Determinacién de la presencia de conexinas en la linea celular A549 por
inmunofluorescencia indirecta

La inmunofluorescencia indirecta realizada en la linea celular A549 permitio evidenciar la
expresion diferencial de distintas isoformas de conexinas, destacando patrones
especificos de localizacion que permiten inferir su posible funcionalidad en la
comunicacion intercelular. En las micrografias obtenidas se identifico una clara sefal de
Cx43 en la membrana plasmatica, particularmente en las zonas de contacto entre
células, lo cual sugiere su participaciéon en la formacion de uniones tipo gap (Figura 22).
Esta observacion resulta relevante, ya que la localizacion en membrana es un requisito
estructural para que las conexinas ensamblen conexones funcionales y, posteriormente,
canales intercelulares de comunicacién (Dbouk, Mroue, EI-Sabban, & Talhouk, 2009). La
disposicion de Cx43 en los bordes celulares apoya su papel como principal mediadora
de la comunicacioén idnica y de moléculas pequefas en este modelo tumoral, como lo es
el Ca?*.

En contraste, las isoformas Cx26 y Cx32 mostraron una distribucion predominantemente
citoplasmatica y nuclear, sin una sefal definida en la membrana plasmatica (Figuras 20
y 21). Esto sugiere una baja probabilidad de que estas isoformas participen activamente
en la formacion de uniones gap funcionales en las condiciones basales del experimento.
Si bien su expresién esta presente, su localizacion celular limita su funcionalidad como
canales de comunicacion intercelular, lo cual ha sido reportado en diversos modelos
tumorales donde las conexinas se encuentran retenidas en compartimentos
intracelulares o sujetas a procesos de regulacion postraduccional que impiden su trafico
hacia la membrana (Aasen, et al., 2019). Asi, su presencia no implica necesariamente
un papel activo en la propagacion de sefales intercelulares.

Por otro lado, la conexina 46 presentd una senal tenue localizada parcialmente en la
membrana y en el nucleo (Figura 23), lo que sugiere una participacion moderada en la
comunicacion intercelular, aunque no tan definida como la observada para Cx43. Cabe
destacar que, en ciertos tipos celulares, Cx46 puede desempefar funciones tanto
dependientes como independientes de la comunicacion entre células, incluyendo
regulacion de la supervivencia celular y mantenimiento de la homeostasis tumoral (Ledn-
Fuentes, Salgado-Gil, Novoa, & Retamal, 2023). No obstante, como su sefal en
membrana es débil y no esta bien definida, no es posible asegurar con certeza que esta
conexina esté funcionando activamente en la comunicacion intercelular en condiciones
basales, es decir, en ausencia de cualquier estimulo experimental o tratamiento, como la
TFD o modificaciones en el medio extracelular.

En conjunto, estos resultados permiten establecer que la Cx43 es la isoforma con mayor
probabilidad de participar activamente en la formacion de uniones tipo gap en la linea
A549, debido a su clara localizacién en membrana. Esta observacion cobra relevancia
en el contexto de la sefializacion de calcio inducida por la TFD, ya que su distribucién
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sugiere un rol central en la propagacion de sefiales idnicas como el (Ca?*)i, contribuyendo
al posible efecto bystander observado en los experimentos.

Anadlisis de la transmision de la seial de (Ca?*)i generada por la TFD en condiciones
con y sin calcio extracelular

La propagacién de la senal de calcio intracelular [(Ca?*)] generada por la terapia
fotodinamica (TFD) mostré una fuerte dependencia del calcio extracelular. Bajo
condiciones con Ca?', la célula fotoestimulada exhibié un incremento sostenido de
fluorescencia que se propagd hacia las células vecinas, sugiriendo un mecanismo de
comunicacion intercelular activo y coordinado (Fig. 25). Este patron se redujo
drasticamente en ausencia de calcio extracelular, donde la sefal quedd6 confinada a la
célula estimulada, sin evidencia de propagacion significativa (Fig. 26). Las mediciones
cuantitativas mostraron una disminucion significativa en el area bajo la curva (ABC) y en
la maxima intensidad de fluorescencia cuando se omitié el Ca%* del medio (Fig. 27 y 28),
lo que demuestra que la entrada de calcio del medio externo es indispensable para
sostener y propagar la sefial inducida por la TFD.

Estos hallazgos concuerdan con lo reportado por Tajiri et al. (1998), quienes observaron
que la TFD induce un aumento leve en (Ca?*)i a los 30 minutos, seguido de un incremento
marcado entre 1 y 2 horas postratamiento. Asi, el aumento de (Ca?*); representa un
evento temprano clave en la cascada de muerte celular desencadenada por la TFD (Tajiri,
Hayakawa, Matsumoto, Yokoyama, & Yoshida, 1998).

Ademas, estudios recientes han demostrado que una sobrecarga de Ca?* intracelular
puede potenciar la eficacia de la TFD al inducir estrés oxidativo y dafio mitocondrial en
células tumorales. Mo et al. (2024 ) desarrollaron una nanoplataforma que libera peroxido
de hidrégeno (H,0O,) y Ca?* de manera controlada, lo que resulté en una acumulacion
significativa de Ca?* en el citosol y mitocondrias de células de cancer pulmonar; esta
acumulacién provocé una disfuncién mitocondrial y aumenté la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), amplificando el efecto citotoxico de la TFD (Mo, Phan,
Nguyen, & Kim, 2024).

Finalmente, los resultados obtenidos son coherentes con lo descrito en modelos de
carcinoma nasofaringeo, tratados clinicamente con estrategias que modulan vias de
muerte celular dependientes de Ca?*. Esta evidencia clinica reciente ha subrayado que
alteraciones en la homeostasis de calcio intracelular pueden potenciar la respuesta
antitumoral, particularmente cuando se combinan con farmacos que sensibilizan al estrés
oxidativo inducido por la TFD (Wu R. , Chu, Kwok, & Huang, 2023).

Asi, la presencia de Ca?* extracelular no solo permite la propagacion eficiente de la sefial,
sino que también potencia la eficacia terapéutica del tratamiento al facilitar la induccion
de muerte celular a través de mecanismos dependientes de calcio.
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Anadlisis de la participacion de las conexinas en la transmision de la seial de (Ca?*);
generada por la TFD mediante bloqueo farmacolégico

Los resultados obtenidos mostraron que el tratamiento con acido flufenamico (AFF), un
bloqueador de canales formados por conexinas, redujo significativamente la propagacion
de la senal de calcio inducida por la TFD. En presencia de AFF, la senal de fluorescencia
en las células vecinas a la célula estimulada se redujo de manera notoria (Fig. 30), lo
cual indica una interrupcion en la comunicacion intercelular. Esta disminucién fue
cuantificada mediante el analisis del area bajo la curva (ABC) y de la maxima intensidad
de fluorescencia, en donde se observdé una caida estadisticamente significativa en
comparacion con la condicion sin bloqueador (Fig. 32 y 33). Posteriormente, al retirar el
AFF mediante un lavado, se evidencio una recuperacion parcial de la sefial (Fig. 31), lo
cual sugiere que las conexinas retomaron su funcionalidad como canales intercelulares
una vez eliminado el inhibidor.

Estos hallazgos sustentan que las conexinas juegan un papel activo en la propagacion
de la senal de (Ca*")i generada por la TFD. Esto concuerda con estudios previos que han
demostrado que los canales formados por conexinas, en especial Cx43, son
responsables de la difusién intercelular de sefiales como el calcio y el inositol trifosfato
(IP3), permitiendo la transmisién de respuestas apoptoticas entre células adyacentes
(Hoorelbeke, Decrock, Van Haver, De Bock, & Leybaert, 2018). La interrupcién de estos
canales con AFF afecta directamente el paso de iones y segundos mensajeros, limitando
la propagacion del estimulo inicial inducido por la TFD.

Ademas, este fendmeno puede interpretarse en el contexto del efecto bystander,
entendido como la respuesta observada en células no tratadas directamente pero que
reciben sefales de muerte celular desde células afectadas por la TFD. Se ha demostrado
que este efecto puede estar mediado por ROS, NO vy, particularmente, por ondas de Ca?*
que se propagan a través de uniones gap (Moloudi, Sarbadhikary, Abrahamse, & George,
2023). Con estos resultados podemos deducir que la activacion localizada de un
fotosensibilizador puede generar una sefial de calcio que se disemina radialmente a
través de conexinas, induciendo muerte celular en células vecinas no irradiadas; este
mecanismo depende del estado funcional de las conexinas, lo que se vio claramente en
el experimento al observar la pérdida de propagacion bajo AFF y su recuperacion tras el
lavado.

La sefial de Ca?* no solo funciona como un mensajero intracelular, sino que actua como
mediador entre células para amplificar el efecto citotéxico de la TFD. De hecho, se ha
propuesto que la transmision de calcio a través de canales formados por conexinas
puede inducir la produccién secundaria de especies reactivas en células vecinas,
desencadenando vias apoptéticas incluso en células no fotoestimuladas directamente
(Moloudi, Sarbadhikary, Abrahamse, & George, 2023). En este sentido, el
restablecimiento de la sefial después del lavado del AFF (Fig. 31) confirma que las
conexinas no solo participan en la propagacién, sino que su funcion es reversible y
esencial para sostener el efecto bystander durante la TFD.
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Por lo tanto, los datos obtenidos permiten concluir que las conexinas son componentes
funcionales clave en la propagacion intercelular de la sefal de (Ca?*)i inducida por la
TFD. Su inhibicion farmacoldgica bloquea este proceso, y su remocién restaura la
comunicacion, lo cual no solo refuerza su papel en la sefalizacién de muerte celular, sino
que también valida experimentalmente el efecto bystander como un mecanismo
dependiente de la comunicacion célula a célula.

Determinacion del tipo de muerte celular generada por la TFD

La evaluacion del tipo de muerte celular inducida por la terapia fotodinamica (TFD) en
células A549 se realizé mediante tincién con Anexina V-FITC y Yoduro de Propidio (IP),
marcadores clasicos para distinguir apoptosis y necrosis, respectivamente. Segun el
patron de fluorescencia, la sefial verde (Anexina V+) indica exposicion de fosfatidilserina,
caracteristica de apoptosis, mientras que la doble positividad (Anexina V+ / IP+)
corresponde tipicamente a necrosis. Sin embargo, los resultados obtenidos mostraron
una tincion positiva unicamente para IP, sin deteccion de fluorescencia verde, lo cual
sugiere una pérdida de integridad de membrana sin exposicion significativa de
fosfatidilserina (Fig. 40). Este perfil no corresponde con apoptosis clasica ni con necrosis
secundaria, por lo que se propone que la muerte celular inducida por la TFD bajo estas
condiciones podria corresponder a necroptosis.

La variabilidad observada entre los distintos vidrios puede estar relacionada con factores
como la densidad celular inicial, la distribucion del fotosensibilizador o ligeras diferencias
en la exposicién a la fotoestimulacion.

La necroptosis es una forma de muerte celular programada, morfolégicamente similar a
la necrosis, pero regulada por sefales intracelulares especificas, entre las que destacan
la activacion de RIPK1, RIPK3 vy la fosforilaciéon de MLKL (Hanson, 2016). A diferencia de
la apoptosis, la necroptosis no requiere la activacion de caspasas, lo cual concuerda con
la ausencia de sefal de Anexina V en este modelo experimental. Ademas, se ha descrito
que la necroptosis puede desencadenarse por estrés oxidativo y por disfuncién
mitocondrial, eventos comunmente inducidos por la TFD debido a la produccién de ROS
en respuesta a la activacion del fotosensibilizador (de Souza, Mencalha, Fonseca, & de
Paoli, 2024).

En estudios previos, como el realizado por de Melo Gomes et al. (2023), se demostrd
que la TFD con azul de metileno en células tumorales de préstata no indujo activacion
significativa de caspasa-3 ni elevacién de Bcl-2, pero si generé un aumento en la
fosforilaciéon de MLKL, confirmando la participacion de la necroptosis como via principal
de muerte celular. Asimismo, los autores observaron que la inhibicién de la autofagia no
revertia la pérdida de viabilidad celular (de Melo Gomes, et al., 2023), lo que apoya la
hipotesis de que otro tipo de muerte programada, como la necroptosis, es la via
predominante en ese contexto.

Por otro lado, Chilakamarthi et al. (2022) discuten que la necroptosis inducida por TFD
puede ocurrir en ausencia de caspasa-3 activa y en presencia de sefales de dafio como
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ROS y disfuncién mitocondrial, elementos todos compatibles con la fisiologia inducida
por TFD.

Aunque la ferroptosis también puede culminar con la pérdida de integridad de la
membrana plasmatica, este evento no ocurre de forma temprana ni abrupta como en la
necrosis o necroptosis; por el contrario, se trata de un proceso regulado que se
caracteriza por la acumulacion progresiva de peroxidacion lipidica, dependiente de
hierro, como consecuencia del estrés oxidativo generado por la terapia fotodinamica
(Chang, Wang, Zeng, & Wang, 2024).

En este estudio, las células A549 tratadas con TFD mostraron tincion exclusiva con
yoduro de propidio, sin sefial de Anexina V, lo que indica una pérdida inmediata de la
membrana sin exposicion detectable de fosfatidilserina. Este perfil no es caracteristico
de ferroptosis, ya que dicha modalidad de muerte celular requiere la acumulacién de
lipidos oxidados, reduccion de GPX4 y agotamiento de glutatién (Chang, Wang, Zeng, &
Wang, 2024), condiciones que no fueron evaluadas en el presente trabajo.

En la ferroptosis, la pérdida de integridad de membrana ocurre en etapas tardias, como
consecuencia del dafio acumulado por peroxidacion lipidica extrema, y suele ser un
evento final, no temprano; en cambio, la necroptosis si causa una ruptura activa de
membrana desde etapas tempranas, mediada por MLKL fosforilado, que forma poros
directamente en la membrana plasmatica (Mishchenko, Balalaeva, Gorokhova,
Vedunova, & Krysko, 2022).

Ademas, la ferroptosis suele confirmarse mediante inhibidores especificos como
ferrostatina-1 o mediante analisis morfolégicos que detectan mitocondrias densificadas
y reducidas en tamano (Huang, et al., 2023), elementos que tampoco formaron parte de
la metodologia. Por tanto, y considerando la cinética rapida de la pérdida de integridad
de membrana observada, los resultados no son compatibles con ferroptosis, y refuerzan
la hipétesis de que la TFD en estas condiciones induce una forma de muerte celular
regulada y litica como la necroptosis.

Esta forma de muerte puede representar una ventaja terapéutica en modelos tumorales
resistentes a la apoptosis, ya que no depende de la via apoptética clasica. En conjunto,
los hallazgos experimentales observados en este estudio, junto con la literatura
disponible, permiten proponer que la muerte celular inducida por TFD en células A549
bajo las condiciones evaluadas no se corresponde con apoptosis clasica, y es mas
compatible con un proceso de necroptosis, posiblemente favorecido por el estrés
oxidativo, la disfuncién mitocondrial y la ausencia de caspasas activas. Este tipo de
muerte celular puede tener implicaciones importantes en la eficacia terapéutica de la
TFD, al contribuir a la eliminacion de células tumorales que evaden rutas apoptéticas
tradicionales.
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CONCLUSIONES

La presente investigaciéon demostré que la terapia fotodinamica (TFD) induce una sefal
significativa de calcio intracelular ([Ca**]i) en la linea celular A549, un modelo de
adenocarcinoma pulmonar humano, y que esta sefal depende directamente de la
presencia de calcio extracelular. El uso de Fluo-4 como indicador permitié visualizar
mediante microscopia confocal una sefial fluorescente en la célula fotoestimulada, la cual
fue interpretada como la propagacion de (Ca?*)i hacia células vecinas, en funcién de los
cambios en la intensidad de fluorescencia observados tras la estimulacion con el
fotosensibilizador AICIPc.

Asimismo, se evidencid que las conexinas desempenan un papel esencial en la
propagacion de esta sefal de calcio entre células vecinas, dado que el bloqueo
farmacologico con acido flufenamico (AFF) redujo de forma significativa la intensidad de
la sefal. Tras el retiro del bloqueador, se observé una recuperacién parcial de la
propagacion, lo que sugiere un efecto reversible y confirma la participacién activa de las
uniones tipo gap en este proceso.

Por otro lado, la evaluacion del tipo de muerte celular mediante tincion con Anexina V y
Yoduro de Propidio indico que, bajo las condiciones evaluadas, la TFD no indujo
apoptosis ni necrosis. En cambio, se detectd una senal exclusiva con IP, lo que sugiere
la pérdida temprana de la integridad de membrana plasmatica. Esta observacion, junto
con la evidencia bibliografica, permite proponer que la muerte celular inducida por TFD
en estas condiciones es compatible con necroptosis, una forma de muerte celular
regulada, litica y proinflamatoria, que podria ser aprovechada terapéuticamente frente a
tumores resistentes a la apoptosis.

En conjunto, los resultados obtenidos permiten concluir que la TFD genera una respuesta
de sefalizacion de (Ca?*); dependiente de Ca?* extracelular como de la comunicacion
intercelular mediada por conexinas, y que dicha sefal podria contribuir a inducir
necroptosis como mecanismo de muerte celular. Estos hallazgos fortalecen el
entendimiento de la respuesta celular ala TFD y abren nuevas perspectivas para mejorar
su eficacia como tratamiento alternativo al cancer de pulmén.
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PERSPECTIVAS

A partir de los hallazgos obtenidos en esta investigacion, se abren diversas lineas de
estudio que permitirian profundizar en los mecanismos celulares implicados en la
respuesta a la terapia fotodinamica (TFD) y validar las hipotesis propuestas.

En primer lugar, se sugiere confirmar experimentalmente la activacion de necroptosis
como tipo de muerte celular inducida por la TFD. Para ello, podrian emplearse
metodologias especificas como la deteccion por western blot de proteinas asociadas a
esta via, tales como RIPK1, RIPK3 y MLKL fosforilado. Ademas, el analisis por
inmunofluorescencia de la translocacion de MLKL a la membrana permitiria corroborar
su activacion y localizacion funcional.

Por otro lado, seria relevante trasladar este modelo experimental a sistemas mas
representativos del entorno tumoral, como esferoides tumorales. Estos sistemas
permitirian evaluar la propagacion de la senal de calcio y la efectividad de la TFD en
condiciones mas cercanas a la fisiologia tumoral real, incluyendo la heterogeneidad
celular y la complejidad del microambiente.

Finalmente, considerando el papel clave de las conexinas en la propagacion de sefiales
proapoptoéticas, podria explorarse la combinacion de TFD con moduladores de uniones
gap o agentes que favorezcan la expresion de Cx43, con el objetivo de potenciar el efecto
terapéutico mediante una mayor propagacion del dafio a través del efecto bystander.

A largo plazo, la validacion de estos mecanismos podria contribuir al disefio de
estrategias terapéuticas combinadas y personalizadas que mejoren la eficacia clinica de
la TFD como tratamiento alternativo o complementario en pacientes con cancer de
pulmon.
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