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1. RESUMEN 

El aumento en la incidencia de las infecciones fúngicas y la aparición de cepas 

resistentes a las terapias convencionales ha renovado el interés en la inactivación 

fotodinámica (IFD) de microorganismos. Por tal motivo, en este trabajo se evaluaron 

derivados de porfirina como posibles agentes fototerapéuticos para la inactivación de Candida 

albicans. Se estudiaron dos porfirinas tetracatiónicas, 5,10,15,20-tetrakis[4-(34V,N-

dimetilaminopropoxpfenil]porfirina (TMPyP4f) y 5,10,15,20-tetrakis [4-(3-N, Ar, N-

trimetilaminopropoxi)fenil]porfirina (TAPP4÷), y una neutra, 5,10,15,20-tetralcis[4-(34V,N-

dimetilaminopropoxi)fenil]porfirina (TAPP), la cual puede adquirir cargas positivas a pH 

fisiológico. En solución, estos agentes mostraron propiedades espectroscópicas y 

fotodinámicas adecuadas para ser utilizados como fotosensibilizadores. La interacción entre 

las porfirinas y las células fue rápida (<5 mm). Si bien TMPyP44- presentó el valor más alto de 

unión (1,71 nmo1/106 cél.), fue eliminada en un 59% después de una etapa de lavado. En 

contraste, TAPP" y TAPP permanecieron interaccionando fuertemente con las células. El 

tratamiento de suspensiones celulares (1 x106 UFC/mL) con 5 p.M de porfirina e irradiadas 

durante 30 mm n con luz visible produjo una inactivación del 99,999%. Este procedimiento 

provocó un retardo en la curva de crecimiento de las levaduras en caldo Sabouraud, 

principalmente inducido por TAPP4+ y TAPP. El tratamiento fotodinámico con estas 

aminoporfirinas combinado con el antifúngico fluconazol, mostró un mejor desempeño de 

ambas terapias; ya que se requirieron menores dosis de ambos agentes para alcanzar la 

erradicación celular. Además, estas porfirinas fueron efectivas para la inactivación de 

C.albicans sobre una superficie o creciendo como colonias sobre agar Sabouraud. El 

mecanismo fotodinámico inducido por las porfirinas durante la inactivación fue 

principalmente de tipo II, mediante la participación del oxígeno molecular singlete (102) 

como principal especie reactiva. Estudios de microscopia de fluorescencia revelaron una 

distribución de las porfirinas con localización preferente en ciertas regiones subcelulares. 

Estudios a nivel morfológico mostraron daños en la envoltura celular. De modo que, la 

alteración de esta estructura sería una causa importante en la inactivación de C. albicans. Por 

lo tanto, las tres porfirinas estudiadas son efectivas para ser aplicadas como 

fotosensibilizadores en solución o sobre medio sólido. La presencia de cargas positivas 

aisladas del macrociclo tetrapirrólico permite una unión celular más estable y una notable 

actividad fotoinactivante para la erradicación de levaduras. 
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Abstract 

2. ABSTRACT 

The increased incidence of fungal infections and the emergence of strains resistant to 

conventional therapies, has improved the interest in photodynamic inactivation (PDI) of 

microorganisms. Therefore, in this work were evaluated porphyrin derivatives as potential 

phototherapeutic agents to inactivate Candida albicans. Two tetracationic porphyrins were 

studied, 5,10,15,20-tetralds[4-(3-N,N-dimethylaminopropoxy)phenyl]porphyrin (TMPyP4+) 

and 5,10,15,20-tetrakis[4-(3-/V,N,N-trimethylaminopropoxy)phenyl]porphyrin (TAPP4+), and 

a neutral , 5,10,15,20-tetralds[4-(3-N,N-dimethylarninopropoxy)phenyl]porphyrin (TAPP), 

which can add positive charges at physiological pH. In solution, these agents showed 

appropriated spectroscopic and photodynamic properties to be used as photosensitizers. The 

interaction between porphyrins and cells was fast (<5 mm). Although TMPy1344 showed 

highest value of binding (1.71 nmo1/106 cells), was eliminated in a 59% after one washing 

step. In contrast, TAPP4+ and TAPP remained strongly interacted with the cells. The treatment 

of cell suspensions (1x106 UFC/mL) with 5 1.1M porphyrin and 30 mm n irradiation with visible 

light induced an inactivation of 99,999%. This procedure produced a growth delay of yeast in 

Sabouraud broth, mainly induced by TAPP4+ y TAPP. The photodynamic treatment with 

these aminoporphyrins combined with the antifungal fluconazole showed an improved result 

of both therapies because lower doses of the agents were required to obtain the cell 

eradication. Also, these porphyrins were effective to photoinactivation of C. albicans on a 

surface or growing as colonies on Sabouraud agar. The photodynamic mechanism induced by 

porphyrins during the inactivation was mainly of type II, through the participation of singlet 

molecular oxygen (10 2) as mainly reactive species. Fluorescence microscopy studies revealed 

a distribution of porphyrins with preferential localization in some subcellular regions. 

Morphological studies showed damage in the cell envelope. Thus, alteration of this structure 

would be a major cause for the inactivation of C. albicans. Therefore, the three studied 

porphyrins are effective to be applied as photosensitizers in cell suspensions or on solid 

media. The presence of positive charges isolated from the tetrapyrrole macrocycle allows a 

cell binding more stable and a high photoinactivating activity for the eradicating of yeasts. 
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Introducción 

3. INTRODUCCIÓN 

3.1. Estructura celular de microorganismos 

Las células microbianas, a diferencia de las células de animales y de plantas, son 

capaces de vivir aisladas de la naturaleza y no necesitan existir como partes de los organismos 

pluricelulares. Una célula microbiana por sí misma es, en general, capaz de llevar a cabo sus 

procesos vitales de crecimiento, generación de energía y reproducción independiente de otras 

células, de la misma o de diferente clase. 1

La estructura básica de una célula consiste en una bicapa lipídica, la membrana 

plasmática, la cual encierra al citoplasma, una solución acuosa de proteínas, enzimas, 

nutrientes y sales donde ocurren los procesos fisicos y químicos que permiten la vida. A su 

vez, la mayoría de los microorganismos cuentan con una pared celular por encima de la 

membrana plasmática débil, que le confiere rigidez y los protege de las agresiones del medio. 

Los estudios de la organización interna de las células pusieron de manifiesto la 

existencia de dos tipos básicos: procariota y eucariota (Figura 1). Estos dos tipos de células 

son estructuralmente muy diferentes. La disposición del ADN dentro de la célula constituye 

una de las principales diferencias estructurales entre las mismas. Los eucariotas contienen un 

núcleo rodeado por una membrana nuclear que encierra varias moléculas de ADN y se 

dividen por mitosis. Por el contrario, la región nuclear procariota, llamada nucleoide, no está 

rodeada por una membrana, consta de una sola molécula de ADN y su división no es mitótica. 

A diferencia de las células procariotas, las eucariotas contienen normalmente, además del 

núcleo, otras estructuras internas rodeadas por membrana, como las mitocondrias, los 

cloroplastos y poseen también un citoesqueleto formado por una serie de componentes 

internos que funcionan como un andamiaje y permiten el movimiento de sus componentes 

internos. Las células procariotas representan dos importantes ramas evolutivas, bacteria y 

archae. Existen varios grupos de microorganismos eucariotas, incluyendo algas, hongos y 

protozoos. Además, todas las formas pluricelulares de vida (plantas y animales) están 

formadas por células eucariotas.' 

9 
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Figura 1. Comparación estructural de las células procariotas y eucariotas 

3.2. Características generales de los hongos 

Los hongos pueden ser diferenciados fácilmente de los procariotas por ser más 

grandes, poseer núcleo, vacuolas y mitocondrias; es decir una típica célula eucariota. Aunque 

los hongos constituyen un conjunto grande y diverso, prácticamente hay dos grupos 

importantes: los hongos filamentosos y las levaduras. 

La pared celular de los hongos es una estructura con gran plasticidad, que le da forma 

a la célula, controla la permeabilidad celular y protege a la célula de los cambios osmóticos. 

Además de estas importantes funciones, constituye el lugar de interacción con el medio 

externo, localizándose en ella las adhesinas y un gran número de receptores que tras su 

activación, desencadenarán una compleja cascada de señales en el interior de la célula. 

Dada su localización en el exterior de la célula, la pared es el primer lugar de 

interacción con el hospedador, jugando un papel muy importante en el desarrollo de la acción 

patógena fúngica.24

La pared celular es una estructura esencial para los hongos y su eliminación o los 

defectos en su formación tienen efectos profundos en el crecimiento y la morfología de la 

célula fúngica, pudiendo causar la muerte celular por lisis. Dado el papel vital que la pared 

celular juega en la fisiología de la célula fúngica, puede considerarse el talón de Aquiles de 

10 
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los hongos y por tanto, una diana muy importante para la acción de los fármacos 

antifúngicos.5

La pared celular está compuesta básicamente por polisacáridos y proteínas. La pared 

de la célula fúngica es una estructura específica diferente de la pared de las células vegetales. 

Estas últimas están compuestas fundamentalmente de celulosa, mientras que los polisacáridos 

que se destacan en la pared fúngica son la quitina, el glucano, el manano y el galactomanano. 

Las proteínas generalmente están asociadas a polisacáridos formando glicoproteínas. Todos 

estos componentes están asociados entre sí dando lugar a una estructura rígida. 

Glicoproteínas: Las proteínas representan el 30-50% del peso seco de la pared fúngica en los 

hongos levaduriformes y el 20-30% del peso seco de la pared de los hongos filamentosos. La 

mayoría de las proteínas están asociadas a glúcidos por enlaces Oxígeno o Nitrógeno, 

formando glicoproteínas. 

Quitina: El contenido en quitina de la pared fúngica varía según la fase morfológica del 

hongo. Representa el 1-2% del peso seco de la pared celular de las levaduras mientras que en 

los hongos filamentosos puede llegar al 10-20%. 

Glucano: El glucano es el polisacárido estructural más importante de la pared y representa el 

50-60% del peso seco de esta estructura. La mayoría de los polímeros de glucano están 

compuestos de unidades de glucosa con uniones 13-1,3 (65-90%), aunque también hay 

glucanos con enlaces 13-1,6 (en el género Candida pero no en el género Aspergillus), 13-1,4; a-

1,3 y a -1,4. El 13-1,3-D-glucano es el componente estructural más importante de la pared, al 

que se unen covalentemente otros componentes de esta estructura.6

El comportamiento biológico de los hongos puede ser saprobio o saprótrofo cuando 

obtienen sus nutrientes del material orgánico en descomposición o bien pueden alimentarse a 

partir de otro organismo vivo comportándose como parásito. En efecto, los hongos, por medio 

de la extremidad terminal de sus hifas, pueden invadir los tejidos vivos. El hombre, se puede 

ver infectado por algunas especies de hongos, que solo parasitan en su piel (dermatofitos 

antropófilos) o que normalmente son saprobios y que en condiciones excepcionales, invaden a 

sujetos debilitados (hongos oportunistas).7

11 
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3.2.1. Mecanismo de acción patógena de los hongos 

Los hongos pueden ocasionar patologías en el hombre por varios mecanismos: 

• Micetismo: intoxicación alimentaria por sustancias químicas constituyentes del hongo 

ingerido. 

• Micotoxicosis: intoxicación por ingestión de toxinas elaboradas por el metabolismo del 

hongo al crecer en algunos alimentos. 

• Alergias: reacciones de hipersensibilidad debidas a mecanismos inmunológicos. 

• Micosis: infecciones por invasión de los tejidos superficiales o profundos. 

En las micosis hay que considerar dos factores principales: la virulencia del hongo 

causal y el estado del huésped. Se llaman hongos patógenos primarios a los que tienen 

mayor capacidad infectiva y que no dependen del estado del huésped para desencadenar un 

proceso infeccioso. 

Los hongos que solo pueden ocasionar infecciones en sujetos debilitados y/o 

inmunodeprimidos, produciendo las llamadas micosis oportunistas se denominan hongos 

oportunistas.1

3.2.2. Clasificación de las micosis 

Según su localización anatómica, las micosis se dividen en superficiales y profundas 

en función de que tan solo afecten la piel o las mucosas, o bien penetren más allá de la 

membrana basal del epitelio. 

Las micosis superficiales pueden afectar exclusivamente la zona queratinizada del 

pelo, uñas y epidermis sin despertar ningún tipo de reacción inflamatoria, o bien producir 

alteraciones más o menos destructivas de piel y mucosas, que se acompañan de inflamación y, 

en muchas ocasiones, de una respuesta inmunológica. 

Las micosis profundas pueden ser localizadas y afectar un órgano o sistema de forma 

exclusiva, o bien ser multiviscerales, e incluso diseminarse a distancia del foco inicial. Estas 

últimas se denominan micosis sistémicas. 

Los hongos pueden ser específicos, como en el caso de los dermatofitos, que tan solo 

ocasionan micosis superficiales, o bien ser polivalentes en el sentido de producir una micosis 

superficial, una micosis profunda localizada o una micosis sistémica. La levadura Candida 

albicans es un ejemplo de esta situación, puesto que tanto puede originar una micosis en uña 

o afectar superficialmente la mucosa oral, como una micosis profunda localizada (absceso, 

artritis, nefritis) o una micosis multisistémica o diseminada (septicemia).8

12 
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3.3. Candida albicans 

C. albicans se encuentra clasificada taxonómicamente de la siguiente forma. 

Dominio: Eukaryota, Opisthokonta, Reino: Fungi, Subreino: Dilcarya, División: 

Ascomycota, saccharomyceta, Subdivisión: Saccharomycotina, Clase: Saccharomycetes, 

Orden: Saccharomycetales, Familia: Saccharomycetaceae, mitosporic Saccharomycetales, 

Género: Candida, Especie: Candida albicans (como la más frecuente y virulenta).9

El género Candida comprende más de 150 especies, cuya principal característica es la 

ausencia de forma sexual, con excepción de algunas especies micóticas. Son clasificadas 

como levaduras, las cuales corresponden a hongos con un modo de desarrollo 

predominantemente unicelular.19

Solamente una docena de las especies pertenecientes al género Candida poseen la 

facultad de adaptarse a una temperatura de 37°C y pueden ser ocasionalmente patógenas para 

el hombre, estas son entre otras: C. albicans, C. tropicalis, C. kefrr (pseudotropicalis), 

C.krusei, C. guillermondi, C. parakrusei, C. zeylanvides, C. stellatoidea y C. brumpa ll

3.3.1. Generalidades de C albicans 

C. albicans suele presentarse como una célula oval levaduriforme de 2 a 4 micras, con 

paredes finas (Figura 2 y Figura 3); sin embargo, en tejidos infectados también se han 

identificado formas filamentosas de longitud variable, con extremos redondos de 3 a 5 micras 

de diámetro y pseudohifas, que son células alargadas de levadura que permanecen unidas 

entre sí .7'11-12

Las levaduras son microorganismos eucariotas, que se reproducen asexualmente por 

un proceso específico de división celular conocido como gemación. Este proceso de división 

implica la producción de nuevo material celular proveniente de la superficie de la levadura 

(Figura 2 y Figura 3). Cuando el brote o yema ha crecido y se encuentra en su tamaño óptimo, 

se produce la división celular y se forma un tabique o septo entre las dos células. Las 

blastosporas o blastoconidios, son esporas que se originan de una parte de una célula 

somática, una hifa u otra espora y se desarrollan antes de la formación del septo que lo separa 

de la célula de origen.' 

13 



Figura 2. C. albicans vista en microscopio 

electrónico de barrido 

Cicatriz 
de yema- la. 

Membrana 
nuclear 

NutSe 

Invaginación de la 
membrana celular 

IntrodUCCión 

Membn3na 
vacuolar 

Peroxisoma 

Pared 
celular 

Poro nuclear 

Vacuolts 

Retículo 
endoplasmatico 

Membrana 
celular 

1pM 

Figura 3. Vista interna de C. albicans en 

proceso de gemación13

Todas las especies de Candida son similares y presentan tinción Gram positiva, pero 

en algunas ocasiones la forma de las blastosporas puede variar de ovoide a elongada o 

esférica. Microscópicamente, C. albicans presenta dimorfismo, el cual es una transformación 

de la forma ovoide de las blastosporas (levaduras) gemantes a hifas.734

En contraste con otras especies de Candida, C. albicans tiene una marcada tendencia a 

formar esporas grandes de pared gruesa, denominadas clamidosporas (Figura 4), sobre todo 

cuando se cultivan en un medio especial como agar harina de maíz. La clamidospora tiene un 

diámetro de 7 a 8 micras. Es una característica morfológica importante en la identificación de 

C. albicans. Asimismo, tiene la capacidad para producir pseudohifas y tubos germinativos 

(filamentación en suero; Figura 5) cuando las colonias son inoculadas en suero a temperatura 

de 37°C, observándose los resultados después de 2 o 3 horas. Un tubo gerrninativo se define 

como una extensión filamentosa de una célula levaduriforme que mide alrededor de la mitad 

del ancho y tres a cuatro veces el largo de la célula.1536 Este puede formarse al inocular 

células de C. albicans en suero humano (inclusive si el suero ha sido congelado y 

almacenado), así como en suero de diversos animales como perros, bovinos, conejos, 

cochinos de Guinea y caballos. En cambio, este no se forma en suero caliente coagulado.15 La 

forma filamentosa del hongo (hifa), es una estructura microscópica tubular, la cual contiene 

múltiples unidades celulares divididas por septos y puede surgir a partir de blastosporas o de 

hifas existentes. Esta crece continuamente por extensión apical.734 Así, C. albicans puede 

crecer al menos en tres morfologías diferentes: levaduras, pseudohifas e hifas. La diferencia 
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fundamental entre hifas y pseudohifas se relaciona con la organización de sus ciclos celulare 

En esta levadura las terminas hifa y tubo germinativa a menudo son usados como sinónimos. 

La proyección hifal que se forma en el primer ciclo celular, antes de la división, es llamada 

tubo gerrninativo y no debe ser usado para describir la yema elongada que se forma en el 

desarrollo de la pseudohifa. El termino hifa se refiere a todos los filamentos ramificados y no 

ramificados que tienen uno o más septos y no tienen constricciones o divisiones en el cuello 

de la célula madre» Los eventos que ocurren en los primeros ciclos celulares están descriptos 

en la Figura 6 A y una comparación entre pseudahifas e hifas en ciclos subsecuentes es 

mostrada en la Figura 6 B.18

Figura 4. Clamidospora de Candida 

albicans en agar harina de trigo 

• 

• 

Figura 5. Blastoconidios y tubos 

germinativos de Candida albicans 
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Figura 6. Representación de los ciclos celulares de levaduras, hifas y pseudohifas. (A) Ciclo 

celular de levaduras y los primeros ciclos celulares de hifas y pseudohifas inducidos desde 

células de levadura. El tubo germinativo de la hifa emerge antes de la transición Gl/S. (B) 

Representación de 2-4 ciclos celulares en hifas y pseudohifas después de la reinoculación de 

células de levadura 

La composición química de C. albicans está representada por 20-40% de proteínas y 

30-50% de polisacáridos, mientras que la proporción de lípidos es variable.19 La fracción 

lipídica va a depender de la cepa, de la edad del cultivo, de las condiciones ambientales y del 

origen de la fuente de carbono.2°

La pared celular de C. albicans está compuesta principalmente por los polisacáridos 

manano, glucano y quitina. El polisacárido manano representa aproximadamente entre 15,2% 

y 22,9% del peso seco y poco más de 40% de los polisacáridos de la pared celular del hongo. 

El D- glucano 13-1-3 y el D- glucano 13-1-6 constituyen entre 47% y 60% del peso seco de la 

pared celular. Otros componentes han sido reportados, tales como proteínas en cantidades que 
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oscilan entre 6 y 25%, lípidos entre 1 y 7% y quitina entre 0,6 y 9% del peso de la pared 

celular.21-26

Estudios ultraestructurales de la pared celular de C. albicans han demostrado una 

compleja microarquitectura. El número de capas y su morfología varían; esta variación está 

relacionada con varios factores tales como: la etapa de crecimiento celular, la forma de 

crecimiento (como levadura o como tubo germinal), la cepa seleccionada para su estudio, el 

medio de cultivo empleado para el crecimiento celular y los procedimientos de fijación.21

La mayoría de los investigadores han descrito cinco capas dentro de la pared celular, 

las cuales son (de adentro hacia afuera): manoproteínas, 13- glucano -quitina, 13- glucano, 

manoproteínas y una capa de fibrillas (Figura 7).21-28 

Fibrillas 

Manoproteínas 
--1--. ...__-- —n -•-_ l .. -,-; :-..-_--

. • • 
• . . : • 

• . 
. .. * • . . . • • • • . 
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• • . • • • ,, • .. . 'J. . . . " •• 
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Manoproteínas 

Membrana Citoplasmáttca 

Figura 7. Diagrama esquemático de la pared celular de C. albicans 

Las capas internas de la pared celular están compuestas mayormente por quitina y 

glucano.21 Estos componentes le dan rigidez a la célula y son esenciales para la división 

celular.29'3° Están presentes tres tipos de glucano: 1) glucano 13-1,6 altamente ramificado, 2) 

glucano 13-1,3 altamente ramificado y 3) glucano muy complejo 13-1,6-13-1,3 mezclado con 

quitina. Las proporciones de ciertos tipos de glucano difieren entre las levaduras y los tubos 

germinales de C. albicans.31

La capa externa de fibrillas de la pared celular de C. albicans, tanto en levaduras como 

en hifas está compuesta de manan° o manoproteínas, aunque este componente también está 

localizado en varios lugares de la pared celular. Esta capa ha sido descrita en ocasiones como 

un revestimiento mucoso o capsular.32 El manano ha sido identificado como el antígeno 

principal de la superficie celular de C. albicans.21 Basados en estudios de adsorción y de 

aglutinación este organismo fue agrupado en dos serotipos designados como A y B.33 La 
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representación de las manoproteínas de la pared celular de C. albicans está constituida por 

residuos de manosa unidos entre sí por enlaces a-1,6, los cuales se unen a la porción de la 

proteína a través de dos residuos de N-acetil glucosamina (unidos entre sí por enlaces 13-1,4) y 

un residuo de asparagina y residuos de manosa que se unen a la proteína a través de residuos 

de los aminoácidos seria y treonina (Figura 8).21

CADENA EXTERNA VARIABLE 
(manosa/fosfato) Proteína 

L .-..., I, 11•4 • " 
M- M- M- M- M- M - NAcGIc - NAcGic - NH2 -Amn 

I 1 1 1 I 
M (M)2 M (M)2 (M)2 

(M).— O - Ser 

(M),,— O - Thr 

Proteína 

Figura 8. Representación de las manoproteínas de la pared celular de C. albicans; NAcGlc 

N-acetil D-glucosamina, M = manosa, Ser = seria, Thr = treonina, 

Asn = asparagina 

La membrana citoplasmática es una estructura que reviste gran importancia, ya que los 

antimicóticos actúan a nivel de la misma, además de contener las enzimas responsables de la 

síntesis de la pared celular. Esta presenta una doble capa compuesta por lípidos y posee 

invaginaciones, que se observan como surcos de 200 a 300 nanómetros de longitud, por 35 a 

40 nanómetros de espesor.34'35 Fosfatidiletanolamina y fosfatidilglicerol constituyen el 90 % 

de los fosfolípidos de la membrana de C. albicans.36 Además de los lípidos, la membrana 

citoplasmática está compuesta por grandes cantidades de proteínas y de carbohidratos en 

menor proporción.37'38

En el citoplasma, al igual que otras células eucariotas, C. albicans presenta: 

ribosomas, mitocondrias con doble capa, gránulos de glucógeno y vacuolas que contienen en 

algunas ocasiones cuerpos lipídicos y gránulos de polifosfato. El núcleo es típico de una 

célula eucariota, con membrana nuclear limitante, uno o varios nucléolos, ADN, ARN y 

varios cromosomas.39

Las levaduras del género Candida son la causa principal de infecciones fúngicas 

invasivas y responsables del 70-90 % de todos los casos." Dentro del género Candida, 
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C.albicans es la especie más virulenta" y la especie predominante encontrada sobre las capas 

de la mucosa oral, en infecciones vaginales y en infecciones del torrente sanguíneo.42 Este 

microorganismo es un hongo comensal en individuos saludables. Sin embargo, en 

hospedadores inmunocomprometidos, C. albicans puede penetrar el epitelio causando 

infecciones sistémicas y sanguíneas. Otros factores para el desarrollo de infecciones son la 

producción del tubo germinativo, crecimiento a 37 °C, producción de proteasas y fosfolipasas, 

y adherencia de C. albicans a las células epiteliales.43 C. albicans no es la única especie 

asociada con la micosis oral en humanos pero es la micosis más común afectando pacientes 

con VIH. En estos pacientes la candidiasis orofaríngea es una causa mayor de morbilidad. La 

candidiasis oral puede también conducir a candidiasis esofágica, una complicación aún más 

preocupante." 

3.3.2. Cultivos de las especies de Candida 

Las especies de Candida crecen bien en medios de cultivo con agar, peptona, dextrosa, 

maltosa o sacarosa. Las colonias muy pequeñas aparecen en un lapso de 24 a 36 horas en agar 

Sabouraud (AS) y miden de 1,5 a 2 mm de diámetro después de 5 a 7 días. Las colonias son 

típicamente blancas por completo, pero adquieren un color crema o "requemado" al continuar 

envejeciendo. Para aislarlas de las muestras clínicas que siempre llevan bacterias se agregan 

antimicrobianos como el cloranfenicol al medio simple." 

En AS o en otros medios de cultivo similares, las colonias que crecen son lisas, 

suaves, húmedas, de color y aspecto cremoso (Figura 9). Estas colonias tienen un tamaño que 

oscila entre 1,5 y 2 mm de *diámetro, de consistencia blanda y rápidamente proyectan 

filamentos hasta la profundidad del agar. Después de 4-5 días se percibe un olor característico 

de levadura."'" Otros medios de cultivo en los cuales puede crecer C. albicans son: Pagano-

Levin, en el cual las colonias se observan de color crema; Albicans ID (Biomerieux), donde 

las colonias se observan de color azul y CHROMagare Candida (CHROMagar), 

observándose las colonias de color verde.45

Las colonias de Candida crecen in vitro en condiciones de aerobiosis en medios de 

cultivo a pH con rango entre 2,5 y 7,5 y temperatura que oscila entre 20 °C y 38 °C. El 

crecimiento de colonias se puede detectar entre 48 y 72 horas después de la siembra y los 

subcultivos pueden crecer más rápidamente.' La habilidad de las levaduras de crecer a 37 °C 

es una característica importante a ser considerada en su identificación a partir de muestras 

clínicas. Las levaduras más virulentas crecen rápidamente a temperaturas que oscilan entre 

25°C y 37 °C, mientras que las poco virulentas dejan de crecer a 37 °C." 
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Figura 9. Colonias de C. albicans en agar Sabouraud, cultivo de 48 h a 37 °C 

3.3.3. Hábitat de Candida 

Los microorganismos del género Candida son oportunistas que se encuentran como 

comensales en cavidad bucal, intestino, vagina (mujeres gestantes), secreción bronquial, piel 

del hombre y de ciertos animales. En la cavidad bucal la colonización es significativamente 

distinta de sitio a sitio.7'44

No obstante, la capacidad de infección por Candida disminuye porque existe un 

equilibrio biológico con la flora comensal bacteriana. En general, C. albicans no está presente 

de manera prolongada en la piel sana, excepto en la región perianal.11

La presencia de C. albicans como comensal en las membranas mucosas de sujetos 

asintomáticos es común, ya que, existe un balance entre los mecanismos de defensa del 

hospedador y el potencial invasivo por parte de las levaduras." Sin embargo, en sujetos 

inmunosuprimidos o médicamente comprometidos, la infección por C. albicans, o por otras 

especies de Candida puede derivar en el establecimiento de una candidiasis, la cual se puede 

manifestar de manera superficial o invasiva.46'47

Los cambios en el hospedador son usualmente los responsables del desequilibrio 

ecológico. Estos cambios, además de la disminución de los mecanismos de defensa, pueden 

ser: reducción del flujo salival, disminución de las inmunoglobulinas, debilidad general, 

estados de malnutrición, desórdenes endocrinos como hipotiroidismo, infección por VIH, 

antibioticoterapia prolongada, quimioterapia y radioterapia.48-5°

C. albicans se puede encontrar en condición facultativamente patógena, desde un 

estado saprofítico simple, pasando por el comensalismo, hasta la situación de patógeno. 

Resulta muy dificil la transmisión de la infección por C. albicans de animal a hombre, siendo 

el ciclo de infección más común de animal a animal y de hombre a hombre.51 C. albicans, es 

el patógeno fúngico humano más importante, causando varias enfermedades desde 

infecciones de la mucosa superficial hasta desordenes sistémicos mortales.52-54
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3.4. Agentes antifúngicos 

Existen cinco clases principales de fármacos antifúngicos: los análogos de pirimidina 

fluorada, los polienos, las alilaminas, los azoles y las equinocandinas. En la Tabla 1 se 

describe el sitio blanco de cada uno y los mecanismos de resistencia exhibidos por parte de 

los microorganismos.55

Tabla 1. Fármacos antifúngicos, sus sitios blanco y posibles mecanismos de resistencia 

Clase de antiffingico y sus 

miembros 

Blanco primario 

(modo de acción) 

Mecanismo de resistencia 

Análogos de pirimidlna 

fluorada 

5-FC 

Polienos 

nistatina, anfotericina B 

Alilaminas 

terbinaftna, naftifma 

Azoles 

miconazol, fluconazol, 

itraconazol, voriconazol, 

posaconazol, ravuconazol, 

isavuconazol, pramiconazol, 

albaconazol 

Equinocandinas 

caspofungina, micafungina, 

anidulafungina 

Síntesis de ARN y ADN 

(incorporación errónea de 5-

fluorouracilo) 

Ergosterol de la membrana 

celular (incrementa la 

permeabilidad y daño oxidativo) 

Biosíntesis de ergosterol 

(inhibición de la escualeno 

epoxidasa; acumulación de 

intermediarios de esterol tóxico) 

Biosíntesis de ergosterol 

(inhibición de Ergl lp, paso 

limitante de la biosíntesis de 

ergosterol; conversión del 

sustrato Ergl lp en esteroles 

metilados tóxicos) 

Biosíntesis de la pared celular 

[Inhibición de 13(1,3)-glucano 
sintasa] 

Mutación en Furlp (uracilo 

fosforribosil transferasa) 

Inducción de bajo contenido de 

ergosterol de membrana, en 

algunos hongos 

Mutaciones en Erglp, eflujo a 

través de transportadores ABC, 

inducción de tolerancia al estrés, 

inducción de la detoxificación 

Mutaciones en Ergl lp, 

sobreexpresión inducida de 

Erg! I p, eflujo a través de 

transportadores ABC y MFS, 

tolerancia a los esteroles 

metilados mediante mutación en 

ERG3. 

Mutación en P(1,3)-glucano 

sintasa 
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3.4.1. Los azoles 

La incidencia de infecciones fúngicas ha aumentado en las últimas tres décadas debido 

a varios factores: el incremento del número de pacientes inmunodeprimidos (tratamientos 

quimioterápicos oncológicos, trasplante de órganos, sida, pacientes sometidos a tratamiento 

esteroideo), el empleo de antibacterianos de amplio espectro y el mayor uso de 

procedimientos médicos invasores.56'57'58

C. albicans y Aspergillus spp. son las principales causas de estas infecciones. Sin 

embargo, en los últimos años se ha observado la emergencia de especies de Candida distintas 

de C. albicans, así como otros hongos oportunistas que antes eran raros. Así se observa un 

aumento en la proporción de C. glabrata y C. krusei relacionado con el uso de azoles de 

primera generación, o de C. parasitosis en relación con los catéteres. 

El incremento del uso de azoles como profilaxis ha disminuido la incidencia de 

candidiasis invasora en algunas poblaciones (pacientes sometidos a trasplante de progenitores 

hematopoyéticos). Sin embargo, el empleo de los azoles puede llevar a la aparición de cepas 

de C. albicans resistentes, así como a la aparición de especies distintas a ella resistentes a este 

azo1.56

En 1969 se publican datos sobre los primeros azoles, clotrimazol y miconazol. Ambos 

contienen un anillo imidazólico, en el cual recae la actividad del fármaco, pero difieren en la 

distancia entre el imidazol y el átomo de carbono asimétrico (Figura 10). 

La parte activa del clotrimazol se ha utilizado en pocos derivados y siempre para 

administración tópica. En cambio, la estructura del miconazol ha servido para crear muchos 

derivados de administración tópica y es la base del ketoconazol, el primer azol con suficiente 

biodisponibilidad oral para emplearse en el tratamiento de infecciones micóticas profundas. 

En el ketoconazol se produce un cambio estructural importante respecto al miconazol, que 

consiste en la introducción de un anillo dioxolano en el carbono asimétrico del grupo activo 

(Figura 10). 

En los años 1980 se introdujeron dos nuevos cambios en la estructura química de estos 

fármacos que se han mantenido en los derivados más modernos. El primero fue la sustitución 

del imidazol por un triazol y el segundo el uso de un átomo de flúor en lugar de cloro en el 

anillo benceno unido al átomo de carbono asimétrico (Figura 11). Ambas modificaciones se 

han relacionado con una mayor especificidad por la enzima del hongo y menor por la 

humana.59 
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En las levaduras del género Candida, el blanco de los antifúngicos azólicos es la 

proteína Ergl 1 p. Esta proteína está localizada en la cara interna de la membrana del retículo 

endoplasmático liso, una organela que está involucrada en un número de vías biológicas, 

especialmente en la síntesis de lípidos, incluyendo aceites, fosfolípidos y esteroides. 

Precisamente, Ergllp está involucrada en la biosíntesis de ergosterol, el esterol principal de la 

membrana de las células fúngicas.6° Ergl 1 p es una lanosterol 14-a-desmetilasa que cataliza la 

desmetilación del C-14 del lanosterol y es un miembro de la familia del citocromo P450 

(Figura 12). Ergl lp es una hemoproteína que tiene un átomo de hierro como grupo prostético, 

cuya función es fijar el oxígeno molecular necesario para la actividad enzimática. En efecto, 

la enzima lo necesita para oxidar tres veces sucesivamente el sustrato lanosterol para eliminar 

progresivamente el grupo metilo como ácido fórmico. Para lograr su función, Ergllp requiere 

también protones y por lo tanto forma parte de un complejo óxido-reductasa. Este es asociado 

y regulado coordinadamente con el NADPH-citocromo P450 reductasa Ncplp, el cual actúa 

como donante de electrones.61

Acetil-CoA 

Lanosterol 

10-4 14a-desreetliesa

Ergosterol 

Figura 12. Síntesis de ergosterol en hongos 

Los antifúngicos azólicos se comportan como inhibidores competitivos de la fijación 

de 0 2 uniéndose al sexto sitio de coordinación del hierro en el grupo hemo por el nitrógeno 

del N-heterociclo del anillo del triazol (Figura 13).62 Una vez unido al paquete catalítico de la 

enzima, los azotes impiden la desmetilación del lanosterol. Esto conduce a un déficit de 

ergosterol y por lo tanto tiene múltiples consecuencias sobre la fisiología de la célula de la 

levadura. En efecto, el ergosterol desempeña funciones importantes en la célula fúngica tales 
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como el correcto funcionamiento de las proteínas de membrana, la compartimentalización de 

la membrana, la endocitosis, la fusión vacuolar y la señalización de feromonas.63 Otra 

consecuencia de la acción de los azoles es la acumulación de esteroles metilados los cuales 

son tóxicos para la célula fúngica, en particular 14a-meti1-ergosta-8,24(28)-dien-313,6a-diol, 

mas simplemente llamado 14a-metil-3,6-diol." 

Figura 13. Interacción de los azoles con la enzima ERG 11p59

Una movilización fuerte de la comunidad científica permitió la dilucidación de los 

mecanismos moleculares subyacentes a la resistencia del fluconazol en las levaduras de 

Candida, de los cuales un número de ellos podrían ser extrapolados a la familia triazol 

completa.65 La resistencia a fluconazol puede ser causada por diferentes mecanismos, 

incluyendo: 

• Alteración en la vía biosintética del esterol. La inhibición de Ergl 1 p por fluconazol 

resulta en la depleción del ergosterol y también en la acumulación de esteroles 

metilados, los cuales inhiben el crecimiento. La alteración de la vía biosintética impide 

la acumulación de estos compuestos inhibidores del crecimiento. 

• Expresión incrementada del gen ERG11 que codifica la enzima blanco de fluconazol, 

Erg 1 lp. Como un mecanismo de retroalimentación para reponer el ergosterol perdido. 

• Mutaciones en el gen ERG11, resultan en una substitución de aminoácidos que alteran 

la configuración espacial de Ergllp disminuyendo su afinidad al fluconazol. 

• Sobreexpresión de genes codificantes de las proteínas transportadoras de membrana, 

los cuales transportan fluconazol fuera de la célula. 
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En aislamientos clínicos de C. albicans, muchos de estos mecanismos están a menudo 

combinados para dar lugar a un desarrollo gradual de resistencia a fiuconazol clínicamente 

relevante.66

Los tratamientos convencionales para candidiasis oral han demostrado tener un efecto 

fungistático más que fungicida, resultando en un tratamiento inadecuado para los pacientes. 

Además, la resistencia creciente de C. albicans hacia los agentes antifúngicos tópicos y 

sistémicos ha hecho más difícil un tratamiento efectivo.67-69

3.5. Terapia fotodinámica 

3.5.1. Historia 

Hace aproximadamente 100 años Oscar Raab reportó que el naranja acridina era letal 

para el paramecio en presencia de la luz del sol y en 1904, Von Tappeiner combinó una 

solución de eosina al 5% aplicada tópicamente y la luz para tratar tumores cutáneos, 

condilomas y lupus cutáneo. En 1960, Lipson y Schwarz demostraron la localización del 

agente fotosensibilizante hematoporfirina en los tumores. Pero recién alrededor de 1970, 

Diamond consigue destruir tumores con luz blanca tras la inyección de hematoporfirina en 

modelos animales de cáncer. En 1976, Kelly y Snell, indujeron necrosis de papilomas de 

vejiga sin dañar el tejido sano usando un derivado de la hematoporfirina. En 1978, Daugherty 

y col. presentaron numerosos estudios acerca de la aplicación de esta técnica nueva en el 

tratamiento de tumores cutáneos con hematoporfirina administrada por vía endovenosa como 

sustancia fotosensibilizante y en 1999 se aprobó la aplicación tópica del ácido 5-

aminolevulínico (5-ALA), el cual conduce a la producción endógena de la protoporfirina IX 

como agente fotosensibilizador." 

Si bien la luz ha sido empleada en el tratamiento de enfermedades desde la 

antigüedad.71 Sólo recientemente ha sido utilizada con algún grado de importancia en 

medicina y cirugía. Una de las aplicaciones más recientes y significantes de 

fotosensibilización en medicina es la detección y el tratamiento de tejidos neoplásicos.72

La terapia fotodinámica (TFD) ha sido utilizada exitosamente en el tratamiento de 

varios tumores, incluyendo a los de cáncer de piel, cáncer en la cavidad oral, cáncer 

bronquial, de esófago, de vejiga, tumores en cabeza y cuello, además de tumores no 

malignos.71'91'93 A lo largo de los años muchos efectos biológicos se produjeron aplicando 

fotosensibilizadores como herbicidas," 74 insecticidas,75'76 antibacterianos, antimicóticos y 

antivirales77'78 y para la esterilización de agua, fluidos biológicos y sangre contaminada con 

microorganismos patógenos.77-81 
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3.5.2. Principios básicos 

La interacción de la luz con los organismos vivos puede conducir a la formación de 

varias especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno (ROS y RNS, respectivamente). El 

mecanismo fotoquímico puede involucrar reacciones fotoquímicas directas de las especies 

excitadas (ionización, dimerización, etc.) o reacciones conducidas por mecanismos de 

fotosensibilización, los cuales son los mecanismos principales que ocurren durante la 

irradiación con luz UVA (320-400 nm) y visible (400-700 nm). Cuando la tasa de producción 

de ROS y RNS supera sus respectivas tasas de supresión, se establece un desbalance redox y 

éste a menudo está implicado en una serie de condiciones fisiológicas y patológicas, 

incluyendo cáncer, envejecimiento, fotoenvejecimiento de piel y una variedad de procesos 

degenerativos.82 Por otro lado, el desbalance redox fotoinducido también puede ser inducido 

artificial e intencionalmente como una estrategia para atacar y destruir blancos celulares y/o 

tejidos. Tal estrategia, conocida como TFD, ha sido usada satisfactoriamente para tratar varias 

enfermedades. La TFD requiere la incorporación selectiva de una droga fotoactiva, es decir un 

fotosensibilizador, en las células o tejidos objetivos, seguido por la subsecuente exposición de 

la región blanco a luz de longitud de onda apropiada. La acción combinada del 

fotosensibilizador y la luz generan las especies citotóxicas que en última instancia conducen a 

la muerte celular.83-88

La TFD aprovecha las reacciones fotoquímicas originadas de la interacción de agentes 

fotosensibilizantes, la luz y el oxígeno, con fines terapéuticos. Este procedimiento consta de 

dos fases. La primera consiste en la fotosensibilización de las células anormales. Esta 

fotosensibilización se puede lograr administrando agentes exógenos por vía tópica, oral o 

intravenosa (porfirinas, ftalocianinas, etc.) o estimulando la vía endógena aplicando 

precursores como el 5-ALA o sus derivados. Los precursores son de preferencia absorbidos 

por células en fase de proliferación y transformados en protoporfirina.89 Las protoporfirinas 

son componentes de la hemoglobina, cuando no se incorporan a la molécula del hemo pueden 

absorber energía de los fotones y transferirla a las moléculas de oxígeno que están en la 

cercanía. La segunda fase involucra la activación del fotosensibilizador en presencia de 

oxígeno, mediante una luz con longitud de onda específica dirigida contra el blanco 

terapéutico. La TFD tiene selectividad dual. En primer lugar porque el fotosensibilizador se 

acumula preferentemente en las células y por otro lado la luz incide sobre las mismas 

minimizando el daño de las estructuras sanas adyacentes." 
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La TFD del cáncer es una modalidad terapéutica promisoria para el tratamiento y cura 

de algunos tumores sólidos.9091 Los tejidos neoplásicos tratables incluyen a aquellos tumores 

que pueden ser irradiados externamente o internamente por endoscopia a través del uso de 

fibras ópticas.92'93 También, la TFD es efectiva para el manejo de lesiones cutáneas 

superficiales premalignas, malignas y benignas, en casos en los cuales el tamaño, el sitio o el 

número de las lesiones limitan la eficacia o la aceptabilidad de las terapias convencionales. La 

TFD es un procedimiento apropiado para personas que tienen contraindicada la cirugía por su 

edad, enfermedades asociadas (cardiopatía, trastornos de la coagulación, etc.) o como es el 

caso de los pacientes trasplantados, dado que permite su tratamiento de forma menos agresiva. 

La tasa de efectos adversos es baja y los resultados cosméticos son buenos." 

3.5.3. Mecanismo de acción 

Los agentes fotosensibilizadores tienen una configuración electrónica estable, la cual 

está en un estado singlete en su nivel energético basal o más bajo, °Sens.95 Esto significa que 

no hay espines electrónicos desapareados (Figura 14).9697

Figura 14. Estado fundamental singlete (°Sens) de una molécula y estados excitados singlete 

(ISens*) y triplete (3Sens*). Los símbolos (TI) y (TI') representan pares de electrones 

apareados y desapareados, respectivamente 

Después de la absorción de un fotón de luz de longitud de onda específica, las 

moléculas del fotosensibilizador son promovidas a un estado excitado, ISens*, el cual es 

también un estado singlete y es de corta duración con un tiempo de vida media entre 1-10 

rlS.95'98 El fotosensibilizador puede regresar al estado basal emitiendo un fotón de luz 

(fluorescencia) o por conversión interna con pérdida de energía como calor. Alternativamente, 
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la molécula puede convertirse al estado triplete, 3Sens*. Esta conversión ocurre por un sistema 

de intercruzamiento el cual involucra un cambio en el espín de un electrón." Desde este 

estado, el agente excitado, también puede regresar al estado basal emitiendo un fotón de luz 

(fosforescencia) o por decaimiento térmico. El fotosensibilizador en estado triplete posee 

menor energía que el estado singlete pero tiene un tiempo de vida mayor que permite 

intervenir en procesos biomoleculares (Figura 15). 

El mecanismo fotoquímico asociado con la muerte celular ha sido clásicamente 

descripto por dos categorías de oxidaciones fotosensibilizadas. La primera categoría 

(mecanismo tipo I) tiene en cuenta muchos procesos redox de un electrón (electrón o 

electrones acoplados a protones, o transferencia de átomos de hidrogeno directa) entre el 

fotosensibilizador en estado electrónicamente excitado triplete (3Sens*) y un blanco celular tal 

como lípidos insaturados de membrana, proteínas, ADN o incluso oxígeno molecular disuelto. 

Los radicales formados en esta etapa inicial tendrán electrones desapareados centrados en 

átomos de carbono, oxígeno, azufre o nitrógeno.82 Usualmente, pero no siempre, los tripletes 

son reducidos, generando radicales aniónicos (o semireducidos) y los fotosensibilizadores son 

oxidados, formando radicales catiónicos (o semioxidados). El oxígeno molecular reacciona 

rápidamente con radicales aniónicos o semireducidos, formando radical anión superóxido, 

reponiendo el fotosensibilizador en estado fundamental. El oxígeno además puede unirse a 

muchos radicales, formando por ejemplo, radicales peroxilo con radicales centrados en 

carbono.82 Las reacciones que ocurren después de esta etapa inicial, pueden involucrar 

reacciones de radicales con otros sustratos (oxígeno, peróxido de hidrogeno, metales de 

transición con actividad redox, óxido de nitrógeno y sitios redox activos de biomoléculas), 

causando producción intracelular de una gran variedad de radicales, ROS y RNS citotóxicos, 

incluyendo radicales hidroxilo, los cuales son considerados ser las ROS más reactivas, 

capaces de sustraer átomos de hidrógeno de los grupos metileno. 82,100-102 Por otro lado, la 

energía electrónica disponible en el fotosensibilizador en estado triplete puede ser transferida 

al oxígeno molecular y conducir a la producción intracelular de oxígeno molecular singlete 

(10 2) (mecanismo tipo II).m° Debido a que ambos, radicales libres y 102, pueden ser especies 

altamente citotóxicas, los dos mecanismos tipo I y II pueden inducir la destrucción de blancos 

biológicos (Figura 16). 83-88300,101
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Cualquier especie electrónicamente excitada puede participar en ambos mecanismos 

de fotosensibilización, la competencia entre estas vías de reacción son moduladas 

principalmente por las propiedades y concentraciones de los distintos sustratos disponibles en 

el medio de reacción, así como por el nivel energético del triplete y los potenciales de óxido-

reducción del triplete asociado con el fotosensibilizador.100-102 Los procesos de tipo II pueden 

ser más eficientes para las aplicaciones en TFD que sus respectivos homólogos tipo 1.83-88 Esta 

última premisa se origina en la observación de que la producción de radicales libres a través 

de mecanismos de tipo I puede conducir a la destrucción del fotosensibilizador, aunque los 

derivados radicales provenientes del fotosensibilizador pueden ser recuperados al agente 

fotodinámico mediante la reacción con moléculas de oxígeno. Por el contrario, los eventos de 

transferencia de energía (tipo II) son más propensos a preservar el fotosensibilizador. Sin 

embargo, la evaluación del potencial del fotosensibilizador para las aplicaciones en TFD 
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puede ser engañosa cuando se basa solamente sobre las propiedades fotoquímicas y 

fotofisicas (estudios in vitro).101-105 Además, no siempre es fácil predecir la participación de 

los mecanismos tipo I y II en ambientes biológicos complejos.86,101-103 

Por lo tanto, se cree que el 10 2 es el factor principal responsable de la acción 

fotodinámica.853°6 Este oxígeno altamente reactivo tiene un tiempo de vida corto de 

aproximadamente 10-6 s (Figura 17) y las células eucariotas tienen un diámetro de —10-30 pm. 

Así, el efecto inicial producido por el 10 2 está espacialmente confinado al lugar de formación 

y la muerte celular depende de la localización intracelular del fotosensibilizador.1°7 En 

consecuencia, la difusividad limitada puede aumentar la respuesta localizada sin daño a los 

tejidos del huésped. Sin embargo, incluso en los casos donde pueden ocurrir reacciones de 

tipo I, las reacciones de tipo II comúnmente tienen lugar en tándem y es difícil diferenciar los 

efectos fotobiológicos que son debidos exclusivamente a las especies radicales.1°8 Para 

determinar el mecanismo involucrado en la toxicidad del fotosensibilizador, los estudios de 

fotosensibilización celular pueden ser llevados a cabo en presencia de recolectores y 

desactivantes específicos de especies de oxígeno activas.109

Figura 17. Fotogeneración de 10 2 durante el proceso fotodinámico 

En resumen, ambos mecanismos pueden ocurrir simultáneamente y la relación entre 

los dos procesos depende principalmente del sensibilizador, del sustrato y de la naturaleza del 

medio.11° Sin embargo, en condiciones aeróbicas está aceptado que 10 2 es la principal especie 

responsable de la inactivación celular.107,111,112 
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3.5.4. Agentes fototerapéuticos 

Dentro de las familias de los fotosensibilizadores propuestos para aplicaciones en 

TFD, podemos mencionar porfirinas, clorinas, ftalocianinas, fullerenos, fenotiazinas y 

aminotriarilmetanos. Algunos de los requisitos más importantes que debe caracterizar a un 

fotosensibilizador para lograr una actividad fotodinámica efectiva son:113314

• Un proceso de síntesis adecuado. 

• Alta pureza química. 

• Alto coeficiente de absorción en la región visible del espectro cercana a la 

ventana fototerapéutica (600 a 800 nm). 

• Energía del estado triplete apropiada (ET>95 kJ/mol) para poder transferir 

eficientemente la energía al estado fundamental del oxígeno. "3 '11413'114

• Estado excitado triplete con un tiempo de vida largo para producir 

eficientemente (TT>1 ptS).72.79

• Alta selectividad por el tumor y baja toxicidad en otros tejidos. 

• Toxicidad mínima en la oscuridad. 

• Eliminación más rápida en el tejido sano.94315

• Alta habilidad para inducir la muerte tumora1.116

10 2

Estas características fotofísicas varían no sólo con los sustituyentes de los 

fotosensibilizadores sintetizados, sino también con la formación de complejos con metales, 

tales como paladio, cinc, cobre y cadmio.'17

3.6. Fotoinactivación de levaduras 

La creciente resistencia a los agentes antifúngicos de uso en terapéutica aumentó la 

atención en la inactivación fotodinámica (IFD) de los hongos.118 El interés en la IFD de 

levaduras se basó inicialmente en el papel de la levadura como organismo modelo. Son fáciles 

de cultivar y pueden ser utilizadas en las investigaciones que se dificultan para ser realizadas 

con células más complejas. Las levaduras tales como Saccharomyces cerevisiae y 

Kluyveromyces marxianus se han utilizado como los organismos modelos para determinar el 

daño celular inducido por inactivación fotodinámica en las células eucariotas.119-122 Luego la 

atención se centró principalmente en la IFD de hongos patógenos o potencialmente patógenos 

como el Aspergillus fumigatus,123 Trichophyton rubrum124325 y especialmente C. 

albicans.53'126'127 Este último es un habitante común de la boca, de la garganta, de la zona 
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digestiva y de la piel y en anfitriones con un sistema inmune comprometido puede llegar a ser 

patógeno.121129 La candidiasis en la orofaringe es una de las infecciones oportunistas más 

comunes que acompaña a pacientes de SIDA, y la resistencia de C. albicans a fluconazol, un 

agente antifúngico usado con frecuencia por tales pacientes, ha sido demostrada.118'130'131 

La IFD surge como una alternativa probable debido a que no induce resistencia ni 

provoca efectos mutagénicos.132 Además, la posibilidad de erradicar hongos por la activación 

de drogas con luz parece tener un potencial terapéutico inmediato para el manejo de 

enfermedades infecciosas. 

3.6.1. Principios generales de la IFD de hongos 

Muchos sensibilizadores, mayormente pertenecientes a tres grupos químicos 

(fenotiazinas, porfirinas y ftalocianinas) han sido investigados. Como regla general, los 

sensibilizadores deberían ser desprovistos de toxicidad en ausencia de la activación con luz y 

en presencia de irradiación evitar efectos de genotoxicidad y mutagenicidad.133334 El peligro 

de daños en el ADN en hongos es reducido por la presencia de una membrana que envuelve al 

núcleo y puede actuar como una barrera a la penetración de los sensibilizadores o de sus 

fotoproductos.135 El efecto fotodinámico antimicrobiano ha sido declarado estrictamente 

dependiente de parámetros físicos y químicos como la banda de absorción (Xmax), la intensidad 

de absorción (c.) y la cantidad producida de 10 2 136 Además, los mecanismos y la eficiencia 

de la inactivación celular son dependientes de otras propiedades químicas como el balance 

lipofilicidad/hidrofilicidad (log P), el grado de ionización (pKa) y la presencia de grupos 

cargados eléctricamente que califica el tipo y la eficacia de los mecanismos celulares de 

incorporación del fotosensibilizador y las vías de su distribución entre los compartimientos 

subcelulares.136

La pared celular del hongo le provee protección del ambiente.137 Por lo tanto, la 

eficiencia del proceso fotosensible es marcadamente más pronunciado por agentes con mayor 

capacidad de penetración en el interior celular. Recientemente, los derivados de porfirinas 

catiónicas han sido investigados para la aplicación en el tratamiento y control de levaduras.138" 
140 

La región del espectro visible usado para activar el sensibilizador es un tema 

importante según el tipo de tratamiento a realizar. La luz con longitudes de onda en las 

regiones del rojo lejano y el infrarrojo cercano (600-800 nm) puede penetrar profundamente 

en la piel de los mamíferos. Por lo tanto, los fotosensibilizadores con bandas de absorción en 

-EEM 
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esas longitudes de onda son necesarios para los tratamientos de infecciones que pueden 

colonizar en zonas más profunda de los tejidos. Sin embargo, los fotosensibilizadores que 

absorben en la región azul pueden ser adecuados para el tratamiento de las especies de 

Candida que pueden invadir tejidos superficiales, tales como la pie1.141

La IFD de levaduras está basada en la administración de un fotosensibilizador, el cual 

es acumulado preferencialmente en la célula microbiana. La subsiguiente irradiación con luz 

visible, en presencia de oxígeno, produce específicamente daños en la célula que, 

consecuentemente, inactiva a los microorganismos (Figura 1 8).85 La IFD posee la ventaja 

sobre otras terapias de tener una selectividad dual, ya que no sólo el fotosensibilizador puede 

ser específico de una clase de células, sino que también la luz puede ser irradiada 

puntualmente en el área afectada.142

Quo 
clbrfi 
Células 

Administración 
del sensibilizador 

Irradiación con 
luz visible 

Acumulación Inactivación 
selectiva de células 

Figura 18. Inactivación fotodinámica de células fúngicas 

3.6.2. Ventajas de la IFD 

Estudios alentadores sobre IFD de C. albicans muestran la importancia de desarrollar 

posibles alternativas para la terapia antimicrobiana tópica. Los descubrimientos de estos 

estudios han mostrado que la IFD actúa marcadamente más rápido contra los 

microorganismos que los fármacos antimicrobianos. Al mismo tiempo, patógenos sensibles y 

resistentes son eliminados en la misma medida.'" Se ha observado que la terapia 

fotodinámica posee la capacidad de fotodegradar factores de virulencia secretados, como 

proteínas, enzimas y lipopolisacáridos.143'144

En los últimos años no se han detectado efectos mutagénicos en células 

fotosensibilizadas, los mecanismos de IFD no son blanco específicos y muchos componentes 

celulares diferentes son dañados por las ROS, así que la resistencia es poco probable que se 

desarrolle por el uso prolongado.145'146 
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Los tejidos infectados localizados y superficiales, tales como en la candidiasis 

mucocutánea, son fácilmente accesibles para la distribución tópica del fotosensibilizador y la 

luz. Esta distribución parece ser la característica más prometedora de la IFD, debido a que no 

hay daño del tejido circundante ni se altera la flora bacteriana residual)" En la Figura 19 se 

comparan las ventajas del tratamiento fotodinámico en relación al tratamiento con 

antibióticos. 147

Ventajas de la IFD 

Bacterias 

rtyd"-

Aplicación 
Seguro para los tejidos humanos 
Bajo costo, resultados rápidos 
Versátil 
Posibilidad de actuar en el tejido muerto o dañado 

Parásitos VIrLIS 

Efectividad 
Amplio espectro 
Erradica patógenos en biofilms 
No induce el desarrollo de resistencia 
Destruye factores de virulencia secretados 

Figura 19. Descripción esquemática de las ventajas de la IFD para infecciones localizadas 

comparada con las drogas antibióticas 

3.7. Características generales de las porfirinas 

Los núcleos porfirínicos consisten en cuatro anillos del tipo pirrólico unidos por 

grupos metino originando un macrociclo (Figura 20). Las porfirinas son estructuras planas 

con un tamaño de aproximadamente 9 Á de diámetro y con una cavidad central de 4 Á que 

permite acomodar una gran variedad de iones metálicos logrando, de esta manera, variar las 

propiedades del macrociclo.72
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1 
A 

Figura 20. Representación e imágenes en tres dimensiones del anillo tetrapirrólico. (A) 

frente, (B) perfil 

Las porfirinas son compuestos aromáticos. La estructura presente en los macrociclos 

tetrapirrólicos hace de las porfirinas compuestos pocos solubles en solventes orgánicos y 

prácticamente insolubles en agua. Sin embargo, la sustitución por diferentes grupos en la 

periferia del anillo, permite modificar su solubilidad en solventes no acuosos y estudiar sus 

propiedades en diferentes medios. 

3.7.1. Características espectroscópicas y fotoquímicas 

Las porfirinas presentan dos clases de bandas en el espectro de absorción visible: una 

banda intensa (E--2x105 154-1cm-i) alrededor de 420 nm, llamada banda Soret, y cuatro bandas 

de menor intensidad (s--1x104 154-1cm-1) en la zona comprendida entre 500-700 nm, 

denominadas bandas Q (Figura 21).148 Estas últimas son denotadas por números romanos a 

partir del sitio de menor energía. Las bandas de absorción de las porfirinas en la región visible 

del espectro son debido principalmente a transiciones del tipo 7t--.7c*. 

Los espectros de emisión de las porfirinas presentan dos bandas a 650 y 750 nm, las 

cuales han sido asignadas a las transiciones Q (0-0) y Q (0-1) que corresponden a los 

decaimientos desde el primer estado excitado a los dos primeros niveles vibracionales del 

fundamental (0 y 1 respectivamente).149 La emisión de fluorescencia es un parámetro 

importante para la cuantificación en sistemas biológicos, principalmente para determinar la 

incorporación y la localización intracelular del agente.15° 
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Figura 21. Espectro de absorción de 5, 10, 15, 20-tetrafenilporfirina (TPP) en N,N-

dimetilformamida 

3.7.2. Fotosensibilizadores derivados de porfirinas 

FaisurnEcAO 

El primer fotosensibilizador utilizado en ensayos clínicos ha sido el derivado de 

hematoporfirina (HPD). Es una compleja mezcla de porfirinas monoméricas y oligomérica. Es 

considerado un fotosensibilizador de primera generación. Tiene diferentes picos de absorción 

en la región de 400-650 nm y sus propiedades antifúngicas han sido investigadas desde la 

década del 80.119

Los HPD no son tóxicos para las células en condiciones de oscuridad, dentro de un 

amplio rango de concentraciones. Luego de la irradiación estos pueden matar efectivamente 

las células ffingicas, aunque los mecanismos de fotosensibilización son totalmente diferentes 

de aquellos descriptos para el azul de metileno y otros colorantes de fenotiazina.136'151

Los HPD, no son incorporados por Saccharomyces cerevisiae y C. albicans y la 

actividad fototóxica es principalmente promovida por las moléculas libres en el medio 

acuoso.119'152 Estas, luego de la irradiación, provocan una alteración inicial limitada de la 

membrana citoplasmática que permite la penetración del fotosensibilizador al interior de la 

célula, la translocación hacia el interior de las membranas y el consecuente fotodaño de los 

blancos intracelulares.153

Posteriormente, nuevos compuestos derivados de porfirinas fueron evaluados por su 

posible actividad antifúngica. Estas drogas han sido sintetizadas para obtener 
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fotosensibilizadores químicamente puros con pico de absorción intenso en el rango de 

longitudes de onda de 650-700 nm y una mayor producción de 10 2. meso-arilglicosilporfirinas 

anfifílicas neutras154 y derivados de porfirinas diamino-acidos solubles en agua122 se 

caracterizan por una incorporación de fotosensibilizador mayor en las células y 

consecuentemente, una actividad más elevada contra los hongos en comparación con las 

moléculas hidrofóbicas. Las porfirinas catiónicas han sido usadas en la fotoinactivación de 
, - bacterias (Gram positivas y Gram negativas)109,155-158 virus 159161 y otros patógenos.140,162-166 

Las porfirinas cargadas positivamente se cree que interactúan electrostáticamente con las 

cargas negativas presentes sobre las membranas de la células tumorales y las superficies 

bacterianas, facilitando su penetración a través de las membranas y consecuentemente su 

eficacia fotodinámica.81'167 Además de actuar sobre la membrana plasmática;168-171 los blancos 

subcelulares primarios y/o secundarios importantes para las porfirinas catiónicas son: la 

mitocondria celular,172-175 los lisosomas,174-177 el retículo endoplasmático175478 y el núcleo179. 

3.7.3. Localización del fotosensibilizador y selectividad por los microorganismos 

Actualmente se conoce que los sensibilizadores catiónicos son más eficientes que sus 

contrapartes neutrales o aniónicos en la IFD de las células microbianas, especialmente como 

antibacterianos de amplio espectro, como ha sido demostrado por su mayor actividad contra 

bacterias Gram negativas.81380 Estos microorganismos tienen una estructura más compleja 

debido a la presencia de una membrana externa cargada negativamente que forma una barrera 

física y funcional entre la célula y su ambiente.181 Ha sido demostrado que los agentes 

aniónicos y neutrales pueden ser efectivos contra bacterias Gram negativas cuando son co-

administrados con un agente catiónico tal como polimixina. I82 Sin embargo, los 

sensibilizadores catiónicos parecen ser más eficientes,79'81'85 y son el tipo predominante usado 

en IFD.I83

Por otro lado, hay menos estudios sistemáticos sobre el tipo de propiedades 

fisicoquímicas necesarias en un fotosensibilizador con el fin de hacerlo efectivo en la 

mediación de la IFD de levaduras y otros hongos. Los hongos presentan blancos mucho más 

complejos que las bacterias. Por ejemplo, las levaduras, las cuales constituyen un gran grupo 

de organismos eucariotas bastante dispares, están envueltas por una pared externa ancha 

compuesta de una mezcla de glucano, manano, quitina y lipoproteínas y separada de la 

membrana plasmática por un espacio periplásmico. Esta capa gruesa conforma una barrera de 

permeabilidad intermedia entre las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (Figura 22).147 
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Sin embargo, la evidencia disponible sugiere que la respuesta de las células ffuigicas al 

proceso fotodinámico está estrictamente menos controlada por factores estructurales 

comparada con las bacterias.1" 

Gram positivas 

Acido lipoteicoico 

Membrana plasmática 

Acido teicoico 

Gram negativas 

Lipopotisacárido 

Membrana plasmática 

Levaduras 

Manoprotelnas 

Figura 22. Esquema de la constitución de la pared celular de las bacterias Gram positivas y 

negativas y de las levaduras 

Es conocido que el número y la distribución de las cargas positivas sobre el 

macrociclo de la porfirina afecta sus sitios preferenciales de localización y eficacia 

fotodinámica.105,168,174,185,186 s moléculas anfifílicas que contienen ambos sitios 

hidrofóbicos e hidrofílicos (cargados) en la periferia del macrociclo generalmente presentan 

más alta eficacia biológica, posiblemente debido a su afinidad aumentada por la interface 

lípido/acuosa y consecuentemente una mejorada permeabilidad de membrana (Figura 23).187

El patrón de localización es importante, los blancos adyacentes al fotosensibilizador tienen 

mayor probabilidad de estar involucrados en el proceso fotodinámico, debido a la alta 

reactividad y al corto tiempo de vida del 10 2 generado. Esta especie es un agente oxidante no 

específico, capaz de actuar sobre una variedad de estructuras biológicas. En consecuencia, no 

hay defensa celular contra esta especie citotóxica.183
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Figura 23. Estructura química de porfirinas sustituidas con grupos cargados o hidrofóbicos 
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4. HIPÓTESIS 

La acción combinada de un fotosensibilizador derivado de porfirina y la luz visible 

produce especies reactivas de oxígeno, las cuales causan daño en el microentomo celular 

provocando la muerte de Candida albicans y actuando como antifúngicos eficientes. 
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5. OBJETIVOS 

5.1. Generales 

Desarrollar nuevos agentes fotosensibilizadores derivados de porfirinas para la inactivación 

fotodinámica de levaduras. 

5.2. Específicos 

a. Caracterizar las propiedades espectroscópicas de absorción y de fluorescencia de 

fotosensibilizadores tetracatiónicos derivados de porfirina, tal como 5,10,15,20-tetrakis(N-

metil-4-piridi)porfirina (TMPyP4+), 5,10,15,20-tetralcis[4-(3 -N, N-dimetilaminopropoxi)fenil] 

porfirina (TAPP) y 5,10,15,20-tetraki s [4-(3 -N, N, N-trimetilaminopropoxi)fenil] porfirina 

(TAPP4+). 

b. Determinar la unión y la localización intracelular de los fotosensibilizadores en las células 

de C. albicans. 

c. Evaluar la citotoxicidad de las porflrinas en suspensiones celulares y en colonias de 

C.albicans en la oscuridad. 

d. Estudiar la inactivación fotodinámica de la levadura en suspensión y analizar el efecto de la 

concentración del fotosensibilizador, de la dosis de irradiación, del tiempo de incorporación y 

de la densidad celular. 

e. Establecer condiciones para la fotoinactivación de C. albicans sobre medios sólidos. 

f. Determinar el mecanismo de acción fotoquímica predominante en los procesos de 

fotoinactivación de C. albicans. 

g. Analizar posibles sitios de fotodaño celular producidos por el efecto de los 

fotosensibilizadores en el ADN. 

h. Evaluar el daño estructural de C. albicans causado por el tratamiento fotodinámico. 

i. Analizar el efecto combinado de los fotosensibilizadores amino sustituidos (TAPP y 

TAPP4+) y fluconazol sobre la supervivencia de C. albicans. 

j. Comparar el desempeño de cada porfirina en relación a la estructura de las mismas. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1. Materiales 

6.1.1. Equipamientos generales y reactivos 

Los espectros UV-visible y de fluorescencia fueron registrados en un 

espectrofotómetro Shimadzu UV-2401PC (Shimadzu Corporation, Tokio, Japón) y en un 

fluorómetro Spex FluoroMax (Horiba Jobin Yvon Inc, Edison, NJ, EEUU), respectivamente. 

Los espectros fueron registrados a 25,0±0,5 °C, usando cubetas de cuarzo de 1 cm de paso 

óptico. La absorción de los cultivos fúngicos fue determinada en un espectrofotómetro 

Barnstead Turrier SP-830 (Dubuque, LA, EEUU) y la intensidad de la luz establecida con un 

equipo Radiometer Laser Mate-Q, Coherent (Santa Clara, CA, EEUU). Los estudios de 

microscopla de luz transmitida fueron realizados con un Axiostar plus Carl Zeiss Transmitted-

light Microscope (Jena, Alemania). En los ensayos biológicos fueron utilizados caldo 

Sabouraud (CS, Britania, Buenos Aires, ARG), agar-agar (Britania, Buenos Aires, ARG) y 

cajas de Petri (10 y 5 cm de diámetro) descartables. Los medios de cultivos fueron 

esterilizados en autoclave (Ml America, Model 25x-2, Manitowoc, EEUU) a 20 psi —115-121 

°C durante 20 min. 

El agua deuterada (D20, Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU) fue utilizada directamente, 

los compuestos azida sódica (Aldrich Milwaukee, WI, EEUU), manitol (Sigma-Aldrich, 

Missouri, EEUU) y dodecilsulfato de sodio (SDS, Cicarelli, Santa Fe, ARG.) fueron 

empleados a partir de soluciones stock de cada uno sin purificación previa. 

6.1.2. Fotosensibilizadores 

El compuesto 5,10,15,20-tetrakis(N-metil-4-piridipporfirina (TMPyP4+) fue provisto 

por Aldrich (Milwaukee, WI, EEUU). Una solución stock de TMPyP4+ (-0,5 mM) fue 

preparada disolviéndola en 1 mL de agua. La concentración fue chequeada por espectroscopia 

de absorción, teniendo en cuenta el valor del coeficiente de extinción molar en agua (c8" -et = 

2,2x105 ' 88 Los agentes 5,10,15,20-tetralcis[4-(3-N,N-dimetilaminopropoxi)fenil] 

porfirina (TAPP) y 5,10,15,20-tetrakis[4-(3-N,N,N-trimetilaminopropoxi)fenil]porfirina 

(TAPP4±) fueron obtenidos como se describió anteriormente por Caminos y col (2005).189 Una 

solución stock para cada una de estas dos porfirinas (-0,5 mM), fue preparada pesando el 

compuesto sólido y disolviendo en 1 mL de N,N-dimetilformamida (DMF). La concentración 

fue corroborada por espectroscopia de absorción mediante los coeficientes de extinción molar 

en DMF (csoret TApp y TApp4+= 1,64x105 m-icm-i). 
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6.1.3. Sondas fluorescentes 

El fluorocromo Cell Tracker Blue (CMAC) (7-amino-4-clorometilcumarina, 

Invitrogen, Buenos Aires, ARG) fue usado disolviendo 5 mg de CMAC en 1 mL de 

dimetilsulfóxido (DMSO). La sonda Hoescht 33258 (Ho, Sigma, Missouri, EEUU) fue 

utilizada a partir de una solución acuosa de 1 mg/mL. 

6.2. Métodos 

6.2.1. Sistemas de irradiación 

La irradiación fue realizada con un proyector de diapositivas Novamat 130 AF (Braun 

Photo Technik, Nürnberg, Alemania) equipado con una lámpara de halógeno de 150 W 

dispuesto en diferentes configuraciones, según el experimento, como se puede observar en la 

Figura 24. Los cultivos fúngicos fueron irradiados con el arreglo I, donde la luz fue filtrada a 

través de una cubeta transparente de 2,5 cm conteniendo agua para absorber el calor. El rango 

de longitud de onda fue seleccionado entre 350-800 nm por medio de filtros ópticos.19° La 

intensidad de la luz en el sitio de tratamiento fue de 90 mW/cm2. El efecto fotosensibilizado 

en la curva de crecimiento fue realizado con el arreglo II, el cual permitió mantener la 

temperatura de incubación (37°C). 

37•C E 

A 

A 

Figura 24. Diferentes arreglos de irradiación utilizados: (I) fotosensibilización de 

suspensiones de C. albicans en PBS, (II) retardo de crecimiento de C. albicans. 

A: proyector, B: filtro de agua, C: muestras, D: elevador, E: estufa de incubación. 
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6.2.2. Microorganismos y condiciones de crecimiento 

La cepa de Candida sp. (PC31) fue aislada a partir de una muestra clínica de lesión en 

piel humana y fue caracterizada de acuerdo a los procedimientos convencionales.191 La 

primera caracterización del cultivo se basó en la observación macroscópica de las colonias 

(pigmentación y forma), su modo de reproducción vegetativa, la formación de pseudohifas y 

la producción de ascosporas. 

La identificación de la levadura fue realizada por el método automatizado mini API ID 

20C AUX (BioMérieux, Marcy l'Etoile, Francia), el cual es un sistema estandarizado para la 

identificación de levaduras basado en la asimilación de carbohidratos.192 La lectura de estos 

resultados indicó que la cepa en estudio pertenecería a la especie Candida albicans. 

C. albicans fue cultivada en aerobiosis durante toda la noche (overnight-ON) en CS a 

37 °C hasta alcanzar la fase estacionaria (cultivo ON, Figura 25). Luego 1 mL de este cultivo 

fue transferido a 4 mL de buffer fosfato salino (PBS, pH=7,0) 10 mM, las células fueron 

recolectadas por centrifugación de los cultivos (3000 rpm por 15 mm) y resuspendidas en 500 

tL de PBS, para obtener -108 unidades formadoras de colonias (UFC)/mL. 

Una alícuota de 1 mL del cultivo ON fue transferida a 3 mL de CS, las células fueron 

recolectadas por centrifilación y resuspendidas en 4 mL de PBS, correspondiente a -107

UFC/mL. A partir de ésta suspensión de -107 UFC/mL las células fueron diluidas 

apropiadamente para obtener -106 UFC/mL en PBS. En todos los experimentos, 2 mL de las 

suspensiones celulares fueron colocadas en tubos de cultivo de pyrex (13x100 mm) y fue 

agregado el fotosensibilizador de la correspondiente solución stock (-0,5 mM). Para evaluar 

la viabilidad celular de C. albicans, fueron realizadas diluciones seriadas y alícuotas de 100 

µL fueron sembradas en placas de agar Sabouraud (AS) con espátula de Drigalsky. Luego de 

-48 h de incubación a 37°c fue efectuado el recuento de UFC. 
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Figura 25. Curva de crecimiento de C. albicans en AS a 37°C. 

Alternativamente, para observar la filamentización de C. albicans en suero, la 

densidad celular fue ajustada a —106 UFC/mL en suero humano, manteniéndose en este medio 

durante 2 h. En este período de tiempo las células cambiaron su forma de crecimiento de 

levadura a pseudohifa (Figura 26). Esta fase es característica de C. albicans y juega un rol 

importante en la patogenicidad y virulencia de esta especie. 

'ELT11 

Figura 26. C. albicans creciendo como pseudohifa luego de 2 h a 37°C en suero humano. 



Materiales y Métodos 

6.2.3. Estudios in varo 

6.2.3.1. Estudios espeetroscópieos 

Los espectros de absorbancia y fluorescencia de los fotosensibilizadores estudiados 

fueron obtenidos en agua para TMPyP4+ y en DMF para TAPP y TAPO. Además. la 

fotoestabilidad de estos dos últimos agentes, fue evaluada determinando la absorbancia y 

emisión de fluorescencia en medio biológico a distintos tiempos de irradiación. Los cultivos 

de C. albicans (2 mL, —1061UFC/mL) fueron incubados durante 30 mm n con 5 uM de porfirina 

e iluminados a distintos tiempos con luz visible (0. 5, 15 y 30 mm ) a través del dispositivo 

descripto en la Figura 24 1. A cada tiempo de irradiación, fue medida la absorbancia (TAPP 

4 422nrn, TAPP4 b,=420nm) y la emisión de fluorescencia (TAPP kex,=422nm, 

1.e„,=657nm; TAPP4 420nm, ? 658nm) de cada porfirina. 

6.2.3.2. Unión del sensibilizador a las células de C. albicans 

Suspensiones de C. albicans (2 ml, —106 UFC/mL) en PBS se incubaron en oscuridad 

a 37°C a 1 y 5 uM de fotosensibilizador por diferentes tiempos. Los cultivos fueron 

centrifugados a 3000 rpm por 15 mm n y resuspendidos en 2 mL de solución acuosa de SDS al 

2% P/v. También fue determinada la unión del fotosensibilizador en cultivos a los que les fue 

realizado de 1 a 4 lavados. Cada lavado consistió en la centrifugación del cultivo (3000 rpm 

por 15 mm ) y la resuspensión del pellet en 2 ml de PBS. Después fue realizada una 

resuspensión final en SDS (2% P/v). Luego, fueron incubados durante la noche a 4°C y 

sonicados durante 30 min. La concentración del sensibilizador en el sobrenadante fue medida 

por espectrofluorometría (TMPyP4+ kexc=425nm, Xein =656nm; TAPP ke. c=422 nm, Xvin=659 

tun; TAPO.' 4.=420nm, 1..=660 nm). Los valores de fluorescencia obtenidos de cada 

muestra fueron referidos al número total de células contadas en la suspensión. La 

concentración del fotosensibilizador en la muestra fue estimada por comparación con una 

curva de calibración obtenida con soluciones estándar de cada porfirina en SDS al 2% P/v 

(Figura 27). En la Tabla 1 se muestran los valores de las pendientes obtenidos de las curvas de 

calibración de cada porfirina. 
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Figura 27. Curva de calibración de TMPyP4+ en SDS al 2% P/v 

(Xexc = 425 nm, Xern = 656 nm) 

Tabla 2. Pendientes obtenidas de la curva de calibración de fluorescencia de TAPP y TAPP4+

en SDS al 2% PA/ 

Porfirina Pendiente (111-1) 

Tmp y p4+ 

TAPP 

TAPP4 ' 

1,12x101.3

1,35x1014

1,27x1014

6.23.3. Inactivación fotosensibilizada de células de C. albicans en PBS 

Las suspensiones celulares de C. albicans (2 mL, —106 - 108 UFC/mL) en PBS fueron 

incubadas con 1, 5 y 10 1tM de porfirina por 30 mm n en oscuridad a 37 °C. Después, los 

cultivos fueron expuestos a diferentes tiempos de luz visible, usando el sistema de irradiación 

descripto antes (Figura 24 I). También fue estudiada la afinidad de las porfirinas por las 

células, realizando 1 o 2 lavados de las suspensiones (2 mL, —106 UFC/mL), luego de aplicar 

el fotosensibilizador y antes de la irradiación. Cada lavado consistió en la centrifugación del 

cultivo (3000 rpm por 15 mm ) y la resuspensión del pellet en 2 mL de PBS. 
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Para estudiar el efecto de la porfirina en las células creciendo como pseudohifas se 

siguieron dos tipos de procedimiento: a) en primer lugar las pseudohifas en suero humano 

fueron tratadas con la porfirina (10-20 1M) durante 30 mm n en la oscuridad e irradiadas en 

este medio por diferentes tiempos; b) las pseudohifas en suero humano fueron centrifugadas 

(3000 rpm por 15 mm) y resuspendidas en PBS, luego tratados con la porfirina (10 µM) 

durante 30 mm n en la oscuridad e irradiadas en PBS por diferentes tiempos. 

6.2.3.4. Estudios del mecanismo de inactivación fotodinámica en C. albicans 

Con el objetivo de conocer los mecanismos que ocurren durante la inactivación 

fotodinámica, fueron realizados estudios en ausencia de oxígeno, desplazando el oxígeno con 

argón en los tubos de cultivo por 15 mm n previa irradiación, y manteniendo la atmósfera de 

argón durante la iluminación. La azida sódica (100 mM) o el manitol (100 mM) fueron 

afiadidos a las suspensiones de levaduras desde una solución stock en agua de 1 y 2 M 

respectivamente, y las células fueron incubadas por 30 mm n a 37 °C en la oscuridad previo al 

tratamiento con el fotosensibilizador. Para el ensayo de fotoinactivación en D20, las células 

fueron centrifugadas a 3000 rpm por 15 mm n y resuspendidas en 2 mL de D20. Luego las 

suspensiones celulares fueron incubadas con la porfirina como se describió anteriormente. 

Los controles fueron los cultivos fúngicos creciendo con y sin fotosensibilizador en oscuridad 

y cultivos iluminados sin sensibilizador. 

Las suspensiones celulares control y tratadas fueron diluidas en forma consecutiva con 

PBS y cada dilución fue sembrada por duplicado en placas de AS, para contar las UFC luego 

de —48 h de incubación a 37°C. 

6.2.3.5. Efecto fotosensibilizado de la curva de crecimiento de C. albicans 

Suspensiones de células de C. albicans fueron cultivadas toda la noche como se 

describió anteriormente. Una porción (1 mL) de este cultivo fue transferido a 20 mL de CS 

fresco. La suspensión fue homogenizada y alícuotas de 2 mL fueron incubadas con 5 j.tM del 

sensibilizador a 37 °C. El crecimiento del cultivo fue medido por turbidez a 660 lun. Luego, 

los cultivos fueron expuestos por diferentes intervalos de tiempo a luz visible (90 mW/cm2). 

El dispositivo utilizado fue descripto en la Figura 24 II. Experimentos de control fueron 

realizados en presencia de fotosensibilizador sin iluminación, sin sensibilizador e irradiados y 

un doble control. 
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6.2.3.6. Efecto combinado de fluconazol y porfirina sobre C. albicans 

Para determinar la concentración inhibitoria mínima (CIM) de fluconazol y en la IFD 

mediada por TAPP/TAPP4f, suspensiones de células de C. albicans (2 mL, —103UFC/mL) 

fueron incubadas, por un lado, con distintas cantidades de fluconazol (0,25; 0,5; 1 y 1,5 

ug/mL) y por otro lado con esas mismas cantidades de antifúngico más el agregado de 1 tM 

de fotosensibilizador. También fueron incubadas solamente con 1 11M de porfirina y fueron 

realizados controles en oscuridad con y sin porfirina. Todas las suspensiones que contenían 

fotosensibilizador fueron iluminadas durante 30 mm , con el dispositivo descripto en la Figura 

24 I. La diferencia del crecimiento entre los distintos tratamientos fue medida por turbidez a 

660 nm. Bajo condiciones similares, fue estudiado el retardo de la curva de crecimiento de C. 

albicans. Para este estudio, las suspensiones celulares (2 mL, —103UFC/mL) fueron incubadas 

con: (a) 5, 10 y 15 ug/mL de fluconazol, (b) con esas mismas cantidades de antifúngico y 1 

uM de porfirina, y (c) solamente con fotosensibilizador. El dispositivo utilizado fue descripto 

en la Figura 24 II. El crecimiento fue medido por turbidez, como se mencionó anteriormente. 

Experimentos de control fueron realizados en presencia de sensibilizador sin iluminación, sin 

sensibilizador e irradiados y un doble control. 

6.2.4. Estudios en medio sólido 

6.2.4.1. Unión de TMPyr1+ en solución e inactivación fotosensibilizada de células de C. 

albicans sobre agar Sabouraud. 

Suspensiones de C. albicans (2 mL, —106 UFC/mL) en PBS fueron incubadas 30 mmn 

en oscuridad a 37 °C en diferentes concentraciones de fotosensibilizador (1; 2,5 y 5 µM). Las 

células fueron diluidas 1/1000 en PBS y 100 uL, de los cultivos fueron esparcidos sobre placas 

de AS de 5 cm de diámetro. Estas fueron incubadas por 30 mm n y luego irradiadas por 30 mmn 

con luz visible mediante la forma descripta en la Figura 24 I. Después de 48 h de incubación a 

37 °C fue efectuado el recuento de UFC. Además, la viabilidad celular de C. albicans fue 

determinada para cultivos tratados con 5 1.1.M de TMPyP4+ a diferentes tiempos de irradiación. 

Experimentos de control fueron realizados en ausencia y en presencia del fotosensibilizador 

en oscuridad, como así también controles iluminados sin porfirina. 
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6.2.4.2. Incorporación de TMPyr4+ e inactivación fotosensibilizada de C. albicans sobre 

agar Sabouraud 

Diferentes cantidades de TMPyP4f (2,2; 4,5; 6,7 y 9,0 rimo!) fueron esparcidas en 

placas de AS (5 cm de diámetro) en un área de —0,6 cm2 desde una solución 0,5 mM en agua. 

Las placas fueron sembradas con una suspensión de C. albicans (-106 UFC/mL) en PBS e 

incubadas a 37 °C por 30 mm n en oscuridad. Posteriormente fueron irradiadas durante 30 mmn 

(el dispositivo utilizado fue descripto en la Figura 24 I) e incubadas por 48 h a 37 °C en 

oscuridad. 

6.2.4.3. Fotosensibilización de C. albicans creciendo en colonias sobre agar Sabouraud 

Suspensiones de C. albicans (-106 UFC/mL) en PBS fueron sembradas en placas de 5 

o 10 cm de diámetro conteniendo AS e incubadas a 37 °C por 24 h. Alrededor de 15 colonias 

pequeñas por placas fueron obtenidas usando este procedimiento. Cada porfirina fue agregada 

a las colonias en las cantidades correspondientes, que no resultaban tóxicas en oscuridad y 

que mostraban su mayor efecto fotodinámico en presencia de luz. Así, TMPyP4+ fue estudiada 

a 9,0 nmol y las aminoporfirinas TAPP y TAPP4+ a 2,5; 5 y 7,5 nmol. Los cultivos fueron 

mantenidos en oscuridad por 30 mm n a 37 °C, para permitir la unión del sensibilizador a las 

células. Posteriormente fueron irradiadas durante 3 h con luz visible desde un proyector 

(Figura 24 I) o con luz solar natural directa al mediodía (-80 mW/cm2). Después, las placas 

fueron incubadas en oscuridad a 37°C y los tamaños de las colonias de C. albicans fueron 

evaluados luego de distintos tiempos. La viabilidad de las células después del tratamiento de 

IFD fue determinada transfiriendo muestras de estas colonias a una placa nueva de AS agar 

Sabouraud. 

6.2.5. Detección de oxígeno molecular singlete en C. albicans 

La sensibilización de 10 2 fue medida por el método de detección de fosforescencia en 

tiempo resuelto (DFTR).193 Un láser Q-switched Nd:YAG (Spectron Laser Systems, Rugby, 

Warwickshire, Inglaterra) fue utilizado como fuente de excitación, operando a 532 nm (18 ns 

de amplitud media) para excitar la porfirina. La radiación fosforescente emitida 

(principalmente a 1270 nm) fue detectada en ángulo recto con un detector de amplificación de 

germanio Judson J16/8Sp, después de pasar a través de los filtros apropiados. La salida del 

detector fue acoplada a un osciloscopio digital (Hewlett-Packard HP-54504A, Santa Rosa, 

CA, EEUU). En las determinaciones dinámicas el solvente fue D20 en lugar de agua, con el 
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fin de aumentar el tiempo de vida del 10 2.194 Aproximadamente cinco disparos fueron 

necesarios para promediar los tiempos de decaimiento, obteniendo una adecuada relación 

señal/ruido. No fue observado un cambio en el espectro de absorción de la porfirina después 

de estos experimentos, indicando una fotodegradación no significativa del fotosensibilizador. 

Las señales promediadas fueron analizadas como decaimientos mono-exponenciales.193

Suspensiones celulares de C. albicans saturadas de aire en D20 fueron empleadas en todos los 

casos. Dos protocolos fueron seguidos: a) A una solución de porfirina (5 la,M) en D20 fue 

añadido un pellet de células (-106 UFC/mL), el cual fue obtenido por centrifugación (3000 

rpm por 15 mm ) de las células en D20; b) Una suspensión celular (-106 UFC/mL) fue tratada 

con porfirina como se describe antes, luego los cultivos fueron centrifugados (3000 rpm por 

15 mm ) y las células fueron resuspendidas en D20. 

6.2.6. Sitios de daño celular 

6.2.6.1. Interacción de porfirinas con ADN de timo bovino 

Una solución stock de ADN de timo bovino (ADNfb) fue preparada en PBS y la 

concentración, calculada en pares de base (pb.), fue determinada mediante espectroscopia de 

absorción (c = 13100 M-1cm-1 pb. a 260 nm).195

Alícuotas sucesivas de 1 Id. de ADN de timo bovino (1 x 10-3 M pb.) fueron agregadas 

a soluciones del sensibilizador en 2 mL de PBS = 420, A — 0,311) hasta llegar a una 

concentracion final de 5 µM de ADN. Esta titulación fue seguida mediante espectroscopia de 

absorción, controlando el cambio de intensidad y la posición de la banda Soret. La constante 

de unión de la porfirina al ADN fue calculada utilizando el modelo de McGhee-von Hippel, 

de acuerdo a la Ecuación 1, siguiendo el procedimiento establecido en la bibliografía.196'197

1  1 1 

AA (AA). 4- (AA). K [ADN] 

Ecuación 1 

La constante de asociación K para la formación del complejo porfirina-ADN fue 

calculada mediante los cambios de absorbancia en el máximo de la banda Soret (AA), 

considerando una relación estequiométfica 1:1, y que la concentración del ADN fue 

ampliamente mayor a la del sensibilizador, donde (AA). representa el cambio de absorbancia 

extrapolada a [ADN]-->00. La representación gráfica de 1/(AA) en función de 1/[ADN] 

permite obtener el valor de K. 
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6.2.6.2. Fotólisis de ADN de timo bovino y electroforesis 

Una mezcla de 1,3X104 M de ADN de timo bovino y 20 1.1M de fotosensibilizador en 

1 mL de buffer Tris-EDTA (TE, 10 mM Tris-HC1, 1 mM EDTA, pH 7,6), fue irradiado con 

luz visible (90 mW/cm2) a temperatura ambiente por 1, 2, 3, 4 y 5 h. Después de la 

irradiación, las muestras fueron analizadas por electroforesis. Una alícuota de 15 pi, fue 

tomada a cada tiempo de irradiación y mezclada con 3 pt de buffer de carga 6X (azul de 

bromofenol 0,25% p/v, sacarosa 40% p/v, ácido acético 1,15%, Tris 40 mM, EDTA 1 mM). 

El ADN fue analizado por electroforesis en una cuba IBI MP 1015 Horizontal Gel 

Electrophoresis Unit (Shelton Scientific, Iowa, EEUU), con una distancia entre electrodos de 

27 cm y con un potencial (2,4 V/cm) aplicado proveniente de una fuente de energía PS251 

(Sigma-Aldrich, Techware, USA). La solución de corrida fue buffer Tris-Borato EDTA 

(TBE), compuesta por: Tris 90 mM, ácido bórico 90 mM y EDTA 2 mM, (pH = 8). Los geles 

fueron realizados en agarosa (Sigma, Missouri, EEUU) disolviendo 1 g en 100 mL de buffer 

TBE y calentados para su disolución a baño de María. Una vez que la temperatura de esta 

solución transparente-blanquecina descendió a <60 °C, fue adicionado 1pg/mL de la solución 

de bromuro de etidio (BrEt) para identificar los fragmentos de ADN por fluorescencia. La 

solución fue vertida en la cuba para dejar solidificar con los peines. El marcador de peso 

molecular (MK) utilizado fue ADN de fago Lambda, digerido por la enzima de restricción 

Hind II (Promega, Madison, WI, EEUU), obteniéndose fragmentos de entre 125 a 23.130 

pares de bases y a una concentración de 0,5 pg/i.t.L. Los geles de electroforesis fueron 

observados y fotografiados sobre un transiluminador UY (Labnet, USA). 

6.2.6.3. Fotoinactivación de C. albicans, purificación y electroforesis del ADN 

Las células de levadura fueron sometidas al tratamiento fotodinámico, luego la 

extracción y la purificación del ADN cromosomal fue realizado, siguiendo el procedimiento 

establecido en el equipo de extracción Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, 

Madison, WI, EEUU). Las muestras de ADN, en estos ensayos, fueron obtenidas en una 

ultracentrífuga no refrigerada para tubos Eppendorf Biofugepico Heraeus Instruments 

(Promega, Alemania). Una vez extraído el ADN, las muestras fueron adicionadas con buffer 

de carga 6X para la posterior siembra. Las corridas electroforéticas fueron realizadas en una 

cuba horizontal siguiendo la metodología descripta previamente. 
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6.2.6.4. Estudios por microscopía 

6.2.6.4.1. Localización celular del fotosensibilizador 

La localización celular del agente antes y después de IFD fue analizada mediante 

microscopía de fluorescencia, evaluando la emisión roja de la porfirina. Para ello, 

suspensiones de células de C. albicans (2 ml, —1x106 UFC/mL) en PBS fueron incubadas con 

5 tM del fotosensibilizador a 37 °C durante 30 mm n en la oscuridad; luego de irradiar las 

muestras durante diferentes tiempos utilizando el dispositivo I de la Figura 24, se procedió a 

su análisis en el microscopio de fluorescencia (Axiophot, Zeiss, Alemania) acoplado a una 

cámara color (AxioCamHRc, Zeiss, Alemania). 

Además, mediante el agregado de sondas fluorescentes específicas, tales como el 

CMAC para la localización del lumen vacuolar y Ho 33258 para la localización nuclear, fue 

visualizada la ubicación preferencial del sensibilizador.198 Para estos ensayos, suspensiones de 

células de C. albicans (2 mL, —1x106 UFC/mL) en PBS fueron incubadas con 5 1.1.M del 

sensibilizador a 37 °C durante 30 mm n en la oscuridad; irradiadas durante diferentes tiempos 

utilizando el dispositivo I de la Figura 24 y centrifugadas (3000 rpm por 15 mm ). 

Posteriormente fue descartado el sobrenadante y se agregaron los marcadores Ho (11,ig/mL) o 

CMAC (10011M) durante 10 mm n a temperatura ambiente. Luego las muestras fueron 

analizadas en el microscopio de fluorescencia. Los controles con el sensibilizador sin 

irradiación ni marcador, con el marcador (CMAC o Ho) sin el sensibilizador ni la iluminación 

de la muestra y con el sensibilizador y marcador (CMAC o Ho) en oscuridad fueron 

realizados. 

Los filtros utilizados para detectar la fluorescencia del marcador nuclear Ho (X.e. c: 352 

nm, : 461 nm) y del vacuolar CMAC (Xe„c: 353 nm, I e.: 466 nm) están constituidos por un 

filtro de excitación (BP 365/12), un espejo dicroico (FT 395) y un filtro de emisión (LP 397). 

Mientras que la fluorescencia de cada porfirina fue observada utilizando el juego de filtros 

DBP 406/23 + 530/45, DFT 435 + 570, DBP 467/30 + 618/75. 

6.2.6.4.2. Microscopía electrónica de transmisión 

El daño producido por la IFD en la estructura celular microbiana fue analizado 

mediante cambios morfológicos utilizando la microscopía electrónica de trasmisión (TEM).1" 

Para contar con una cantidad apropiada de muestra se trabajó con suspensiones de — 107

UFC/mL y la concentración del fotosensibilizador fue aumentada 10 veces en proporción al 
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aumento del número de células a erradicar, alcanzándose dosis de 50 t.i.M de porfirina. Las 

muestras celulares fueron incubadas a 37 °C por 30 mm n en la oscuridad y luego irradiadas 

durante 30 mm n con luz visible (90 mW/cm2), usando el dispositivo I de la Figura 24. 

Experimentos control fueron realizados en presencia del sensibilizador sin iluminación 

y sin sensibilizador e irradiados. Luego, fue tomada una alícuota para realizar las diluciones 

correspondientes y fueron sembradas en placas con AS, para determinar las UFC/mL. Los 

cultivos de C. albicans fueron incubados a 37°C durante 48 h. Luego, fueron tomados 5001.11, 

de dichos cultivos y mezclados en Eppendorfs junto con los fijadores formaldehído 4% y 

glutaraldehído 2% con volúmenes iguales en tampón cacodilato 0,1 M, durante un período 

mínimo de 2 h a temperatura ambiente. Posteriormente, fueron centrifugados para obtener 

pellets celulares y enviados al servicio de microscopía electrónica de la Facultad de Ciencias 

Médicas de la Universidad Nacional de Córdoba (UNC). Los pellets fueron lavados 3 veces 

en tampón cacodilato y tratados con tetróxido de osmio al 1% en la misma solución tampón a 

temperatura ambiente durante 1-2 h. Luego, el material fue deshidratado en soluciones 

acuosas de acetona de graduaciones crecientes (50%, 70% y 90%) durante 5 mm n en cada uno 

de ellas y el proceso fue completado con 3 pasajes, de 15 mm n cada uno, en acetona 100%. La 

inclusión fue realizada en la resina epóxica araldita en estado líquido, la cual polimeriza a 

60°C, durante 24-48 h.2°" :" Las secciones ultrafinas (80-100 nm de espesor) fueron montadas 

en grillas de níquel, coloreadas con acetato de uranilo en solución alcohólica (2 mm) y citrato 

de plomo (2 mm) y observadas al microscopio electrónico de transmisión Leo 906E (Zeiss, 

Alemania) con una cámara MegaView 111.202

6.2.6.4.3. Microscopia electrónica de barrido 

Para evaluar el darlo de la superficie celular durante el tratamiento, fueron realizados 

estudios mediante microscopía electrónica de barrido (SEM). Suspensiones de — 107 UFC/mL 

fueron incubadas con 50 I.iM de TMPyP4+, TAPP o TAPP4+ por 30 mm n en oscuridad y luego 

irradiadas 30 mm n con luz visible utilizando el dispositivo de la Figura 24 I. Experimentos de 

control fueron realizados en presencia del fotosensibilizador sin iluminación y un doble 

control sin porfirina ni irradiado. Luego, a una alícuota de 500 1.11, de cada muestra se le 

agregó 500 1.1.1_, de glutaraldehido al 2% y 500 µ1., de formaldehido al 4% y fueron fijadas 

durante 2 h a temperatura ambiente. Las muestras fueron centrifugadas (2 mm n a 13.000 rpm), 

el sobrenadante descartado y el pellet resuspendido en alcohol al 30%, manteniéndolo así 

durante 15 mm n a temperatura ambiente. Este último paso fue repetido varias veces 
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resuspendiendo la muestra en una solución de alcohol cada vez más concentrada, hasta 

alean= el 100% de alcohol. Luego, una alícuota de cada muestra fue colocada sobre ambas 

caras de un portaobjeto permitiendo que se fijara por secado. 

Las muestras fueron analizadas en el Centro de Investigación y Desarrollo en Ciencias 

Aplicadas CfNDECA (CONICET/UNLP) en La Plata. En primer lugar, cada una fue secada 

por el método de punto crítico con un equipo EMITECH K850 (Inglaterra), luego fueron 

metalizadas con un metalizador Balzers por el método de sputtering y estudiadas en un 

microscopio Philips SEM 505 (Holanda), que cuenta con un programa para la obtención de 

imágenes digitales (Digitalizador de Imagen Soft Imaging Sistem ADDA II (SIS)). 

6.2.6.5. Controles y análisis estadísticos 

Los experimentos controles fueron llevados a cabo en presencia de porfirina en 

oscuridad y en ausencia de porfirina con las células irradiadas y en oscuridad. La cantidad de 

DMF usada como solvente de las aminoporfirinas no fue tóxica para las células de C.albicans. 

Tres valores fueron obtenidos para cada condición y cada experimento fue repetido tres veces 

de forma independiente. El test T para muestras no apareadas fue utilizado para establecer las 

diferencias significativas entre los grupos. Las diferencias fueron consideradas 

estadísticamente significativas con un nivel de confianza del 95% (p<0,05). Los datos fueron 

representados como la media ± desviación estándar de cada grupo. 
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7. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

7.1. Evaluación de la porfirina TNIPyP4' como fotosensibilizador ftingico 

Estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio con una serie de porfirinas 

catiónicas y aniónicas han mostrado que las primeras son fotosensibilizadores efectivos ya 

que se unen fuertemente a las células de C. albieans.1" Este efecto está acompañado por un 

incremento en la inactivación fotodinámica en comparación con las porfirinas anión icas. 

donde el efecto fotocitotóxico es prácticamente nulo debido a su baja unión celular. 

Uno de los agentes fotosensibilizadores establecidos como más efectivos para la 

erradicación de las bacterias es 5,10.15,20-tetrakis(N-metil-4-piridipporfirina (T154Fyr ), la 

cual posee la estructura molecular mostrada en la Figura 28.1 203-21" Sin embargo. no hay una 

investigación organizada utilizando TMPyr- que demuestre la efectividad de este agente en 

la 1FD de levaduras. 

TMPyP4+ R: / 

Figura 28. Estructura molecular de 5,10,15,20-tetrakis(N-metil-4-piridi)porfirina (TMPyP4±) 

7.1.1. Propiedades espectroscópicas y fotodinámicas 

La porfirina tetracatiónica TMPyP4+ es un fotosensibilizador soluble en solventes 

polares y en agua. El espectro de absorción de TMPyP4+ muestra las típicas bandas, Soret a 

425 nm y cuatro bandas Q a 518, 555, 585 y 642 nm (Figura 29), las cuales son típicas de los 

derivados tetrafenilporfirínicos con los nitrógenos centrales del anillo como base libre. La 

banda Soret de absorción aguda en agua, indica que esta porfirina está disuelta en forma 

monomérica en este medio. Por el contrario, la formación de agregados moleculares de 

porfirinas conduce a un ensanchamiento y deformación principalmente de la banda Soret.148

La agregación del fotosensibilizador no es conveniente para producir una inactivación 
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efectiva de microorganismos, debido a que disminuye considerablemente la actividad 

fotodinámica. 

A
bs

or
ba

nc
ia

 n
or

m
al

iz
ad

a 

1,0 

0,8 

0,6 

0,4 

0,2 

0,0 
300 400 500 600 700 

X (nm) 

800 

Figura 29. Espectro de absorción de TMPyP4+ en agua 

El espectro de emisión de fluorescencia del fotosensibilizador muestra dos bandas en 

la región espectral roja (Figura 30), las cuales son características para porfirinas con 

estructuras similares.1932°6 Las longitudes de onda máximas de absorción y de emisión de 

fluorescencia y el rendimiento cuántico de fluorescencia (1)F) de TMPyP4f se resumen en la 

Tabla 3. Estos valores son apropiados para la detección y la cuantificación del 

fotosensibilizador en medio biológico. 
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Figura 30. Espectro de emisión de fluorescencia de TMPyP4+ en agua (X..=656 nm) 

Tabla 3. Máximo de absorción y de emisión de fluorescencia, rendimiento cuántico de 

fluorescencia (41/2 ) y de producción de 102 (1:13A) 

Porfirina Absorción 1,,,,,,(nm) Emisión A,..„ (nm) <DF stroá

T1LPyP4+(ag,,,,) 425 518 555 585 642 656 715 0,011« 0,74b

a. Ref. 207, b. Ref. 208 

Estudios previos han mostrado que TMPyr presenta un rendimiento cuántico de 

producción (croá) de 10 2 de 0,74 en agua.208 Por lo tanto, este fotosensibilizador posee una alta 

eficiencia en la formación de 10 2. Esta es una propiedad muy importante de los 

fotosensibilizadores porque se cree que las reacciones inducidas por 10 2 son la causa principal 

del daño celular sensibilizado por porfirinas bajo condiciones aeróbicas.1°9 Estos valores son 

bastante similares al reportado para 5,10,15,20-tetra(4-N,N,N-trimetilamoniofenipporfirina 

(TMAP44) (4:1A---0,77) en agua.209 Sin embargo, los valores de cbá pueden cambiar 

significativamente de acuerdo al medio, disminuyendo cuando el fotosensibilizador está 

parcialmente agregado. Además, el microambiente biológico del fotosensibilizador puede 

inducir importantes modificaciones en las propiedades fotofísicas de la porfirina determinadas 

en solución.1°3 En consecuencia, hay limitaciones para predecir la eficiencia fotodinámica del 
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fotosensibilizador en sistemas biológicos sobre la base de investigaciones fotofísicas en 

soluciones homogéneas. 

7.1.2. Unión de TMPyP4+ en las células de C. albicans 

La capacidad de estas porfirinas para unirse a las células de C. albicans fue 

comparada primero en suspensión celular de —106 UFC/ml en PBS. De esta manera, cultivos 

de C. albicans fueron incubados con 5 I.tM de TMPyP4+ por diferentes tiempos a 37 °C en 

oscuridad, y sometidos a 1 o 2 etapas de lavado. Este procedimiento es usado para eliminar el 

exceso de sensibilizador contenido en el sobrenadante. En todos los casos, la concentración 

intracelular del fotosensibilizador fue determinada por espectroscopia de fluorescencia (Xexe= 

425 nm, Xern= 656 nm). 

La cantidad de TMPyP4+ recuperada, luego del ensayo, es mostrada en la Figura 31. 

Bajo estas condiciones, en las células que no fueron lavadas la porfirina alcanza un valor 

máximo de unión a las células a un corto tiempo, dando valores de —1,73 y 1,71 nmoles/106

células para 15 y 30 mm n de incubación, respectivamente. Por lo tanto, una prolongación en el 

tiempo de incubación no causa un incremento apreciable en la cantidad de fotosensibilizador 

unido a las células. La tendencia observada en TMPyP4+ fue muy similar a la encontrada para 

TMAP4+. Sin embargo, un valor ligeramente más alto de afinidad se logró para TMPyP4+ con 

respecto a TMAP4+, la cual alcanzó —1,35 nmo1/106 células!" Después del primer lavado de 

los cultivos tratados se observó una gran pérdida del fotosensibilizador, con respecto a las 

muestras sin lavar, pero con el segundo lavado se obtuvo una disminución significativamente 

menor. La pérdida de TMPyP4+ no es proporcional al número de lavados, sugiriendo que solo 

una fracción del fotosensibilizador, adicionado durante el tratamiento, se une fuertemente a 

las células de levadura. 
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Figura 31. Cantidad de TMPyP4+ recuperada de células de C. albicans (-106 UFC/ml) 

tratadas con 5 p.M de sensibilizador a diferentes tiempos de incubación a 37 °C y etapas de 

lavado. Los valores representan la media ± desviación estándar 

Cuando las suspensiones de células fueron sometidas desde una a cuatro etapas de 

lavados, la cantidad de TMPyP4+ incorporada a las células disminuyó, siguiendo la misma 

tendencia que en el caso anterior (Figura 32). En el primer lavado se observa un marcado 

descenso del 59% del sensibilizador. Esto puede deberse a que hay moléculas de la porfirina 

que están débilmente unidas a las células y son eliminadas principalmente con la primera 

etapa de lavado. Sin embargo, la cantidad de sensibilizador eliminado con respecto al lavado 

anterior fue de 28%, 24% y 13% después de dos, tres y cuatro lavados, respectivamente. Estos 

resultados indican que las restantes moléculas de TMPyP4+ están fuertemente unidas a la 

membrana o incorporadas intracelularmente y son dificiles de remover (Figura 33). Un 

comportamiento similar al observado para TMPyP4+ en C. albicans se observó previamente 

en células bacterianas Gram positivas y Gram negativas.203
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Figura 32. Cantidad de TMPyP4+ recuperada de células de C. albicans (-106 UFC/ml) 

tratadas con 5 p.154 de sensibilizador por 30 mm n a 37 °C y diferentes etapas de lavados. Los 

valores representan la media ± desviación estándar 

Figura 33. Tipos de interacción del fotosensibilizador en suspensión celular. a) 

fotosensibilizador en solución; b) fotosensibilizador débilmente unido a la célula; c) y d) 

fotosensibilizador fuertemente unido o incorporado 
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7.1.3. IFD de suspensiones celulares en PBS 

La IFD de C. albicans fue primero evaluada en suspensiones celulares de PBS, 

tratn1ns con diferentes concentraciones de Tív1PyFe44- (1-10 p.M), por 30 mm n a 37 °C en 

oscuridad, e irradiadas a diferentes intervalos de tiempo con luz visible. Los experimentos 

controles muestran que la viabilidad de C albicans no fue afectada solo con iluminación sin 

el fotosensibilizador o por incubación en la oscuridad con una concentración de porfirina 

hasta 5 virvl. Esto indica que la mortalidad celular obtenida luego de la irradiación de los 

cultivos tratados es debido al efecto fotosensibilizador del agente. La viabilidad de C. 

albicans luego de la irradiación de 30 mm n fue dependiente de la concentración de porfirina 

usada en el tratamiento (Figura 34). Bajo estas condiciones, el aumento en la concentración 

del sensibilizador a 5p.M es acompañado por un incremento en la eficiencia de la IFD con 

respecto a 1 laM. Por otro lado, los cultivos tratados con 10 i_thl resultaron tóxicos en la 

oscuridad (73% de supervivencia celular). Sin embargo, la irradiación por 30 mm n demostró 

que en estas condiciones se produce una disminución de 5 log en la sobrevivencia de C. 

albicans, mostrando que la actividad fotodinámica es muy efectiva. 

La IFD también fue investigada en cultivos tratados con 5 iaM de TMPyP4', usando 

diferentes períodos de irradiación. Como se observa en la Figura 35, la eficiencia en la 

actividad fotodinámica de esta porfirina es dependiente de la dosis de luz irradiada, y la 

fotoinactivación aumenta con el tiempo de irradiación con luz visible. Así, se alcanza una 

disminución en la supervivencia celular de —5 log, cuando los cultivos son tratados con 5 p.M 

de sensibilizador y 30 mm n de irradiación. Estos resultados representan un valor del 99,999% 

de inactivación celular. Resultados comparables fueron observados para células de C. 

albicans tratadas con TMAP4'. 1" A diferencia de TMPyP4+, la fotoinactivación producida por 

TMAP4+ fue casi proporcional a la cantidad de sensibilizador en solución, indicando que no 

hay saturación intracelular del sensibilizador bajo estas condiciones experimentales. Además, 

un corto tiempo de irradiación (5 mm ) fue suficiente para producir una alta inactivación 

(-99,99 %) de células tratadas con 5 p.M de TMAP4+. Este comportamiento también se 

observó con la bacteria Gram positiva Entorecoccus seriolicida tratada con 7,4 uM de 

TIVIAP" y 5 mm de irradiación, mientras que el efecto de ambas potfirinas fue similar para la 

bacteria Gram negativa Escherichia coli, tratada con 7,4 o 8,9 p.M de TMAP4+ o TMPyr, 

respectivamente y 15 mm n de iluminación.203 Es claro que no hay diferencia entre TMPyP4+ y 

TMAPD en C. albirans usando 5 Oil de sensibilizador y 30 mm n de irradiación, pero la 
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eficiencia de TMPyP4+ es inferior a TMAP4+ a concentraciones bajas o a períodos cortos de 

irradiación. 

TPMyP4+ osc 
—•— TMPyP4+ ilum 

2 :4 6 

Porfirina (µM) 

Figura 34. Curva de supervivencia de C. albicans (106 UFC/ml) incubada con diferentes 

concentraciones de TMPyP44. por 30 mm n a 37°C en oscuridad y expuesta a luz visible por 30 

min. Los valores representan la media ± desviación estándar 

E 
o 
u. 
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2 
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Figura 35. IFD de C. albicans incubado con 5 pM de TMPyP4* por 30 mm n a 37°C en 

oscuridad y expuesta a luz visible a diferentes tiempos de irradiación. Los valores representan 

la media ± desviación estándar 



Resultados y Discusión 

Para TMPyP44- se observó una disminución en la inactivación celular después de un 

lavado (Figura 35). Aunque, dado que con un lavado se pierde un 59% de la porfirina unida, 

se esperaría una pérdida de efectividad mayor. En estudios previos se observó un 

comportamiento similar en células de C. albicans tratadas con diferentes concentraciones de 

5-feni1-10,15,20-tris(N-metil-4-piridipporfirina.139 Esto demuestra que las moléculas de 

fotosensibilizador fuertemente unidas a las células son las más activas para producir el efecto 

fotocitotóxico que condujo a la muerte celular. 

Por otra parte, la IFD de C. albicans inducida por TMPyP4+ fue analizada usando 

diferentes densidades celulares. Si bien, los cultivos de —106 UFC/mL son eficientemente 

fotoinactivados con 5 1.1M de sensibilizador, a densidades celulares mayores (-107) no se 

observó una disminución importante en la viabilidad de C. albicans, cuando estos cultivos son 

tratados bajo las mismas condiciones. La inactivación celular fue de 5 y 3 log en cultivos de 

106 y 107 UFC/mL, respectivamente. Efectos similares de densidad celular sobre IFD fueron 

previamente demostrados para diferentes microorganismos.21° Esto se debe a que la cantidad 

de porfirina permaneció constante de un ensayo a otro y por lo tanto la proporción 

porfirina/célula disminuye, resultando insuficiente para provocar daños letales en las 

levaduras. Esto implica que un aumento en el número de células fúngicas requiere de un 

tratamiento más severo. 

7.1.4. Inactivación fotosensibilizada sobre pseudohifas de C. albicans 

Una importante característica morfológica de C. albicans es la capacidad de producir 

tubos germinativos cuando es incubada en suero a una temperatura de 37°C (filamentización 

en suero). Este proceso se ha propuesto como un potencial factor de virulencia en su 

patogénesis,211,212 ya que es la primera etapa en el desarrollo de las hifas verdaderas. La 

formación del tubo germinativo es una característica morfológica que incrementa la habilidad 

del hongo para adherirse y penetrar en el tejido infectado.213 Por este motivo, la IFD de 

TMPyP4+ fue estudiada también bajo estas condiciones. Luego de la incubación de las 

levaduras durante 2 h en suero humano se obtuvo una suspensión del organismo creciendo en 

forma de pseudohifa. Esto se evidenció mediante el análisis de las muestras bajo el 

microscopio óptico, se observaron proyecciones desde las células, denominadas tubos 

germinativos (Figura 36). 

La aplicación de la IFD sobre los filamentos en suero fue realizada utilizando 10 y 20 

ia,M de TMPyP4±. En estas condiciones no se afectó la supervivencia de C. albicans para 

ningún tiempo de tratamiento (15 y 30 mm), ya que no hubo diferencias significativas con el 
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grupo control. En estudios previos de IFD realizados con fotosensibilizadores catiónicos sobre 

E. coli se observó que la presencia de plasma redujo considerablemente el efecto 

fotocitotóxico, debido a que los sensibilizadores tienen mayor afinidad por las proteínas del 

suero y por ende su incorporación celular es menor.214 Los estudios diseñados para mimetizar 

condiciones in vivo han demostrado que la eficiencia de la inactivación fotodinámica de C. 

albicans por porfirinas es reducida por la presencia de suero y albúmina en concentraciones 

que podrían encontrarse en una herida. 139' 215

Figura 36. Tubos germinativos en C. albicans: (A) incubadas en suero humano por 2 h a 37 

°C, (B) resuspendidas en PBS 

Por otro lado, en las células filamentosas resuspendidas en PBS y tratadas con 10 piN4 

de TMPyP4+ se observó una pérdida de la supervivencia celular de —0,62 log para 15 mm de 

irradiación. Con un aumento en el tiempo de irradiación a 30 mm n se obtuvo una disminución 

en la viabilidad celular de —2,12 log (Figura 37). Aunque se alcanzó una fotoinactivación 

significativa de C. albicans creciendo como pseudohifa, no se logró el efecto observado frente 

a las levaduras en suspensión celular. 
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Figura 37. 37. Inactivación de pseudohifas de C. albicans (-106 UFC/mL) incubadas con 10 pM 

de TMPyP44. en oscuridad por 30 mm n a 37 °C y expuesta a luz visible por 15 y30 mm n (90 

mW/cm2) 

7.1.5. Efecto fotosensibilizado en la curva de crecimiento de C. albicans 

El retardo en el crecimiento de cultivos de C. albicans sensibilizado con TMPyP44- fue 

llevado a cabo en condiciones óptimas de crecimiento en CS a 37 °C. Estos experimentos 

fueron realizados para asegurar que la IFD en células es todavía posible cuando los cultivos 

no están en condiciones de inanición o el efecto del lavado con PBS. Así, 5 pi,M de TMPyP4+

se agregaron a cultivos frescos de C. albicans alcanzando la fase lag, e irradiados con luz 

visible a 37 °C. En la Figura 38, se observó que el retardo en el crecimiento de C. albicans fue 

estadísticamente significativo en la muestra tratada con TMPyP44- e iluminada. Luego de 12 h 

de irradiación, las células no continuaron su crecimiento de acuerdo a lo indicado por la 

medición de la turbidez del cultivo a 650 tun. La curva de crecimiento tuvo una distribución 

exponencial con una fase de latencia durante las primeras 3 h y una fase de crecimiento 

exponencial luego de este tiempo. Hacia el final de las serie de mediciones, a las 12 h 

aproximadamente, se observó el inicio de la fase estacionaria. En la Tabla 4, puede observarse 

el efecto descripto comparando la velocidad de crecimiento de las células tratadas mediante 

IFD en relación a los controles. 
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Figura 38. Curva de retardo del crecimiento de C. albicans incubadas con 5 pM de TMPyP4*

expuestas a diferentes tiempos de irradiación con luz visible en CS a 37 °C. Los valores 

representan la media ± desviación estándar 

Tabla 4. Velocidad de crecimiento (v, Wi) de C. albicans tratada con 5 ptM de TMPyP4+

Tratamiento Velocidad de crecimiento 

Control 0,117 + 0,006 

Control Iluminado 0,111 ± 0,006 

TMPyP4+ en oscuridad 0,121 ± 0,006 

T4PyP4± Iluminada 0,085 ± 0,004 

7.1.6. Mecanismo de acción fotodinámico 

Un aspecto interesante en estos sistemas es analizar el mecanismo de acción 

fotodinámico que conduce a la inactivación celular. Así, con el propósito de establecer el 

fotoproceso (Tipo I y II) predominante que interviene durante la IFD, las suspensiones de 

levadura fueron tratadas en presencia de: a) atmósfera de argón, b) azida sódica (100 mM), c) 

D20 y d) manitol (100 mM). Como fue investigado anteriormente, el tratamiento de 
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C.albicans con 5 prM de TMPyP4+ provocó una disminución en la supervivencia de — 5 log 

UFC/mL (Figura 41, línea 4), mientras que la viabilidad celular no fue afectada por la 

irradiación con luz visible o el fotosensibilizador por separado (Figura 41, línea 2 y 3). 

7.1.6.1. Fotoinactivación bajo atmósfera anóxica 

Para estudiar la importancia del oxígeno durante el proceso fotodinámico, el 

tratamiento se realizó en condición de anoxia bajo una atmósfera de argón. La supervivencia 

celular se comparó en ambas condiciones experimentales, aire y argón (Figura 41, líneas 4 y 

6). Como pudo observarse, la pérdida de viabilidad fue muy dependiente del oxígeno para 

esta porfirina. Prácticamente, no hay inactivación celular a baja concentración de oxígeno. 

Mientras que el argón por sí mismo no fue tóxico (Figura 41, línea 5). Estos resultados 

indicaron que la presencia de oxígeno es fundamental para alcanzar una erradicación celular 

completa con este agente. Un comportamiento comparable fue previamente encontrado para 

la inactivación de la bacteria Gram negativa Escherichia col: sensibilizada por TMAP4+.216 

7.1.6.2. Efecto del ión azida sobre la IFD 

El ión azida (N3-) es soluble en agua y desactiva 10 2 por desactivación física, con una 

constante de velocidad de quenching kg = 5x108 s-1M4.1°9 Sin embargo, el ión azida también 

desactiva el estado triplete del sensibilizador (Figura 39), e incluso puede actuar como un 

atrapador del radical hidroxilo. Por lo tanto no es totalmente decisivo para distinguir entre los 

dos mecanismos posibles. La fotoinactivación de C. albicans incubada con 5 prM de porfirina 

fue estudiada en presencia de 100 mM de este ión. Esta concentración no fue tóxica en la 

oscuridad (Figura 41, línea 7). La sobrevivencia celular fue muy dependiente de la presencia 

de la azida sódica y produce una gran reducción en la inactivación de C. albicans 

sensibilizada por TMPyP4+ (Figura 41, línea 8). Por lo tanto, el ión azida desactiva especies 

fototóxicas, produciendo un importante efecto protector sobre C. albicans. Si bien este 

experimento, por sí mismo, no permitió distinguir entre ambos mecanismos (tipo I y II), 

indicó que la presencia de las especies reactivas de oxígeno fue indispensable en el proceso de 

inactivación celular. 
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Para evaluar la fotoinactivación mediada por 10 2, la reacción se llevó a cabo en D20. 

El 10 2 tiene un tiempo de vida (t) más largo en D20 (68 pts) que en agua (4,2 pts), por lo tanto 

las reacciones que involucren el 10 2 serán favorecidas.217 La viabilidad de las levaduras no se 

vio afectada solo por el D20 (Figura 41, línea 9). Sin embargo, la irradiación de la células de 

C. albicans incubadas con TMPyP44- en D20 produjo una fotoinactivación mayor de la que se 

observó en agua (Figura 41, línea 10). Estos resultados, en conjunto con los anteriores en 

presencia de azida, dieron un indicio de que el 10 2 estaría involucrado en el proceso 

fotocitotóxico. Resultados similares fueron encontrados para C. albicans tratada con las 

porfirinas TMAP4+ y 5-(4-trifluorofeni1)-10,15,20-tris(4-N,N,N-trimetilamoniofenipporfirina 

(TFAP3+).218 

7.1.6.4. Efecto del manitol sobre la IFD 

En general, la participación del 10 2 en varios procesos fotosensibilizados in vivo, se 

acepta por el aumento en la inactivación, observado en D20 y la inhibición de azida de los 

diversos tipos de reacción oxidativa.109,219-221 De todas formas, para confirmar el mecanismo 

predominante de acción se usó manitol como un inhibidor de las reacciones de tipo I. Este 

compuesto actúa como un recolector del radical anión superóxido e hidroxilo (Figura 40).221 

El agregado de 100 mM de manitol no fue citotóxico para las células (Figura 41, línea 11). En 

estas condiciones, el tratamiento fotodinámico, llevado a cabo con TMPyP4+ mostró un leve 

incremento en la viabilidad celular, aunque no fue estadísticamente significativo (Figura 41, 

línea 12). Estos ensayos indicaron, que las reacciones de tipo I no intervienen durante la IFD 

con esta porfirina y el mecanismo de inactivación se da a través de las reacciones de tipo II 

por acción del 102. 

Todos estos resultados coincidieron con otro estudio, de este mismo sensibilizador 

aplicado sobre E. coli, donde queda establecido que el 10 2 es la especie reactiva causante del 

daño celular." 
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Figura 41. Supervivencia de C. albicans (-106 UFC/mL) incubada con 5 11M TMPyP44- en 

oscuridad por 30 mm n a 37°C y expuesta a luz visible por 30 mm n (90 mW/cm2); 1) cultivo 

control en oscuridad; 2) cultivo control irradiado; 3) cultivo control tratado con TMPyP4+ y 

mantenido en oscuridad; 4) cultivo tratado con TMPyP4+ e irradiado; 5) cultivo control bajo 

argón e irradiado; 6) cultivo tratado con TMPyP4+ bajo argón e irradiado; 7) cultivo control 

con 100 mM de azida e irradiado; 8) cultivo tratado con TMPyP4+ con 100 mM azida e 

irradiado; 9) cultivo control en D20 e irradiado; 10) cultivo tratado con TMPyP4+ D20 e 

irradiado; 11) cultivo control con 100 mM de manitol e irradiado; 12) cultivo tratado con 

TMPyP4+ con 100 mM de manitol e irradiado. Los valores representan la media ± desviación 

estándar de tres experimentos independientes. 
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7.1.7. Producción sensibilizada de 10 2 en cultivos de C. albicans 

La detección en tiempo resuelto de la luminiscencia de 10 2 sensibilizada por TMPyP44-

fue realizado en suspensiones celulares de C. albicans en D20. Este solvente se utilizó para 

incrementar el tiempo de vida del 10 2 fuera de las células.222 Primero, la señal de 

luminiscencia del 10 2 se determinó en una solución de TMPy134+ en D20 y después del 

agregado de un pellet de —106 células/mL. Las señales, analizadas por un ajuste mono-

exponencial y el tiempo de vida de 10 2 sensibilizado por la porfirina están resumidas en la 

Tabla 5. El valor obtenido de t en D20 fue consistente con lo esperado para el 10 2 en este 

medio homogéneo. Este valor es muy similar a aquel de 10 2 reportado en solución de D20 

(T=65 Its).223 El agregado de un pellet de células, el cual produjo una suspensión de —106

células/mL, da lugar a una disminución considerable en el valor de t (-30 pis). El tiempo de 

vida más corto puede deberse a que la luminiscencia del 10 2 fue fuertemente desactivada por 

las biomoleculas del microambiente celular. De hecho, previamente se observó que TMPy134+

se une fuertemente a las células de C. albicans. Sin embargo, una pequeña fracción de 

moléculas de porfirina permaneció en el D20, produciendo 10 2 fuera de las células. Así, 

ambas especies pueden estar contribuyendo al tiempo de vida del 10 2 observado bajo estas 

condiciones experimentales. Por otro lado, después de lavar las células solo el 

fotosensibilizador fuertemente unido permaneció en la suspensión celular. Por lo tanto, el 10 2

solo se generó dentro de las células de C. albicans, y de esta forma, el valor de I' es 

considerablemente más chico debido a que la desactivación del 10 2 fue más eficiente en las 

células (Figura 42). Resultados similares fueron observados para fotosensibilizadores 

asociados a membranas o incluidos en el interior de las células fantasmas de glóbulos rojos en 

suspensión.223

Tabla 5. Rendimiento cuántico (00A) de 10 2 de TMPyP44- y tiempo de vida de 10 2 (t) en D20 

y suspensiones celulares sensibilizadas. 

Porfuina (A; I ( )b 

T mp y p4+ 0,71 61±5 30±3 9±1 

ade ref. 224 en agua, bporfirina en D20, cporfirina en D20 tratada con un pellet de 

células (-106 células/mL), dporfirina unida a las células en D20. 
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Figura 42. Tra7as de decaimiento de luminiscencia del 10 2 a 1270 nm sensibilizado por 

TMPyP4+ en D20 (línea continua) y TMPy1)44. unida a C. albicans en una suspensión celular 

de ~106 células/mL en D20 (línea discontinua) 

7.1.8. Fotoinactivación de células de C. albicans sobre superficies 

La inactivación fotosensibilizada de C. albicans sobre superficies puede ser usada para 

inactivar células creciendo in vivo como un foco localizado de infección, sobre piel o sobre 

áreas accesibles para ser irradiadas con luz visible artificial o natural.225,226 Además, el 

tratamiento fotodinámico fue propuesto como una nueva posibilidad para proteger alimentos 

del deterioro microbiano.227 Por esto la actividad fotodinámica de TMPyP44- fue evaluada en 

células de C. albicans inmovilizadas sobre AS. 

La incorporación del sensibilizador en las células se realizó de dos modos. En primer 

lugar, las suspensiones celulares de C. albicans en PBS se incubaron con diferentes 

concentraciones de TMPyP4+ (1; 2,5 y 5 1.1M) por 30 mm n a 37 °C en oscuridad. Luego, las 

células fueron sembradas en placas y estas se incubaron por 30 mm n a 37 °C en oscuridad. En 

este experimento el sensibilizador se incorporó en solución y después las células fueron 

localizadas sobre superficies de agar, para ser iluminadas por 30 mm n con luz visible. En este 

ensayo, una concentración de 5 uM se seleccionó como óptima ya que, bajo estas 

condiciones, no hubo formación de colonias luego de 48 h de realizado el tratamiento (Figura 

43 A). Además, la actividad fotodinámica de TMPyP4+ se evaluó, para la misma 
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concentración, a diferentes tiempos de irradiación (Figura 43B). La viabilidad celular 

disminuyó rápidamente con solo 5 mm n de irradiación y la formación de colonias no se detectó 

después de 30 mm n de iluminación. 

Una segunda metodología fue evaluada, la cual involucra la IFD de células de C. 

albicans que no fueron tratadas inicialmente con el sensibilizador en solución. En estos 

experimentos, las células crecieron de forma confluente sobre agar Sabouraud conteniendo 

TMPyP4+ impregnada en pequeñas áreas (— 0,6 cm2) sobre la superficie. Así, diferentes 

cantidades de porfirina se distribuyeron homogéneamente como se muestra en la Figura 44. 

Las placas fueron sembradas con una suspensión de C. albicans, las cuales permitieron 

obtener una capa confluente de levaduras. Los cultivos fueron mantenidos en oscuridad por 

30 mm n a 37 °C. Durante este periodo la interacción de TMPyP4+ con las células tuvo lugar. 

Después de este tratamiento, las placas fueron irradiadas con luz visible por 30 mm n e 

incubadas por 48 h a 37 °C en oscuridad. Como puede observarse en la Figura 44 B, no hubo 

crecimiento celular de C. albicans en las áreas tratadas con TMPyP4+, aunque el tamaño del 

halo de inhibición producido se incrementa con la cantidad de sensibilizador depositada. Así, 

un área más pequeña se obtiene para 2,2 nmol y el cambio de tamaño es menor por encima de 

los 4,5 nmol de TMPyP4+. En contraste, la modificación del "césped" celular no fue 

observado para los controles tratados con porfirina y mantenidos en oscuridad (Figura 44 A). 

Por lo tanto, la acción fotodinámica inducida por TMPyP4+ conduce a la muerte celular de C. 

albicans sobre una superficie de agar, aun cuando el cultivo no es previamente incubado con 

el fotosensibilizador. 
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Figura 43. Inactivación de células de C. albicans sobre agar Sabouraud. La suspensión 

celular (-106 UFC/mL) en PBS fue incubada con TMPyP44- por 30 min a 37 °C en oscuridad, 

las células fueron sembradas sobre agar e irradiaron con luz visible. (A) Células tratadas con 

diferentes concentraciones de TMPyP4+ e irradiadas por 30 mm n ( A); (B) células incubadas 

con 5 KM de TMPyP4+ e irradiadas a distintos tiempos (A). Control no tratado e irradiado 

(.).Los valores representan la media ± desviación estándar 

Figura 44. Inactivación de células de C. albicans sobre agar Sabouraud irradiadas con luz 

visible por 30 min. Los círculos indican las áreas con diferentes cantidades de sensibilizador 
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7.1.9. Fotosensibilización de células de C. albicans creciendo en colonias 

La actividad fotodinámica de TMPyP4+ fue evaluada por su habilidad para inactivar 

colonias de C. albicans creciendo sobre AS. Pequeñas colonias de — 1 mm de diámetro fueron 

tratadas con 9,0 nmol de TMPyP4+ y 3 h de irradiación con luz visible. El retardo en el 

crecimiento de las colonias, se evidenció claramente para las colonias tratadas, con respecto a 

los controles con y sin sensibilizador mantenidos en oscuridad (Figura 45). En estos últimos, 

el área de las colonias se incrementó —6 veces después de toda una noche y 18 veces en una 

segunda incubación de toda la noche a 37 °C. Mientras que no se observó un aumento en el 

tamaño en las colonias sometidas a la IFD aun después de 48 h de incubación. Por lo tanto, el 

retardo del crecimiento observado fue debido al efecto de fotosensibilización de TMIlyP44. 

Por otro lado, un estudio similar fue realizado exponiendo las placas de cultivos 

directamente a la luz solar del mediodía (80 mW/cm2) por 3 h (Figura 46 A). Durante la 

irradiación, la temperatura de los cultivos fue alrededor de 35 °C. Esto indicó que no hubo 

inactivación térmica de las levaduras, como lo demostraron los experimentos controles 

(Figura 46 B). Bajo estas condiciones experimentales, una acción fotodinámica similar se 

observó a la obtenida utilizando luz artificial de un proyector. 

En ambos casos, el crecimiento de las colonias no se detectó incluso después de seis 

días de realizado el tratamiento de IFD. Para confirmar los resultados, muestras de estas 

colonias tratadas con el sensibilizador e irradiadas fueron transferidas a una nueva placa de 

AS. Después de una incubación adicional de toda la noche a 37 °C, la viabilidad de las células 

no se detectó por la formación de colonias, indicando una completa inactivación celular. 
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Tratamiento 

A 

14 h 

Figura 45. Crecimiento de colonias de C. albicans en agar Sabouraud tratadas con 9,0 nmol 

de TMPyP4+. El sensibilizador fue esparcido sobre la colonia (—>) de una solución stock (-0.5 

mM) y fue incubado por 30 mm n a 37°C antes de la irradiación, algunas colonias no fueron 

tratadas con porfirina (*). Fila A, colonias irradiadas con luz visible (90 mW/cm2) por 3 h e 

incub  das en oscuridad. Fila B, controles incubados en oscuridad 
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Figura 46. Crecimiento de colonias de C. albicans sobre agar Sabouraud tratadas con 9,0 

nmol de TMPyP44-. El sensibilizador fue esparcido sobre la colonia (—>) de una solución stock 

(-0.5 mM) y fue incubado por 30 mm n a 37°C antes de la irradiación, algunas colonias no 

fueron tratadas con porfirina (*). Fila A, colonias irradiadas con luz solar del mediodía (80 

mW/cm2) por 3 h e incubadas en oscuridad. Fila B, controles incubados en oscuridad 

7.1.10. Sitios de daño celular 

Dependiendo de la localización del agente fotosensibilizador, el proceso puede inducir 

daño al retículo endoplasmático, mitocondria, membrana plasmática y/o lisosomas.228

También se ha observado, que el 10 2 generado es capaz de reaccionar con las membranas 

celulares, péptidos y ácidos nucleicos.853" Por lo que se lo ha visto involucrado en la 

peroxidación de lípidos conduciendo a la lisis de las membranas celulares, lisosomas y 

mitocondrias, y en la inactivación de enzimas y otras proteínas.229 Específicamente, el 10 2

oxida las cadenas laterales de los aminoácidos de las proteínas. Entre los aminoácidos 

proteinogénicos, histidina, tirosina, metionina, cisteína y triptófano son conocidos por ser 

oxidados por esta especie a pH fisiológico.230'231

Aunque el daño en el ADN de los hongos es reducido por la presencia de la membrana 

nuclear, muchos fotosensibilizadores catiónicos interaccionan fuertemente con el ADN y la 

fotosensibilización de varios tipos de células eucariotas podría resultar en lesiones del 

material genético.232 Por otro lado, la pared celular fúngica provee estructura a la célula y la 
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protege del ambiente.'" Por lo tanto, la eficiencia del proceso de fotosensibilizació 

marcadamente más pronunciada por agentes que sean capaces de llegar al interior de la célula. 

Por estas razones se estudió la capacidad de TMPyr. para generar daños, en el ADN y sobre 

las envolturas celulares, que conduzcan a la pérdida de la viabilidad celular. 

Interacción de la porfirina con ADN 

Se estudió la interacción de la porfirina TMPyr con el ADN de timo bovino. La 

afinidad de este fotosensibilizador por el ADN fue analizada por espectroscopia de absorción 

UV-visible. Mientras que las bandas Q de TMPyP44 se ven poco modificadas por la adición 

de ADN, la banda Soret exhibe un decrecimiento en la intensidad a medida que aumenta la 

concentración de ADN, permitiendo la cuantificación de la unión porfirina-ADN (Figura 47). 
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Figura 47. Variación del espectro de absorción de la porfirina TMPyP4+ en PBS a diferentes 

concentraciones de ADN de timo bovino (0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0 µM) 

La interacción se caracterizó por un corrimiento del máximo Soret hacia el rojo de 

unos —10 run y por una intensa hipocromicidad (-50%). El gran descenso hipocrómico 

sugiere que los electrones-rt de la porfirina se perturbaron por la asociación con el ADN. El 

espectro de absorción se analizó para obtener el valor de las constantes de unión observada 

para la formación de los complejos porfirina-ADN (KADN). La representación de la recta 

descripta por la Ecuación 1 para la formación del complejo se muestra en la Figura 48. A 

partir de la relación entre la ordenada al origen y la pendiente fue calculado un valor de 
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constante de unión aparente, KADN— 4,35x105 M-1, para TMPyP4+. Este resultado indica que 

hay una fuerte interacción entre el fotosensibilizador catiónico TMPyP4+ y las cadenas del 

ADN. 

Las características espectrales de los complejos TMPyP4+-ADN han sido previamente 

reportadas.196233 En otros estudios con TMPyP4+ como agente fotosensibilizador de E. coli, se 

determinó mediante fluorescencia resuelta en el tiempo que esta porfirina se une al ADN, ya 

sea intercalándose entre los pares de bases guanina y citosina, o uniéndose al surco en los 

sitios adenina - timina." 1

-4-

-6 

-8 

-12 

-14 

0 0 2,0)C1 05 4,0x1 05 6,0x1 05 8,OX1 05 1,0;106 1,2X106

1/[DNA] M-1

Figura 48. Variación de 1 /(AA) vs 1/[ADN] para la titulación espectral de TMPyP4+ con 

ADN en PBS, kmax--- 420 nm. Línea de ajuste por regresión lineal de la Ecuación 1 (línea 

discontinua) 

7.1.10.2. Fotodaño de ADN de timo bovino fotosensibilizado por TMPyP4+

El daño fotoinducido del ADN de timo bovino, fotosensibilizado por TMPyP4+, fue 

estudiado en solución de buffer TE. Las muestras de ADN y porfirina fueron irradiadas con 

luz visible bajo condiciones aeróbicas por 1, 2, 3, 4 y 5 h. La integridad del ADN fue 

analizada por electroforesis en gel de agarosa. En presencia del fotosensibilizador fue 

observada una reducción en la velocidad de migración del ADN, provocando al menos una 

reversión parcial de la dirección de migración. Este retardo en la migración del ADN puede 

ser explicado por el efecto de la carga de la porfirina catiónica.234 Previamente fue 

demostrado que esta porfirina corre junto con el ADN durante la electroforesis.235 Esta 
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porfirina tetracatiónica migra al cátodo cuando se la somete a electroforesis, mientras que el 

ADN, estando negativamente cargado, se mueve en la dirección opuesta. Como TMPyP4+ se 

une fuertemente al ADN, es esperado que ambos corran juntos (Figura 49). Este efecto no 

permitió observar claramente el posible fotodaño del ADN inducido por TMPyp4+ a 

diferentes tiempos de irradiación. A pesar de esto, es posible notar que las bandas de ADN 

desaparecieron después de la irradiación. 

MK TMPyP4+ 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

23.130 
9,416 
6,557 
4.361 

2,322 
2,027 

Figura 49. Electroforesis en gel de agarosa de muestras de ADN de timo bovino en buffer TE 

(pH 7,6) irradiadas por 1, 2, 3, 4 y 5 h (líneas 5-9, respectivamente) con luz visible (90 

mW/cm2) en presencia de TMPyP4+ (20 pM). Línea 1: Marcador de peso molecular de ADN, 

línea 2: ADN control, línea 3: ADN control con TMPyP44 (20 liM) en oscuridad, línea 4: 

control de ADN irradiado 

Aunque la constante de unión de TMPyP44 fue tan grande como la hallada para las 

porfirinas TMAP4+ y TFAP3+,140,238 estos valores de KADN no tienen en cuenta el tipo de 

unión. En general, tres modelos de unión han sido descriptos para la interacción de porfirinas 

catiónicas con ADN, los cuales involucran intercalación, unión externa al surco y unión 

externa con porfirinas autoagregadas.236 Previamente fue establecido que TMPyP4+ es capaz 

de intercalarse en el ADN de timo bovino y esta unión resulta en una superhélice de ADN 

covalentemente cerrada.237 También, fue observado que el efecto fotodinámico produjo la 

conversión del plásmido pBR322 de su forma circular cerrada a abierta bajo la irradiación con 

luz visible en presencia de TMPyp4+.235
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7.1.10.3. Efecto de la IFD sobre ADN genómico de Candida albicans 

La actividad fotodinámica de TMPyP4+ fue analizada in vitro para observar la posible 

fotodegradación del ADN genómico en las células de C. albicans. Para ello, los cultivos 

fueron tratados con 5 µIVI del sensibilizador e irradiados por 30 mm n con luz visible. El ADN 

genómico extraído fue examinado mediante electroforesis en gel de agarosa. Como puede 

observarse en la Figura 50, el ADN de las células tratadas no sufrió ningún tipo de 

fragmentación por la acción fotosensibilizante de la porfirina, obteniéndose una sola banda 

tanto en la muestra sometida a IFD (Figura 50, columna 3) como en el control irradiado sin 

tratar con TMPyr (Figura 50, columna 2). Además, las muestras de ADN de las células 

tratadas se movieron del mismo modo que el control, indicando que TMPyr no interaccionó 

con el ADN extraído de la células. Estos resultados fueron similares a los encontrados para la 

porfirina tetracatiónica TMAr."8

23,130 ---L_ 
_ 

9,416 

6,557

'),3/2 

2,017 

Figura 50. Electroforesis en gel de agarosa de ADN genómico extraído de células de C. 

albicans: 1-Marcador de peso molecular: Lamda-Hind 111, 2- Cultivo control irradiado 30 mmn 

sin TMPyr, 3- Cultivo tratado con 5µM de TMPyr e irradiado 30 mmn 

7.1.10.4. Estudios de la localización intracelular del sensibilizador 

Se ha demostrado que el fotosensibilizador TMPyr se une rápidamente a C.albicans. 

Pero también, es importante desde el punto de vista del tratamiento fotodinámico, determinar 

la ubicación subcelular del agente. Con este motivo fue realizado un estudio de localización 

de la porfirina mediante microscopía de fluorescencia. Las muestras tratadas y controles 

fueron observadas bajo el microscopio y se obtuvieron imágenes en campo claro y en 
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fluorescencia. La Figura 51 muestra la fluorescencia roja (-656 nrn) correspondiente al 

sensibilizador en los cultivos incubados por 30 mm n con 5 1.IM de TMPyP44. De esta manera, 

se observa como la porfirina se distribuyó por toda la célula. Después de repetidas 

observaciones, la fluorescencia de TM PyP4+ pierde intensidad debido a la fotodescomposición 

de la molécula. inducida por la luz proveniente de la fuente del microscopio. 

Figura 51. Localización de T1VIPyP4' [5 I.IM] en células de C. albicans en A) campo claro y 

13) fluorescencia. Cultivos controles incubados con 5 µM de TMPyP4+ 30 mm n en oscuridad 

La localización intracelular de TMPyP4÷ fue estudiada luego de la incubación e 

irradiación durante 30 mm n (Figura 52). La distribución fue de manera similar a la observada 

para los cultivos sin irradiar. Por lo tanto, estos estudios no permitieron detectar cambios 

significativos en la distribución de TMPyP44- en las células fúngicas posterior al tratamiento 

mediante la IFD. Esta técnica de microscopía de fluorescencia puede que no sea 

suficientemente sensible para observar una relocalización del fotosensibilizador. En estudios 

previos mediante fluorescencia resuelta en el tiempo fue propuesta una redistribución de la 

porfirina TMAP4+ en C. albicans luego del tratamiento de IFD.239 Estos resultados también 

indican que el agente se mantiene relativamente estable en el período de tiempo irradiado. 
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Figura 52. Localización de TMPyP4+ [511M] en células de C. albicans en A) campo claro y 

B) fluorescencia. Cultivos incubados con 511M de TMPyP4+ por 30 mm n en oscuridad e 

irradiados 30 mmn 

Luego, con la incorporación de sondas específicas de organelas celulares como Ho 

33258 para el núcleo y CMAC para las vacuolas,198 fue posible confirmar si la porfirina tenía 

mayor afinidad por estas estructuras. En la Figura 53 A y B se observan los cultivos controles 

en presencia del fluorocromo Ho 33258 mostrando una intensa fluorescencia en la región 

correspondiente al núcleo celular. De forma semejante, en la Figura 53 C y D, se evidencia la 

presencia de la vacuola a través de la sonda CMAC. 

En las células tratadas con TMPyP44 y marcadas con Ho 33258 y CMAC (Figura 54), 

se observó que la distribución del fotosensibilizador no tenía un patrón definido y se 

localizaba nuevamente en toda la célula, incluso en las organelas marcadas. Por tal motivo en 

los cultivos tratados mediante IFD no se visualiza una tinción nuclear y vacuolar bien definida 

como en los controles de dichas sondas (Figura 53). Estos resultados difieren con los 

obtenidos por Lambrechts y col., donde observaron que el sensibilizador catiónico 5-feni1-

10,15,20-tris(N-metil-4-piridipporfirina penetra en el núcleo durante el tratamiento 

fotodinámico, pero no en la vacuola.198 
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Figura 53. Células de C. albicans marcadas con: Ho 33258, A) campo claro y B) 

fluorescencia; y CMAC, C) campo claro y D) fluorescencia. Cultivos incubados con Ho33258 

[11.1g/m1] y CMAC [10004] 10 mmn 

A 1) 

Figura 54. Localización celular de TMPyP4+, (A) campo claro, (B) fluorescencia de la 

porfirina, (C) fluorescencia de Ho y (D) fluorescencia de CMAC. Cultivos incubados con 

TMPyP4+ [51.tM] 30 mm n e irradiados 30 mmn 
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7.1.10.5. Efectos de la IFD en la ultraestructura celular 

Mediante TEM se pudo evaluar el daño provocado por el proceso de IFD a nivel de la 

envoltura celular y del citoplasma. En las células incubadas con 10 1.1M del sensibilizador e 

irradiadas por 30 mm n se observó un aumento en el espesor y la aparición de irregularidades en 

la envoltura celular y en la organización interna de la célula (Figura 55 C). Mientras que en 

los controles (Figura 55 A y B) la integridad celular a nivel citoplasmático y de envoltura 

celular permanece intacta. Así, el efecto fotodinámico puede conducir a una pérdida de 

funcionalidad de la membrana y la pared celular. Estos resultados se asemejan a los 

encontrados por Lambrechts y co1.139, donde las células de C. albicans fueron investigadas 

por microscopía electrónica luego de ser tratadas con la porfirina catiónica 5-feni1-10,15,20-

tris(N-metil-4-piridipporfirina e irradiadas con luz visible. 

Figura 55. (A) Células de C. albicans control. Aumento 21560X (B) C. albicans en presencia 

del sensibilizador TMPyP4+ [ 1 0 µM] mantenidas en la oscuridad. Aumento 13000X (C) 

Células de C. albicans en presencia del sensibilizador TMPyP4+ [10 µ154] mantenidas en la 

oscuridad 30 mm n e irradiadas durante 30 min. Aumento 16700X 

7.1.10.6. Estudio del daño de la envoltura celular 

A través de microscopía electrónica de barrido se estudió la alteración de la estructura 

de la envoltura de C. albicans luego del tratamiento fotodinámico. Suspensiones celulares de 

—107 UFC/mL fueron tratadas con 50 p.M de T4PyP4+ y 30 mm n de iluminación, alcanzándose 

una reducción de la viabilidad celular de —4,5 log UFC/mL. Estas condiciones fueron 

equivalentes a las obtenidas con —106 UFC/mL y 5 µM de TMPyP4+. De forma que, la dosis 

de porfirina utilizada no fue tóxica y el tratamiento también fue eficiente. A nivel de la 

envoltura de la célula puede observarse que tanto en las células control como en las tratadas 

con el fotosensibilizador en oscuridad, la superficie se mantuvo relativamente lisa sin 

imperfecciones detectables (Figura 56, A y B). Por otro lado, en las levaduras sometidas a la 
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IFD se observan notorias irregularidades en la superficie celular (Figura 56, C), lo que indica 

que el tratamiento fotodinámico con TMPyP4f tiene efecto sobre la pared de C. albicans. 

lil 
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Figura 56. Suspensiones de C. albicans (107 UFC/mL): (A) Células control sin tratar. (B) 

Cultivos en presencia del sensibilizador TMPyP4* [50 11M] mantenidos en la oscuridad. (C) 

Células incubadas con TMPyP4+ [50 liM] 30 mm n e irradiadas durante 30 min. Aumento 

5000X 

Por lo tanto, la interacción con el ADN no contribuye a la citotoxicidad de las células, 

al menos bajo estas condiciones de tratamiento de IFD. Mientras que, los procesos 

fotooxidativos en la célula tienen un gran efecto sobre las envolturas celulares y también 

producen alteraciones en los componentes citoplasmáticos. 

7.2. Estudios de las nuevas aminoporfirinas como agentes fototerapéuticos 

Con la finalidad de evaluar nuevos derivados de porfirinas como potenciales agentes 

fototerapéuticos, se realizaron ensayos para determinar la eficacia de 5,10,15,20-tetrakis[4-(3-

N, N-dimetilaminopropoxi)fenil]porfirina (TAPP) y 5,1 0,1 5,20 -tetrakis[4-(3-1V,IV,N-

trimetilaminopropoxi)fenil]porfirina (TAPP44) (Figura 57) en la IFD de C. albicans. En 

ambos sensibilizadores el anillo tetrapirrólico está sustituido por grupos amino alifáticos. En 

TAPP estos grupos no están cargados pero son precursores de cationes a pH fisiológico, 

mientras que TAPP44 posee cargas positivas intrínsecas. Además, en ambas estructuras los 

grupos positivos están separados del anillo central por una cadena alifática, la cual le confiere 

mayor movilidad para interaccionar con los componentes celulares y mantiene las 

propiedades fisicoquímicas de la porfirina sin modificaciones. 
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TAPP R: 

TAPP4+ R. 

Figura 57. Estructura molecular de 5,10,15,20-tetrakis[4-(3-N,N-

dimetilaminopropoxi)fenil]porfirina (TAPP) y 5,1 O, 1 5,20-tetraki s[4-(3-N,N,N-

trimetilaminopropoxi)fenil]porfirina (TAPP4+). 

7.2.1. Estudio de las propiedades espectroscópicas, fotodinámicas y estabilidad de las 
porfirinas 

Los espectros de absorción de TAPP y TAPP44 llevados a cabo en DMF (Figura 58, A 

y B). Estos poseen características similares a las observadas con TMPyP4+. Ambos agentes, 

presentan una banda aguda de absorción cercana a los 420 nm y las características bandas Q 

de menor intensidad a longitudes de onda mayores (500-650 nm). Estas porfirinas se 

encuentran disueltas en estado monomérico en DMF, como lo demuestra la forma aguda de la 

banda Soret. En agua, la forma de las bandas de absorción es bastante similar entre TAPP y 

TAPP4±. Un pequeño efecto hipsocrómico de 4 nm en el máximo de la banda Soret, fue 

producido en agua con respecto a DMF. Además, se pudo observar un leve ensanchamiento 

de estas bandas con respecto a la de TMPyP4+, posiblemente debido a alguna agregación 

parcial. 
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Figura 58. Espectro de absorción de TAPP (A) y TAPP4+ (B), en DMF (línea continua) y 

agua (línea discontinua) 

En los espectros de emisión de fluorescencia se observan las dos bandas características 

de este tipo de porfirinas, en la región espectral roja (Figura 59). En estos nuevos agentes, la 

primer banda de emisión presenta una intensidad significativamente mayor a la segunda, a 

diferencia de TMPyP4±, donde la segunda banda es algo más intensa que la primera. 

El rendimiento cuántico de producción de 102, de TAPP y TAPP4±, es de 0,53 y 0,49 

respectivamente (Tabla 6)240, estos valores son menores que el obtenido para TMPyP4+ (0,74). 

De todas formas, estas propiedades espectroscópicas y fotodinámicas, resultaron ser aptas 

para proceder con los estudios de inactivación celular, detección y cuantificación de las 

porfirinas en medio biológico. 
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Figura 59. Espectro de emisión de fluorescencia (Xe,.----515 nm) de TAPP (línea continua), 

TAPP4+ (línea discontinua) en DMF. 

Tabla 6. Máximo de absorción y de emisión de fluorescencia, rendimiento cuántico de 

fluorescencia (00F) y producción de 102 (cA) 

Porfirina Absorción X,, (nm) Emisión X, „ (nn) 'DF Oh, 

TAPP opmF) 422 517 556 593 650 659 725 0,15 0,53 

TAPP4+(DMF) 422 518 553 594 652 659 725 0,13 0,49 

La fotodescomposición autosensibilizada produce una reducción en la actividad del 

fotosensibilizador y podría usarse convenientemente para eliminar la fotosensibilidad en el 

lugar de tratamiento.241 El estudio de este fenómeno permite tener una estimación sobre la 

estabilidad de los diferentes sensibilizadores. Con tal motivo, la fotoestabilidad de TAPP y 

TAPP4+ fue estudiada en medio biológico, bajo las mismas condiciones empleadas durante los 

ensayos de inactivación celular. La descomposición del sensibilizador fue analizada a través 

de la disminución en la absorción de la banda Soret. Según esta medida, al final del 

tratamiento con luz visible se pierde un —20% de porfirina (Figura 60). 

El mecanismo de fotodegradación puede ser complejo y además ser diferente en 

solución y en medio biológico.241 El microentorno biológico donde va actuar el sensibilizador 

puede inducir importantes modificaciones en las propiedades fotofísicas de las porfirinas, 
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comparado a las establecidas en solución. Estos resultados indican que la eficiencia de 

fotosensibilización decrece con la dosis de luz. Para los tratamientos por IFD, si el 

sensibilizador se descompone muy rápido durante la irradiación, la inactivación de las células 

microbianas podría ser incompleta. Sin embargo, una velocidad de fotodescomposición 

relativamente lenta, como en este caso, permitiría aplicar la IFD eficientemente y eliminar el 

fotosensibilizador del medio. 

100 

5 
40 

o 
LL 

o 

—.—TAPP 
—A— TAPP4f

o 10 20 

Tiempo (mm ) 

30 

Figura 60. Fotodescomposición de TAPP y TAPP4+ en suspensiones celulares de C. 

albicans (-106 UFC/mL) incubada con 51.1M de porfirina en oscuridad por 30 mm n a 37 °C y 

expuesta a luz visible por diferentes tiempos (90 mW/cm2). Los valores representan la media 

± desviación estándar de tres experimentos independientes 

7.2.2. Unión de las porfirinas a las células de C. albicans 

La cantidad de aminoporfirinas unidas y/o incorporadas se estudió para en 

suspensiones celulares de —106 UFC/ml en PBS con 1 ó 5 tM de porfirina durante 15 ó 30 

min. También, se evaluó la fuerza de unión, mediante la aplicación de lavados a las muestras, 

previos a la determinación de la concentración intracelular del fotosensibilizador por 

espectroscopia de fluorescencia. 

Al igual que lo observado para TMPyP4+, con estos nuevos agentes se alcanza un 

máximo de unión a 15 mm n de incubación para las dos concentraciones estudiadas en este 

caso. La cantidad de sensibilizador recuperado fue similar para 1 1.1M de ambas porfirinas, 

siendo de 0,35 y 0,33 nmoles/106 células para TAPP y TAPP4+, respectivamente. Mientras 
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que a una concentración mayor (5 1.1M), se observa diferencia más marcada entre estos 

agentes. La cantidad de TAPP determinada fue de 1,04 nmoles/106 células y para TAPP4+ se 

alcanzó un valor de 1,5 iunoles/106 células. Al igual que antes, el aumento en el tiempo de 

incubación a 30 e incluso 60 mm n no condujo a un incremento significativo en la 

incorporación de estas porfirinas, para ninguna de las concentraciones evaluadas (Figura 61). 
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Figura 61. Cantidad de TAPP y TAPP4+ recuperada de células de C. albicans (~106

UFC/mL) tratadas con 1 y 5 vilvl de sensibilizador a diferentes tiempos de incubación a 37 °C. 

Los valores representan la media ± desviación estándar 

A diferencia TMPyP4+, en la Figura 62 puede observarse que la aplicación de uno y 

dos lavados de las células incubadas con 5 ptIV1 de TAPP o TAPP44, no tuvo un efecto 

significativo en relación a las muestras sin lavar para ninguno de los dos agentes estudiados. 

Esto refleja la gran afinidad entre estos compuestos y la levadura. Además, este 

comportamiento fue el mismo para 15 y 30 mm n de incubación. Nuevamente se observa que, 

en proporción, la cantidad de TAPP4+ fue mayor que TAPP. 
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Figura 62. Cantidad de TAPP y TAPP4+ recuperada de células de C. albicans (-106

UFC/mL) tratadas con 511M de sensibilizador por 15 y 30 mm n a 37 °C y diferentes etapas de 

lavados. Los valores representan la media ± desviación estándar 

7.2.3. Tratamiento fotodinámico en suspensiones celulares 

La IFD de los fotosensibilizadores TAPP y TAPP4+, se evaluó en suspensiones de 

C.albicans en PBS a concentraciones de 1 y 5 µM de porfirina y diferentes tiempos de 

irradiación con luz visible. 

Al igual que lo observado con TMPyP44", para estos dos agentes la eficiencia en la 

inactivación de C. albicans fue proporcional a la concentración de sensibilizador utilizado. 

Además, a la menor concentración (1 µM) de ambas porfirinas también puede apreciarse 

dependencia lineal con el tiempo de irradiación (Figura 63). Mientras que, a mayor 

concentración (5 µM), sólo se observó un incremento en la inactivación celular cuando el 

tiempo de tratamiento aumentó de 5 a 15 min. Luego de 30 mm n de irradiación con luz visible, 

la pérdida de supervivencia no cambió significativamente con respecto al punto anterior, 

llegando a ser de 4,33 y 4,81 log, respectivamente. Por lo tanto, estos agentes mostraron ser 

eficaces en la inactivación de C. albicans, para estas condiciones experimentales. Para una 

concentración de 5 µM, estos fotosensibilizadores provocaron una fuerte inactivación a 5 mmn 

de tratamiento llegando a ser máxima luego de 15 mm n de irradiación. Mientras que, para la 

misma concentración de TMPyP4+, se requirieron 30 mm n de irradiación con luz visible para 

alcanzar una erradicación celular completa. 
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Figura 63. Supervivencia de C. albicans (-106 UFC/mL) incubada con 1 y 5 uM de TAPP y 

TAPP44 en oscuridad por 30 mm n a 37 °C y expuesta a luz visible por 5, 15 y 30 mm n (90 

mW/cm2). Los valores representan la media ± desviación estándar de tres experimentos 

independientes 

En la Figura 64, puede observarse que las células lavadas una o dos veces, siguen 

respondiendo al tratamiento de la misma forma que las suspensiones celulares que no fueron 

lavadas. En todos los casos, las levaduras fotoinactivadas, sufren una reducción en su 

viabilidad de — 5 log UFC/mL. Esto coincide con resultados anteriores, de TAPP y TAPP4+, 

donde se demostró que la cantidad de sensibilizador unido a las células no se modifica 

significativamente por efecto de los lavados. 
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Figura 64. Inactivación de C. albicans (-106 UFC/mL) incubada con 5 1.1/v1 de TAPP y 

TAPP4+, sin lavar o bajo el efecto de 1 y2 lavados previos a la irradiación con luz visible por 

30 min. Los valores representan la media ± desviación estándar de tres experimentos 

independientes. 

Cuando el tratamiento con estas aminoporfirinas es llevado a cabo a densidades 

celulares mayores de 106 UFC/mL, se observa la misma tendencia que para TMPyP4+. En 

estas condiciones, si la concentración de fotosensibilizador se mantiene constante, la cantidad 

de porfirina disponible por célula no es suficiente para alcanzar una inactivación celular 

apropiada (Figura 65). 
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Figura 65. Supervivencia de C. albicans (-106 —107 y-108 UFC/mL) incubada con 5 pi.M de 

TAPP y TAPP4+ en oscuridad por 30 mm n a 37 °C y expuesta a luz visible por 30 mm n (90 

mW/cm2). Los valores representan la media ± desviación estándar de tres experimentos 

independientes 

7.2.4. Efecto fotosensibilizado sobre la curva de crecimiento 

Los cultivos tratados con 5 ItM de TAPP y TAPP4+ sufrieron un retardado más 

importante en el crecimiento, en relación al observado para TMPyP4+. En particular, el 

derivado tetracatiónico de estas dos porfirinas tuvo un efecto algo mayor sobre la viabilidad 

celular (Figura 66). 
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Figura 66. Curva de retardo del crecimiento de C. albicans incubadas con 5 p.M de TAPP y 

TAPP4+ expuestas a diferentes tiempos de irradiación con luz visible en CS a 37°C. Los 

valores representan la media±desviación estándar. 

Tabla 7. Velocidad de crecimiento (v, h-1) de C. albicans tratada con 5 µNI de TAPP y 

TAPP4+

Tratamiento Velocidad de crecimiento 

Control 0,146 ± 0,007 

Control iluminado 0,137 ± 0,007 

TAPP en oscuridad 0,123 ± 0,006 

TAPP4+ en oscuridad 0,141 ± 0,007 

TAPP iluminada 0,039 ± 0,002 

TAPP4+ iluminada 0,022 ± 0,001 

Las células de C. albicans expuestas a las porfirinas en la oscuridad o iluminadas sin 

sensibilizador mostraron crecimiento similar al control. Por lo tanto, los datos ilustran que el 

retardo del crecimiento es debido al efecto de la IFD del sensibilizador sobre las células. Estos 

107 



Resultados y Discusión 

datos ponen de manifiesto que las aminoporfirinas, TAPP y TAF'P4+, son sensibilizadores más 

efectivos que TMPyP4± (Figura 38), ya que son capaces de generar una gran pérdida de la 

viabilidad celular, aún cuando las levaduras se encuentran en medio nutritivo y a una 

temperatura óptima de crecimiento. 

7.2.5. Mecanismo de acción fotodinámico 

Al igual que para TMPyP4+ para establecer el tipo de mecanismo que se desarrolla 

durante la inactivación con TAPP y TAPP4+, se realizaron estudios bajo distintas condiciones 

experimentales: a) atmósfera de argón, b) azida sódica (100 mM), c) D20 y d) manitol (100 

mM). En primer lugar, se confirmó que el tratamiento de las levaduras con 5 1.1M de ambos 

agentes, provocó una inactivación de 4,5 log UFC/mL (Figura 67 y Figura 68, línea 4), en 

relación a los cultivos controles. 

7.2.5.1. Fotoinactivación bajo atmósfera anóxica 

El tratamiento, llevado a cabo en una atmosfera de argón, permitió simular 

condiciones de baja concentración de oxígeno. De forma similar a lo obtenido para TMPyP4+, 

con estas nuevas porfirinas se alcanzó una disminución en la viabilidad de — 1 log UFC/mL 

para TAPP y una inactivación aún menor para TAPP4+, a diferencia de lo observado en las 

muestras tratadas en presencia de oxígeno (Figura 67 y Figura 68, líneas 4 y 6). Por lo tanto, 

para TAPP y TAPP44-, el oxígeno resultó indispensable para lograr un tratamiento efectivo de 

C. albicans. 

7.2.5.2. Efecto del ión azida sobre la IFD 

Debido al efecto inhibitorio del ión azida sobre el 10 2 y el estado triplete del 

sensibilizador, nuevamente se realizaron ensayos en presencia de este compuesto, para 

estudiar de forma más directa, aunque no decisiva, la participación del 10 2 durante el 

tratamiento fotodinámico con TAPP y TAPP4±. Con el agente TAPP, se observó una leve 

inactivación bajo estas condiciones, pero el efecto protector de la azida contra el tratamiento 

fotodinámico se mantuvo (Figura 67, línea 8). Mientras que TAPP4+, fue más dependiente de 

la presencia del ión azida y la inactivación fue nula, de la misma forma que se observó para 

TMPyP4+ (Figura 68, línea 8). 
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7.2.5.3. Inactivación fotodinámica en D20 

Cuando el tratamiento es llevado a cabo en un medio con D20, se esperó un aumento 

de la inactivación celular, si la especie citotóxica responsable es el 10 2. De esta forma, como 

el valor de inactivación alcanzado en agua, fue cercano al límite de detección del método, 

para los estudios con 511M de porfirina (Figura 67 y Figura 68, línea 4), es dificil visualizar un 

aumento en la inactivación celular cuando el tratamiento se realizó en D20. Así, para apreciar 

mejor este efecto, los ensayos con las aminoporfirinas se realizaron en una concentración de 1 

p.M. En estos estudios las células tratadas con 1 pM de TAPP o TAPP4+ y 30 mm n de 

irradiación fueron levemente inactivadas (Figura 67 y Figura 68, línea 10), y el mismo 

tratamiento llevado a cabo en D20 fue significativamente más eficiente con ambas porfirinas, 

sobre todo con TAPO (Figura 67 y Figura 68, línea 11). Estos resultados sugieren, que el 10 2

tuvo una participación importante durante el tratamiento fotodinámico con estos 

sensibilizadores. 

7.2.5.4. Efecto del manitol sobre la IFD 

El agregado de manitol en los cultivos a tratar, permitió establecer el aporte de los 

mecanismos de tipo I al proceso de inactivación celular, debido a su efecto atrapador del 

radical anión superóxido e hidroxilo. Bajo estas condiciones, la eficacia del tratamiento fue la 

misma que en ausencia de manitol, para los nuevos agentes estudiados (Figura 67 y Figura 68, 

línea 13). 

Por lo tanto se confirmó, que las especies reactivas de las reacciones de tipo I no 

participaron de la inactivación celular y el principal responsable del dallo durante el 

tratamiento es el 10 2, de la misma forma que lo que se observó para las porfirinas 

tetracatiónicas TMPyP4+ y TMAP4+ y para la tricatiónica TFAP3+.218 
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Figura 67. Supervivencia de C. albicans (-106 UFC/mL) incubada con TAPP en oscuridad 

por 30 mm n a 37°C y expuesta a luz visible por 30 mm n (90 mW/cm2); 1) cultivo control en 

oscuridad; 2) cultivo control irradiado; 3) cultivo control tratado con TAPP y mantenido en 

oscuridad; 4) cultivo tratado con 51.1M de TAPP e irradiado; 5) cultivo control bajo argón e 

irradiado; 6) cultivo tratado con TAPP bajo argón e irradiado; 7) cultivo control con 100 mM 

de azida e irradiado; 8) cultivo tratado con TAPP y 100 mM de azida e irradiado; 9) cultivo 

control en D20 e irradiado; 10) cultivo tratado con 1 j.tM de TAPP e irradiado; 11) cultivo 

tratado con 1 1.IM de TAPP en D20 e irradiado; 12) cultivo control con 100 mM de manitol e 

irradiado; 13) cultivo tratado con TAPP y 100 mM de manitol e irradiado. Los valores 

representan la media desviación estándar de tres experimentos independientes. 
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Figura 68. Supervivencia de C. albicans (-406 UFC/mL) incubada con TAPP4+ en oscuridad 

por 30 mm n a 37 °C y expuesta a luz visible por 30 mm n (90 mW/cm2); 1) cultivo control en 

oscuridad; 2) cultivo control irradiado; 3) cultivo control tratado con TAPP44 y mantenido en 

oscuridad; 4) cultivo tratado con 5 ILM de TAPP4+ e irradiado; 5) cultivo control bajo argón e 

irradiado; 6) cultivo tratado con TAPP44- bajo argón e irradiado; 7) cultivo control con 100 

mM de azida e irradiado; 8) cultivo tratado con TAPO y 100 mM de azida e irradiado; 9) 

cultivo control en D20 e irradiado; 10) cultivo tratado con 1 11M de TAPP4+ e irradiado; 11) 

cultivo tratado con 111M de TAPP4+ en D20 e irradiado; 12) cultivo control con 100 mM de 

manitol e irradiado; 13) cultivo tratado con TAPP44 y 100 mM de manitol e irradiado. Los 

valores representan la media ± desviación estándar de tres experimentos independientes. 

7.2.6. Tratamiento de C. albicans con fluconazol y porfirina 

A través de un tratamiento combinado, de las porfirinas TAPP y TAPO con el 

antifúngico fluconazol, fue posible estudiar si las dos terapias mejoraban el control de la 

proliferación de C. albicans. En primer lugar se estudió el efecto producido variando la 

concentración de fluconazol. Los resultados mostraron que fluconazol tiene una concentración 

inhibitoria mínima (CIM) de 1 lig/mL sobre esta levadura. Luego, para una concentración de 

porfirina de 1 I.LM (menor a la utilizada para erradicar a C. albicans), distintas concentraciones 

de antifúngico (0,25; 0,5; 1 y 1,5 pi,g/mL) y 30 mm n de irradiación, la CIM obtenida fue de 

0,25 pg/mL con ambos sensibilizadores. Por lo tanto, el efecto fotodinámico mejora la acción 
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del fluconazol y es posible obtener la misma disminución en la actividad microbiana a una 

dosis menor del antifúngico. 

De manera similar a la anterior se estudió el retardo en la curva de crecimiento de 

C.albicans (Figura 69 y Figura 70). En ambos casos, las células controles tuvieron un 

crecimiento normal, la curva de crecimiento de estos cultivos muestra una zona de latencia 

durante las primeras 12 h, luego sigue una fase de crecimiento exponencial y hacia el final se 

puede ver el inicio de la fase estacionaria de cada cultivo. Las suspensiones que fueron 

incubadas con el fotosensibilizador e irradiadas, o que fueron tratadas con fluconazol 

muestran un retardo en el crecimiento debido al efecto de cada agente. Sin embargo, estos 

cultivos mostraron bastante actividad. Mientras que en las células tratadas de forma 

combinada con porfirina y fluconazol, el crecimiento se detuvo completamente para las tres 

concentraciones de fluconazol estudiadas. Este efecto también pudo observarse en la Tabla 8, 

donde la velocidad de crecimiento de los cultivos tratados con IFD y fluconazol fue nula. 

El efecto fotodinámico de TAPP y TAPP44- hace más efectiva la acción del fluconazol 

sobre estas levaduras. Estudios previos demostraron que el pretratamiento de biofilms de 

Staphylococcus aureus con IFD, seguido del agregado de vancomicina a valores de 

concentración significativamente inferiores a la concentración inhibitoria del biofilm, causó la 

disrupción de la matriz del mismo y permite una inactivación casi completa de la bacteria.242

El tratamiento en conjunto de las células de C. albicans con fluconazol y porfirina, 

permitió obtener una inactivación celular en la oscuridad por efecto del triazol y aumentó la 

muerte de las levaduras por la IFD en presencia de luz visible. 
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Tabla 8. Velocidad de crecimiento (y, h-1) de C. albicans tratada con distintas dosis de 

fluconazol, y estas dosis combinadas con 1 pt154 de TAPP y TAPP4+ más luz visible 

Tratamientos 
Velocidad de crecimiento 

TAPP TAPP4+

Control 0,174 ± 0,009 0,155 ± 0,008 

Control en oscuridad 0,168 ± 0,008 0,15 ± 0,008 

Control iluminado 0,159 ± 0,008 0,142 ± 0,007 

Porfirina iluminada 0,099 ± 0,005 0,099 ± 0,005 

Fluconazol 5 lig 0,098 ± 0,005 0,076 ± 0,004 

Fluconazol 10 µg 0,1 ± 0,005 0,081 ± 0,004 

Fluconazol 15 µg 0,099 ± 0,005 0,055 ± 0,003 

Fluconazol 5 µg + porfirina O O 

Fluconazol 10 µg + porfirina O O 

Fluconazol 15 pg + porfirina O O 
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Figura 69. Curva de retardo del crecimiento de C. albicans incubadas con 11IM de TAPP y 

distintas concentraciones de fluconazol (5, 10 y 15 ptg/mL) expuestas a diferentes tiempos de 

irradiación con luz visible en CS a 37°C. Cultivos controles, cultivos de células tratadas con 

1 1AM de TAPP en oscuridad, células sin tratar pero irradiadas y en oscuridad. Los valores 

representan la media ± desviación estándar 



1,8 

1,6 

--É"' 1,4 

co 
2 0,8 

0,6 
to .0 < 0,4 

0,2 

0,0 

o 
.111=e4~-imbe-t-e 

10 15 20 25 
Tiempo (h) 

Resultados y Discuslón 

—•— Control 
—•— Control Osc 

Control Ilu 
- TAPP4. Ilu 
—• Fluconazol 5 in 
- Fluconazol 10 in 
— › Fluconazol 15 n 
—•- Fluconazol 5 in +TAPP4+ Ilu 
—*— Fluconazol 10 in +TAPP4+ Ilu 
—•— Fluconazol 15 in +TAPP4+ Ilu 

Figura 70. Curva de retardo del crecimiento de C. albicans incubadas con 1 tM de TAPP4+ y 

distintas concentraciones de fiuconazol (5, 10 y 15 pig/mL) expuestas a diferentes tiempos de 

irradiación con luz visible en CS a 37 °C. Cultivos controles, cultivos de células tratadas con 

11.IM de TAPP4+ en oscuridad, células sin tratar pero irradiadas y en oscuridad. Los valores 

representan la media ± desviación estándar 

7.2.7. Fotosensibilización de C. albicans creciendo en colonias 

La actividad fotodinámica de las porfirinas TAPP y TAPP4+ sobre una superficie fue 

estudiada de la misma forma que TMPyP4f, aplicando cada agente directamente sobre las 

colonias a tratar. Distintas cantidades se esparcieron sobre cada colonia (2,5; 5 y 7,5 nmoles), 

y las placas se irradiaron por 3 h con luz visible. En la Figura 71 A, pudo observarse que las 

colonias tratadas con TAPP y mantenidas en oscuridad tuvieron un crecimiento normal, 

comparable a una colonia no tratada (colonia no marcada, Figura 71 A 48 h). Mientras que en 

las placas irradiadas con luz visible (Figura 71 B), las colonias tratadas no continuaron 

creciendo aun después de 144 h de realizado el tratamiento, para ninguna de las tres 

cantidades de porfirina usada. A diferencia de la colonia irradiada en ausencia de 

sensibilizador (colonia no marcada, Figura 71 B) o las que permanecieron en oscuridad. Por 

lo que, la detención del crecimiento se debió al efecto fotodinámico. 

En la Figura 72 A se observa que las colonias tra  • das con una cantidad mayor a 2,5 

nmoles de TAPP4+, tienen un tamaño algo menor que las colonias incubadas con 2,5 nmoles o 

que las no tratadas (colonias no marcadas). De todas formas, luego de 48 h de aplicado el 
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sensibilizador, fue evidente que las células continúan creciendo, por lo que no resultó ser 

tóxica para ninguna de las tres cantidades de porfirina que se emplearon. Luego de ser 

irradiadas, las colonias no aumentaron de tamaño (Figura 72B), en relación a la colonia 

irradiada en ausencia de sensibilizador (colonia no marcada) o los controles en oscuridad, 

hasta 48 h después del tratamiento. Sin embargo, a las 144 h se observó que la colonia tratada 

con la menor cantidad del sensibilizador (2,5 nmoles), se recuperó y continuó creciendo. Las 

otras dos colonias permanecen inactivas, producto del efecto de fotosensibilización de 

TAPP4+. En comparación con TMAP4+, estos sensibilizadores produjeron un efecto 

fotosensible similar y el incremento en el tamaño de las colonias fue suprimido de igual forma 

con estas porfirinas catiónicas.1" 
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Figura 71. Crecimiento de colonias de C. albicans en agar Sabouraud tratadas con 2,5; 5 y 

7,5 lunol de TAPP. El sensibilizador fue esparcido sobre las colonias marcadas (círculo) de 

una solución stock (-0.5 mM) y se incubaron por 30 mm n a 37°C antes de la irradiación. Las 

colonias se irradiaron con luz visible (90 mW/cm2) por 3 h y se incubaron en oscuridad (B). 

Los controles se incubaron a 37 °C en oscuridad (A) 
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144h 

Figura 72. Crecimiento de colonias de C. albicans en agar Sabouraud tratadas con 2,5; 5 y 

7,5 nmol de TAPP4+. El sensibilizador fue esparcido sobre las colonias marcadas (círculo) de 

una solución stock (-0.5 mM) y se incubaron por 30 mm n a 37 °C antes de la irradiación. Las 

colonias se irradiaron con luz visible (90 mW/cm2) por 3 h y se incubaron en oscuridad (B). 

Los controles se incubaron a 37 °C en oscuridad (A) 

7.2.8. Sitios de daño celular 

7.2.8.1. Localización subcelular del sensibilizador 

Como se discutió anteriormente, las nuevas porfirinas estudiadas interaccionan 

activamente con las células. Por lo tanto, al igual que para TMPyP4+, se analizó la 

localización del fotosensibilizador dentro de las levaduras. En la Figura 73 se observa la 

fluorescencia roja correspondiente a TAPP para cultivos controles y tratados. En ambos casos 

el sensibilizador se distribuyó, mayormente, por toda la célula, aunque en ciertas ocasiones 

(Figura 73, Al y B1) pudo verse que la porfirina posee mayor afinidad hacia ciertas regiones 

intracelulares. 

El análisis de la fluorescencia de los cultivos incubados con TAPP4+ (Figura 74), 

mostró que la distribución preferencial hacia ciertos compartimientos subcelulares es un poco 

más evidente, para este sensibilizador, con respecto a TAPP. En ambos casos, la intensidad y 
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distribución de fluorescencia fue la misma antes y después de la IFD. A diferencia d 

TMPyP44 , las dos aminopoffirinas estudiadas parecen localizarse en ciertos sitios dentro de la 

célula más que en otros, sobre todo TAPP44-. 

1 

4 pm 

4 pm 

Figura 73. Localización de TAPP [5 p,154] en células de C. albicans controles no irradiadas, 

A) campo claro y B) fluorescencia. Cultivos tratados con 5 ¡AM de TAPP y luz visible por 30 

mm , C) campo claro y D) fluorescencia 

4 pm ptit 

Figura 74. Localización de TAPP4+ [5 µM] en células de C. albicans controles no irradiadas, 

A) campo claro y B) fluorescencia. Cultivos tratados con 5 p.IVI de TAPP4+ y luz visible por 

30 mm , C) campo claro y D) fluorescencia 

La interacción del fotosensibilizador con las células juega un papel preponderante en 

la IFD de microorganismos.243 Tanto los estudios de unión como las imágenes de 

fluorescencia muestran que estas porfirinas presentan una elevada afinidad por C. albicans. 
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Así, la formación de ROS, mayormente representado por 10 2, es producida principalmente en 

las proximidades del sitio de acción del fotosensibilizador y el tiempo de vida de las especies 

reactivas es suficiente para dañar el microentorno celular conduciendo a la inactivación. 
1 

7.2.8.2. Efectos de la IFD en la estructura celular interna 

Para estudiar el daño morfológico provocado por la IFD se trabajó con cultivos de 

concentraciones celulares 10 veces mayores a lo usual (-1x107 UFC/mL), por lo que la 

cantidad de agente utilizado también se aumentó proporcionalmente 10 veces (50 µ,M). Con 

estas nuevas condiciones, se alcanzó una disminución de la supervivencia celular similar a la 

obtenida anteriormente (-5 log UFC/mL) para TAPP y TAPP4+ después de 30 mm n de 

irradiación. Por otro lado, esta concentración de porfirina utilizada no fue tóxica por sí misma 

en los cultivos no irradiados. Las células tratadas con los nuevos agentes se analizaron 

mediante TEM. Los estudios revelaron cambios morfológicos, como pérdida de la forma 

esférica y alteración del material intracelular (Figura 75). Cabe aclarar que las células 

incubadas con estas porfirinas que no fueron irradiadas también se vieron algo modificadas 

por la presencia del fotosensibilizador, en relación a las muestras sin tratar. Sin embargo, las 

células sometidas a IFD no fueron viables, mientras que los cultivos mantenidos en oscuridad 

tuvieron un crecimiento normal. 

Control TAPP TAPP4+ 

Figura 75. Suspensiones de C. albicans (107 UFC/mL) tratadas con 50 i.tM de 

fotosensibilizador en oscuridad (A) e irradiadas 30 mm n con luz visible (B) 
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7.2.8.3. Fotodaño sobre la envoltura celular 

Para estudiar el daño sobre la pared celular mediante SEM se trabajó con cultivos 

celulares más concentrados (-107 UFC/mL), facilitando el análisis microscópico. Estas 

muestras tratadas con 50 j.tM de TAPP o TAPP4+ y 30 mm n de iluminación, mostraron una 

inactivación celular de — 4,5 log UFC/mL, similar a la obtenida para suspensiones de —106

UFC/mL y 5 i.tM de porfirina. La nueva dosis utilizada tampoco fue tóxica en condiciones de 

oscuridad. El análisis de la superficie de las células sometidas a IFD mostró que las mismas 

presentaban deformaciones como arrugas y ampollas (Figura 76 B), mientras que en los 

cultivos controles la pared celular no se alteró. Así, como se vio con TMPyP44, estos nuevos 

agentes también producen un daño directo sobre la pared de las levaduras. 

Control TAPP TAPP4+ 

Figura 76. Suspensiones de C. albicans (107 UFC/mL) tratadas con 50 piM de 

fotosensibilizador en oscuridad (A) e irradiadas 30 mm n con luz visible (B). Aumento 5000X 
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8. CONCLUSIONES 

En este trabajo fueron evaluados tres derivados de porfirina como fotosensibilizadores 

para inactivar C. albicans, tanto en suspensión como sobre una superficie. La Tabla 9 muestra 

un resumen de las propiedades y efectos inducidos por estas porfirinas en la IFD de C. 

albicans. Estos agentes presentan las características indispensables para ser utilizados en el 

tratamiento de IFD, como absorción de luz en la región visible del espectro y una producción 

de 10 2 apropiada, la cual es esencial para una eficaz inactivación celular. También, poseen un 

rendimiento cuántico de fluorescencia adecuado, que permite estudiar el comportamiento de 

estos agentes en medio biológico, sin sacrificar su capacidad fotodinámica. 

La porfirina TMPyP4+, contiene cuatro grupos catiónicos en los nitrógenos piridínicos 

en la periferia del macrociclo. TAPP y TAPP4+ también poseen cuatro sustituyentes, que en el 

primer caso pueden cargarse positivamente a pH fisiológico, mientras que en TAPO la carga 

es permanente. Sin embargo, a diferencia de TMPyP4+, en estos dos agentes la carga está 

separada del sustituyente unido al macrociclo por una cadena alifática. Esta disposición le 

otorga mayor movilidad a los grupos cargados, permitiendo una mejor interacción con la 

superficie de los sustratos celulares. 

La unión de cada sensibilizador a las células alcanzó valores apropiados para llevar a 

cabo el efecto fototóxico, y en los tres casos se obtuvieron valores similares para 15 y 30 mmn 

de incubación, indicando que estas porfirinas se unen rápidamente. Las diferencias 

estructurales entre los sensibilizadores, anteriormente mencionadas, se ven reflejadas en parte, 

al analizar la fuerza con que estos agentes se unen a las células de C. albicans. Cuando las 

suspensiones celulares fueron sometidas a diferentes etapas de lavado para eliminar el exceso 

de sensibilizador contenido en el sobrenadante, la concentración intracelular de TMPyP41

disminuyó considerablemente después del primer lavado (-59%) y luego permaneció 

constante. Por lo que solo una fracción de esta porfirina se unió fuertemente. Mientras TAPP 

y TAPP4+ lograron unirse más eficientemente, ya que luego de la aplicación de los lavados no 

se observaron pérdidas significativas del sensibilizador. 

En los estudios in vitro se logró una IFD efectiva de C. albicans. Para TMPyP4+, 

suspensiones de 106 UFC/mL fueron inactivadas en —5 log (99.999% de muerte celular) con 

una dosis de 5 i.tM de sensibilizador y de 30 mm n de irradiación. El mismo tratamiento con 

TAPP y TAPO alcanza valores de inactivación de 4,33 y 4,81 log respectivamente. Aunque 

una eficiencia similar se obtuvo a tiempos de tratamientos de 15 min. Con las tres porfirinas 

se observó un incremento en el fotodafío celular al aumentar la concentración de 
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sensibilizador en un rango de 1-5 1.1M, el cual es mayormente acompañado por una alta 

concentración de porfirina en el interior de la célula. En todos los casos, la IFD disminuyó 

considerablemente al mismo tiempo que la densidad celular aumenta. El número de células a 

tratar es un factor del cual depende en gran medida la concentración de sensibilizador a 

utilizar, ya que a mayor número de células la cantidad de porfirina disponible es menor. De 

esta forma, la dosis se debe aumentar proporcionalmente con el tamaño del cultivo a 

erradicar. Aunque los tres agentes mostraron un desempeño similar, las aminoporfirinas 

TAPP y TAPP" fueron más efectivas a tiempos cortos de tratamiento. 

En los estudios con TAPP y TAPP", cuando las suspensiones celulares son sometidas 

a una y dos etapas de lavado, antes del tratamiento con luz visible, la cantidad de porfirina 

unida inicialmente permaneció invariable. Por lo que, la eficiencia del tratamiento no 

disminuyó y es la misma que para los cultivos no lavados. A diferencia de TMPyV", donde la 

inactivación celular disminuyó después de los lavados debido a que se pierde parte de la 

porfirina unida débilmente a las células. La explicación de este fenómeno subyace, al igual 

que antes, en la estructura de estos agentes, específicamente en la posición de las cargas 

catiónicas con respecto al anillo tetrapirrólico. Las aminoporfirinas poseen estas cargas en el 

extremo de la cadena alifática de los sustituyentes, lo que les confiere movilidad a las mismas 

y permite que estos fotosensibilizadores interaccionen mejor con las células, resultando en 

una unión más estrecha. También se observaron diferencias entre estos agentes al estudiar el 

efecto de la IFD sobre la curva de crecimiento de C. albicans. El efecto inhibidor de TAPP y 

TAPP"- fue significativamente mayor en comparación al efecto de retardo del crecimiento 

que se observó para TMPyP4f. 

Tabla 9. Comparación de las propiedades y efectos inducidos por porfirinas utilizadas en la 

IFD de C. albicans 

Porfirina 
(DF 

1 
4:13d 0 2 

Incorporación 
celular 

6 
nmoles/10 cel. 

Pérdida en 
10 lavado 

(%) 

IFD [5p.MI 
(log UFC/tnL) 

15 min 30 min 

Mecanismo 
de acción 

Reducción 
de vel. de 
crec.(%) 

Daño Acción sobre 
morfológico superficies 

4+ 
TMPyP 0,011 

(agua) 

TAPP 0,15 
(DMF) 

4+ 
TAPP 0,13 

(DMF) 

0,74 
(agua) 

0,53 
(DMF) 

0,49 
(DMF) 

1,71 59,00 3,24 5,00 tipo II 27 

1,00 6,50 4,13 4,80 tipo II 73 

1,50 1,60 4,55 4,82 tipo II 85 

envoltura 
celular 

envoltura 
celular 

envoltura 
celular 

efectiva 

efectiva 

efectiva 
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Mediante el cultivo de las células de C. albicans en suero humano, estos organismos 

cambiaron de una forma de crecimiento levadwiforme a una de pseudohifa, forma más 

patógena de este organismo. El tratamiento fotodinámico con TMPyP4+ de estos filamentos en 

suero no tuvo efecto sobre la viabilidad celular debido a que, en presencia de los componentes 

del suero, el fotosensibilizador tuvo mayor afinidad hacia estos que con las células. 

En lo que respecta al proceso oxidativo que ocurrió durante la inactivación de las 

levaduras, el efecto citotóxico inducido por las tres porfirinas estudiadas fue insignificante 

bajo condiciones anóxicas en comparación a una atmósfera aeróbica. La presencia de oxígeno 

fue esencial para la formación de especies oxidantes que participan en las reacciones 

fotoquímicas de tipo I y II. Para evaluar la fotoinactivación mediada por 102, la IFD se realizó 

en D20, donde las reacciones llevadas a cabo por esta especie oxidante se vieron favorecidas. 

Bajo esta condición, el efecto fotocitotóxico fue mayor en D20 que en solución acuosa, para 

los tres fotosensibilizadores. A su vez la presencia de azida sódica produjo una fotoprotección 

casi completa de las células de C. albicans sensibilizadas por estos agentes. Esto sugiere que 

el ión azida causa una reducción del efecto fotodinámico por desactivación del 10 2. Además, 

con la presencia de manitol como inhibidor de las reacciones de tipo I la eficacia del 

tratamiento no se afectó significativamente. Esto demuestra que las reacciones fotoquímicas 

de tipo I no intervinieron significativamente en el mecanismo de acción, mientras que los de 

tipo II, a través del 102, tienen una participación preponderante en el proceso fotodinámico 

desencadenado por estas porfirinas. 

En relación a estos últimos resultados, al determinar por luminiscencia el tiempo de 

vida del 10 2 producido por TMPyP44- se observó que el 'I de esta especie reactiva, luego del 

agregado de un pellet de células de C. albicans, disminuyó en relación al fotosensibilizador en 

solución homogénea de D20. Esto indica que la luminiscencia del 10 2 fue inhibida 

fuertemente por las biomoléculas del microambiente celular, donde la sensibilización tuvo 

lugar con la porfirina catiónica. De todas formas bajo estas condiciones, una fracción de 

porfirina aún permanece en el D20 contribuyendo a fotosensibilizar 102 en el solvente. Por 

otro lado, después de una etapa de lavado donde solo permanecieron las moléculas de 

fotosensibilizador estrechamente unidas a las células, se obtuvo un tiempo de vida para 10 2, 

todavía más corto. 

El fluconazol es un antifúngico ampliamente utilizado para el tratamiento de 

infecciones fúngicas. La CIM de este compuesto para C. albicans se redujo 4 veces por 

tratamiento combinado con IFD llevada a cabo con 1 de TAPP o TAPP4+. De la misma 

forma, la curva de crecimiento de la levadura se retardó más en presencia de un efecto 



combinado ejercido por la IFD y fluconazol. Por lo tanto, el tratamiento de C. albicans con 

fluconazol pudo ser complementado con TAPP o TAPP44, mejorando el control sobre el 

crecimiento microbiano a dosis relativamente bajas. 

Una de las aplicaciones de la IFD es la erradicación de microorganismos creciendo 

como un foco localizado de infección, así como el tratamiento de las superficies que deben 

permanecer asépticas. Teniendo en cuenta esto, se realizaron una seria de estudios para 

inactivar C. albicans creciendo en medio sólido. Bajo estas condiciones, células tratadas con 

TMPyP4+ en solución e irradiadas 30 mm n sobre AS fueron completamente erradicadas, luego 

no se detectó formación de colonias en estos medios de cultivo. El tratamiento también fue 

efectivo para las células sembradas sobre superficies de agar conteniendo áreas esparcidas con 

diferentes cantidades de sensibilizador TMPyP4±. Por lo tanto, esta porfirina podría ser usada 

para prevenir el crecimiento de levaduras sobre superficies que deben mantenerse estériles, 

tales como áreas de cirugía. 

El crecimiento celular en colonias condujo a un incremento en la resistencia al 

tratamiento antifúngico de IFD, comparado con los cultivos creciendo en suspensión en medio 

líquido. La acción fotosensibilizante de los tres agentes se analizó en células de C. albicans 

creciendo en colonias inmovilizadas sobre superficies de AS. Los experimentos con colonias 

pequeñas mostraron que el crecimiento de las levaduras fue suprimido y que una erradicación 

completa de C. albicans fue posible usando 9 nmol de TMPyP4+ y —5 nmoles de TAPP y 

TAPP4+, para 3 h de irradiación con luz visible. Además, la capacidad fotocitotóxica de 

TMPyP4+ permaneció alta para las colonias irradiadas con luz solar natural. En todos estos 

casos, las colonias no mostraron evidencia de crecimiento y no aparecieron células viables 

luego del tratamiento. Por lo tanto, los resultados indicaron que las células de C. albicans 

creciendo en colonias pueden ser eficientemente controladas por el tratamiento de IFD con 

estas porfirinas. 

Analizando específicamente el daño intracelular que ocurrió durante el proceso, se 

estudió el ADN extraído de las levaduras sometidas a la IFD. Los resultados revelaron que el 

material genético no se dañó durante el tratamiento; a pesar de la gran afinidad entre esta 

biomolécula y TMPyP4+. Por lo que, el ADN celular, podría estar protegido por la membrana 

nuclear y la cantidad de sensibilizador en el núcleo no sería suficiente para provocar una 

fragmentación detectable. La unión entre el ADN y el fotosensibilizador resultó ser tan 

estrecha, que modificó la velocidad de migración durante el análisis electroforético de una 
4+ muestra de ADN de timo bovino fotosensibilizada con TMPyP . 



Concluslones 

Mediante la microscopía de fluorescencia se estableció la localización intracelular de 

TMPyP4-1- en C. albicans. Los estudios revelaron la presencia de la porfirina en las células 

debido a la emisión roja del sensibilizador. Además, luego de la aplicación de sondas 

fluorescentes específicas del núcleo y de las vacuolas se comprobó que TMPyP4+ también 

estaba presente en estas organelas. De forma similar, en la mayoría de las muestras 

analizadas, TAPP se distribuyó prácticamente por toda la célula. Mientras que, el análisis de 

las levaduras incubadas con TAPP4+, mostró una concentración mayor del agente en 

compartimientos subcelulares con respecto al citoplasma. La forma en que el agente se 

distribuyó en la célula es una característica importante, ya que debido al tiempo de vida 

relativamente corto y la baja difusión de las ROS generadas, los sitios más cercanos al 

sensibilizador tienen una mayor probabilidad de participar en el proceso fotodinámico. 

Mediante TEM, se evaluó el daño analizando cambios en la morfología 

ultraestructural de la célula. Un daño directo en la envoltura celular se observó en las 

muestras tratadas con TMPyP4f, al igual que en las muestras irradiadas en presencia de las 

aminoporfirinas, donde fue evidente la alteración de la forma esférica de la levadura. La 

morfología de las células tratadas también se analizó por SEM. En estos estudios, nuevamente 

se observó que la IFD de C. albicans, produce alteraciones apreciables en la envoltura celular. 

Por lo tanto, esta estructura es un sitio blanco de la acción fotodinámica de los tres agentes 

estudiados. 

En resumen, la presente investigación indicó que, la porfirina catiónica TMPyP4+ fue 

efectiva para ser aplicada en el tratamiento de C. albicans creciendo en suspensiones celulares 

o como focos localizados de infección, de la misma manera que los nuevos agentes TAPP y 

TAPP4+. El proceso de inactivación de los tres agentes fue llevado a cabo, principalmente, por 

la producción de 10 2. El agente TAPP, puede cargarse a pH fisiológico, por lo que su 

actividad fotosensibilizante resultó semejante a TAPP4+. En estos dos sensibilizadores, la 

posición de las cargas sobre las cadenas alifáticas les confiere movilidad y permitió una mejor 

interacción con el microorganismo. Además, la IFD con estas aminoporfirinas puede 

contribuir a mejorar las terapias actuales con antifúngicos. 

1 27 



y 9. Glosario de abreviaturas 



C. O N,4 

Glosan() de abrevlawras 
 SUOTECA 5 

4-5 

9. GLOSARIO DE ABREVIATURAS 

ADN ácido desoxirribonucleico 

ARN ácido ribonucleico 

AS agar Sabouraud 

BrEt bromuro de etidio 

C.albicans Candida albicans 

CMAC Ce!! Tracker Blue (7-amino-4-clorometilcumarina) 

CS caldo Sabouraud 

DMF N,N-dimetilformamida 

EDTA ácido etilendiamintetraacético 

Fase Lag fase de latencia 

Ho Hoescht 33258 

IFD inactivación fotodinámica 

ON del inglés overnight, toda la noche 

p.b unidad de pares de bases enfrentadas en el ADN doble cadena 

PBS 
del inglés, Phosphate Buffer Saline, solución amortiguadora de fosfato 

salino, pH=7,0 

ROS especies reactivas del oxígeno 

SDS dodecilsulfato de sodio 

SEM microscopía electrónica de barrido 

TAPP 5,10,15,20-tetrakis[4-(3-N,N-dimetilaminopropoxi)fenil]porfirina 

TAPP4+ 5,10,15,20-tetrakis[4-(3-N,N,N-trimetilaminopropoxpfenil]porfirina 



TBE 

Glosario de abreviaturas 

solución amortiguadora Tris 90 mM, ácido bórico 90 mM y EDTA 2 mM, 

pH= 8,0 

TE solución amortiguadora pH= 8, Tris-HC1 10 mM EDTA 1 mM 

TEM microscopía electrónica de transmisión 

TFAP34- 5-(4-trifluorfeni1)-10,15,20-tris(4-N, N, N-trimetilamoniumfenipporflrina 

TFD terapia fotodinámica 

TMAP4+ 5,10,15,20-tetra (4-N,N,N-trimetilamoniumfenipporfirina 

TMPyP4+ 5,10,15,20-tetrakis(N-metil-4-piridipporfirina 

UFC unidades formadoras de colonias 

VIH virus de inmunodeficiencia humana 
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10. GLOSARIO DE SÍMBOLOS 

absortividad molar 

A absorbancia 

PC3 1 cepa de Candida albicans 

kobs constante de velocidad observada 

91, longitud de onda 

longitud de onda de emisión de fluorescencia 

exc longitud de onda de excitación de fluorescencia 

?k, abs longitud de onda de absorción 

max longitud de onda de un máximo de absorción o emisión 

102 oxígeno molecular singlete 

302 oxígeno molecular triplete 

rendimiento cuántico de fluorescencia 

sztoA rendimiento cuántico de formación de oxígeno molecular singlete 

oSens sensibilizador en estado basal 

iSens* sensibilizador en estado excitado singlete 

3 Sens* sensibilizador en estado excitado triplete 

z tiempo de vida 
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Glosario de 
fotosensItazadores 

11. GLOSARIO DE FOTOSENSIBILIZADORES 

TMPyrif: 5,10,15,20-tetrakis(N-metil-4-piridipporfirina 

TAPP: 5,10,15,20-tetrakis[4-(3-N,N-dimetilaminopropoxi)fenil] porfirina 



Gtosario de 
fotosenstbIllzadcres 

TAPP4+: 5,10,15,20-tetrakis[4-(3-N,N,N-trimetilaminopropoxi)fenil]porfirina 
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