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Resumen: Se describe la sintesis y localizacién intracelular de un darivado de tetratenilporiirina lipofilica
en electrocitos de Psammobalis extenta (Rajidae). La locallzaclén intracelular se estudié observando la
fluorescencia roja presentaca por gste derivado de porfirina, Este compueste presenté gran afinidad por
los nervios electromotores y los nlicleos de los alactrocitos. Ambas estructuras exhibieron fluorsscencia
intensa, mientrag que la mitoconctia mostrd una flucrescencia débil. Adicionalmente, el microanélisis de
rayos X sugiere una migracion de iones catidnicos y cloruro.
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Abstract: We describe the synthesis of 5,10,15,20-tetrakis{4-n-dedecylphenyl) parphyrin and his intracellular
localization in electrocytes of Psammobatis exfenia (Rajidag). The localization was monitored by the
observation of the red fluorescence exhibited by this porphyrin derivative, This compound shows big
afinitty for the electromotor nerves and the nuclear chromatin of slectrocytes. Both structures exhibited
intense fluorascence. Whereas, the mitochondria wete slightly fluorescent. Additionaily, the glectron probe

X-ray microanalysis suggests a migration of chloride and cationic lons.

Koy words: PDT, electrocytes, tetraphenylporphyrin, icnics ¢hannels

1. INTRODUCCION

l.a terapia fotadinamica del cancer (PDT) con-
siste en inocular una sustancia,
fotosensibilizador, v luego de su acumulacion
selectiva en células cancerosas se irradia de
manera muy focalizada con luz de longitud
de onda apropiada para generar oxigeno
molecular singlete, una especie sltamente
reactiva que reacciona con muchas
biomotéculas como lipidos, proteinas y aci-
dos nucieicos', Estas biomoléculas son gui-
micamente modificadas y, por tanto, no pue-
den realizar sus funciones causando la muerte
de la célula. Las ventajas de este método,
comparadas con otras modalidades de trata-
miento de cancer convencionales, son su baja

toxicidad y su capacidad para destruir tumo--

res selectivamente. El efecto secundaric mas

notorio es |la fotosensibilizacién residual de
la piel por varias semanas. Sin embargo, la
aplicacién de la PDT es resltringida debido a
{a limitada penetracién de la luz en los teji-
dos. De otro lado, la fluorescencia que exhi-
ben ciertos fotosensibilizadores permite la
deteccién de tumores?,

Una de |a dreas de mayor investigacién es la
busqueda de nuevos fotosensibilizadores que
sean mas eficientes, selectivos y de baja toxi-
cidad. El grado de lipofilicidad de ios
fotosensibilizadores determina su localizacién
y el tipo de dafio celular**® en general un
fotosensibillzador lipofilico se acumula en la
membrana plasmatica de la célula y sus
organelas®. De otro lado, los
fotosensibilizadores hidrofilicos, al igual que
estados agregados, ingresan a la célula por
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pinocitosis y son localizados principalmente
en lisosomas y endosomas’. Hay muchos
fotosensibilizadores, por lo general derivados
de porfirinas o de ftalocianinas, bajo esiudio
clinico y pueden ser clasificados como
lipofilicos o hidrofilicos®. Sin embargo, hay
poces gjermplos de macrociclos neutros con
largas cadenas alifaticas estudiadas para fa
PDT. Se sabe que la eficiencia y selectividad
hacia el tumor se incrementa ligeramente
conforme aumenta la longitud de los grupos
alifaticos unidos al macroeiclo de
ftalocianina®©.

Psammobatis extenta pertencce a la familia
Rajidae, unc de los tres grupos de peces de
descarga eléctrica débil. Se escogieron los
electrocitos para este estudio porque son
células grandes con muy pocas organelas,
esto facilita el estudio de la localizacidn
intracelular del fotosensibilizador. Los
glectrocitos son celulas altamente polariza-
das, multinucleares y de forma semicircular
{Véase Figura 1). Presentan una cara conca-
vaque recibe inervaciones (IF} de las neurcnas
electromotoras de la médula espinal. La otra
cara, convexa, no presenta inervaciones (NIF)
y muestra un sistema de cavernas". Los nu-
cleos estan localizades en la region posterior
del citoplasma®.

Figura 1. Micrografia SEM mostrando tres
electrocitos {x100).

En este frabajo describimos la sintesis v la
localizacion intraceluiar de 5,10,15,20-
tetrakis(4-n-dodecilfanil}-potfirina (TPP), 1,
composicion elemental y cambios
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morfoidgicos en electrocitos de Psammiobatis
extenta.

I. SECCION EXPERIMENTAL
2.1 Sintesis del fotosensihilizador

El derivado de TPP se sintetizé segtin el si-
guiente esquema’213:
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La pureza de este compuesto fue controlada
por 'H-RMN, IR, UV-visible:

'H-RMN (CDCI,) 8: -2.75(s,2H), 0.88(t,12H),
1.31-1.58(m,72H), 1.90(q, 8H), 2.93(t, 8H),
7.53(d, 8H), 8.10(d\, 8H), 8.85(s, 8H)

UV-Vis (benceno) Amax (&), 42 1nm (7.4x105),
517nm (2.7x10%, 552nm (1.5x10%), 594nm
(7.9x10%), 650nm (6.9x10°)

IR (KBr) 2822, 2852, 1469, 967,780, 734 cm™

2.2 Localizacién intracelular de TPP

Para estudiar |a afinidad de 1 por las organelas
de los electrocitos se hicieron cortes
criostaticos de aproximadamenie 10 um del
érgano eléctrico del P. extenta. Estos cortes



fueron realizados a lo largo del eje antero pos-
terior y fueron incubados en una solucidn
1.2x10® M de 1 en una mezcla de xileno,
EtOH y buifer imidazol. Después de la fija-
cidn, los cortes fueron lavados con PBS o
buffer imidazol por 5 minutos. Luego fueron
montados con Citifluor y observados con un
microscopio de epifluorescencia eguipados
con filtros G y 580W.

En la Figura 2a se observa una fluorescencia
intensa en los ndcleos {flecha blanca) y de
menot intensidad en las mitocondrias (tridn-
gulo). Si la incubacion es realizada solo en
cloroformo, la localizacién intracelular de 1
es la misma pero la micrografia muestra un
mejor contraste (Figura 2b): las terminagio-
nes nerviosas {flecha blanca), los nicleos (fle-
cha negra) y las mitocondrias {tridngulo).
Adicionalmenie, el fotosensibilizador mues-
tra alinidad por las terminales nerviosas (TN
elfF).

Figura 2. Micrografia de fluorescencia de
electrocitos tratados con 1 en: a) xileno-EtOH-
buffer imidazol y b} CHCI, (x100)

2.3 Cambios morfolégicos de los
electrocitos

La Figura 3a muestra una micrografia SEM
de lacara no inervada de un electrocito antes
del tratamiento con el derivado de TPP. Lue-
go se procedio a la incubacion de los tejidos

en TPP disuslto en los sistemas a) xileno-
EtOH-butfer imidazol 3.9x10“ My b} CHCI,-
EtOH-buffer imidazol 7,8x10% M. El electrocito
empieza a hincharse rapidamente y |a cara
convexa pierde sus invaginaciones (Figuras
3b y 3c).

Flgura 3. Microgrefia electrénica de segmentos
de drganc eléctrico: a) antes del tratamiento b)
después del lratamiento con el derivado de TPP
en CHCI, y ¢) xileno-EtOH-buffer imidazol

2.4 Composiciéon elemental de los
electrocitos

Para obtener informacion acerca de los posi-
bles cambios fisioldgicos se realizaron estu-
dios de la composicién elemental con el
microanalisis de la energia dispersiva de ra-
yos X (EDAX) obteniéndose los espectros
mostrados en la Figura 4.
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Figura 4, Espectro de ensrgia dispersiva de seg-
mentos det elestrociio tratados con el derivads
de TPP en a) xilens-EXOH-buffer imidazol v b)
cloroformo-EtOH-buffer imidazel.

Daspués del tratamianto del slectrocito con
elderivado de TPP (sistemas av bj, las mues-
tras fueron metalizadas con ore (800A) v orien-
tadas para observarias con un microscopio
electrdnico de barrido (SEM) JEOL 35 equi-
pado con EDAX un detestor de SHLI) de ener-
gia dispersiva. Comparadp con los controles
negalivos y el espectro obtenido para ¢! sis-
tema g, el pico para el Na* es 5 veces mayor,
mientras cue el pico del cloturo es huevo.
También, el pico del Ca® es 2 veces mayor,

pero para el K*es 6 veces menor (Figura 4a).”

Lamisma tendencia os observada cuands los
alectrocitos son tratados con ol sistema
xileno-ErOH-buffer imidazol (Figura 4b),

15, DISCUSION DE RESULTADOS

El derivado de porfirina utilizado tene una gran
afinidad por las lerminales nerviosas v los
nicleos. Esto se deduce por la intensa flup-
rescencia roja mostrada por estas regiones,
Sin embargo, la afinidad por las mitocondrias
a8 muy débil.

La afinidad de este fotosensibilizador por las
terminales nerviosas es explicada porgue
estos tejidos son ricos en acidos grasos. El
nicieo muestra una fluorescencia de forma
similar a la distribucién semicircular de la
cromatina de estas céldas (Figura 2h), sugi-
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riendo que e derivado de TPP interaceiona
con el ADN. En contraste, la mitocondria
muesira una débil fiuarescencia. Esta locali-
zacion es inusual para un fotosensihilizador
de similar polaridad, por ejemplo, una
ftalocianina lipofilica se localiza en los
fisosomas'?,

Elmicroanatisis pot energia dispersiva de ra-
yos X (EDAX) muestra un incremento simul-
taneo en la concentracidnde NaryCa* via
disminucion en la concentracidn de K, esto
68 una buena evidehcia de |a activacion del.
canal catidnico con el derivado de porfirina.
Sin embargo, el cambio mas importante as
fa aparicion de un nuevo pico correspondien-
te al anidn clorure (Figura 4). Ei peso
semicuantitativo % (Ko} para este elemento
€5 33% (sistema a) y 47% {sistema b), a
pesar de la concentracion de 1en el sistema
b} es 5 veces mayor. Estos resultados cons-
tituyen una sugestiva evidencia de la active-
cidn del canal de cloruro come consecusncia
de la penettacién del detivado dela TPP en
los electrocitos. La masiva acumulacién
intracelutar de Ol y especiaimente la entrada
de Nar conlieva al hinchamiento celularv iz
consecusnie necrosis de la células, Hay
que resaliar que la activacion del canal de
clorure no es usual para peces de descarga
eléctrica débil. Sin embargo, la activacién de
este canal ya fue puesto en evidencia en
electrocitos de Torpedo, un pez de descarga
elécirica fusrie’®,

Laentrada masiva de iones cloruro y Na' pro-
voca la hinchazén de las células, Estas pier-
den todas sus invaginaciones, conllevando fi-
naimente 4 la muerte de la célula por necrosis.
Sin embargo, el hecho de que el
fotosensibilizador también tengsa afinidad por
la cromatina hace pensar que también debe-
ria existir una contribucion apoptética a la
muerte celular,

La activacidn del canal de clorure por esle
derivado de TPP puede constituir una alter-
nativa en al tratamiento de la flbrosis quistica,
la cual estd relacionada a una disfuncién en
&l transporte de! fon clorurc’’. En contraste,
elincremento de la concentracién de Ca® en
elecirocitos sugiere una participacion de un



mecanismo apopidtics’. Ademds de la
interaccion de 1 con el ADN, la bajisima con-
centracién de la porfirina unida a la
mitocongria puede contribuir a la muerie ce-
iular por mecanismo de apoptosis después
de la excitacion con luz.

V. CONCLUSIONES

Este fotosensibilizador presenta gran afinidad
por las terminales nerviosas y los nucleos de
los eiectrocitos, paro muy poca por las
mitocendrias.

Los andlisis de EDAX muestran una migra-
cion de iones comeo consecuencla dela loca
Hzacién del derivado de TPP en ios
elactrocitos. Estos resuitados constituyen
una fuerte evidencia de la activacion de los
canzles de cloruro y catidnicos.

Ef folosensibilizador usado en este trabajo
tiene propiedades de ¢ristal iquido’®®. Seria
muy intergsante comparar estos resultados
can otros fotosensibilizadores con esiructura
quimica similar, pero sin propiedades
mesomdtficas.
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