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Introduccién

Si bien se conoce desde hace mas de un siglo, la terapia fotodinamica (TF) se comenz06 a utilizar
como un tratamiento efectivo contra ciertos tipos de neoplasias con el advenimiento del laser en
1960. En este trabajo se presentan resultados de TF sobre cultivos de colonias de células
tumorales HelLa y células tumorales de un fibrosarcoma (TMC) inducido quimicamente en
ratones Balb-C. Se agrega informacién preliminar de estudios de TF en el modelo animal TMC in
Vvivo.

Objetivos

Determinar la dosis precisa de droga fotosensible util para la TF y determinar la dosis de
irradiacion Optica en 652nm en cultivos de células tumorales HeLa y TMC. Determinar por medio
de espectrofluorometria la evolucion de la concentracion de la droga fotosensible en el modelo
TMC en animales in vivo.

Materiales y Métodos

Las células HelLa (pasaje 48) y TMC (pasaje 3-7) se cultivaron en medio RPMI conteniendo 10%
de suero fetal bovino sembrando 7500 células por cm?y manteniendo la temperatura a 37 °C y
una atmoésfera de 5% en CO;y 97% de humedad. Como fuente de radiacién se utilizé una
lampara LED que emite con una potencia de 2 W y un Laser Medligth FD1 de 0,9 W, ambos
emitiendo en 652 nm. Se utiliz6 la temoporfirina Foscan®, Cloruro de (meta-tetra(hidroxifenilo)).
Luego de la siembra los cultivos se incubaron durante 24 hs y se utilizaron para los estudios
fotodindmicos. Una vez incorporado el fotosensibilizador, los cultivos fueron manipulados en
cajas opacas para evitar el efecto de la luz natural. La concentracion de Foscan® (cf) se vario
entre 0,05 < ce <1 pug/ml con un tiempo de incubacién, te= 24 hs vy la dosis de radiacion se aplico
durante 2 < tg < 12 min en forma continua.

Los tumores del modelo TMC en ratdn se obtuvieron por pasaje de células tumorales inoculadas
en el flanco. Luego de dos semanas, la droga se suministrd6 a los ratones por inyeccion
intravenosa, en la porcion medial de la cola, con una dosis de 1,5 pug/kg disuelta en etanol. Se
midi6 la fluorescencia durante 2 y 15 dias en: punto de inyeccion de la droga, partes proximal y
distal de la cola, axila, zonas laterales y apical del tumor, usando un TF-fluorémetro (JETI
Technische Intrumente Gmbh) provisto de una fibra Optica que permite medidas locales.
Ocasionalmente las superficies tumorales se rasuraron para evitar la interferencia en la medida.
Algunos animales fueron sacrificados para el estudio histoldgico del tumor luego de la TF.

Resultados

El estudio de distintas concentraciones de Foscan® mostré que para c: > 40 pg/ml la droga
presenta toxicidad natural hacia las células en cultivo, ain en ausencia de radiacion. Para las
otras concentraciones ensayadas las células permanecen viables mientras no son sometidas a
las dosis de radiacion. Para ce < 0,05 ug/ml, ya no se observé efecto sobre las células y el cultivo
continué en proliferacion. Para concentraciones de droga superiores a 0,05 ug/ml se logra un
mayor deterioro con el aumento de tz. Para las concentraciones ¢ mas altas ensayadas los
dafios celulares se observaron incluso durante la aplicacion de la radiacion: en las células
comenzaron a aparecer vacuolas al tiempo que disminuia su area de adherencia con el
substrato. Luego de 24 hs del tratamiento la cantidad de células muertas aumento para todas las
concentraciones donde es efectiva la concentracién de la droga. Se observd que la cantidad de
células viables en cultivos HeLa resulté significativamente mayor que en cultivos de células TMC.
En los ratones los espectros de emision mostraron un aumento de la concentracion de droga en
el tumor hasta alcanzar un valor maximo a las 48 hs, mientras que en los distintos puntos de la
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cola el aumento fue mas pronunciado. En la axila los valores medidos resultaron menores que en
los del tumor. La medida de fluorescencia en el tumor depende la posicion de la fibra 6ptica y del
tiempo a partir del momento de inyeccion. Algunos ratones, se irradiaron con la lampara
aplicando 20J y a los 5 dias se observé una disminucion de la masa tumoral en relacion al animal
control y formacién de escara.

Conclusién

La TF con la fuente de radiacién propuesta en este trabajo, resulta ser efectiva en estudios in
vitro para valores de concentracion de droga y dosis de radiacion adecuadas. El pasaje a
modelos de ratdon mostro la eficiencia del tratamiento aunque con estos datos preliminares no se
puede asegurar la eliminacion de las células tumorales. En el futuro se espera determinar un
conjunto de pardmetros que permitan optimizar la terapia.



