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Sumario. La terapia fotodinamica (PDT) es una modalidad terapéutica que requiere de luz, un fotosensibilizador y oxi-
geno. Una limitante para sus aplicacion en los paises subdesarrollados es el costo de los ldseres para irradiar, debido a
esto, se construy6 una fuente de luz basada en LED’s que emiten hasta 44 Im alrededor de una longitud de onda de 625
nm y se midi6 su eficacia para eliminar células de cancer de mama, este tipo de cancer es un problema de salud publica
en México y el mundo. Se expusieron dos lineas de cancer de mama (MDA-MB-231 y MCF-7) y una no cancerosa
(HaCaT) a las concentraciones de 40 y 80 ug/mL de ALA por 24 h para inducir el fotosensibilizador PpIX, y se irradia-
ron a 120 y 240 J/cm?, 24 horas después se determing la muerte celular por el método de azul Alamar. La PDT, cuando
se utilizaron las dosis de luz de 120 y 240 J/cm?, indujo una mortalidad del 61 y 71% para MDA-MB-231, 46 y 49.2%
para MCF-7 y 87.2 y 94.1% para HaCaT respectivamente. La fuente de luz construida mostré ser eficiente en la elimi-
nacion de las células cancerosas.

Abstract. The photodynamic therapy (PDT) is a therapeutic modality that requires light, a photosensitizer and oxygen.
In poor countries, a problem for his application is the laser cost for irradiate, due to this, a light source was constructed
with LED's that emit up to 44 Im around 625 nm and its efficiency to eliminate breast cancer cells was measured. Two
lines of breast cancer (MDA-MB-231 and MCF-7) and not cancerous cells (HaCaT) were exposed to 40 and 80 pg/mL
of ALA concentrations during 24h to induce the photosensitizer PpIX, and were radiated to 120 and 240 J/cmz, 24h,
later on the cellular death was measured by Alamar blue method. The PDT elimination efficiency, when were used the
doses of light of 120 and 240 J/cmz, was 61 and 71 % for MDA, 46 and 49.2 % for MCF-7 and 87.2 and 94.1 % for
HaCaT respectively. The constructed light source showed to be efficient in the elimination of the cancerous cells.
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1 Introduccion

El céncer de mama es el tipo de cdncer en mujeres que
presenta mayor frecuencia en todo el mundo.

La mortalidad es menor en los paises desarrollados
debido al acceso que tienen las mujeres a los tratamien-
tos actuales cuya especificidad y efectividad es mayor,
esto no es posible en paises subdesarrollados lo que lleva
a que este tipo de cancer sea la principal causa de muer-
te.'Las terapias que actualmente se aplican, son poco
efectivas (70%) y causan un severo dafio a los tejidos sa-
nos.

La terapia fotodindmica (PDT) es una modalidad te-
rapéutica que requiere luz, un fotosensibilizador (FS) y
oxigeno. La activacion del fotosensibilizador resulta por
absorcién de la luz, la cuallo lleva de un estado basico
(IFS) a un estado excitado eléctricamente. De este esta-
do, el FS excitado puede decaer al estado bdsico por
emision de fluorescencia, propiedad que puede ser usada
clinicamente para diagnéstico o transferir electrones al
oxigeno en su estado triplete (Reaccion tipo II) o a otras
especies quimicas (Reaccién tipo I).?

Uno de los FS mas potentes y especificos es la proto-
porfirina IX (PpIX), la cual puede ser administrada di-
rectamente a las células o ser inducida por el dcido 5-
aminolevulinico (ALA) aprovechando que la mayoria de
las células cancerosas tienen deficiencia o baja expresion
de la enzima ferroquelatasa de la ruta biosintética del
grupo hemo principalmente, lo que favorece entonces, la
acumulacién de la PpIX.*

Una limitante para la aplicacién de la PDT en los pai-
ses subdesarrollados, es el costo de los ldseres que se uti-
lizan en la irradiacién, por lo que estos se estdn sustitu-
yendo por diodos emisores de luz (LEDs), los cuales
son mas econémicos, de menor tamafio, pueden producir
luz de energia suficiente y es posible su construccién en
numerosas formas.’

De acuerdo a la realidad terapéutica y socioecondmica
actual, es necesario buscar nuevas terapias con mayor
sensibilidad, especificidad, con efectos secundarios mi-
nimos o nulos y ademds, de gran importancia que sean
de bajo costo y asi favorecer a personas de escasos re-
cursos econémicos.

En este trabajo se determind la eficiencia de la PDT
para inducir la muerte de células de cancer de mama
hormono dependientes (MCF-7) y hormono indepen-
dientes (MDA-MB-231), ademas se observo el efecto en
la linea celular no cancerosa (HaCaT).

Para aplicar la PDT se desarrollo una fuente de luz
basada en LEDs de bajo costo, que pueden irradiar hasta
44 1m (200 mW) en una longitud de onda de 625 nm. La
fuente utiliza 12 de éstos LED s de tal forma que se pue-
den irradiar 12 pozos de una microplaca de 96 pozos en
una matriz de 3x4 pozos en forma simultanea. La fuente
incluye el control de la corriente que excita a los LEDs,
de tal manera que se puede variar la potencia de irradia-
cién. El equipo cuenta con un indicador digital de la po-
tencia de irradiacién y fue construido en el Lab. de Lase-

res de la ESIME en colaboracién con el Lab. de Citopa-
tologia Ambiental de la ENCB, ambos del Instituto Poli-
técnico Nacional de México.

2 Procedimiento experimental

2.1 Cultivo celular. Se utilizaron las lineas celulares de
adenocarcinoma de mama MDA-MB-231 (negativa al
receptor de estradiol, RE-) hormona dependiente, MCF-7
(positiva al receptor de estradiol, RE+) hormona depen-
diente, y una linea celular no cancerosa (HaCaT) quera-
tinocitos inmortalizados obtenidos de la American Type
Culture Collection (ATCC). Se mantuvieron en medio de
cultivo DMEM suplementado con 10 % de suero fetal de
bovino, antibidticos estreptomicina-penicilina (10,000
U/L) al 1 %, se incubacién a 37° C con atmosfera de
CO,al5 % yel 95% de aire. Este ultimo proporciona el
oxigeno a las células y se mantuvo constante durante el
experimento.

2.2 Aplicacion de la PDT. Se sembraron 4 placas
de 96 pozos con 6,000 células por pozo, de las lineas ce-
lulares MDA-MB-231, MCF-7 y HaCaT en los pozos
con las siguientes coordenadas 2A, 2D, 2G, 5A, 5D, 5G,
8A, 8D, 8G, 11A, 11D y 11G, se incubaron durante 24
horas de acuerdo a las especificaciones descritas, a las
columnas 2 y 5 sélo se les realiz6 cambio del medio de
cultivo, mientras que las columnas 8 y 11 se expusieron
a la concentracién de 40 ug/mL de ALA para el caso de
MDA-MB-231 y 80 ug/mL de ALA en las lineas celula-
res MCF-7 y HaCaT, por estudios previos en el laborato-
rio de Citopatologia Ambiental estas concentraciones in-
ducen la mayor acumulacién de PpIX en este tipo de cé-
lulas. Después de 24 horas se irradié con la fuente de luz
desarrollada. Se utiliz6 una potencia de 50 mW y las
densidades de energia de 120 y 240 J/cm® fueron obteni-
das variando el tiempo de irradiacion para cada caso.

2.3 Determinacion de citotoxicidad por el méto-
do de azul alamar. Veinticuatro horas después de la
irradiacidén se elimind el medio de cultivo de los pozos y
se agregaron 100 uL de azul Alamar al 10 % en medio
de cultivo, se incubaron las placas por 3 horas mas a 37°
C y pasado este tiempo se leyé en un espectroflurometro
Perkin-Elmer modelo LS-55 a la longitud de onda de
excitacion de 530 nm y emisién de 580 nm.

2.4 Fuente de Iluminacion. La construccién de la
fuente luminosa se realiz6 con LED’s de la marca
Luxeon Star LXHL — ND94 Red Lambertian con las si-
guientes caracteristicas: longitud de onda tipica 625nm,
ancho espectral FWHM de 20nm, emisién maxima de 44
lumens (200 mW). Se distribuyeron 12 LEDs conecta-
dos en serie en un arreglo matricial 3x4, montados sobre
una placa de aluminio que sirve como disipador de calor,
de tal forma que se pueden irradiar 12 pozos de una pla-
ca de 96 pozos en forma simultdnea (figuras 1 y 2). Para
excitar a los LED’s se utiliz6 una fuente de corriente va-
riable Lumidrives MLV9-C-35 de hasta 350 mA, 36
VDC maximos y alimentacién de 12-24 V AC/DC, en la
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que se puede controlar la corriente suministrada a través
de un potenciémetro R, (figura 1).

El equipo cuenta con un indicador digital de potencia 6p-
tica (microcontrolador ATmega 8 y LCD 2X16) previa-
mente ajustado con un medidor J54-018 HandheldLaser-
Power Meter de la firma EO Edmund Optics, Inc., el
cual mide con exactitudes de + 5%. Entre los LED’s y
las bases de los pozos se colocé una placa de acero in-
oxidable con orificios de 6 mm de didmetro centrados en
las bases de los doce pozos a irradiar. La distribucién de
irradiacién en el pozo coincide con la parte de maxima
irradiacién del LED, segiin se muestra en la figura 3 (-5°
as°).

3 Resultados y discusidén

Se encontré que el ALA, inductor de la PpIX, no tiene
actividad citotéxica por si solo a las concentraciones
probadas (40 y 80 pg/mL), al contrario de esto, se obser-
v6 un aumento del 8% en la viabilidad de la linea celular
HaCaT y una disminucién de la misma del 8 y 10% en
las lineas de cancer de mama MDA-MB-231 y MCF-7
respectivamente (figura 4). En todos los casos los valo-
res no fueron significativos estadisticamente. Estos re-
sultados estdn de acuerdo por lo reportado Ramén y
Cols, donde encontraron que el ALA per se sélo es toxi-
co a concentraciones mayores de 100 pg/mL de medio.®

La PDT, al utilizar el ALA en la linea celular HaCaT,
disminuy6 un 87.2% su viabilidad al ser irradiar a 120
J/em® y un 94.1% a 240 J/cm’. Estos resultados son con-
gruentes con los observados por Klotz y colaboradores,
donde células de la linea HaCaT expuestas solamente al
ALA, presentaron una disminucién de la viabilidad del
9%, y a la luz sola del 19%, sin embargo al aplicar la
PDT obtuvieron una disminucién de la viabilidad del
65%.% Asi, la PDT en las condiciones probadas en este
trabajo mostré mayor eficiencia en la eliminacién de cé-
lulas HaCaT.

Para la linea celular MDA-MB-231, se observé que el
efecto de la PDT previa exposicion al ALA, causé la
disminucién de la viabilidad en un 61 % para la densidad
de energia de 120 J/cm?, y disminuy6 en un 71 % al irra-
diar con 240 J/cm’. Estos resultados son muy alentado-
res, ya que los tratamientos que existen para el cancer de
mama negativos al receptor de estradiol (ER-) sélo el 10
% de ellos responden a los tratamientos hormonales co-
mo el Tamoxifeno.’

Sin embargo, en el caso de la linea celular MCF-7, se
obtuvo una disminucién del 46 % y del 49.2 % al irradiar
a las densidades de energia de 120 y 240 J/cm?, respecti-
vamente. Los resultados obtenidos de la PDT con esta li-
nea no mejoraron a los reportados por Wyld y Cols.
quienes describieron el haber obtenido en la linea celular
MCF-7, 40% de mortalidad al exponer al ALA y luz vio-
leta (350 a 450 nm) a 3 J/em. >'° Asi mismo, Crescenzi y
Cols., aplicaron la PDT en la misma linea celular (MCF-
7), y usaron como PS el verde de indocianina (ICG) e

irradiaron con un ldser de diodos con A = 805 nm.
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Figura 4. Efecto de la PDT en la viabilidad de las lineas celu-
lares HaCaT, MDA-MB-231 y MCF-7, determinado por el mé-
todo de azul Alamar. Los resultados representan la media + el
error estandar. *p<0.05 con respecto al testigo de viabilidad.

Ellos encontraron cerca del 50% de mortalidad al some-
terlo a una densidad de energia de 25 J/cm”.''Las lineas
celulares de cdncer de mama utilizadas en este trabajo
tienen la caracteristica de crecer en condiciones hipdxi-
cas'?, sin embargo, pese a que la PDT requiere indispen-
sablemente del oxigeno se ha reportado que ésta es efi-
ciente en tensiones de oxigeno tan bajas como el 1%"
quizds a esto se debe la eficiencia de la PDT encontrada
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para eliminar células de cdncer de mama en este estudio.
Por otro lado, el arreglo de LED’s construido permite
controlar mejor las condiciones ya que es un sistema pe-
quefio, que no requiere enfriamiento, es de bajo costo y
permite irradiar de manera simultanea las células en es-
tudio.

4 Conclusiones

Las concentraciones de ALA y las densidades de energia
per se utilizadas no resultaron ser toxicas para las tres li-
neas celulares.

La PDT es més efectiva en la eliminacién de las célu-
las independiente de hormonas (MDA-MB-231) que la
dependiente de las mismas (MCF-7).

La fuente de luz basada en LED’s es itil para ensa-
yos de PDT in vitro, permite la irradiacion simultdnea y
el control de la potencia de irradiacién para alcanzar la
dosis de energia requerida.

Para mejorar la eficiencia de la PDT se recomienda
realizar ensayos en los cuales se aumente el nimero de
irradiaciones, esto es, irradiar 2 6 3 veces cada 24 horas
para eliminar las células sobrevivientes de la primera
irradiacion.
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