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RESUMEN

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la salud, el cancer es una de las
principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo (OMS, 2015).
Diferentes herramientas se han utilizado para describir y comprender el cancer de
mama y asi generar mecanismos de diagnostico y terapia, y la comunicacion
intercelular puede ser aprovechada para combatirlo. La terapia fotodinamica ofrece
la posibilidad de generar y/o liberar sustancias que pueden ser enviadas a las
células vecinas a través de gap junctions y asi ayudar a su erradicacién. Las

conexinas forman hemicanales y dos hemicanales forman una gap junction.

En varios tipos celulares, las elevaciones transitorias intracelulares de Ca?*
inducidas en células individuales son propagadas en forma de ondas a las células
vecinas (Stout et al., 2004). En una sola célula, incrementos sostenidos de Ca?*
pueden estar asociados con la muerte celular (Monteith et al., 2017). Las conexinas,
formando hemicanales y/o gap junctions pueden jugar un rol importante en la
regulacion de la concentracidn del Ca?* intracelular (Nielsen et al., 2012). Este Ca?*
intracelular ha sido reconocido como factor contribuyente de una forma importante
en varias modalidades de muerte celular como necrosis, apoptosis y anoikis, asi
como en la necroptosis y la autofagia (La Rovere et al., 2016). En este proyecto se
probaron dos bloqueadores inespecificos de conexinas para dilucidar el papel de
las mismas, en la propagacion de la sefial de Ca?* posterior a la terapia
fotodinamica, para asi generar evidencia de la transmision de la sefial de muerte a

las células adyacentes a la tratada con la terapia.

Nuestros resultados indican que las células MCF-7 tienen la capacidad de absorber
el fotosensibilizador que empleamos, AICIPc. Cuando activamos dicha sustancia
con una luz de longitud de onda localizada en el espectro del rojo lejano (640 nm),
genera un incremento en el nivel intracelular de Ca?* de la célula irradiada y de
aquellas que se encuentran cercanas a ella. Esta propagacion puede estar siendo
favorecida por la presencia de conexinas que forman gap junctions y hemicanales.
En este trabajo también corroboramos la presencia de las conexinas 26 y 43 en las

células MCF-7 y observamos que el bloqueo de la comunicaciéon mediada por estas



proteinas disminuye el incremento intracelular de Ca?* en las células cercanas a la
célula irradiada. También pudimos demostrar que el bloqueo de la comunicacion
mediado por conexinas disminuye el numero de células muertas a consecuencia de

esta terapia.

La fotoactivacion es el principio fundamental de la Terapia Fotodinamica (TFD), una
terapia que presenta grandes ventajas como tratamiento para diferentes patologias,
entre las que destaca el cancer. Entender los mecanismos intracelulares que
desencadena, asi como la importancia que juega la comunicacion intercelular en la
propagacion de las sustancias que pueden ocasionar dafio a las células vecinas nos
ayudaria a comprender mejor el fendmeno conocido como efecto bystander y

mejorar la terapéutica para combatir diferentes tipos de neoplasias.



ABREVIATURAS

[Ca?*];
AFF
AICIPc
Ca2+

CBX
CM

TFD

Concentracion de calcio intracelular

Acido flufenamico

Aluminio-Cloro ftalocianina
Calcio

Carbenoxolona
Céancer mamario

Terapia fotodinamica



INTRODUCCION
Cancer

Cancer, carcinoma o neoplasia maligna es el nombre que reciben un conjunto de
enfermedades relacionadas (NCI, 2015). La funcidén regulatoria del ciclo de vida
celular es dirigida por proteinas de interaccion que mantienen la masa de tejido en
un estado “estacionario” de reproduccién y muerte. En el cancer, este balance sufre
disturbios a partir de mutaciones en los genes que codifican funciones regulatorias
criticas. El resultado es una masa celular agresiva, altamente metabdlica y que,
tipicamente, presenta tendencias de inmortalidad (Horne et al., 2012). La muerte
celular ayuda a la vida mediante la eliminacion de células dafiadas y células
superfluas que son capaces de causar dafio y, por lo tanto, necesitan ser destruidas
para el beneficio de todo el organismo (Mfouo-Tynga y Abrahamse, 2015). Asi, el
cancer es una enfermedad heterogénea, donde numerosos cambios genéticos
resultan en un desbalance de la proliferacién, alteracién de los mecanismos de
apoptosis (muerte celular), alteracién de la expresién de multiples genes,

generacion de inestabilidad genética (Silva, et al., 2016).
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Figura1. Microevolucién de una célula cancerosa. Una serie de mutaciones en una

célula hace que prolifere mas, acumule mutaciones que posteriormente la convierten en



hiperplasia atipica. La propagacion de las células cancerosas a otros tejidos y 6rganos
(metéastasis) ocurre cuando la adhesién de estas células cancerosas se descompone y

pueden viajar facilmente a nuevas ubicaciones (Nature education, 2010).

De acuerdo con la organizacién mundial de la salud (OMS), el cancer es una de las
principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo. Se le atribuyen 8,2
millones de defunciones ocurridas en todo el mundo en 2012. Hasta el afio 2012, la
OMS reporta que hubo alrededor de 14 millones de nuevos casos y se prevé que
aumente un 70% aproximadamente para el afio 2022. Se sabe también que mas
del 60% de los nuevos casos anuales totales del mundo se producen en Africa, Asia,
América Central y Sudamérica. Estas regiones representan el 70% de las muertes

por cancer en el mundo (OMS, 2015).

Los principales tipos de cancer son los siguientes: cancer pulmonar (1,59 millones
de defunciones), cancer hepatico (745 000 defunciones); cancer gastrico (723 000
defunciones); cancer colorrectal (694 000) defunciones; cancer mamario (CM) (521
000 defunciones) y cancer de esofago (400 000 defunciones) (AIRC, 2014). Con
base en los datos de Globocan 2002, el CM es el cancer mas comun en las mujeres
afectando aproximadamente a 1.2 millones. La Agencia Internacional para la
Investigacion sobre el Cancer en la publicacion GLOBOCAN 2008 revel6 que 1.3
millones de nuevos casos de CM fueron diagnosticados lo que representa el 23%

de todos los casos de cancer en el mundo (Ferlay et al. 2010).

El cancer de mama es un problema mundial de salud para las mujeres, es el primero
en incidencia y el segundo en mortalidad sobre todos los tipos de cancer, incluso
con los recientes avances tecnoldgicos (dos Santos, et al., 2017). Se estima que
37mil mujeres mueren de cancer de mama (CM) cada afio en América Latina y el
Caribe. EI CM es el mas comun y mata a mas mujeres que cualquier otro tipo de
cancer en la region y se espera que el numero de defunciones por este, se duplique
para 2030, a 74,000 cada ano. El envejecimiento es el principal factor de riesgo del
CM. Los cambios en la estructura demografica causaran cambios epidemioldgicos,
es decir, en Brasil o México para 2020, el CM se enfocara en proporciones

epidémicas (Justo et al. 2013).



En el Peru, México, Colombia y Brasil, el diagndstico y la muerte a edades mas
tempranas privan a la sociedad de numerosos afnos productivos. Los altos indices
de mortalidad e incidencia en América Latina indican una pobre supervivencia, en
parte debido a la etapa tardia en el momento del diagnéstico y el acceso al
tratamiento. Entre 2002 y 2008, la incidencia y la mortalidad disminuyeron en todos
los paises, aunque de manera desigual, en México reflejan principalmente el
crecimiento de la incidencia en lugar del progreso en los resultados. El diagndstico
precoz y el acceso de toda la poblacién al tratamiento basado en la evidencia siguen

sin resolverse, a pesar de los progresos logrados por algunos paises (UICC, 2016).

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud, en el perfil de México respecto
al cancer 2014, de un total de 38 mil muertes de mujeres el 15.8% corresponde a
muertes por CM, es decir, entre todos los canceres es la principal causa de muerte
por cancer en la mujer, con una incidencia de poco mas 20 mil casos por cada 50
mil (WHO, 2018).

Aunque las causas del CM siguen siendo en gran parte desconocidas, los factores
de riesgo como la historia familiar de CM, la edad temprana en la menarquia y la
edad avanzada al primer parto, el uso de hormonas, la obesidad, y el alcohol se han
identificado como factores que pueden el riesgo de CM (PAHO, 2012). La deteccién
temprana, el diagndstico preciso y el tratamiento adecuado son los métodos

actualmente disponibles para prevenir la muerte por CM.

El CM es una enfermedad heterogénea, con numerosos cambios genéticos
resultantes en un desbalance de la proliferacién celular, alteracion en los
mecanismos de apoptosis, alteracion de la expresion de varios genes generando

inestabilidad genética ademas de otros factores (Silva et al., 2016).

Las células cancerosas pueden influir en las células normales, en las moléculas y
en los vasos sanguineos que rodean, zona que se conoce como el microambiente.
Estas mismas células, pueden inducir a las células normales cercanas para que
formen vasos sanguineos (angiogénesis) que suministren oxigeno y nutrientes,

necesarios para que crezcan los tumores (Granger, 2010).



Diferentes herramientas se han utilizado para describir y comprender el CM y asi
generar mecanismos de diagnostico y terapia. Los desafios en la lucha contra la
enfermedad dependen de la resistencia tumoral intrinseca, propiedades vy
heterogeneidad molecular asi como su potencial metastasico (dos Santos, et al.,
2017). Los subtipos de CM estan definidos con en base a la presencia de receptores
a estrégenos, progesterona y el receptor al factor de crecimiento epitelial humano
(HER2). La linea celular de cancer de mama MCF-7 descrita por Soule en 1972 se
derivd de un derrame pleural, tomado de una paciente con CM y a partir de este
punto se convirtié en uno de los modelos de estudio de cancer mas utilizados por la
resistencia a la muerte debido a la eliminacidén parcial del gen de la caspasa-3
(Levenson et al., 1997 y Horne et al., 2012). Las variantes de la linea MCF-7 son,
en muchas maneras, modelos analogos in vivo de los fenotipos resistentes a la
apoptosis mas agresivos inducidos por terapias para el cancer (Simstein, et al.,
2003).

ATCC Number: HTB-22
Designation:  MCF-7
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Figura 2. Células de cancer de mama de la linea MCF-7 (ATCC, 2014).



Tratamientos para el cancer

El tratamiento para el cancer es muy variado, la eleccioén del tratamiento adecuado
esta determinado por varios factores, incluyendo el tipo, las condiciones generales
del paciente y, por supuesto, cual sea el objetivo buscado: curarlo, evitar que se
extienda, o aliviar los sintomas causados por éste. Han de considerarse los riesgos
y beneficios al momento de elegir un tratamiento, como lo son la oportunidad de la
cura definitiva, los efectos potenciales a corto y largo plazo, la probabilidad de que
el cancer regrese después del tratamiento, las posibilidades de vivir con o sin el

tratamiento y los efectos en la calidad de vida e independencia.

Dependiendo de todos estos factores, el paciente puede recibir uno o varios de los
tratamientos que se mencionan a continuacion: cirugia, quimioterapia, radioterapia,
terapia hormonal, inmunoterapia o terapia biolégica y en casos muy particulares, el

trasplante de células hematopoyéticas.

Terapia fotodindmica

Un tratamiento ampliamente utilizado para los diversos tipos de neoplasias es la
quimioterapia, en ella se hace uso de farmacos con la finalidad de matar a las
células cancerosas. Hay mas de 100 farmacos disponibles para tratar el cancer y
pueden ser administrados por via intravenosa, oral, intraperitoneal e incluso via
tépica. Un importante grupo de farmacos empleados en la quimioterapia son los
fotosensibilizadores, sustancias activadas por determinado tipo de luz y que son

empleadas en la terapia fotodinamica (TFD) contra el cancer (Smits y Moor, 2009).

La terapia fotodinamica estd basada en un enfoque fotoquimico, empleada
principalmente en oncologia, oftalmologia y dermatologia, utiliza una sustancia
quimica sensible a la luz, denominada fotosensibilizador, y luz a determinadas
longitudes de onda para inducir la citotoxicidad por la generacion de especies

reactivas de oxigeno que incluyen radicales hidroxilos (-OH), alcoxilos (RO-) o
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peréxidos (ROO-) y algunas especies de radicales de vida media como superéxido
(O2-) o el radical nitroxilo (NO-), los no radicales peréxido de hidrogeno (H202),
hidroperédxidos organicos (ROOH) y acido hipocloroso (HOCI) (Cali et al., 2015 y
Simons et al., 2000) y otras especies moleculares reactivas (Celli et al., 2010).
Consiste en un procedimiento de aplicacion de agentes fotosensibilizadores en
combinacion con la luz visible, en presencia de oxigeno molecular para obtener un

efecto terapéutico (Bonnett, 2004).
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Figura 3. Mecanismo antitumoral de la TFD. El diagrama ilustra la absorcién de luz por
el fotosensibilizador que pasa de un estado fundamental al estado siglete, produciendo
ROS que propician el dafio a las células tumorales (Mroz et al., 2011).

El éxito de la terapia fotodinamica ha atraido mucha atencién por el uso de la luz
para inducir reacciones citotoxicas para aplicaciones en medicina. Los atractivos de
la terapia fotodinamica, desde el punto de vista terapéutico, se encuentran en la
naturaleza Unica de los efectos bioldgicos generados. Este tratamiento induce
estrés oxidativo, la muerte de las células cancerosas directamente irradiadas y
cierre de la microvasculatura tumoral. La relativa falta de resistencia inducida y el
proceso de curacion que implica la regeneracion de los tejidos normales en lugar de
cicatrizacion, hace de la terapia fotodinamica una opcion terapéutica viable que se
puede utilizar para una variedad de tumores, en combinacion o como alternativa a

los tratamientos contra el cancer ya consolidados (Kennet, 2015).



Agentes fotosensibilizadores tales como fenotiazina, porfirinas y ftalocianinas
contienen estructuras macrociclicas con sitios accesibles para ser excitados bajo
radiacion de luz visible. Estas moléculas tienen la capacidad de acumularse en
tejidos y células saludables y presentan poca o ninguna toxicidad; sin embargo,
después de aplicar el estimulo luminoso, son excitadas en presencia de oxigeno
molecular para finalmente inducir un efecto letal en los tejidos afectados (Kennet,
2015).

En ensayos clinicos y experimentales, la mayoria de fotosensibilizadores se
localizan en Ila membrana plasmatica, lisosomas, mitocondria, reticulo
endoplasmico y aparato de Golgi (Mfouo-Tynga y Abrahamse, 2015). La
localizacion  subcelular del fotosensibilizador en organelos celulares
extremadamente vulnerables probablemente podria mejorar su eficacia hasta 3000
veces mas cuando es comparado con un fotosensibilizador localizado en la matriz

extracelular o la membrana celular (Saneesh et al., 2017).

Este agente entra a la célula mediante endocitosis y su ubicacion intracelular
depende de sus propiedades fisicoquimicas. Dada de la fotoactivacion se induce
una respuesta al estrés agudo que incluye cambios en el nivel de Ca?*, metabolismo
de los lipidos, produccion de citocinas y mediadores de estrés (Mfouo-Tynga y
Abrahamse, 2015).

Las ftalocianinas son la tercera generacion de fotosensibilizadores estables con
capacidades fotoquimicas mejoradas, ya que son inductoras eficaces de la muerte
celular en varios modelos neoplasicos (Mfouo-Tynga, et al.,, 2015). Ha habido
considerable interés en el uso de ftalocianinas en la TFD, principalmente por su alto
coeficiente de absorbancia (650-680 nm), con penetracion 6ptima del tejido por la
luz. Un fotosensibilizador ideal para TFD debe tener un rango de absorcién en la
region cercana al infrarrojo, por sus siglas en inglés NIR (Near Infrared Region),
entre 600 a 850 nm donde la penetracién en el tejido es mayor (Saneesh et al.,
2017). El fotosensibilizador debe ser toxico solo en presencia de luz con minima

toxicidad en la oscuridad y debe ser rapidamente excretado por el cuerpo (Saneesh



et al., 2017). Las propiedades fotofisicas de las ftalocianinas son fuertemente
dependientes del ion metalico que se encuentra en el centro de la molécula.
Ftalocianinas con elementos como zinc (Zn Il), aluminio (Al Ill) o complejos como la
cloro aluminio ftalocianina presentan las propiedades fotofisicas mas favorables

para la aplicacién de la TFD (Nunes, et al., 2004).

Hay dos tipos e reacciones fotoquimicas, las del Tipo | implican una transferencia
de electrones entre moléculas bioldgicas y el fotosensibilizador excitado, mientras
que las de Tipo Il involucran energia directamente transferida desde el
fotosensibilizador excitado al oxigeno molecular circundante y la generacion de
singletes de oxigeno. Ambos inducen estrés oxidativo en las células, produciendo
predominantemente ROS que median las rutas de muerte celular a través de los
subproductos metabdlicos como peréxido de hidrogeno, radicales hidroxilo y
aniones super peroxido. Tipicamente los niveles de ROS son muy altos en células
neoplasicas comparadas con las células normales, lo cual es atribuido a la alta tasa

metabdlica (Saneesh et al., 2017).

Multiples cascadas de senalizacion celular y organulos se ven afectados de forma
semejante en las células expuestas a estrés fotodinamico, incluyendo la adenilato
ciclasa, receptor a tirosina cinasas, MAP-cinasas, fosfatidilinositol 3-cinasa, varias
proteinas cinasas y fosfatasas, factores de transcripcion, la ceramida, la membrana
plasmatica, mitocondria y el reticulo endoplasmico (Castano et al., 2004 y Buytaert
et al., 2007).

Son multiples las vias que estan relacionadas durante la induccion de la muerte
mediante TFD, sin embargo hay diferentes reportes de que la apoptosis en TFD es
relacionada con la activacion de dos mecanismos distintos: la via intrinseca, que
esta relacionada con las sefiales mitocondriales y la via extrinseca activada por
ligandos de muerte (Silva et al., 2016). La membrana mitocondrial permeable y la
liberacion de sustancias apoptogénicas, como el citocromo C, caracterizan la via
intrinseca, mientras que la activaciéon de receptores de muerte como el factor de
necrosis tumoral 1 (TNRF1) o Fas/CD95, en la membrana plasmatica caracterizan

la via extrinseca (Mfouo-Tynga y Abrahamse, 2015).



El estrés oxidativo constitutivo de las células cancerosas es muy alto, asi que
después de la adicion de ROS se puede inducir un umbral mas alto para las ROS a
partir del cual se induce el dano mitocondrial y la liberacidon de caspasas
desencadenando la apoptosis (Saneesh et al., 2017). La apoptosis o muerte celular
tipo Il, es caracterizada por la contraccion celular, condensacion de la cromatina y
posterior fragmentacion del DNA, blebbing de la membrana, activacién de las
caspasas y fagocitosis por parte de las células vecinas (Buytaert et al., 20006).
Durante la TDF es reconocida la activacion de la apoptosis, pero también puede
inducir autofagia en distintos tipos celulares, en los cuales la respuesta autofagica
puede estar relacionada con mecanismos de supervivencia o de muerte celular
(Mfouo-Tynga y Abrahamse, 2015).

La autofagia es un proceso catabdlico comprendido de la acumulacién ROS, la
oxidacion de lipidos de la membrana y la pérdida de la integridad de la membrana
plasmatica en ausencia de la actividad de las caspasas. También ha demostrado
promover la muerte celular imnunogénica y juega un papel critico en las células
dafiadas con TFD, especialmente en células resistentes a la apoptosis (Mfouo-

Tynga y Abrahamse, 2015).

La necrosis ha sido referida como un evento de muerte celular accidental no
programado, asociado a la ausencia de sefales de muerte programada y a una
respuesta inflamatoria. Siete tipos vias de muerte celular han sido reconocidos y
relacionados a la TFD, la secuencia de eventos permanece conservada para todas
ellas e incluyen la permeabilizacion de la membrana, movimiento de iones de calcio
a través del reticulo endoplasmico, oncosis, activacion de calpaina dependiente de
Ca?* ruptura lisosomal, seguida de la degradacion de los componentes celulares y

la induccion de la respuesta inflamatoria (Mfouo-Tynga y Abrahamse, 2015).

Un fendmeno que se ha observado tanto en la radioterapia como en la terapia

fotodinamica es el llamado bystander affect (Butterworth, et al., 2013).



Comunicacion intercelular y el bystander effect

El termino bystander effect se refiere a la induccién de efectos biologicos en las
células que no son afectadas directamente por una haz de luz. Debido a la
comunicacion célula-célula este efecto exhibe diversas respuestas en la proximidad
de las células irradiadas, mediada a través de uniones intercelulares (Prise et al.,
2010), y esta bien documentado en el campo de la biologia de la radiacion
(Chakraborty et al., 2009). Existen experimentos que implican la transferencia de
medio de células irradiadas, que se traduce en un efecto bioldgico en las células no
irradiadas. Estos efectos incluyen dano en DNA, inestabilidad cromosémica,
mutacion, y la apoptosis. Existe evidencia considerable de que la radiacion ionizante
afecta a las células localizadas cerca del sitio de la irradiacion, que responden de
forma individual y colectivamente como parte de una gran red interconectada. Este
bystander effect puede alterar el equilibrio dinamico entre la proliferacion, la

apoptosis o diferenciacion celular (Marin et al., 2015).

Algunos experimentos sugieren que el bystander effect se debe a una molécula
secretada por células irradiadas, que es capaz de transferir “dano” a las células
distantes y han mostrado un efecto de alerta para la letalidad celular, aberraciones
cromosomicas y retraso del ciclo celular (Hall et al., 2003). Sin embargo aun no se
han ideado experimentos para demostrarlo en un tejido normal en tres dimensiones
(Hall et al, 2003).

Un mecanismo a través del cual es posible inducir el bystander effect en las células
que estan en contacto directo, es a través Gap Junctions (GJ) o uniones
comunicantes, que son canales de proteinas multiméricas entre las células que
permiten la transmisién de moléculas de senalizacion (Herve et al., 2007). Las GJ
estan compuestas por dos hemicanales que se asocian en series. Los hemicanales
estan compuestos por seis subunidades proteicas llamadas conexinas, donde cada
conexina esta formada por cuatro segmentos transmembranales. Estos canales son

permeables a varios cationes, algunas veces aniones y diferentes moléculas de
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sefalizacion intracelular. Consecuentemente, las conexinas representan dianas

importantes en investigacion farmacoldgica (Guinamard et al., 2013).

Las conexinas, que forman hemicanales individuales en células separadas, que se
unen para formar uniones y asi es como las células interactuan fisicamente entre si
(Prise et al., 2010). Estas proteinas tienen cuatro dominios transmembranales alfa
hélice (M1-M4), un amino terminal y carboxilo terminal en la parte intracelular, dos
asas extracelulares (E1, E2) y un asa citoplasmatica (Rackauskas et al., 2010). Una
vez en la membrana, la actividad del canal es determinada por las propiedades
conductivas de la conexina involucrada, que pueden ser reguladas por voltaje o por
union a ligando, asi como un gran numero de modificaciones postraduccionales
(Nielsen et al., 2012). Estas conexiones son esenciales en varios aspectos de la
fisiologia animal incluyendo la propagacion de sefales eléctricas y la coordinacion
de la senalizacién celular mediante la transferencia se segundos mensajeros
(Nielsen et al., 2012).

Las funciones de las GJ son muy diversas e incluyen el intercambio de metabolitos
y sefales eléctricas entre células, asi como funciones que no parecen estar
relacionadas con la comunicacion intercelular (Nielsen et al., 2012). Tipicamente
permiten el paso de iones y metabolitos clave, tales como Ca?*, nucleodtidos,

péptidos y otros mensajeros secundarios (Prise et al., 2010).

La familia de genes de conexinas, consiste en 20 genes en raton y 21 genes en el
ser humano. Las conexinas son nombradas por su masa molecular que tiene un
rango de 23-62 kDa. Por ejemplo Cx30 tiene una masa molecular de 30366 kDa
(Rackauskas et al., 2010).

Gran parte de los primeros trabajos en la caracterizacién del papel de las GJ se
realizé con células confluentes que fueron irradiadas en situaciones en las que no
se expone a todas las células. Con este enfoque, Nagasawa y sus colaboradores
mostraron que, en condiciones en las que sélo el 1% de una poblaciéon de células
se irradio, 30% mostr6 cambios cromosomicos (Nagasawa et al., 1992). Los
hemicanales son bloqueados por los mismos compuestos que bloquean canales

intercelulares. Asi los inhibidores inespecificos de las GJ son heptanol, octanol,
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halotano, carbenoxolona, 18-glicirretinico y varios acidos grasos como el acido
araquidoénico y derivados del femanato, como el acido flufenamico; una molécula
que se une a la conexina preferentemente en el sitio modulador, presumiblemente
dentro de la membrana, induciendo el cierre del canal (Guinamard et al., 2013),

bloqueando asi los hemicanales (Nielsen et al., 2012).

Estos pueden ser una via importante en la liberacion de ATP al compartimiento
extracelular. EI ATP liberado puede unirse a receptores purinérgicos en las células
secretoras o en las células vecinas y asi actuar como una molécula de sefalizacion
en respuestas autocrinas y paracrinas. Un efecto bien descrito es la iniciacion de
las ondas de Ca?*, donde el ATP liberado difunde y actiia extracelularmente lo que
causa un incremento en la concentracion del Ca?* intracelular, el cual puede
propagarse a través de las células vecinas (Nielsen et al., 2012). Los hemicanales
también pueden jugar un rol importante en la regulacion de la concentracion del
Ca?* intracelular (Nielsen et al., 2012) y pueden exhibir actividad individual en las
membranas plasmaticas, introduciendo largas conductancias i6nicas y cambiando
dramaticamente las propiedades de permeabilidad de células individuales (Stout et
al., 2004).

La reduccién de la concentracion de Ca?* extracelular, la despolarizacion de la
membrana, estrés mecanico, activacion de receptores purinérgicos y la actividad
cinasa intracelular han sido implicadas en la activacion de los hemicanales, medida
por la absorcion de colorantes, electrofisiologia y/o liberacion de metabolitos (Stout
et al., 2004).

La inhibicién de esta via en células espectadoras, es decir, las células ubicadas
alrededor de las radiadas, conduce a la disminucion y/o inactivacién del bystander
effect, lo que sugiere una via potencial para modular estas respuestas a nivel clinico
(Zhou et al., 2005). Por ejemplo, puede ser beneficioso activar el bystander effect
para aumentar la destruccion de células tumorales, o con el fin de proteger los
tejidos normales del dafo adicional (Prinse et al., 2010). En general, los
mecanismos subyacentes implicados en la sefializacion del bystander effect estan

siendo aclarados. Sin embargo, hay una escasez significativa de datos sobre los
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mecanismos de liberacion de sefales de las células irradiadas a las células

espectadoras (Prinse et al., 2010).

La energia depositada mediante radiacién en el citoplasma es capaz de producir
especies reactivas de oxigeno, que pueden conducir indirectamente al dafio del
ADN nuclear (Wu et al., 1999). Por lo tanto, se ha propuesto que obijetivos
subcelulares como las mitocondrias podrian desempefar un papel importante, ya
sea como objetivos directos para la produccion del bystander effect o como partes
de un mecanismo de transduccién de sefales (Nugent et al., 2007 y Tartier et al.,
2007). El 6xido nitrico ha sido durante mucho tiempo implicado en la procesos
apoptéticos desencadenados por la terapia fotodinamica (Gupta et al.,, 1998;
Dalbasti et al., 2002; Reeves et al., 2009) lo que lleva a la muerte celular (Rasola et
al., 2011), siendo asi el éxido nitrico uno de los principales candidatos del bystander
effect. Ademas, el estrés fotodinamico se ha asociado con una alteracién en la
homeostasis de Ca?* y el agotamiento del mismo en el reticulo endoplasmico
(Buytaert et al., 2006; 2007; Granville et al., 2001)

Han pasado mas de 30 anos desde que la terapia fotodinamica fue desarrollada
como una herramienta util y prometedora de tratamiento en oncologia. Los agentes
citotoxicos generados a raiz de la radiacion, generan una cascada de respuestas
bioquimicas que inactivan las células cancerosas, ya sea directamente o a través
de la induccion del bystander effect (Li et al., 2009). La terapia fotodinamica induce
la muerte celular en la linea celular MCF-7 ya sea por apoptosis o necrosis,
dependiendo del fotosensibilizador y su localizacion subcelular (Xue et al., 2010).
También ocasiona la perturbacion de Ca?* libre intracelular, la homeostasis, la
activacion de la fosfolipasa entre otras. La comunicacion a través de estas uniones
es clave para el equilibrio celular, donde conexinas tienen un papel importante en
procesos celulares como el crecimiento celular, la diferenciacion, y la homeostasis.
Debido a su importancia en el mantenimiento de las funciones celulares, la funcién
de las conexinas tiene impacto en la progresion de numerosas patologias,

incluyendo el CM (Grek et al., 2015). Un papel critico para las conexinas, las GJ, y
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la comunicacién mediada por GJ (GJIC, por sus siglas en inglés) en la génesis
tumoral y metastasis fue documentado en 1966 en los estudios que revelaban
alteracion de acoplamiento eléctrico intercelular inducido quimicamente en
hepatocarcinomas de rata (Loewnstein et al., 1966 y Loewnstein et al., 1967).
Mientras que los estudios recientes apoyan el potencial terapéutico de la orientacién
de algunos tipos de conexinas, como un tratamiento en el CM (Ding et al., 2012;
Ding et al., 2013; Shishido et al., 2014; Grek et al., 2014), las complicaciones que
estdn asociadas con las funciones de las conexinas en los procesos de la
tumorigénesis, migracion de células tumorales y la metastasis en CM siguen sin
resolverse (Grek et al., 2015). Las células MCF-7 expresan principalmente a las
Cx26 y Cx43 (Grek et al., 2016).

Sefializacion de Ca?*

Asimismo se ha demostrado que el Ca?' desempefia papeles importantes en
carcinogénesis tales como la transformacién de células normales en células
cancerosas, la formacion de tumores y el crecimiento, la invasion, la angiogénesis
y la metastasis (Pascash et al., 2010). En condiciones de reposo, [Ca?'], es
mantenido a una concentracidén de aproximadamente 100 nM, mientras que [Ca?*]

extracelular es aproximadamente de 1 mM (Marchi y Pinton, 2016).

En células no excitables, el Ca?* entra, en su mayoria, a través de canales que no
son voltaje-dependientes. Estos incluyen canales abiertos por ligando, como la
familia de receptores ionotrépicos purinérgicos P2X, receptores del potencial
transitorio (TRP, por sus siglas en inglés). El rol principal de estos canales es mediar
la entrada de Ca?* en respuesta a varios estimulos, incluyendo la produccién de

diacilglicerol (Marchi y Pinton, 2016).

Bajo una variedad de estrés o tipos de dafio, el Ca?* excesivo es liberado del reticulo
endoplasmico a través de los IP3R’s y transferido a la mitocondria, permitiéndole la
sobrecarga del Ca®* y la apertura del poro de transicion de permeabilidad

mitocondrial y la liberacion de factores pro-apoptéticos en el citosol (Marchi y Pinton,
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2016). Lo que controla los complejos cambios en los niveles de Ca?* en el citosol y
en los organelos subcelulares son los instrumentos de la homeostasis de Ca?*; los

canales, bombas e intercambiadores de este ion (Monteith et al., 2017).

En una sola célula, incrementos largos y sostenidos de Ca?* pueden estar asociados
con la muerte celular, mientras que cambios altamente localizados en el citosol
puede regular la migracién direccional. Los cambios de Ca?* en la mitocondria
pueden controlar los niveles de ATP y la frecuencia y duracién de las oscilaciones
de la [Ca?*], pueden activar de manera diferencial y factores de transcripcion
(Monteith et al., 2017).

La sefializacion de Ca?* a menudo es remodelada con la tumorigénesis y el Ca?*
regula vias y maquinarias oncogénicas y supresoras de tumores clave (Monteith et
al., 2017). Estudios han demostrado también que la quelacién de [Ca?*]i reduce la
induccion de la apoptosis por terapia fotodinamica in vivo , y en los ultimos casos

esto afecta, quiza, de manera dependiente de p53 (Monteith et al., 2017).

El Ca?* intracelular juega multiples roles en la induccion o regulaciéon de procesos
relacionados con la supervivencia y la muerte celular. Este Ca?* intracelular ha sido
reconocido como factor contribuyente de una forma importante en varias
modalidades de muerte celular como necrosis, apoptosis y anoikis, asi como en la

necroptosis y la autofagia (La Rovere et al., 2016).

La sefializacion del Ca?* puede ser modulada mediante diversos mecanismos, no
s6lo al nivel de los cambios de expresién de proteinas formadoras de canales,
bombas y transportadores. En algunos casos la contribucion de canales i6nicos y
bombas es atribuido a los efectos indirectos o incluso a funciones independientes a

sus propias habilidades para transportar iones (Monteith et al., 2017).

Dado que los canales de Ca?* y las bombas involucradas en la regulacion de la
[Ca?*] intracelular ([Ca?'])) y sus vias de sefializacion muestran alteraciones de
expresion en el cancer, se puede ubicar a estos canales de Ca?*y bombas como
opciones terapéuticas para disminuir la proliferacion de células cancerosas y

promover su apoptosis. (Pascash et al, 2010).
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El nivel de iones de Ca?* y su transferencia desde el reticulo endoplasmico a la
mitocondria representa otro criterio para la muerte celular. La liberacion de Ca?* en
la mitocondria permite cambios en la morfologia y conduce a la apoptosis en una
manera no nuclear y Ca?*-dependiente. En presencia de niveles elevados de Ca?*,
TFD tiene la habilidad de inducir dafio, que parece depender también de p53
(Mfouo-Tynga y Abrahamse, 2015).

Desde que el aparato de Golgi y el RE estan asociados a sintesis de proteinas y su
procesamiento, se podria esperar que el fotodafo a estos organelos comprometa
significativamente la produccién de estas biomoléculas. RE es también el mayor
reservorio de calcio intracelular. En principio, dafnar este organulo puede liberar una
rafaga de Ca?' que pueda desregular varias rutas de sefializacion e incluso
desencadenar mecanismos de muerte celular. Las rafagas de calcio intracelular han
mostrado tener un rol mayor en la induccién de muerte necrética programada, asi
como afectar negativamente la homeostasis del RE con la mitocondria. Sin
embargo, el rol del calcio como posible agente responsable de la muerte celular
durante/después de la TFD ha sido controversial, quiza porque en la TFD varios

objetivos moleculares son danados al mismo tiempo (Bacellar, et al., 2015).

La TFD con la aluminio ftalocianina (AIPc) causa un excesivo incremento en la
concentracion de calcio intracelular. Sin embargo, el pre-tratamiento de las células
con quelantes de calcio causa un mejoramiento en lugar de un decremento de la
muerte celular, poniendo en duda el rol activo del calcio como un agente de muerte
celular. Buytaert et al., reporta que el fotodano en el reticulo endoplasmico permite
una perdida inmediata de los niveles de SERCA2 (sarco/endoplasmic reticulim Ca?*-
ATPase), causando la interrupcion de la homeostasis del Ca?*y de la muerte celular
después de la TFD con hipericina. Estudios recientes sobre TFD dirigida a RE,
sugieren que SERCA2 no es el principal objetivo, pero si la activacion de las
calpainas (cistein-proteasas dependientes de calcio), las cuales son las principales

responsables de la muerte celular por necrosis. Estos resultados muestran que el
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fotodano del RE y la consecuente liberacidén de estas rafagas de calcio en el citosol

claramente afectan la viabilidad celular (Bacellar, et al., 2015).

A fin de utilizar Ca?* como un segundo mensajero, las células han ideado un
ingenioso mecanismo de sefalizacion que ha superado los problemas inherentes
asociados con tasa de difusion baja y la citotoxicidad del Ca?* mediante la
presentacion de los cambios en la concentracion de Ca?* como picos breves que a
menudo estan organizados en forma de ondas regenerativas (Berridge, 1993; Rey
et al., 2010).

Ambos, los mecanismos genéticos y epigenéticos, han sido propuestos con roles
especificos en la sefializacion de Ca?* en el cancer (Hanahan y Weinberg 2000;
Jaffe 2005). Como resultado de las mutaciones, las células normales pueden
transformarse en células cancerosas, adquiriendo propiedades especificas, tales
como la proliferacion incontrolable, la inmortalidad y la autosuficiencia en las
sefales de crecimiento (Futreal et al., 2005;. Hanahan y Weinberg 2000). Desde
que los gradientes de Ca?* y las ondas de propagacion del mismo han mostrado
estar involucradas en procesos normales del desarrollo, la epigenética propone que
una alteracién en los gradientes de Ca?* y sus ondas de propagacion participa en
la carcinogénesis (Jaffe, 2005). La remodelacién de la homeostasis intracelular del
Ca?*, como una causa o consecuencia de la actividad de diferentes proteinas con
funciones alteradas, relacionadas con el cancer, es una caracteristica de las células
cancerosas (Marchi y Pinton, 2016). Las rutas de sefializacion de Ca?* son
remodeladas o desreguladas en el cancer que se resulta en cambios en su fisiologia
y los distinguen de las células no malignas (Hanahan y Weinberg 2000; Wang et al.,
2010).

La sefalizacion del Ca?* entre las células puede producirse de dos maneras. En la
primera, las células pueden utilizar GJ que funcionan como canales para
comunicarse entre si (Rossello et al., 2009). En la segunda, la sefializacién célula a

célula se realiza por receptores ionotropicos permeables a Ca?* tales como los
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receptores NMDA o receptores purinérgicos (Jahn y Scheller, 2006; Rossell6 et al.,
2009; Sudhof 2004). En varios tipos celulares, las elevaciones transitorias
intracelulares de Ca?* inducidas en células individuales son propagadas en forma

de ondas a las células vecinas (Stout et al., 2004).

Las células que carecen de conexinas pueden movilizar calcio normalmente en
respuesta al estrés mecanico, pero las ondas no son propagadas hasta que las
células son transfectadas con conexinas (Stout et al., 2004). Estudios muestran que
la mayor extension de la propagacion de onda de calcio requiere la activaciéon de

receptores purinérgicos mediante la liberacion paracrina de ATP (Stout et al., 2004).

Diversos estudios han mostrado que altos niveles de Ca?* intracelular activan y
ejecutan la muerte celular (Szado et al., 2008). En virtud de la regulacién de la [Ca?*]
intracelular, la mitocondria y el reticulo endoplasmico juegan un papel crucial, tanto
en la sefalizacion como en la decision de la muerte celular (Pascash et al., 2010).

Las ondas de propagacion de Ca?* se generan como resultado de las actividades
concertadas de varios canales celulares de Ca?* y prevé una sefializacién muy
eficaz, que permite transferencia de informacion en términos de la amplitud,
duracion, frecuencia, forma de onda o el momento de oscilaciones de Ca?* que
luego se descodifica en una etapa posterior de la transduccion de senales. En las
células cancerosas, la expresion alterada de estos canales de Ca?* resultan en un

cbdigo de calcio modificado (Pascash et al., 2010).

Estas perspectivas de estudio, apoyadas en terapias ya conocidas pueden dar
nuevos enfoques para el redisefio y desarrollo de nuevas tecnologias para el

diagndstico y tratamiento del CM.
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JUSTIFICACION

El cancer de mama genera una alta mortalidad a nivel mundial por lo que es
importante desarrollar investigacion que genere nuevas alternativas de tratamiento.
Comprender los mecanismos por los cuales se puedan maximizar los efectos de la
sefalizacion de muerte celular desencadenados por estimulos externos a
consecuencia de diferentes tratamientos, abriria la puerta a nuevas estrategias de
mejora en la eliminacion de células cancerosas (Fuchs y Steller, 2014).

Existen diversos reportes que indican que la modulacion de la homeostasis
intracelular del Ca?* es una estrategia para revertir el desarrollo de un tumor y es un
excelente mecanismo a través del cual ciertos farmacos pueden ayudar al
tratamiento de las neoplasias (Szado, 2008). Ademas, la comunicacién intercelular
juega un papel muy importante en la génesis del cancer, sin embargo, esta misma
puede ser aprovechada para combatirlo (Bricher y Jamal, 2014). La terapia
fotodindmica ofrece la posibilidad de generar y/o liberar sustancias que pueden ser
enviadas a las células vecinas y ayudar a su erradicacion. Hasta el momento, no
existen reportes en la literatura en donde se haya estudiado la participacion de las
conexinas en la propagacioén de las sefiales de Ca?* secundarias a TDF, empleando
para esto a la linea celular MCF-7.

El empleo de técnicas de biologia molecular, microscopia, fototerapia y cultivos
celulares, hacen posible el desarrollo de nuevos experimentos que conformen las
nuevas plataformas de investigacién relacionadas a la comprension de la
sefalizacion de muerte celular y asi utilizarla como una terapia menos agresiva pero

altamente efectiva para erradicar el cancer.
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HIPOTESIS

La comunicacion entre las células tumorales mediada por conexinas es un factor
fundamental que favorece la propagacion de las sefiales que ocasionan la muerte
de las células MCF-7 como consecuencia de la terapia fotodinamica, siendo el Ca?*

una de las sefales que genera dicho efecto.
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Objetivo general

Estudiar la participacion de las conexinas en la propagacion de la sefial de Ca?*

generada por la terapia fotodinamica.

Objetivos especificos

1.

Examinar los efectos de la fotoestimulacion sobre la viabilidad celular y
evaluar el tipo de muerte celular que se induce.

Determinar la presencia de las conexinas 26 y 43 mediante ensayos de
inmunofluorescencia.

Determinar los cambios en la [Ca?]i como consecuencia de la
fotoestimulacion.

Bloquear farmacolégicamente las conexinas y evaluar los efectos de la
fotoestimulacion en esta nueva condicion (viabilidad celular y aumento en la

[Ca?*]i, asi como su propagacion a células cercanas).
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METODOLOGIA
Cultivo celular

La linea celular empleada en este proyecto fue la linea MCF-7 (ATCC), que es una
linea tumoral que deriva de cancer de mama. Las células se mantuvieron en un
medio MEM en frascos T25 suplementado con 10% de suero fetal bovino, 2 mM de
glutamina, antibidticos 1X e insulina. Las células se conservaron en una incubadora
a 37°C con 5% de CO:a.

Administracion del fotosensibilizador

Las células, previamente adheridas a un cubreobjeto de 12 mm de diametro, fueron
incubadas por 90 minutos con la alumino-cloro ftalocianina (AICIPc) a una
concentracion de 20 uM en solucion extracelular y posteriormente se colocaron en
la camara de registro para dar inicio a los experimentos de fotoestimulacién

empleando una luz de 640 nm de longitud de onda (roja).

Determinacion de la viabilidad celular y tipo de muerte celular generada por
la fotoestimulacion.

Para determinar si la fotoactivacion era capaz de generar muerte celular, conocer el
tipo de muerte que se esta produciendo y cuantas células podian verse afectadas
por este procedimiento, empleamos un kit de deteccion que utiliza Anexina V
acoplada a FITC y yoduro de propidio. Cuando las células estan sufriendo un
proceso apoptotico, la anexina V-FITC se une a la fosfatidilserina que ha sido
transportada a la monocapa extracelular, sin embargo, si la integridad de la
membrana celular ha sido comprometida, el yoduro de propidio penetrara y se unira
al ADN.

Cuando se visualizan las células en un microscopio de fluorescencia o confocal, se
considera que aquellas que se encuentran en una etapa inicial de apoptosis, se
tefiran exclusivamente con la anexina V-FITC (verde), mientras que las células que
estén en un proceso necrético, ademas de tefirse con la anexina V-FITC, también
lo haran con el yoduro de propidio (rojo), de tal forma que el nucleo se observara en

color rojo y la membrana celular en color verde.

23



Determinacién de la propagacion de la onda de Ca?* generada por la terapia
fotodinamica

Se realizé el analisis fluorométrico en células tumorales a las cuales después de la
administracion de la AICIPc, se les aplico una sonda para Ca?*, el Fluo-4FF AM
(Invitrogen). Las células se incubaron con el AM éster de Fluo-4FF 10 uM, el cual
es permeable a través de la membrana celular. La incubacién con la sonda se
realizd a 37°C durante 45 minutos y se visualizé empleando el microscopio invertido
Nikon C2 (Nikon, Japdn). La excitacion del fluoroforo se realizé con un haz de luz
de 480 nm.

La solucion extracelular empleada tuvo la siguiente composicion: (en mM): 147
NaCl, 2 KClI, 2 CaClz, 10 D-glucosa y 10 HEPES con pH ajustado a 7.4 empleando
NaOH.

El analisis de estos experimentos se realizé con el programa Image J FlJI, que
permite analizar las regiones de interés (ROI) y mide la intensidad de fluorescencia.
Los valores se muestran como dF/FO, donde FO representa la fluorescencia basal
durante los primeros 10 segundos de registro. Se midio el area bajo la curva de
respuesta como medida indirecta de la fluorescencia emitida después de la

fotoestimulacion durante una ventana temporal de 210 segundos.

Para medir la propagacion de la onda de Ca?* generada por la fotoactivacion
también se empled el microscopio invertido Nikon C2. La secuencia de imagenes
se adquirié usando el software NIS-elements (Nikon, Japén).

Determinacion de la participacion de las conexinas en la propagacion de la
sefial mediada por Ca?* generada por la terapia fotodinamica.

Para realizar esta parte del proyecto, se cuantificd la propagacion de la sefal de
Ca?* en condiciones control y en presencia de bloqueadores de gap junctions y
hemicanales; carbenoxolona y el acido flufenamico (AFF) ambos a una

concentracion de 100 uM.
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Determinacion de la presencia de las conexinas 26 y 43 mediante ensayos de
inmunofluorescencia.

Para la deteccion de las conexinas 26 y 43 por medio de inmunofluorescencia

indirecta se aplico el siguiente protocolo:

1.

2.

Se les realiz6 a las células 3 lavados con PBS.

Se permeabilizaron y saturaron los sitios inespecificos con triton al 0.1%

disuelto en solucion de BSA al 2% a temperatura ambiente por 30 minutos.
Se realizaron 3 lavados con PBS de 5 minutos cada uno.

Posteriormente se incubaron por 12 horas a 4°C con el anticuerpo primario
para la Cx26 (conejo antihumano, abcam, USA) o para la Cx43 (conejo
antihumano, abcam, USA), en solucién BSA al 1%. La dilucién empleada

para ambos anticuerpos fue de 1:200.
Se realizaron 3 lavados con PBS de 5 minutos cada uno.

A continuacion, las muestras se incubaron con el anticuerpo secundario
(cabra anticonejo conjugado con Alexa Fluor 488, abcam, USA.) a
temperatura ambiente durante dos horas. Este anticuerpo se empled a una
dilucion 1:200.

Se realizaron nuevamente 3 lavados con PBS de 5 minutos cada uno.

Hecho esto, se realiz6 la tincion de nacleos con DAPI (abcam, USA) y de F-

actina con faloidina conjugada con Alexa Fluor 647 (abcam, USA).

Se selld la preparacion y se observé en el microscopio invertido Nikon C2

(Nikon, Japon).

10.Se realizaron 4 ensayos por duplicado para cada conexina y en cada caso

se emplearon 2 controles negativos y 2 positivos. Para los controles positivos
empleamos cortes de corazon (Cx43) y de coclea (Cx26).
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RESULTADOS

Efectos de la fotoestimulacion sobre la viabilidad de las células MCF-7

Para comprobar si las células MCF-7 incubadas con el fotosensibilizador y
sometidas a estimulacion luminica de 640 nm de longitud de onda (rojo), generaban
cambios que indicaran un proceso de muerte en la célula estimulada y en aquellas
gue se encontraban cercanas a ella, se emple6 una solucién con Anexina V-FITC y
yoduro de propidio. Como se aprecia en la grafica que aparece en la figura 5A, el
namero de células que presentaron signos de muerte celular en condiciones control,
fue significativamente mayor al observado en los experimentos en donde la
estimulacion se hizo en presencia de los bloqueadores de gap junctions y
hemicanales, carbenoxolona y &cido flufenamico, ambos a una concentracion de
100uM (6.6£0.97 y 2.4+0.4 células, respectivamente, n=5, p=0.004).

Las caracteristicas que muestran las células que se encuentran en un proceso de
muerte se pueden apreciar en la figura 5B y C, las células presentan el nucleo rojo,
tefiido por el yoduro de propidio y la membrana celular en color verde lo que
corresponde a la union de la anexina. En B, se observa el efecto de la
fotoestimulacion en condiciones control, mientras que en C, lo que se observo en

presencia de los bloqueadores de GJ y hemicanales mencionados anteriormente.
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A MUERTE CELULAR

No. de células con
signos de muerte
S
)

CONTROL CBX + FFA 100uM

Control CBX + FFA 100uM

Figura 5. Muerte celular ocasionada por la fotoestimulacién. En esta figura podemos apreciar
los efectos de la fotoestimulacion sobre la célula irradiada y las que la rodean. En A, se observa una
gréfica de barras que muestra la diferencia en el nimero de células con signos de muerte en
condiciones control y cuando los bloqueadores de GJ y hemicanales se encontraban presentes. En
B, se observa una imagen tomada con el microscopio confocal y muestra la condicién control, en
donde practicamente todas las células que rodean a la irradiada (cuadro blanco) presentan datos de
muerte celular. Cuando la fotoestimulacion se realizé en presencia de los bloqueadores de gap
junctions y hemicanales, la CBX y el AFF (100uM), el nimero de células con datos de muerte fue
menor (C). Los nucleos estan marcados con yoduro de propidio y se observan en color rojo, mientras
gue la membrana celular a la que se le unié la anexina V, se observa en color verde. Barra de escala
=10um.

27



Presencia de la conexina 26 y la conexina 43 en las células MCF-7

La detecciobn de la conexina 26 y de la conexina 43 se realizO mediante
inmunofluorescencia indirecta y se evalué solamente de manera cualitativa. Ambas
conexinas fueron localizadas en las células MCF-7 y se observé una distribuciéon
heterogénea de dichas conexinas en la poblacion celular. Los resultados sugieren
una localizacion tanto membranal, como citoplasméatica. De las dos conexinas
estudiadas, la que presenté un mayor inmunomarcaje fue la conexina 43. La figura
6, nos permite visualizar en color verde la presencia y distribucién de las conexinas,

en A, la conexina 43y en B, la conexina 26. Los nucleos de las células se observan

en azul y el citoesqueleto en rojo.

Cx 43 Cx 26

Figura 6. Presencia de las conexinas 26 y 43 en las células MCF-7. Empleando un anticuerpo
especifico para la conexina 43 (A) y otro para la conexina 26 (B), podemos apreciar la presencia de
ambas conexinas (color verde) en las células MCF-7, el marcaje se observa en un patrén de puntilleo
y sugiere una localizacion tanto membranal, asi como citoplasmatico. Ocasionalmente se observé
un patrén en forma de placas, sin embargo, no fue predominante. Los nucleos se tifieron con DAPI
(azul) y los filamentos de actina con faloidina acoplada al fluoréforo Alexa Fluor 647 (rojo). Las
flechas indican algunos sitios en donde se localizan las conexinas. Barra de escala = 10 um.
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Determinaciéon de los cambios en la [Ca?']i como consecuencia de la
fotoestimulacion.

Los resultados de esta seccidn fueran analizados de la manera que a continuacion

se describe:

Se selecciond una célula, a la cual se le aplicé el estimulo luminoso, dicha célula
debia de estar rodeada completamente por otras células. Durante la aplicacion del
estimulo pudimos observar la manera en como se incrementaba el nivel intracelular
de Ca?* en la célula estimulada y dicho efecto propagaba a las células que la
rodeaban, de tal forma que podiamos clasificar a las células en las que propagaba
la sefial, dependiendo de su localizacidén, como pertenecientes al circulo 1, al circulo
2, como se aprecia en la figura 7. En términos generales podriamos decir que la
propagacion casi nunca fue mas alla del segundo circulo, sin embargo debido a los
pocos experimentos en donde la propagacion de extendié hasta el circulo dos,
decidimos realizar el andlisis Unicamente en las células del circulo 1, es decir, en

aguellas en contacto directo con la célula estimulada

Células del circulo 2

Célula Estimulada

Células del circulo 1

Figura 7. Esquema que ilustra la forma en cédmo se clasificaron las células para su anélisis.

29



Para establecer los cambios en la [Ca?*]i posteriores a la fotoestimulacién y el origen
del Ca?* que participa en la propagacion de la sefial de Ca?* en las células MCF-7,
una vez incubadas con el fotosensibilizador AICIPc y la sonda de calcio Fluo4-FF
AM, se sometieron a estimulacion luminica de 640 nm de longitud de onda (figura
8).

Se estudiaron 5 grupos, cada uno comparado con su respectivo control. Los grupos

fueron:

1.- Células MCF-7 perfundidas con solucion normal como control y con solucion sin
Ca?*y EGTA [0.5 mM] por 10 minutos.

2.- Células MCF-7 perfundidas con AFF [100uM] por 30 minutos.
3.- Células MCF-7 perfundidas con CBX [100uM] por 30 minutos.

4.- Células MCF-7 perfundidas con AFF [100uM] y CBX [100uM] de manera

simultanea.

5.- Células MCF-7 perfundidas con AFF [100uM] + CBX [100uM] por un tiempo total
de 30 minutos, donde los 10 minutos finales se cambiaba a una solucion sin Ca?*
pero aun con AFF [100uM]+ CBX [100uM].

Se realiz6 la medicién del area bajo la curva de intensidad de fluorescencia contra
tiempo. Se obtuvo también la grafica de intensidad maxima de fluorescencia,
mostrado como las veces que se incrementd la fluorescencia con respecto al
registro basal. Ambas como medidas indirectas de la concentracion del [Ca?*]i en

las diferentes condiciones experimentales.
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Figura 8. Representacion de la propagacion de la onda de Ca?* en un grupo control. En el
cuadro 1 se observa al grupo de células previo a la fotoestimulacién, la célula estimulada se sefala
con el cuadro rojo. De laimagen 2 a la 4 se aprecia la propagacion de la onda de Ca?* hasta alcanzar
2 células después de la estimulada.

Como se aprecia en la grafica que aparece en la figura 9, no existe un cambio
significativo en el valor del area bajo la curva entre las tres condiciones, es decir, la
fotoactivacion no gener6 un cambio significativo en el &rea bajo la curva en ausencia

de calcio, ni después de 30 minutos de lavado con solucion normal.
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Area bajo la curva con solucién normal
y con solucion sin calcio

400 -

300 A

UA
N
S

Area bajo la curva

100 A

1 Control
[ 10 minutos sin calcio
I | avado 30 minutos

Figura 9. Medicion del area bajo la curva del cambio en la fluorescencia. Los valores
representan la media + el error estandar obtenido de experimentos independientes (n=5). Los datos
de los grupos tratados con la solucién sin calcio y el quelante EGTA [0.5 mM] en los diferentes
tiempos fueron comparados con el control.

Sobre la grafica de intensidad maxima de fluorescencia, tampoco se observa un
cambio significativo en la intensidad correspondiente a los experimentos realizados
en una solucién sin Ca?* por 10 minutos, ni de esta con respecto al lavado con

después de 30 minutos.
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Intensidad Maxima de Fluorescencia con solucién normal
y con solucioén sin calcio

Intensidad Maxima de Fluorescencia
UA
N

[ Control
[ 10 minutos sin calcio
I | avado 30 minutos

Figura 10. Gréafica de la intensidad maxima de fluorescencia. Los valores representan la media
* el error estdndar obtenido de experimentos independientes (n=5). Los datos del grupo tratado con
la solucién sin calcio y EGTA [0.5 mM] fue comparado con el control y el lavado, sin encontrar datos
gue indicaran un cambio significativo.

Acido flufenamico

Para establecer los cambios en la [Ca?']i posteriores a la fotoestimulacion y la
participacion de las conexinas en la propagacion de la sefial de Ca?* en las células
MCF-7 incubadas con el fotosensibilizador AICIPc y la sonda de calcio Fluo4-FF
AM, y sometidas a estimulacion luminica de 640 nm de longitud de onda (rojo), se
realizd la medicion del area bajo a curva de intensidad de fluorescencia contra

tiempo. Se obtuvo también la grafica de intensidad maxima de fluorescencia durante
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el tiempo de registro. Ambas como medidas indirectas de la concentracion del
[Ca?"]..

Figura 11. Representaciéon de la propagacion de la onda de Ca?" en las células MCF-7
perfundidas con AFF [100uM] por 30 minutos. En el cuadro 1 se observa al grupo de células
antes de la fotoestimulacién, la célula estimulada se sefiala con el cuadro rojo. En laimagen 2,3y 4
se aprecia la propagacion la onda de Ca?+ a través del tiempo, que en estas condiciones llega sélo
a las células adyacentes a la estimulada.

Como se aprecia en la grafica que aparece en la figura 12, existe una tendencia a
la disminucién del area bajo la curva correspondiente a los experimentos realizados
con AFF por 30 y 35 minutos, sin embargo el valor correspondiente al lavado del
cultivo por 30 minutos, presenta una diferencia significativa respecto al valor
observado en el control, en donde la estimulacion se hizo en ausencia del

bloqueador.
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Figura 12. Medicidn del &rea bajo la curva de la fluorescencia en presencia de AFF. Los valores
representan la media + el error estandar obtenido de experimentos independientes (n=4). El gréafico
permite apreciar que hubo una disminucion en el area cuando el AFF estuvo presente y que dicho
efecto se mantuvo incluso después de 30 minutos de lavado. p < 0.05 (*).

Respecto a la grafica de intensidad maxima de fluorescencia, se observa la misma
tendencia donde, hay una disminuciébn de la intensidad correspondiente a
experimento realizado con AFF por 30 minutos al igual que el valor correspondiente
al lavado del cultivo por 30 minutos, ambos exhiben una diferencia significativa
respecto al valor observado en el control, en donde la estimulaciéon se hizo en
ausencia del bloqueador.
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Intensidad Maxima de Fluorescencia
AFF

Intensidad Maxima de Fluorescencia
UA

[ Control
[ AFF 30 minutos
I | avado 30 minutos

Figura 13. Medicién de laintensidad maximade fluorescencia en presencia de AFF. Los valores
representan la media + el error estandar obtenido de experimentos independientes (n=4). Los datos
del grupo tratado con el bloqueador fueron comparados con el control. p < 0.05 (*).

Carbenoxolona

Se probo también el bloqueador inespecifico para conexinas carbenoxolona, en las
mismas condiciones que el AFF, para observar los cambios ulteriores a la
fotoestimulacion y la participacion de las conexinas en la transmision de la sefial de

Ca?* en lalinea celular MCF-7 incubada con el fotosensibilizador AICIPc y la sonda
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de calcio Fluo4-FF AM, y sometida a estimulacion luminica de 640 nm de longitud
de onda (rojo). Se realiz6 la medicion del area bajo a curva de intensidad de
fluorescencia contra tiempo. Se obtuvo también la gréfica de intensidad maxima de
fluorescencia durante el tiempo de registro. Ambas como medidas indirectas de la

concentracion del [Ca?*].

30 pm

Figura 14. Representacion de la propagacion de la onda de Ca?" en las células MCF-7
perfundidas con CBX [100uM]. En el cuadro 1 se observa al grupo de células previo a la
fotoestimulacién, la célula estimulada se sefiala con el cuadro rojo. La imagen 2 y 3 se aprecia la
propagacion de la onda de Ca?*, que en estas condiciones llega so6lo a las células adyacentes a la
estimulada.

Los resultados correspondientes al &rea bajo la curva se observan en la grafica que
aparece en la figura 15. Los resultados muestran una disminucion del area después
de la perfusiéon por 30 minutos con CBX y una recuperacion de la misma después
del lavado, sin embargo, estos cambios no fueron significativos. Mientras que, en la
grafica de intensidad maxima de fluorescencia (figura 16), se observa la misma

tendencia, respecto al valor observado en el control.
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Figura 15. Medicion del area bajo la curva de lafluorescencia con CBX. Los valores representan
la media = el error estandar obtenido de experimentos independientes (n=4). Los datos del grupo
tratado con el blogueador CBX muestran una tendencia a disminuir con respecto al control, sin
embargo estos resultados no fueron significativos.

Intensidad Maxima de Fluorescencia
CBX

Intensidad Maxima de Fluorescencia
UA

[ Control
[ CBX 30 minutos
El L avado 30 minutos

Figura 16. Medicion de laintensidad maxima de fluorescencia con CBX. Los valores representan
la media * el error estandar obtenido de experimentos independientes (n=4). Los datos del grupo
tratado con el bloqgueador CBX muestran una tendencia a disminuir con respecto al control, sin
embargo estos resultados no fueron significativos.
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Acido flufenamico y carbenoxolona

Se hicieron experimentos con ambos bloqueadores inespecificos, AFF y CBX, para
observar los cambios subsiguientes a la fotoestimulacion y la participacion de las
conexinas en la transmision de la sefial de Ca?* en la linea celular MCF-7 incubada
con el fotosensibilizador AICIPc y la sonda Fluo4-FF AM, vy sometida a la
fotoestimulacion (figura 17). Se realizé la medicion del area bajo a curva de
intensidad de fluorescencia contra tiempo. Se obtuvo también la grafica de
intensidad maxima de fluorescencia durante el tiempo de registro, ambas como

medidas indirectas de la concentracién del [Ca?*].

3 4

Figura 17. Representaciéon de la propagacion de la onda de Ca?" en las células MCF-7
perfundidas con CBX [100uM] y AFF [100uM]. En el cuadro 1 se observa a las células antes de
recibir el fotoestimulo, la célula estimulada se sefiala con el cuadro rojo. En la imagen 2, 3y 4 se
aprecian la propagacion de la onda de Ca?* conforme transcurre el tiempo, que en estas condiciones
llega sélo a las células adyacentes a la estimulada.
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Como se aprecia en la grafica que aparece en la figura 18, se presenta una
tendencia a la disminucion del area respecto al valor observado en el control
después de perfundir por 30 minutos a los bloqueadores, y una discreta
recuperacion después 30 minutos de lavado, sin embargo estos resultados no

fueron significativos.

Area bajo la curva
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Figura 18. Medicién del area bajo la curva de la fluorescencia en presencia de AFF y CBX
100puM. . Los valores representan la media + el error estandar obtenido de experimentos
independientes (n=5). Los datos del grupo tratado con los bloqueadores AFF + CBX muestran una
tendencia a disminuir con respecto al control, sin embargo estos resultados no fueron significativos.
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Para de intensidad méaxima de fluorescencia, se observa en la grafica (figura 19) la
misma tendencia, respecto al valor observado en el control y en las diferentes

condiciones de experimentacion.
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Figura 19. Medicién de la intensidad méxima de fluorescencia en presencia de CBX y AFF
100uM). Los valores representan la media + el error estandar obtenido de experimentos
independientes (n=5). Los datos del grupo tratado con los bloqueadores muestran una tendencia a
disminuir con respecto al control, sin embargo estos resultados no fueron significativos.

Acido flufenamico y carbenoxolona en solucién normal y solucion sin Ca2*

Estos experimentos se realizaron con ambos bloqueadores inespecificos en
diferentes tiempos con solucién con y sin Ca?*, esta Gltima tenia ademas EGTA (con
el quelante EGTA) para observar los cambios siguientes a la fotoestimulacion y la
participacion de las conexinas en la transmisiéon de la sefial de Ca?* asi como la
procedencia del mismo (intra o extracelular) en la linea celular MCF-7 incubada con

el fotosensibilizador AICIPc y la sonda Fluo4-FF AM, y sometida a la
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fotoestimulacion (figura 20). Se realizd, al igual que en las condiciones pasadas, la
medicion del &rea bajo la curva de intensidad de fluorescencia contra tiempo. Se
obtuvo también la grafica de intensidad maxima de fluorescencia durante el tiempo

de registro, ambas como medidas indirectas de la concentracion del [Ca?*]..

Figura 20. Representacidon de la propagacion de la onda de Ca?* en las células MCF-7 en
solucion sin Ca?* y EGTA [0.5 mM] adicionada con CBX [100uM] y AFF [100uM]. En el cuadro 1
se observa al grupo de células previo a la fotoestimulacion, la célula estimulada se sefiala con el
cuadro rojo. De la imagen 2 a la 4 se aprecia la propagacién de la onda de Ca?* que en estas
condiciones no fue mas all4 que a la célula adyacente a la estimulada.

Como se aprecia en la grafica que aparece en la figura 21, existe una disminucién
del area bajo la curva correspondiente a los experimentos realizados sin Ca?* con
ambos bloqueadores, presentando una diferencia significativa respecto al valor
observado en el control, en donde la estimulacién se hizo en ausencia de los

bloqueadores y en solucién normal.
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Figura 21. Medicidn del area bajo la curva de la fluorescencia en células MCF-7 en solucién
sin Ca?*y EGTA [0.5 mM] en presencia de CBX y AFF ambos a una concentraciéon de 100uM.
Los valores representan la media + el error estardar de la media obtenidos de experimentos
independientes (n=5). Los datos del grupo tratado con la solucién sin calcio (y el quelante EGTA [0.5
mM]) y los bloqueadores AFF y CBX fueron comparados con el control, siendo los valores
significativamente menores. p < 0.05 (*)
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Los valores de intensidad maxima de fluorescencia se observan en la gréafica de la
figura 22, donde observamos un comportamiento parecido, es decir, una diferencia
significativa respecto al valor observado en el control y en las diferentes condiciones

de experimentacion.

Intensidad Maxima de Fluorescencia con solucién normal
y solucién sin calcio en presencia de AFF y CBX

Intensidad Maxima de Fluorescencia
UA
w

[ Control
[T AFF + CBX en solucién sin calcio
I | avado 30 minutos

Figura 22. Medicion de la intensidad méxima de fluorescencia en células MCF-7 en solucién
sin Ca?* y EGTA [0.5 mM] en presencia de CBX y AFF ambos a una concentracion de 100uM.
Los valores representan la media + el error estardar de la media obtenidos de experimentos
independientes (n=5). Los datos del grupo tratado con la solucién sin calcio (y el quelante EGTA [0.5
mM]) vy los bloqueadores AFF y CBX fueron comparados con el control, siendo los valores
significativamente menores. p < 0.05 (*).
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DISCUSION

A partir de que el cancer de mama es una de las formas mas peligrosas de cancer
por permanecer resistente a varios tratamientos y dado que muchas terapias no son
especificas y matan células sanas y células cancerosas (Mfouo-Tynga vy
Abrahamse, 2013), el cancer de mama localizado fue uno de los primeros blancos
para la TFD. En estudios realizados por Dougherty usando derivados de
hematoporfirinas (fotosensibilizadores de primera generacion), la TFD mostro ser
efectiva en estudios en pacientes con metéastasis de la pared del pecho (Rollakamti
et al., 2015). La TFD es una quimioterapia emergente dependiente de la luz, usada
para el control de una variedad de neoplasias (Mfouo-Tynga y Abrahamse, 2015) y
la citotoxicidad depende, ademas de otros factores, de la presencia de oxigeno
(Penning et al., 1992).

Para este disefio experimental se emplearon células de la linea tumoral MCF-7. Las
lineas celulares parecen ser un elemento clave para el diagndstico molecular del
cancer de mama que puede ser empleado extensamente, y como en este caso,
particularmente en disefos in vitro aplicados como modelos en la investigacion de
las neoplasias. Las células pertenecientes a la linea MCF-7, proveen un modelo
adecuado para investigaciones relacionadas con medicamentos anticancerigenos,
caracterizada por ser positiva a receptores de estrogeno, perteneciente al subtipo
molecular luminal A, es poco agresiva y, considerada no invasiva (Comsa, et al.,
2015). Sin embargo, los cultivos de esta linea contienen una fraccion de células
madre tumorales capaces de generar variabilidad clonal, que finalmente, puede ser
la explicacién para la heterogeneidad de esta linea celular y justifica su uso como
modelos para estudiar los tumores cancerosos de mama (Nugoli et al., 2003). Estas
caracteristicas, permitieron que la linea MCF-7 se aplicara como modelo neoplasico
adecuado para el estudio del papel de las conexinas en la propagacion de las ondas

de Ca?* generadas por la TFD.

45



En clinica, la TFD envuelve tipicamente la administracion intravenosa del
fotosensibilizador y la iluminacion con una apropiada longitud de onda activando la
fototoxicidad generando radicales libres y destruye células tumorales a través de
multiples mecanismos como son apoptosis, necrosis y respuesta inmune (Lei et al.,
2015).

La fototoxicidad de la iluminacion usualmente afecta de 1-2 cm de profundidad (Xu

et al.,, 2012), para el desarrollo de este disefio experimental in vitro, el
fotosensibilizador AICIPc se aplico a los cultivos celulares en solucion y después del
tiempo de incubacion (90 min) se incidi6 un laser en una célula localizada para
provocar la citotoxicidad y finalmente la muerte de ésta célula y las células
adyacentes como se puede observar en la figura 5. Esta figura muestra evidencias
de las células MCF-7 que presentaron signos de muerte celular después del
fotoestimulo apreciando los efectos de la TFD sobre la célula irradiada y las que la
rodean empleando uno de los indicadores del proceso muerte celular, la unién de
anexina V y yoduro de propidio. Este ensayo permitié determinar la proporcion de
células que murieron por apoptosis o0 necrosis en la poblacion de células tratadas
con TFD.

En la imagen 5A de la misma figura, se presenta una grafica de barras que sefiala
la diferencia en el nUmero de células con signos de muerte en condiciones control
y cuando los blogueadores de GJ y hemicanales (CBX y AFF) se encontraban
presentes, siendo los valores 6.6£0.97 y 2.4+0.4 células, respectivamente, n=5,
p=0.004. En la figura 5B, se observa una imagen tomada con el microscopio
confocal y muestra la condicién control, en donde practicamente todas las células
que rodean a la irradiada presentan signos de muerte celular, al parecer por un
proceso necrético. Mientras que, en las condiciones donde la fotoestimulacion se
realizé en presencia de los bloqueadores de GJ y hemicanales, la CBX y el AFF, el

namero de células con datos de muerte fue significativamente menor (imagen 5C).
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Estos resultados coinciden con lo reportado previamente por Mfouo-Tynga vy
Abrahamse en 2015, donde en un estudio enfocado en las propiedades de las
ftalocianinas, estas se identificaron como fuertes inductores de citodafio y
preferencialmente se acumulan en células tumorales; in vitro, han sido asociadas
con la induccién de vias apoptéticas y necréticas mientras que en vivo promueven
la muerte celular a través de la translocacién de p38 activado a la mitocondria, la
fosforilacion de BCL2 y/o BCL-X2 a través de la facilitacion de la liberacion del
citocromo C desde la mitocondria mediado por caspasas, el anclaje de PARP y la
inhibicion de la via de P13/Akt/mTOR.

Esta evidencia de muerte celular encontrada en los cultivos, podria escalarse a la
aplicacion clinica, ya que, los mismos autores en un articulo publicado en 2013,
seflalan que la TFD aplicada como un proceso sincronizado que requiere de la
exposicion del tejido canceroso a un fotosensibilizador administrado via topica, oral
o intravenosa dependiendo de la localizacion del tejido a tratar, en los experimentos
in vitro la administracion se asemeja a la aplicada via intravenosa, dado que se
aplicé diluida. Por su puesto, tal como lo apoyan otros autores, para mejorar la
eficacia de la TDF y aplicarla en pacientes es muy importante entender su

fundamento bioquimico (Penning et al., 1992).

Dado que el fotosensibilizador es uno de factores claves y que juega un papel critico
en la TFD, la eleccién de utilizar en este proyecto la AICIPc, ofrece propiedades
ventajosas comparados con los derivados de las porfirinas ademas de que tienen
una absorbancia maxima cerca de los 670 nm, a la cual, la profundidad de la
penetracion de la luz en el tejido es dos veces la de las porfirinas a 630 nm (Xu et
al., 2012), esta evidencia ofrece una perspectiva mas amplia del uso futuro de la
TFD en la préactica clinica, apoyada por los resultados correspondientes a la
induccion de muerte celular derivados de las condiciones probadas en este

proyecto.
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Como se menciono en la introduccion, las células MCF-7 expresan principalmente
a las Cx26 y Cx43 (Grek et al.,, 2016). En la imagen 6, se muestran dos
microfotografias representativas referentes a la presencia de la Cx26 y 43 en las
células MCF-7. Empleando un anticuerpo especifico para la conexina 43 (imagen
A) y otro para la conexina 26 (imagen B), se logro apreciar la presencia de ambas
conexinas (color verde) en las células MCF-7, el marcaje se observa en un patron

de puntilleo y sugiere una localizacion tanto membranal, como citoplasmatica.

Ocasionalmente se observo un patrén en forma de placas, sin embargo, no fue
predominante. Esto contrasta con la informacion reportada en la bibliografia, sin
embargo puede ser consecuencia de que la linea MCF-7, que a menudo se
considera como una entidad, pero se compone de un gran numero de fenotipos
individuales la mayoria de los cuales constituyen sélo pequefias proporciones de la
poblacion total. Estos fenotipos difieren en el perfil de expresion génica, la expresion
del receptor y la via de sefializacion. A pesar de las diferencias en la tasa de
proliferacion de fenotipos individuales, se mantiene de alguna manera un equilibrio
de multiples fenotipos durante el cultivo progresivo de la linea, tal vez por algan tipo
de cooperacion de sefalizacién. Sin embargo, una pregunta critica con respecto a
la terapia es si las sublineas emergentes expresan receptores alterados y vias de

sefalizacion asociadas (Baguley et al, 2011).

Las Cx43 y 26 podrian estar formando conexones unidas a otros subtipos
conexinas, participando en la sefializacion metabdlica y idnica “silenciosa” que esta
constantemente en marcha en células ensambladas y estd incrementando su
apreciacion como un proceso clave en el control del desarrollo y crecimiento celular
y confiriéndoles un rol en la sefalizacion celular mas directo , esto apoyado en
estudios con fluoroforos sensibles a calcio y estudios de imagen (Howard et al.,
2002). Los hemicanales también pueden tener un rol importante en la regulacién de
la [Ca?*] (Nielsen et al., 2012).
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Debido a que la comunicacién intercelular no sdélo se lleva a cabo por GJ, estas
conexinas podrian estar mediando la transmision de la sefial de muerte mediante la
formacion de hemicanales. La pérdida de compuestos relevantes como la glucosa,
el ATP y NAD™" asi como de los radicales libres como el glutation, el acido ascorbico,
pueden contribuir al dafio y lo muerte celular ademas la liberacién de K* extracelular
glutamato y metabolitos del acido araquidonico pueden causar despolarizacion y
excitotoxicidad y asi la muerte celular es comunicada a las células vecinas
(Nielsen et al., 2012).

Una vez corroborada la presencia de estas conexinas, y después de haber
observado que la presencia de los bloqueadores antes mencionados delimitan la
propagacion del dafio celular, se procedié a investigar el papel del Ca?* en la
sefalizacion celular relacionada a la muerte después de aplicar TFD. La hipétesis
de que un incremento de la [Ca?*]ipuede ser un paso comun en el desarrollo de la
citotoxicidad mediada por TFD surgio en 1992 y en ese mismo afo el primer reporte
indicando que una elevacion transitoria de la [Ca?*]i sirve como una sefial en el
desencadenamiento de una respuesta celular que disminuye el dafio inducido por
la TFD. Entonces el proceso desencadenado por la [Ca?'] permite a la célula
acumular dafio subcelular y se puede especular que el cambio transitorio de la
[Ca?*]ies una sefial de induccién de un proceso de reparacion celular (Penning et
al., 1992).

Las ondas de Ca?* han sido observadas y descritas en diferentes tipos celulares,
por ejemplo, epitelio, tejido nervioso, higado y células de musculo liso (Nielsen et
al., 2012). Esta parte del proyecto se disefid6 de manera que se pudiera vislumbrar
de donde proviene el Ca?*y observar si los cambios del mismo eran transitorios o
sostenidos y posteriormente, evaluar la participacion de las conexinas en la

transmision de esta sefal, ya fuera formando hemicanales o GJ.
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Como se menciond en la seccion de resultados, se estudiaron 5 grupos, cada uno
comparados con su respectivo control, en la figura 8 se muestra una imagen
representativa del mismo. En cada condicién se midio el area bajo la curva del
registro de cambio de la concentracion de Ca?* contra el tiempo y la intensidad
maxima de fluorescencia alcanzada en ese periodo. El primer grupo se conformo
por células MCF-7 perfundidas con solucién normal como control y con solucion sin
Ca?*y EGTA [0.5 mM] por 10 minutos. Los datos indican que en comparacién con
el control, no hubo un aumento significativo en la intensidad de fluorescencia
después de la perfusion por 10 minutos de solucién sin Ca?* y EGTA, ni tampoco

con el registro realizado después de 30 minutos de lavado con solucién normal.

Estos resultados permiten sugerir que el movimiento del Ca?* es resultado del
vaciado de los almacenes intracelulares, apoyado en un estudio realizado en 1993,
donde después de la aplicacién de EGTA y la aplicacion de la TFD, se demostr
que la adicién del quelante afecta muy poco la induccion del incremento en el calcio
intracelular indicando que el incremento del nivel de calcio libre es principalmente

derivado de los almacenes intracelulares (Agarwal et al., 1993).

Sin embargo, dada la ausencia de resultados estadisticamente significativos, una
posibilidad es aumentar la n o emplear otro tipo de farmacos y condiciones
experimentales que permitan aislar mejor el efecto. Por ejemplo, en células CHO un
tratamiento con verapamil (un bloqueador de canales de Ca?*) y otro con una
solucién DPBS con 1mM de EGTA, mostré reducir la [Ca?*]i pero no eliminé la
respuesta del mismo después de la fotoestimulacion, empleando para esto AICIPc

como fotosensibilizador (Penning et al., 1992).

De acuerdo con la literatura, los fotosensibilizadores de tercera generacion, como
las ftalocianinas, se acumulan en la mitocondria (Allison y Sibata, 2010) y su
eficacia en la TFD depende del sitio anatdmico a tratar y la dosis aplicada (Benerjee,

et al., 2017). Y a partir de que desde 1944 el estudio de la dinAmica del Ca?* en la
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carcinogenesis y en la progresion tumoral es considerada un aspecto clave en la
biologia del cancer. Los incrementos en las concentraciones del [Ca?*]i son
resultado de: primero, la entrada de Ca?* desde el medio extracelular y, segundo, la
liberacién de Ca?* desde los almacenes intracelulares, predominantemente del
reticulo endoplasmico (RE). De hecho, cuando el RE libera su contenido de Ca?*en
el citosol, ocurre un subsecuente influjo de Ca?" a través de los canales de
membrana, el cual mantiene la sefial de Ca®* y permite que los almacenes vacios
se llenen de nuevo, incluyendo el RE (Marchi y Pinton, 2016). Esto respalda la
sugerencia de que en estas condiciones experimentales el Ca* que se propaga,
proviene de los almacenes intracelulares debido a las caracteristicas de fotodafio
desencadenado por el fotosensibilizador empleado.

La hipétesis de que un incremento de la [Ca?*] puede ser un paso comin en el
desarrollo de la citotoxicidad mediada por TFD surgié en 1992 y en ese mismo afio
el primer reporte indicando que una elevacion transitoria de la [Ca?*]isirve como una
sefal en el desencadenamiento de una respuesta celular que disminuye el dafio
inducido por la TFD. Entonces el proceso desencadenado por la [Ca?*]ipermite a la
célula acumular dafio subcelular. Se puede especular que el cambio transitorio de
la [Ca?*]ies una sefial de induccién de un proceso de reparacion celular (Penning et
al.,, 1992). Esto coincide con las curvas de los registros individuales de
fotoestimulacion, donde en todas las condiciones se observaron cambios
sostenidos en la [Ca?*] y no transitorios (figura no mostrada). Un incremento
sostenido de la [Ca?*]i puede permitir la muerte celular por varias vias: perturbando
la organizacién del citoesqueleto, activando enzimas degradantes (fosolipasas,

proteasay endonucleasas) y perturbar la funcion mitocondrial (Penning et al., 1992).

La activacién de enzimas como la fosfolipasas C y fosfolipasa A, localizadas en la
membrana son un evento inmediato de la apoptosis mediada por TFD (Tajiri et al.,
1998) ya que el Ca?* intracelular actia como segundo mensajero en la sefializacion

intracelular en respuesta a una variedad de estimulos, puede relacionarse
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fuertemente a la activacion de estas enzimas. También puede estar ligado a la
apoptosis inducida por TFD (Agarwal et al., 1993), esto soporta los datos obtenidos
en los ensayos de muerte celular y fortalece el supuesto de que una vez que el
Ca?*liberado de la célula estimulada puede inducir cambios intracelulares en las
células adyacentes y finalmente desencadenar la muerte celular en la linea celular
MCF-7.

Esta muerte puede ser causada por el Ca?* que esta actuando como segundo
mensajero ya que la elevacion de su concentracion a nivel intracelular puede
resultar de la liberacién de Ca?* secuestrado de los almacenes intracelulares de la
mitocondria y RE o desde el flujo de Ca?* extracelular (Agarwal et al., 1993) y se
propone gque una vez iniciado vaciado del RE por el fotodafio, se origina una union
de ligandos fisioldgicos a receptores de la superficie que activan a la fosfolipasa C
para producir IP3, un segundo mensajero que al unirse a su receptor favorece la
rapida liberacién del Ca?* en el citoplasma. EI Ca?* liberado en exceso puede ser
trasferido a la mitocondria, generando la apertura del poro de transicion mitocondrial

y liberacién de factores proapoptéticos al citosol (Marchi y Pinton, 2016).

Ahora bien, los resultados de los experimentos realizados con los bloqueadores
inespecificos de conexinas, para el caso del AFF (figura 12 y 13), se aprecia una
disminucién en el area bajo la curva después de 30 minutos de haber perfundido las
células en comparacion con su respectivo control. Este efecto era el esperado dado
que el AFF inhibe GJ y hemicanales, su efecto se desarrolla y se revierte
rapidamente ya que se une a un sitio modulador, presumiblemente dentro de la

membrana, induciendo el cierre del canal (Guinamard et al., 2013).

En contraste con lo reportado para la CBX, conocida en fisiologia celular como un
bloqueador clasico de GJ (Beaumont et al., 2011), durante la realizacién de la serie
experimental en la que se administré6 CBX al cultivo celular a través de perfusion se
observé una discreta disminucién en los valores del area bajo la curva y la

intensidad maxima de fluorescencia en relacion al control que no fueron
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estadisticamente significativos (figuras 15 y 16). Sin embargo, estos resultados
marcan la pauta para seguir investigando qué Cx participan activamente en la

propagacion de la sefial de Ca?* ya sea formando hemicanales o propiamente GJ.

Debido a lo descrito en la literatura sobre los efectos bloqueadores del AFF y la
CBX, se esperaba que al coaplicarlos su efecto bloqueador se potencializara y se
viera reflejado en valores menores del area bajo la curva e intensidad de
fluorescencia, la condicion experimental 4 fue: células MCF-7 perfundidas con AFF
[100uM]+ CBX [100uM] por 30 minutos, los resultados indican que no hubo cambios
significativos, condicion para la cual aun no encontramos una explicacion

satisfactoria.

La condicion de experimentacion numero 5 fue la combinacion de todas las
anteriores, aplicandose a las células MCF-7 una solucion con AFF [100uM]+ CBX
[100uM] por un total de 30 minutos, de los cuales, en los ultimos 10 se cambiaba a
una solucién sin Ca?* pero aun con la presencia de ambos bloqueadores. En esta
seccion obtuvimos resultados que mostraban una disminucién significativa de los
parametros medidos cuando se perfundieron los bloqueadores en solucién libre de
Ca?*. No se propone algin mecanismo que expliqgue claramente por qué estos
resultados, sin embargo, ademas de la descarga de Ca?* por parte del RE, después
de la TFD, la mitocondria toma una gran cantidad de Ca?* (hasta 10 veces mas que
la concentracion del citosol) debido a su cercania con el ER, la presencia de un
gradiente electroquimico dentro de la mitocondria, activa al complejo MCU por sus
siglas en inglés mitochondrial calcium uniporter. Ademas para amortiguar las
funciones del Ca?*, la acumulacién mitocondrial de Ca?* regula el metabolismo y la
supervivencia celular (Marchi y Pinton, 2016) y varias lineas de evidencia indican
gue el papel protector de Cx43 en las mitocondrias puede ser exclusivo de esta
conexina. Las Cx mitocondriales, y particularmente la Cx43 no se ha investigado en
muchos tejidos, pero el inhibidor de la unién gap carbenoxolona inhibe la apertura
del poro de transicion de permeabilidad en las mitocondrias aisladas de astrocitos
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pero no en las mitocondrias de las células hepaticas (que expresan Cx26 y Cx32)
(Azarashvili et al., 2011), si esto esta ocurriendo en las células neoplasicas de mama

MCF-7, podria ser una explicacion a los resultados que se obtuvieron.

Hasta ahora es sabido que los efectos citotdoxicos directos de la TFD causan estrés
oxidativo en el RE y dafio foto-oxidativo a las células, resultando en apoptosis o
necrosis del tumor. La liberacion extracelular de proteinas intracelulares, conocidas
como patrones moleculares asociados al dafio (DAMP’s por sus siglas en
inglés), tipicamente ocurre entre 1-4 horas después de la TFD (Benerjee, et al.,
2017), las elevaciones transitorias intracelulares de Ca?* inducidas en células
individuales son propagadas en forma de ondas a las células vecinas (Stout et al.,
2004).

Caminos alternativos a la TFD han sido explorados a través de lineas celulares y
modelos animales, especificamente su rol en combinacién con terapias como la
radioterapia y la quimioterapia para el tratamiento de céncer de mama y sus
secuelas, dada la capacidad de los fotosensibilizadores de actuar en combinacion
con las terapias ya mencionadas (Benerjee, et al., 2017), es por eso que estos

resultados permiten el planteamiento de nuevas posibilidades de investigacion.

Es importante aclarar que varios oncosupresores muestran su actividad ligada al re-
arreglo de la dindmica del Ca?*. Esto incluye la modulacién de la captura de Ca?*
por la mitocondria y la induccién de apoptosis mediada por la liberacién de Ca?*
dada por BRCAL (gen de la susceptibilidad 1 de cancer de mama y ovario) (Marchi
y Pinton, 2016), por lo cual también es importante darle un mayor seguimiento a la
dindmica genética de los cultivos, y explorar otras formas en las que esté actuando

la sefial de Ca?".

Esto permitira comprender la dinAmica molecular de la TFD y continuar su
mejoramiento como terapia individual o en conjunto con alguna de las ya existentes.

Tal como se hace desde 1990 cuando Raab, Jodlbauer, Jesionick y Von Tappeiner
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descubrieron que la acridina era un agente fotosensibilizador. Ellos explicaron y
acufiaron en el término reaccion fotodinamica y, eventualmente, para principios de
1900 llevaron la TFD a la clinica. A partir de ahi, la TDF ha ido evolucionando segun
la investigacion lo permite. Desde que las lesiones pueden ser mas profundas que
superficiales, el desarrollo de fotosensibilizadores ha tenido una tendencia a buscar

una longitud de onda de activacion mucho mas alta (Allison and Sibata, 2010).

El fotosensibilizador que se aplicé pertenece al grupo de las ftalocianinas, tiene
bandas de absorcion fuertes, en el rango de los 670nm. Posee propiedades
fluorescentes y puede ser activado clinicamente a 100 J/cm? (Allison and Sibata,
2010) ademas de la localizacién subcelular del fotosensibilizador que sera la
membrana plasmatica, lisosomas, mitocondrias, aparato de Golgi o RE. Esta clase
de fotosensibilizadores también parece tener propiedades sensibles a la radiacion
y la combinacion de la TFD y la radiacion es una posibilidad intrigante de tratamiento
médico. Algunos otros sensibilizadores han sido encontrados utiles como
radiosensibilizadores. Datos preliminares sugieren que pueden ser usados en el
tratamiento de metastasis de algunas neoplasias. Sin embargo, no han sido
empleados en el tratamiento de cancer de mama, pero la iniciativa de usarla TFD

en conjunto con otros tratamientos sigue siendo de interés (Benerjee, et al., 2017).

El mecanismo por el cual la AICIPc esta actuando sobre las células MCF-7 no queda
claro, sin embargo, funciona de manera in vitro ya que cuando se realizaron las
pruebas de viabilidad con MTT, la parte de la poblacion celular que fue irradiada con
luz roja mostré una mayor cantidad de células muertas (imagen no mostrada). La
primera aplicacion de la TFD para el tratamiento del cancer de mama cuando el
tratamiento de una metastasis de cancer de piel en 1993 notando que fue un
tratamiento efectivo en los pacientes seleccionados. La TFD como tratamiento para
el cancer de mama sigue estando en las etapas preliminares de investigacion, sin
embargo, su baja toxicidad y su potencial efecto inmunolégico sugieren que puede

ser adecuada como tratamiento para el cancer de mama (Benerjee, et al., 2017).
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El reto recurrente para este tratamiento es trasladar los avances en el entendimiento
de los efectos en lineas celulares y en modelos animales a la préactica clinica
(Benerjee, et al., 2017).

Las evidencias apuntan a que dos participantes importantes de la comunicacion de
la sefial de muerte celular son el Ca?*, como ya se habia mencionado anteriormente
y el IPs. El estudio de la induccion de la apoptosis, en un sistema de células de
linfoma murino, con la administracion de AICIPc, mostro que el tratamiento con TFD
activa enzimas localizadas en la membrana PLC y PLA2. Estas enzimas degradan
el fosfatidilinositol bifosfato para generar IP3 (Agarwal et al., 1993). Otros estudios
apuntan a que cuando la autofagia es bloqueada, las células MCF-7 desarrollan
resistencia a las ftalocianinas, resultando en un incremento en la supervivencia
celular (Mfouo-Tynga y Abrahamse, 2015). Es por eso de vital importancia
comprender el mecanismo molecular por el cual la TFD completa su efecto
citotoxico y hacer una comparativa con los efectos en la clinica y asi mejorar su

eficacia y su campo de aplicacion a neoplasias mas profundas.

Hasta ahora, los efectos fototoxicos de la TFD, en la clinica, indican que
generalmente no es selectiva. Los fotosensibilizadores son tomados por células
sanas y tumorales, aunque el tejido normal es eliminado o limpiado con el tiempo,
mientras que en las células neoplasicas no. Esto permite la retencién del
fotosensibilizador en el tejido tumoral, que, combinado con la iluminacion especifica,
da selectividad a la TFD, la cual puede ser mejorada conociendo los medios por los

cuales se propagan las sefiales de muerte y asi potenciarlas.
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PERSPECTIVAS

La practica clinica del a TFD tiene aun muchas oportunidades de investigacion para
mejorar su aplicacién y tratar diferentes neoplasias. Comparado con otros
tratamientos estandar como la cirugia, la radiacién y la quimioterapia, los cuales
pueden tener importantes efectos secundarios y resistencia a los medicamentos, es
esencial enfocarse en innovar tratamientos terapéuticos. La TFD esta bien
establecida como un tratamiento innovador para combatir los tumores por su alta
tasa de curacion y baja tasa de recurrencia. Se ha iniciado su aplicacion en
diferentes enfermedades, incluyendo al cancer (Lei et al.,, 2015). Dirigir el
fotosensibilizador al area de interés es otra oportunidad de estudio. Hay multiples
investigaciones en las que, segun el tipo de cancer a tratar, unen diferentes
moléculas con la finalidad de volver mas especifica la accidon de los mismos. Un
ejemplo es la unién de analogos de la hormona liberadora de gonadotropina (por
sus siglas en inglés gonadotropin-releasing hormone, GnRH) a nanoparticulas
magnéticas, como de 6xido de hierro o nanoparticulas de hierro y platino fueron
reportadas capaces de facilitar su acumulacién en células cancerosas teniendo

como blanco los receptores de GnRH (Xu et al., 2012).

Con la finalidad de mejorar la selectividad de las ftalocianinas se han conjugado con
glicanos, polietilenglicoles, el grupo 1,3-bis(dimetilamino)-2-propoxi, incrementando

asi su absorcion a nivel celular para generar un fotodafio mayor (Xu et al., 2012).

Mayor investigacion clinica puede permitir a la TFD ser considerada como un
método de vacunacién en contra de los tumores, esto, claro puede ser una gran
ventaja para pacientes tratados por cancer de mama primario y podria resultar
también en la adquisicion de inmunidad en contra del cancer en sitios distantes para
todas las metastasis clones del tumor primario (Korbelik, 2010). Bajo estas
circunstancias, la posicion recurrente de la TFD como un potencial complementario
de otras terapias puede ser extendida a convertirse en un estandar del cuidado en
contra del cancer de mama, por su puesto, se requiere mas investigacion para que

la TFD sea usada exitosamente en tumores primarios de mama.
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CONCLUSIONES

De acuerdo con lo observado durante el desarrollo de este proyecto se puede

concluir lo siguiente:

» La fotoestimulacidon genera muerte en la célula irradiada y en las que entran
en contacto directo con dicha célula.

* Nuestros resultados sugieren que el proceso de muerte celular se genera por
necrosis.

» Las conexinas 26 y 43 se encuentran presentes en las células MCF-7.

« Al aplicar la fotoestimulacién, se genera un incremento en la [Ca®*]i en la
célula irradiada y este incremento se propaga a las células vecinas.

* Nuestros resultados sugieren que dicho incremento depende principalmente
del Ca?* liberado de los almacenes intracelulares y una pequefia cantidad
proviene del medio extracelular.

« Cuando los bloqueadores inespecificos de conexinas, AFF y CBX se
encuentran presentes, la propagacion de la onda de Ca?* disminuye al igual
que su incremento en las células que rodean a la célula estimulada.
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