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Introduccién

La Terapia Fotodinamica (TFD) es un tratamiento
antineoplasico sumamente prometedor, y se basa en la
acumulacion preferencial de un fotosensibilizante en el
tejido maligno luego de su administracién . La
iluminacién subsecuente con una luz de longitud de
onda adecuada, da lugar a una reaccién fotoquimica
que produce la destruccion selectiva del tejido tumoral.

El acido 5-aminolevilico (ALA) es el precursor en la
sintesis de porfirinas, que son los fotosensibilizantes
més empleados ?. De esta manera se induce la
acumulacion selectiva de los tetrapirroles sintetizados
enddgenamente en el tumor, sin los efectos colaterales
de los tratamientos con porfirinas.

Para realizar aplicaciones topicas de estos productos
seria necesario atravesar el estrato corneo de la piel,
altamente lipofilico. El ALA es una molécula hidrofilica,
de manera que su penetracion a través del mismo y su
entrada a las células pueden ser mejorados mediante
dos estrategias posibles: a) la esterificacion con
alcoholes de cadena larga que incrementen su
lipofilicidad P!y b) la incorporacién a liposomas del ALA
0 sus derivados.

El objetivo de este trabajo fue elaborar distintas
formulaciones liposomales de ALA y su derivado Hexil
ALA. Se evalud el porcentaje de incorporacion de las
distintas formulaciones. Luego se estudié la eficacia
sobre la sintesis de porfirinas en una linea celular
tumoral expuesta al ALA y sus derivados en forma libre
o liposomal.

Descripcion Experimental

Preparacion de liposomas

La fosfatidilcolina (PC) empleada se prepard y purifico
en el laboratorio a partir de yema de huevo!. Los
otros lipidos empleados (Avanti Polar o SIGMA) fueron
acido fosfatidico de huevo (PA), fosfatidilglicerol (PG) y
colesterol.

Los liposomas se prepararon por el método
convencional de formacion del film en solvente
organico, Yy posterior extrusion por membranas de
policarbonato de 800 nm. La concentraciéon utilizada
fue: lipidos, 20 mg/ml, ALA, 0,6 mM y Hexil ALA, 0,22
mM.

Caracterizacion de los liposomas

Para evaluar el porcentaje de ALA o Hexil ALA
incorporado, se separ6 la sustancia libre de la
liposomada mediante cromatografia de exclusion
molecular, determinando posteriormente el contenido
de fosfolipidos por el método de Stewart [ y el de ALA
o Hexil ALA mediante el reactivo de Ehrlich,segun el
método descripto anteriormente ©,

Linea celular y cultivo celular

La linea celular LM3 de adenocarcinoma murino fue
cultivada en medio de Eagle a 37°C en atmodsfera 5%
CO,. Las células fueron utilizadas 48 h después de
sembradas, incubandolas con los compuestos libre o
liposomados 3 hs a 37°C (ver Fig.3).

Cuantificacién de la produccién de porfirinas

La produccién de porfirinas intra y extracelulares fue
determinada  fluorimétricamente  utilizando  un
espectrofluorimetro Shimadzu RF-510, con longitud de
onda de emision a 604 nm y longitud de onda de
excitacién a 406 nm [

Resultados

En la Tabla I se observa que no existen diferencias
significativas entre los porcentajes de incorporacion
para liposomas preparados con ALA,
independientemente de su composicion. En el caso del
Hexil ALA, la incorporacion de fosfolipidos con carga
negativa (PA y PG) aumenta significativamente los
porcentajes de incorporacion, lo cual habla de una
mayor afinidad del derivado por la bicapa lipidica del
liposoma.
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Tabla I. Porcentaje de incorporacién para distintos tipos de
liposomas conteniendo ALA y Hexil ALA.

Composicion lipidica ALA Hexil ALA
PC (100) - 28,3
PC/PA (60:40) 24,0 84,7
PC/PA (80:20) 19,4 -
PC/PA/Chol (80:20:20) 19,8 -
PC/PG (60:40) - 76,5

Para el ALA, no hay diferencias en la produccién de
porfirinas intracelulares ALA libre, ALA + liposomas
vacios y ALA liposomado, mientras que el nivel hallado
para porfirinas totales es mayor con la presencia de
lipidos, debido al aumento en porfirinas extracelulares
(ver Fig. 1).
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Fig. 1: Produccién de porfirinas en células LM3 incubadas 3 hs a 37°C
con ALA libre o liposomado. MO: liposomas PC-PA (80:20) vacios + ALA,
M1 : liposomas ¢/ALA PC-PA (80:20), M2 : liposomas c¢/ALA PC-PA
(60:40), M3 : liposomas ¢/ALA PC-PA-colesterol (60:20:20).

En el caso del Hexil ALA, la produccién total de
porfirinas es similar para muestras liposomadas que
para la sustancia libre (ver Fig.2).
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Fig. 2: Produccion de porfirinas en células LM3 incubadas 3 hs a 37°C
con Hexil ALA libre o liposomado. MO: liposomas PC vacios + Hexil ALA,
M1: liposomas ¢/Hexil ALA - PC, M2: liposomas c¢/Hexil ALA PC-PA
(60:40)

En el caso de la formulaciéon con fosfolipidos con carga
negativa (M2), los niveles de porfirinas intra y extra
celulares son muy similares.

Conclusiones

La sola presencia de fosfolipidos aumentaria la

produccién total de porfirinas, sin importar si estan o
no asociados al ALA (bajos % de incorporacion).

Fig.3: Microfotografia por microscopia confocal de fluorescencia de
células LM3 incubadas con ALA (0,6 mM) durante 3 h. Se observa que la
protoporfirina producida se acumula principalmente en membrana y
mitocondrias, pero no en nucleo.

Esto se debe al incremento de porfirinas extra
celulares, hecho que confirma datos de
bibliografia en los que se muestra la salida de
porfirinas hacia el exterior celular mediada por la
presencia de fosfolipidos!”’,

Por lo tanto, seria interesante evaluar si este
efecto se mantiene en formulaciones topicas
aplicadas a modelos de tumores de piel. Teniendo
en cuenta los bajos % de incorporacion obtenidos
para ALA, se podria presuponer que estos
liposomas no favoreceran el pasaje de esta
sustancia (molécula altamente hidrofilica) a
través del estrato cdérneo. Por el contrario, la
interaccion entre liposomas con carga negativa y
Hexil ALA podria ser la clave para atravesar la
barrera del estrato cérneo. Una vez alcanzadas
las células tumorales, se esperaria una respuesta
similar al Hexil ALA libre en la produccién de
porfirinas totales, que al ser irradiadas con una
luz de longitud de onda adecuada, provocarian la
destruccion selectiva del tumor
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