DI PALMA, MARIA ALBANA
et b s e O oo

2016 75069



UNIVERSIDAD NACIONAL DE RiO CUARTO
Facultad de Ciencias Exactas, Fisico-Quimicas y Naturales

Departamento de Quimica

UNRC

crer

3
d

Doctorado en Ciencias Biolégicas

INACTIVACION FOTODINAMICA DE
LEVADURAS SENSIBILIZADAS POR
FTALOCIANINAS CATIONICAS

Lic. Maria Albana Di Palma

ANO: 2016

* 7
S
3/ 2
c|voaLonas)s
E";\ %Q
(g 7VN0\Q‘



MF:
Clasif,

T. 1014

:It)i_’ﬁg



Direccidn de tesis:

Director:

Co-director:

Jurado de tesis:

Doctorando.

Dra. A

iana Ca

Lic. Maria Albana Di Palma

Rio Cuarto, 15 de marzo de 2016



Quiero dedicar mi TESIS a la memoria de mi querida Tia Elsa, quien me
acompaiio fisica y espiritualmente a lo largo de mi vida y AGRADECER
INMENSAMENTE:

-A la Universidad Nacional de Rio Cuarto (UNRC), al Consejo Nacional de
Ciencia y Tecnologia (CONICET) y el Ministerio de Ciencia y Tecnologia
(MINCyT) por brindarme los recursos necesarios para llevar adelante mis estudios
de postgrado

-A los jurados de tesis (Dras. Elisa Lombardo, Mariana Combina y Adriana
Casas) por sus correcciones, sugerencias y criticas constructivas... Gracias por el
tiempo dedicado a la correccion de este trabajo

-A mis directores Dres. Maria Gabriela Alvarez y Edgardo N. Durantini, por
haberme dado la oportunidad de trabajar y aprender junto a ellos, por estar
siempre presentes y predispuestos a brindar ayuda

-A Gaby por ser mas que una directora, una amiga que me supo aconsejar no solo
en lo académico sino también en lo personal

-A mis padres y hermana, por acompafiarme incondicionalmente a lo largo de
estos 5 afios, por su inmensa confianza, por darme fuerzas para seguir adelante y
poder llegar a esta meta

-A mis amigos y hermanos de la vida (Paty, Gladys, Kari, Noemi, Manuel, Dany,
Guty, Erick, Eliana, Mary, Mariel, Alfonsina, Marcelo y Paola), por su gran
compafiia y los buenos momentos compartidos, por todos sus consejos y por
acompaiflarme y sobre todo aguantar mis locuras

-A mis compafieros y AMIGOS de trabajo, por su colaboracién y por hacerme
sentir comoda en el Gran Becario desde el primer dia. Fue un inmenso placer
trabajar junto a Ustedes, compartir mates y charlas

-En general quisiera agradecer a todas y cada una de las personas que han vivido
conmigo la realizacion de esta Tesis Doctoral, con sus altos y bajos y que no
necesito nombrar porque tanto ellas como yo sabemos que desde los mas
profundo de mi corazon les agradezco el haberme brindado todo el apoyo,

colaboracion, animo y sobre todo carifio y amistad



INDICE

3.1. GeneralidAdes.............c.ooeeviieiieeieee ettt st e 35
3.2. EStructura CEIUIAT ..........ccuooiieiieeiee ettt e 35
3.3. MiCroorganismos EUCATIOLAS ..........cccecceueriirieriirissiieniesiesereesesessessesssssssssssasassensesnssencas 36
3.3.1. Pared celular de 105 hONOS..........coeiciiirmceiiircciiee e 37
3.4, LeVAQUIAS ........oooveieee ettt et et ae et s e bbb s e n e s 38
3.4.1. Generalidades del género Candida ......................cccccouemeninieinesieienricieieieeees 39
3.4.2. Generalidades de la especie Candida albicans ......................cooooveveiiinininnnnnenne. 39
3.5. Enfermedades infeCCiOSas ..........cueeveueeiriercnreeecetct st er et 42
3.5.1. Infecciones fUNGICAS...........cocoeeeeueiircieeci ettt et st s 43
3.5.2. Clasificacion de 1as MICOSIS .........c.eeeierieerrerrerienieceie ettt 43
3.6. Agentes antifiN@ICOS ........cccoveuriiuiiiiiiiieie ettt 44
3.6.1. Breve resefia historica sobre los agentes antifingicos.............ccooeonniiiiiinnnn, 45
3.6.2. Mecanismo de accién de los azoles antifingicos.............cccoovveiniininiiniiiicineincieens 47
3.6.3. Resistencia a 108 antiflngiCos ..........ccoeierieeencnicniiiiciiccn e 47
3.7. Tratamiento alternativo: fotosensibilizacion.............ccccoceviiiiiiin 49
3.7.1. Inactivacion fotodiNAMICA............ccceerieirentcirieentctee ittt 50
3.7.2. Mecanismo de aCCION..............oooeriieeeiieeetie e e s e 54
3.7.3. FLAlOCIANINAS ..........c.oootiiieiiiei ettt et e se e caee e sass s sase s sa e s s as b aseane s sseneas 55
3.7.3.1. Caracteristicas espectroscopicas y fotoquimicas ............cocoevcrcvennincnvinnnrinnnne. 56



3.8. Principios generales de la fotosensibilizacion de los hongos...........c...ccooceivniininiins 57
5.1 GENETALES ...ttt ettt st et ettt e e et ea et et er e 65
5.2  ESPECIICOS ...ttt st sttt st st sn e e 65
6.1, MAteriales ..........oouiiiiiiiieiie ettt et sttt eeseee s s en b s et e e snne e 69
6.1.1. Equipamientos generales Y TEACtIVOS .........cccoeiieriiriiierieesieieniteseceeiee st ereseeesvaeesaenens 69
6.1.2. Fotosensibilizadores ..............cccoviiiiieieriirieieeteee et e 69
6.2. MELOAOS ... ettt ettt et b et et ea e et e st e et e e esee st e et et ene 70
6.2.1. Sistemas de IrradiBCiON. ........cccueeiieeieiieiee ettt sttt et e s b sesesee e 70
6.2.2. Caracterizacion de la cepa fingica.............cooooiiiiiiiiiiiie e 71
6.2.3. ESTUAIOS i71 VIFO ...ttt ee et saas st e e s s en s e sseesa e snansaens 72
6.2.3.1. Inactivacion fotodinamica de células de C. albicans ....................cccceevveeuveenennnnn. 72
6.2.3.2. Uniodn celular in vitro a las células de C. albicans ..............ccocovevvviinivivninnccnannns 72
6.2.3.3. Efecto del fotosensibilizador sobre la curva de crecimiento de C. albicans........... 74
6.2.4. Unidn celular de ZnPPC* ..........coooivmoeeeeeeeeee e 74

6.2.4.1. Unidn del fotosensibilizador a las células de C. albicans y aplicacién de lavados

sobre 1as CEIULAS tratAdAS ...........cccoiiiiiiiiriiieniee ettt ens 74
6.2.4.2. Unidn del fotosensibilizador frente a distintas densidades celulares....................... 75
6.2.4.3. Uni6n celular a distintas concentraciones del fotosensibilizador...................c........ 75
6.2.4.4. Unidn a distintas temperaturas y en presencia de inhibidores metabdlicos............ 75
6.2.5. Inactivacién fotodindmica de células de C. albicans con ZnPPc*'como FS............ 76
6.2.5.1. IFD frente a distintas densidades celulares ............c.ccccccevrninnnniinnniniiiinn, 76

8



6.2.5.2. IFD frente a distintas concentraciones y tiempos de irradiacion ............................ 76

6.2.5.3. Ensayo de citotoxicidad ..............ccooueoiieiiiiiiiie e 76
6.2.5.4. IFD de células de C. albicans sobre SUperficies .................ccoceevervveveeeereerneerennnne. 77
6.2.5.4.1. Unién de ZnPPc* en solucion e inactivacién fotosensibilizada de células de C.
QlDICANS SODT@ AGAT...........c.ocvieetiiecrie ettt ee e et e et te et s e esae s eane s esseteesseasessensseseneens 77
6.2.5.4.2. Inactivacion fotosensibilizada de C. albicans sobre agar impregnado con
ZIPPCY ottt 77
6.2.5.4.3. Fotosensibilizacion de C. albicans creciendo en colonias sobre agar ................. 78
6.2.5.4.4. IFD inducida por ZnPPc* in vitro utilizando C. albicans creciendo como
PSEUAONIEA ...ttt e e e es e e seanseeneeeraenrens 78
6.2.6. CONLIOLES ...ttt et et e b e ea e see et eba e et st es et anseabesseeneeneans 79

6.2.7. Estudio de los estados excitados de ZnPPc*" y su interaccién con las células de C.

QIDICANS ... e eeeraeeeeeesaeesaeasasssssasaeesaeaeaeasaeaaaeaeeeareaaeeaaeaaseaeaeaeeeaaeaaeereneeanaaetareearaneaanes 79

6.2.7.1. Determinacién de la formacion del FS en estado exitado triplete en las células de

o QIDICANS ...ttt ettt ettt sttt st e st s et s e e bt e e sraesesste s ensenaensas 79
6.2.7.2. Determinacion de 'Oy en 1as CEIUIAS ...............coooovveiieeieeeees e 81
6.2.8. Estudios mecanisticos de la inactivacion fotodindmica ................cccceevvenieiieniennnn, 83
6.2.8.1. Determinacién de la produccién de 'O, en medio homogéneo.............c.cocoueec...... 83
6.2.8.2. Determinacion indirecta de la produccion de 'O, en medio celular ....................... 84
6.2.8 3.Determinacion de la produccion del anién superoxido (O, 7) en medio celular....... 84
6.2.9. Sitios de accion del fotosensibilizador................ccoceeeiiiiiieicniiiicecee e 85
6.2.9.1. Estudios de la localizacion intracelular del fotosensibilizador ............................... 85

9



6.2.9.2. Efectos de la inactivacion fotodindmica sobre el ADN .........ooooiiiiiiiiiiiieieeeeeeeaenn, 85

6.2.9.3. Fotoinactivacion de C. albicans y extraccion de ADN gendémico.................c......... 86
6.2.9.4. Efecto de la inactivacién fotodindmica sobre la estructura celular ......................... 86
6.2.9.5. Fotodafio en la envoltura celular...................coooooiiiiiiee e, 87
6.3. Andlisis EStadiStiCo ........ccccecueiiiiiniee ettt sttt n e b 88
7.1. Fotosensibilizadores .............cccoecieiiniiireneiiier ettt st en e s 91
7.2. Estudios espectroscopicos y fotodindmicos ..............ceceeeueviiienieiieieeieieeiee et 91
7.2.1. Caracteristicas espectroscépicas y fotodindmicas de las ftalocianinas ...................... 91
7.3. Estudios in vitro en C. @lBicans ....................cocecumeereeereeeneeeeereeieereee e eee v eeve e 98
7.3.1. Inactivacion fotodindmica in Vitro .................cooeeveeeeeieeeeiiecieceeceeee e 98
7.3.2. Unibn in vitro a las células de C. albicans..................cooeeeeiieiceeieeeeeeviceeiennn 102
7.3.3. Efecto fotosensibilizador sobre la curva de crecimiento..............ccccoceeeeveveneenennnne. 104
7.3.4. Uni6n celular de ZnPPc** en presencia de 1avados..............o..cocvvvveeeerrevesereereennne. 107
7.3.5. Unién celular in vitro a distintas densidades celulares de C. albicans..................... 108
7.3.6. Unién celular a distintas concentraciones de ZnPPc*" ..............cc.ccoooveumorrveieern, 110

7.3.7. Union celular a distintas temperaturas y en presencia de inhibidores metabdlicos .111

7.4. Inactivacién fotodinamica in vitro empleando ZnPPc*'como FS..........ccooovivvueennne. 113
7.4.1. Inactivacién fotodinamica de suspensiones celulares de C. albicans en PBS ......... 113
7.4.2. Inactivacién fotodinamica a distintas concentraciones de ZnPPc*' ......................... 114
7.4.3. IFD bajo distintas densidades celulares.................ccocovinivinmnnniiiniccceeceeees 115
7.4.4. TFD en presencia de 1avados..............cocooeriiiiiinnienecenicee e 117



7.4.5. IFD bajo distintos tiempos de incubacion...........c..cococereneeiniiiinnniniicinreeccee 117

7.4.6. CitotOXICIAA..........c.oouiiieieiit ittt ettt se et e e ev s 118
7.4.7. Estudios en medios SOHAOS ............ccooiiiiiiiiriiieee e 120
7.4.7.1. Fotoinactivacion de células de C. albicans sobre superficies..............c.ccocevueenee. 120
7.4.7.2. Fotosensibilizacién de células de C. albicans creciendo en colonias ................... 123
7.4.8. Inactivacion fotosensibilizada sobre pseudohifas de C. albicans ............................ 124
7.5. MecaniSmo d€ @CCION........ccoeeeuieeieietete et e s sa s sb e sn s 126

7.5.1. Formaci6n de estado excitado triplete de ZnPPc** en las células de C. albicans....126

7.5.2. Produccién de oxigeno singlete en las células de C. albicans ................................. 133
7.5.3. Efecto del medio y del agregado de desactivantes de ROS ... 135
7.5.4. Determinaci6n de la produccion de 'O, mediante moléculas prueba...................... 137
7.5.5. Fotoinactivacion de C. albicans en presencia de derivados de antraceno ............... 141
7.5.6. Determinaci6n de la produccion de 'O en suspensiones celulares en PBS............. 142
7.5.7. Determinacion del radical anidén superdxido (O27).....cocoieeeniriinenccieneneireceene 145
7.6. STHO A€ ACCION .......oviieiiiciiee ettt et et em et e sasnes 150
7.6.1. Estudios de la localizacion intracelular del fotosensibilizador .................cc.cccecee. 150
7.6.2. Efectos de la inactivacion fotodinamica sobre el ADN ..............ccccoieniiniinciinnnn. 151
7.6.2.1. Efecto de la IFD sobre el ADN gendmico de C. albicans ....................ccocueenen... 151
7.6.3 Efecto de la inactivacidn fotodinamica en la estructura celular intemna.................... 153
7.6.3.1. Microscopia electronica de tranSmision...............cccocoeeiiriinienieneeieerecree oo 153
7.6.4. Fotodafio en la envoltura celular.................ooocooiiiiiiiiiiiiiicce e 155



CONCLUSIONES ..ottt et ee et ae et s s e se et se bt e e e saeneas 159
GLOSARIO DE MOLECULAS ..........ooomiommieeeeeeeeeeeeeeeees e eeeeeeseseeee e ee e s ee 173
REFERENCIAS ...ttt ses bbb s s sttt en et ene s s e s s senne 179

12



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Caracteristicas espectroscopicas de las ftalocianinas, ®r y ®, en DMF 98
Tabla 2. Ensayos de citotoxicidad 119
Tabla 3. Representacion en porcentajes de viabilidad celular C. albicans generada
por accién fotodinamica 121
Tabla 4. Fotodescomposicion de DMA y ADMA bajo distintos condiciones de

tratamientos en PBS 140

13




INDICE DE FIGURAS

eucariotas (B).........ccoooiiiiiecee e 35
Figura 2. Estructura y componentes de la pared celular fungica............ 38
Figura 3. Mecanismos de patogenicidad C. albicans. ............................ 41

Figura 4. Invasion de Candida albicans en su forma levaduriforme y
filamentosa. Las flechas blancas indican las hifas generadas durante el
ProCeSO INFECHIVO. ...ttt 42
Figura 5. Evolucion histérica de los farmacos antifungicos................... 46
Figura 6. Inactivacion fotodinamica de células fungicas (ilustrativo)....51
Figura 7. Esquema que representa los diferentes rangos de profundidad
de penetracion en correspondencia con la longitud de onda de la
radiacion aplicada sobre la piel ...........ccooioiiiiiini 52
Figura 8. Infecciones que podrian combatirse mediante la IFD. ............ 53
Figura 9. Diagrama de Jablonsky. Eficiencia en la IFD sobre multiples
células MICTODIANAS. .......cc..evieiieieieitie ettt st e 53
Figura 10. Procesos fotoquimicos involucrados en el efecto
fotodinAmicCo Y SUS MECANISINOS. ........ccveeviererieiaeieariereseeseeseesteseeasaesenseas 55
Figura 11. Espectro de absorcion de las ftalocianinas........................... 57

Figura 12. Diferentes arreglos de irradiacion utilizados para las distintas

Figura 13. Curva de calibracién de ZnPPc*'en SDS al 2 % (Aexc =
670NM, Aey = 684 NIM). ..ottt et saese e 73
Figura 14. Curva de calibracién de FN;ZnPc** en 2% p/v SDS (Aexe =

670 NM, Aery = 684 NIM) ..ot e 74



Figura 15. Representacion esquematicade LFF. ... 80

Figura 16. Representacion de una sefial transitoria tipica obtenida por

Figura 17. Representacion del equipamiento utilizado para la aplicacién
e TRPD. ...ttt s st et sre e e 82
Figura 18. Seiial tipica del decaimiento de la fosforescencia de 'O, a
| B0 B o 1 =1 1D 2L O T 82
Figura 19. Espectros de absorcion y emision de fluorescencia de la
ftalocianina ZnPPc™ en DMF ..........c.oooiomoooeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeres e 93
Figura 20. Espectros de absorcion y emision de fluorescencia de AZnPc
( ),AZnPc’ (---) en DMF (Aexe= 6120m). .....ooovrvinirririenicecinas 94
Figura 21. Espectros de absorcién y emision de fluorescencia de
ANGZIPC™ (5= =), oot 97
Figura 22. Curva de supervivencia de C. albicans (10° UFC/mL)
incubada con diferentes concentraciones (5 y 10 pM) de ZnPPc** (»),
ZnAmPc"" (A), AZnPc (w) y AZnPc’ (o) por 30 min a 37°C en
oscuridad y expuesta a luz visible por 30 min. Control (V). Los valores
representan la media+desviacion estandar..............cccocceovenniniciiicnnenn. 99
Figura 23. Curva de supervivencia de C. albicans (10° UFC/mL)
incubada con 10 pM de TN3ZnPc** (o), AN3ZnPc** (A) y FN;ZnPc™
(V) durante 30 min a 37°C en oscuridad y expuesta a luz visible por
distintos tiempos (15 y 30 min). Control (m). Los valores representan la
mediatdesviacion eStANdar................ccooeeveiiiiineniinence e 100
Figura 24. Curva de supervivencia de C. albicans (10° UFC/mL)

incubada con 1 (), S (A) y 10 (V) uM de FN3ZnPc*" durante 30 min a

16



37°C en oscuridad y expuesta a luz visible por distintos tiempos (15 y 30

min). Control (m). Los valores representan la media+desviacion estandar.

Figura 25. Curva de supervivencia de C. albicans (10° UFC/mL)
incubada con 1 pM de FN3ZnPc** (e) por 30 min a 37°C en oscuridad y
expuesta a luz visible a distintos tiempos. Control (m). Los valores
representan la media + desviacion estandar...............cococeinienieicncenn. 102
Figura 26. Cantidad de ZnPPc** recuperada de células de C. albicans ( ~
10° UFC/mL) tratadas con 5 uM (m) y 10 pM (V) del sensibilizador por
15, 30 y 60 min a 37°C. Cantidad de ZnAmPc** recuperada de células de
C. albicans ( ~ 10° UFC/mL) tratadas con 10 uM (»). Los valores
representan la mediatdesviacion estandar...........c..coeeveevriieiiiiinnen. 103
Figura 27. Cantidad de FNgznPc3+ recuperada de células de C. albicans
( ~ 10° UFC/mL) tratadas con 1 pM a 37°C. Los valores representan la
media + desviacion estandar. ...............cooooiiiniiiiiiie e 104
Figura 28. Curva de retardo del crecimiento de C. albicans incubadas
con 5 uM (V), 10 uM (A) y 20 pM (m) de ZnPPc** expuestas a
diferentes tiempos de irradiacion con luz visible en CS a 37°C. Cultivos
controles (@), cultivos de células tratadas con S uM (V), 10 uM (A) y
20 uM (M) en oscuridad, células sin sensibilizador pero irradiadas (¢)

(Labs=550 nm). Los valores representan la mediatdesviacion estandar.

Figura 29. Curva de retardo del crecimiento de C. albicans incubadas
con TN3ZnPc** (P), AN3ZnPc®" (€) FN3ZnPc®* (») 10 uM expuestas a

diferentes tiempos de irradiaciéon en CS a 37 °C. Cultivos control (H);

17



control iluminado (M) y células tratadas con TNsZnPc** (¥), AN;ZnPc**
(V) y FN3ZnPc* () mantenidas en oscuridad. Los valores representan
la media + desviacion estandar. ...............ccoceevierniinicnec e, 106
Figura 30. Cantidad de ZnPPc** recuperada de células de C. albicans ( ~
10° UFC/mL) tratadas con 5 pM sin lavar (m), 1 lavado (®) y 2 lavados
(A) y 10 uM sin lavar (V), 1 lavado (¢) y 2 lavados () del
sensibilizador por 30 min a 37°C y diferentes etapas de lavados. Los
valores representan la media+desviacion estandar. ...................ccoe... 108
Figura 31. Unién de ZnPPc*" a las células bajo diferentes densidades
celulares y concentraciones S UM (@) ¥ ...ooeveieieiiiiiniinieccenecie e 109
Figura 32. Cantidad de ZnPPc*" recuperada de células de C. albicans ~
10" UFC/mL 5 uM (A) y 10 pM (m) y ~ 10® UFC/mL tratadas con 5 pM
(V) y 10 uM (o) de sensibilizador por 15 y 30 min a 37°C. Los valores
representan la mediatdesviacion estandar...............ccccooeiiieciniennennenn. 110
Figura 33. Union de ZnPPc*" a las células de C. albicans en PBS (~10°
UFC/mL) tratado con diferentes concentraciones de ftalocianina por 30
min en oscuridad @ 37 °C. ......ccoooiiiiiiiii e 111
Figura 34. Union de ZnPPc*" a suspensiones celulares de C. albicans en
PBS (~10° UFC/mL) tratadas con 5 uM de ftalocianina por diferentes
tiempos de incubacion y temperaturas 4°C (¢) y 37°C (m). Los valores
representan la media + desviacion estandar de tres experimentos
separados (* p <0,05 con respecto a una incubacién de 2,5 min para
ambas tEMPETATULAS). .......ccceveruerierieerieeenienereeeneetes e st eesse st erssesae e s s 112
Figura 35. Unién de ZnPPc*" a las células de C. albicans en PBS (~10°

UFC/mL). Los valores representan la media + desviacion estandar de tres

18




experimentos separados (* p <0,05 con respecto a los valores obtenidos
al incubar las células durante 30 min con azida y DNF previo al FS)...112
Figura 36. Curva de inactivacién celular de C. albicans: (10° UFC/mL)
incubada con ZnPPc** 5 pM (e) por 1 min a 37°C en oscuridad y

expuesta a diferentes tiempos de iluminacién. Tratamiento control (m).

Figura 37. Curva de inactivacion celular de C. albicans: (10° UFC/mL)
incubada con diferentes concentraciones de ZnPPc*' 1 (m), 2,5 (9), 5 (A)
y 10 pM (') por 30 min a 37°C en oscuridad y expuesta a diferentes
tiempos de iluminacién. Control de irradiacion (®). Los valores
representan la mediatdesviacion estandar...............cccoceerieerivicenninen. 115
Figura 38. Curva de supervivencia de C. albicans con diferentes
densidades celulares incubadas con 5 pM de ZnPPc** durante 30 min a
37 ° C en la oscuridad y expuestas a la luz visible durante 30 min (30
mW/cm?). Cultivos controles sin tratar (o). Cultivos controles tratados
(¢). Los valores representan la media = desviacién estandar de tres
experimentos separados (* p <0,05, en comparacion con las células no
TTALAAAS). ...eeoveiiiiiiiieeiieet et ee ettt et e e b e e eraeeaeane s e st e snneanseas 116
Figura 39. Supervivencia de C. albicans (~10° UFC/mL) incubadas con
ZnPPc*" en oscuridad por 30 min a 37 °C y expuestas a la luz visible por
30 min. Los valores representan la media + desviacion estandar de tres
experimentos separados (* p <0,05 en comparacién con los valores para
IFD sin 1avado). .......ccooiiiiiiiitieeeicecece e s 117
Figura 40. Supervivencia de C. albicans (~10° UFC/mL) incubadas con

ZnPPc*" en oscuridad a 37 °C y expuestas a la luz visible por 30 min. Los

19



valores representan la media + desviacioén estandar de tres experimentos
separados (* p <0,05 en comparacion con los valores para IFD a 2,5 min
de INCUDACION). ..........ocviiiiiieeie ettt er e et e s 118
Figura 41. Efecto de la citotocixidad de las células Vero incubadas con
ZnPPc*" a distintas concentraciones de y expuestas a la luz visible por 15
min. Los valores representan la mediatdesviacion estindar de los tres
experimentos por separado. Control (w) Células Vero irradiadas (e)...119
Figura 42. Inactivacion de células de C. albicans sobre AS. La
suspension celular de ~ 10° UFC/mL en PBS fue incubada con ZnPPc*
(10 uM) por 30 min a 37°C en oscuridad, las células se sembraron sobre
agar e irradiaron con luz visible a distintos tiempos (m). Control no
tratado e irradiado (e). Los valores representan la mediatdesviacion
ESTANAAT. .....oviiiiiiiiie ettt er e s e 121
Figura 43. Inactivacion de células de C. albicans sobre agar Sabouraud
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Figura 44. Crecimiento de colonias de C. albicans en CS tratadas con 11
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Figura 45. Tubos germinales en (. albicans en suero humano. Tamaifio

Figura 46. Inactivacion de pseudohifas de C. albicans (~10° UFC/mL)

incubadas con 5 pM de ZnPPc*" en oscuridad por 30 min a 37 °C y
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expuesta a luz visible por 5, 15 y 30 min (90 mW/cm?). Tratamiento
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Figura 54. Supervivencia de levaduras C. albicans sensibilizada por
ZnPPc* (2,5 M) en diferentes condiciones e irradiadas con luz visible
por 30 min (30 mW/cm?2), 1) control sin tratar, 2) control ZnPPc*
oscuridad, 3) control sin ZnPPc* e irradiado, 4) Cultivo tratado con
ZnPPc** y 30 min de irradiacién 5) control con argén e irradiado, 6) IFD
en atmosfera de argon, 7) control con azida (100 mM) e irradiado, 8) IFD
y azida (100 mM), 9) control con D,0 e irradiado, 10) IFD en D;O, 11)
control con manitol (100 mM) e irradiado, 12) IFD y manitol (100 mM).
Los valores representan la media + la desviaciéon estandar de tres
experimentos Por SeParado. .............ocecuiirrieieiee et 136
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Figura 56. Gréfico de primer orden para la fotooxidacién de A) DMA en
PBS (10 uM) (¢) y DMA en PBS mas azida (w) y B) ABMM en PBS (10
uM) (¢) y ABMM en PBS més azida (m) fotosensibilizada por ZnPPc**
en PBS. Los valores representan el promedio + la desviacidn estandar de
tres experimentos por SEPArado..............ccceecveeererienrienreenieee e a s 140
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min, lavadas y tratadas con ZnPPc* 5 uM por 10 min, ABMM 10 uM
(V) por 30 min, lavadas y tratadas con de ZnPPc** 5 uM por 10 min,
DMA 10 uM (A ) por 30 min y lavadas, ABMM 10 uM (V) por 30 min,
lavadas y expuestas a la luz visible por diferentes tiempos de irradiacion.
Control de irradiacion (@). .............ccoeeeeieieeieeceeeeer e eaeseeeeeanaes 141
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Figura 58. Descomposicion de A) DMA B) ABMM fotosensibilizado
por ZnPPc** en presencia de células de C. albicans (~1x10° UFC/mL) en
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representan el promedio + la desviacién estidndar de tres experimentos
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Figura 66. Electroforesis en gel de agarosa de ADN genémico extraido
de células de C. albicans. 1) Marcador de peso molecular: Lamda-Hind
I1I. 2) Cultivo control (~ 10’ UFC/mL). 3) Cultivo control irradiado 15
min sin ZnPPc*". 4) Cultivo control irradiado 30 min sin ZnPPc*. 5)
Cultivo control oscuridad incubado con ZnPPc*" 30 min. 6) Cultivo
tratado con 5uM de ZnPPc*" e irradiado 15 min. 7) Cultivo tratado con
5uM de ZnPPc*" e irradiado 30 min. ............c.cooooovvurrmecreieeeeeeeeen. 153
Figura 67. Microscopia electrénica de transmision. A) Células de C.
albicans control. Aumento 21560 X. B) Células de C. albicans irradiadas
en ausencia de ZnPPc*'. Aumento 21560 X. C) C. albicans en presencia
ZnPPc* 5 pyM mantenidas en la oscuridad. Aumento 13000 X. D)
Células de C. albicans en presencia ZnPPc** 5pM mantenidas en la
oscuridad 30 min e irradiadas durante 15 min. Aumento 16700 X. E)
Células de C. albicans en presencia ZnPPc** 5uM mantenidas en la
oscuridad 30 min e irradiadas durante 30 min. Aumento 16700 X. ......155
Figura 68. Microscopia electronica de barrido de cultivos de células de
C. albicans (~ 10" UFC/mL). A) Células de C. albicans control. B)
Suspensiones de C. albicans tratadas con 5 uM de ZnPPc** en oscuridad.
C) Suspensiones de C. albicans irradiadas con luz visible. D)
Suspensiones de C. albicans tratadas con ZnPPc* e irradiados por 15
min. E) Suspensiones de C. albicans tratadas con ZnPPc* e irradiados

por 30 min. Aumento 5000 X. ..........ccoceniiiiiieeee e 156
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En la actualidad existen varias alternativas para poder combatir a los
microorganismos, una de las metodologias de gran interés en las dltimas décadas es la
inactivacion fotodinamica (IFD) que combina la accion de la luz visible de una
determinada longitud de onda en presencia de un fotosensibilizador apropiado y
oxigeno para desencadenar la muerte celular. La mayoria de los fotosensibilizadores
utilizados clinicamente o investigados estan basados en mnicleos tetrapirr6licos
incluyendo porfirinas, clorinas, bacterioclorina y ftalocianinas debido a su baja
toxicidad en ausencia de luz.

La IFD de microorganismos ha sido propuesta como una modalidad
alternativa para el tratamiento de levaduras patogenas resistentes a antibioticos. Con tal
motivo, en este trabajo se diseilaron y sintetizaron nuevos agentes fotosensibilizadores
derivados de ftalocianinas (ZnPPc*', ZnAmPc*, AN;ZnPc*’, TN;ZnPc*’, FN;ZnPc*’,
AZnPc’, AZnPc) como posibles agentes fototerapéuticos para la inactivacion in vitro de
Candida albicans. En solucion, estos agentes presentan propiedades espectroscopicas y
fotodinamicas apropiadas para ser utilizados como fotosensibilizadores. Sus valores de
rendimiento cuantico de fluorescencia (®f) y rendimiento cuantico de produccién de
oxigeno molecular singlete (®,) son adecuados para su localizacién y cuantificacién en
un medio biolégico.

Estos compuestos derivados de ftalocianinas, fueron evaluados bajo distintas
condiciones, y su mayor eficiencia fue debida a la presencia de cargas y a la posicién de
las mismas, siendo los fotosensibilizadores ZnPPc* yel FN;ZnPc* los maés efectivos
frente a C. albicans.

FN3;ZnPc®* es un fotosensibilizador anfifilico, formados por tres centros
catiénicos y uno lipofilico, derivado de perfluorobenceno. Presenta caracteristicas
espectroscépicas y fotodindmicas apropiadas en solucién y es muy eficiente en medio
biologico para combatir C. albicans. Debido a distintos inconvenientes presentados en
su sintesis, no fue posible continuar con sus estudios.

ZnPPc** posee 4 cargas positivas unidas a su macrociclo a través de enlaces éter y
su disefio fue fundamentado en obtener mayor movilidad de sus cargas y asi generar una
mejor interaccion con la estructura celular sobre la que actia en el microorganismo,
presentando en la regién central un atomo de zinc el cual favorece la formacion del
estado excitado triplete. ZnPPc** generé una cinética de unién muy rapida a cortos

tiempos de incubacién (<5 min) dependiente de la concentraciéon y del tiempo de
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incubacion. Presenté valores apropiados de unidn ain en presencia de lavados. Fue
capaz de generar una adecuada IFD, la cual fue fuertemente dependiente de la
concentracion del fotosensibilizador, del tiempo de irradiacién, de la dosis de luz
utilizada y de la densidad celular del cultivo a tratar. Ademas, esta ftalocianina fue
efectiva para la inactivacion de C. albicans en medios sélidos, en el retardo del
crecimiento y al evaluar la eficiencia de la IFD en presencia de pseudohifas.

El mecanismo fotodinamico inducido por esta ftalocianina durante la inactivaciéon
fue principalmente de tipo II, mediante la participacion del oxigeno molecular singlete
('02) como principal especie reactiva, sin embargo no se descarta, aunque en menor
medida, el aporte del mecanismo tipo I.

Estudios de microscopia de fluorescencia revelaron que ZnPPc*' se localiza a
nivel de envoltura celular, ejerciendo todo su efecto desde la membrana y/o pared
celular.

Estudios a nivel morfolégico mostraron dafios en la envoltura celular. De modo
que, la alteracién de esta estructura podria ser una causa importante en la inactivacion
de C. albicans. Es por esto que ZnPPc*" es efectiva para ser aplicada como
fotosensibilizador en solucién o sobre medio sélido. En conclusién, la presencia de
cargas positivas aisladas del macrociclo tetrapirrélico por enlaces éteres permite una
mejor movilizacion de las cargas, una unidn celular mas estable y una notable actividad
fotoinactivante, permiten postular a ZnPPc** como un fotosensibilizador promisorios,

en la aplicacion de la IFD para la erradicacion de infecciones por levaduras.

28




ABSTRACT



Nowadays, there are several alternatives to fight the microorganisms. One of those
alternatives to conventional treatments is photodynamic inactivation (PDI). PDI is a
therapy that has been used in recent decades, wherein the microbial species are killed by
the action of visible light of a specific wavelength in the presence of a suitable
photosensitizer and oxygen.

PDI of microorganisms has been proposed as an alternative modality for treatment
of antibiotic-resistant pathogenic yeasts. In this work, new derivatives of phthalocyanine
photosensitizers (ZnPPc**, ZnAmPc*', AN3ZnPc**, TN;ZnPc*?, FN;ZnPc™, AZnPc’,
AZnPc) were designed and synthesized as possible phototherapeutic agents for in vitro
inactivation of Candida albicans. In solution, these agents have appropriate
photodynamic spectroscopic properties. Their values of fluorescence quantum yield
(®r) and quantum yield of oxygen (®,) are suitable for their location and quantification
in a biological environment.

These compounds were evaluated under diverse conditions and the photosensitizer
ZnPPc*" has been the most effective against C. albicans. This molecule has 4 positive
charges attached to the phthalocyanine macrocycle through ether linkages. Its design
was based on further movement of the charges and generates better interaction with the
cell structure of the organism. In the central region, it has a zinc atom which favors the
formation of the triplet excited state and produces increased inactivation in the presence
of light for photodynamic effect provided by the sensitizer.

Interaction between cells and phthalocyanines was appropriate for those that
presented loads and in turn, this interaction was dependent on the number of loads and
their position. The photosensitizer ZnPPc*" generates very fast kinetics binding in short
lapses of incubation time (<5 min) and, furthermore, it is concentration dependent and
not easy to remove after several washing steps. Photodynamic inactivation studies
indicate that the inactivation ZnPPc** is strongly dependent on the concentration, the
irradiation time, the dose of light used and the cell density. This efficiency in PDI was
also proved by studies in solid medium, was observed in growth retardation and in the
evaluation of its efficiency in the presence of pseudohyphae.

Photodynamic mechanism induced by this phthalocyanine during inactivation was
mainly type II, through the participation of singlet molecular oxygen ('O,) as a main
reactive species. However, it is not excluded, although to a lesser extent, the

contribution of mechanism type 1.

31



Fluorescence microscopy studies revealed that ZnPPc** is localized in the cell
envelope level, exerting its full effect from its external structure (membrane and/or cell
wall).

Morphological studies showed damage to the cell envelope. Thus, disruption of
this structure would be a major cause for the inactivation of C. albicans. That is why
ZnPPc*" is effective to be applied as photosensitizer in solution or on solid media. The
presence of positive charges of the tetrapyrrole macrocycle allows a better mobilization

of these, a more stable binding and remarkable fotoinactivated yeast eradication.
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INTRODUCCION



3.1. Generalidades

Los microorganismos desempefian un papel central tanto en las actividades humanas
como en el entramado del conjunto de la vida sobre la tierra. Aunque son las formas mas
pequeiias de vida, constituyen en conjunto la mayor biomasa sobre el planeta y realizan muchos
procesos quimicos que son necesarios para otros organismos. Dado que afectan a todas las
formas de vida en la tierra, podemos considerar al estudio de los mismos como la base de todas

las ciencias biologicas [1].

3.2. Estructura celular

Las células microbianas son capaces de vivir aisladas en la naturaleza y pueden llevar a
cabo sus procesos vitales de crecimiento, generacion de energia y reproduccién de modo
independiente de otras células. Representan la unidad fundamental de la vida, contienen una
gran variedad de estructuras quimicas y componentes subcelulares. Los estudios de la
organizacion interna de las células pusieron de manifiesto la existencia de dos tipos bésicos:

procariota y eucariota (Figura 1) [2].

Reticulo Envoltura nuclear
endoplasmico Nicleo
Croumting

Figura 1. Comparacion estructural entre células procariotas (A) y eucariotas (B).

Ambos tipos celulares se encuentran rodeados por una membrana, llamada membrana
citoplasmatica, la cual forma un compartimento necesario para mantener en correcta proporcion
los constituyentes internos de la célula y protegerlos de fuerzas externas. Dicha membrana es
semipermeable y gracias a ello, las células se consideran estructuras abiertas y dindmicas. Las
células eucariotas, a diferencia de las procariotas, contienen normalmente, ademas del nucleo,
otras estructuras internas rodeadas por membrana, como mitocondrias y cloroplastos y poseen
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también un citoesqueleto, el cual posee varias funciones claves: provee la estructura celular y
actua como andamiaje para la fijacion de varias organelas, es responsable de la habilidad que
poseen las células para poder movilizarse y es requerido para la divisiéon apropiada de las
células. Independientemente de su morfologia, las células se encuentran organizadas
estructuralmente por una mezcla de cuatro componentes quimicos, denominados
macromoléculas (proteinas, acidos nucleicos, lipidos y polisacéridos). La composiciéon quimica
exacta y la disposicién de las macromoléculas en los diferentes tipos de células es lo que
diferencia a unas de otras, es por ello que podemos decir que todas las células tienen mucho en

comun, pero que cada tipo es unico desde el punto de vista quimico.

3.3. Microorganismos eucariotas

Caracteristicas generales de los hongos

Dentro del dominio Eucarya o Eucariota, perteneciente al Reino Fungi, se encuentran las
algas, hongos y protozoos. El estudio de los mismos incluye a varias ramas de la biologia, en
particular, la micologia es la ciencia que se ocupa del estudio de los hongos y su importancia se
deduce facilmente de la amplitud y diversidad de este tipo de seres vivos que cuentan con
aproximadamente 100.000 especies, entre las cuales hay tanto benéficas como perjudiciales
para el entorno humano, en el area de la salud y la producciéon. Un nimero reducido son
considerados patégenos para animales y plantas [3]. Estos organismos contribuyen a la
descomposiciéon de la materia organica y participan en los ciclos biolégicos. Presentan
diferentes formas, desde microorganismos unicelulares de forma redonda u ovalada como las
levaduras (colonias lisas) hasta pluricelulares como los hongos filamentosos o mohos. Poseen la
habilidad de, no sélo afectar al hombre, sino también a las plantas y a los animales. No
presentan diferenciacion tisular, poseen un nucleo que contiene varios cromosomas, su
membrana citoplasmatica es una estructura que reviste gran importancia ya que alli se
encuentran las enzimas responsables de la sintesis de la pared celular, presenta invaginaciones
(que se observan como surcos de 200 a 300 nm de longitud, por 35 a 40 nm de espesor) {4,5] y
posee una doble capa lipidica. Ademas de los lipidos, la membrana citoplasmatica esta
compuesta por grandes cantidades de proteinas y de carbohidratos, aunque estos ultimos en

menor proporcion [6,7].
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Los hongos son muy eficientes en censar el entorno en el cual se encuentran y en
responder a las sefiales que promueven su supervivencia. Habitan y se desarrollan mejor en

ambientes himedos, oscuros y ligeramente acidos (pH=5) [8].
3.3.1. Pared celular de los hongos

La pared celular de los hongos es una estructura con gran plasticidad, que da forma a la
célula, controla su permeabilidad y la protege de los cambios osméticos. El nimero de capas y
su morfologia varian y esta variacion esta relacionada con varios factores tales como: la etapa
de crecimiento celular en que se encuentran, la forma de crecimiento (como levadura o
micelio), la cepa seleccionada para su estudio, el medio de cultivo empleado para el
crecimiento celular y los procedimientos de fijacion [9]. Esta compuesta fundamentalmente por
polisacaridos y por diversas proteinas. Entre los polisacaridos se destacan la quitina, el glucano
y el manano o el galactomanano. Las proteinas generalmente estan asociadas a polisacaridos
formando glicoproteinas. Todos estos componentes estan asociados entre si dando lugar a una
estructura rigida que se esquematiza en la Figura 2 [10].

La pared celular constituye una estructura esencial ya que alli se encuentran enzimas
extracelulares y su capacidad antifagocitica. Su eliminacién o los defectos en su formacién
tienen efectos profundos en el crecimiento y la morfologia de la célula fungica [11]. Ademas de
estas funciones importantes, constituye el lugar de interaccion con el medio externo,
localizandose en ella las adhesinas y un gran numero de receptores que tras su activacion
desencadenan una cascada compleja de sefiales en el interior de la célula. A su vez, es el primer
sitio de interaccion con el hospedador, jugando un papel muy importante en el desarrollo de la
accion patégena fungica [12-14]. Algunos componentes de la pared son muy inmunogénicos y
estimulan un gran numero de respuestas celulares y humorales durante la infeccidn.
Componentes como los B-glucanos y los mananos, asi como los anticuerpos dirigidos contra
ellos son de utilidad diagndstica al detectarse en pacientes con infeccién fingica invasora { 15].

A diferencia de las bacterias (procariotas), los hongos (eucariotas) presentan variaciones
estructurales claras con relacion a éstas; sin embargo, por otra parte, presentan muchas
similitudes a nivel celular con los animales, plantas y el hombre; de aqui la dificultad para ser
combatidos por la mayoria de los tratamientos utilizados convencionalmente. Al igual que las
plantas y los animales, contienen en su membrana celular esteroles. Los animales, poseen
colesterol, las plantas, entre otros esteroles, presentan [-sitosterol, mientras los hongos

sintetizan ergosterol. Esta diferencia en el contenido de esteroles es el blanco de accion de los
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antifingicos. De los tres, el ergosterol es el unico que puede transformarse a su perdxido, a
través de una reaccion llamada foto-oxigenacion, en presencia de luz visible y luego este, a
otras especies quimicas radicalarias. Esto genera la destruccidn selectiva de la membrana
celular, a través de una especie de envejecimiento acelerado y selectivo, provocado por esta
transformacion quimica. Dicha foto-oxigenacion se lleva a cabo internamente en la membrana
celular de los hongos y genera un cambio en su permeabilidad. Es por ello que la membrana del
hongo es el blanco de accién primario de los agentes quimioterapéuticos antimicéticos, que
actuan, ya sea fijando ergosterol o bloqueando su biosintesis. Por lo tanto, las estrategias que
alteran o bloquean su biosintesis afectan la permeabilidad de la membrana celular y la actividad
de las enzimas enlazadas a dicha estructura, lo que conduce a la inhibicién del crecimiento y

posteriormente, a la muerte celular [16].

Mananos

B-1,6-D-glucano
B-1.3-D-glucano
Quitina

Subumdades de la B-1,3-D-glucano sintetasa

Figura 2. Estructura y componentes de la pared celular fiingica

3.4. Levaduras

Son microorganismos eucariotas y representan la forma unicelular de un hongo. Consta
de células ovales o esféricas; se reproducen asexualmente por fisidon binaria o por brotes de
células hijas (gemacién). Cuando el brote o yema ha crecido y se encuentra en su tamaifio
optimo, se produce la divisiéon celular y se forma un tabique o septo entre las dos células.

Durante el proceso de gemacion, se origina una yema pequefia que aumenta de tamafio
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gradualmente y se separa de la célula madre. Este proceso de division implica la produccion de

material celular nuevo [3].

3.4.1. Generalidades del género Candida

Comprende mas de 150 especies, cuya principal caracteristica es la ausencia de
reproduccion en forma sexual, con excepcion de algunas especies micdticas. Son clasificadas
como levaduras, las cuales corresponden a hongos con un modo de desarrollo
predominantemente unicelular [17]. 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 patdgenas para el hombre, estas son entre otras: C. albicans, C. tropicalis, C.
kefyr (pseudotropicalis), C. krusei, C. guillermondi, C. parakrusei, C. zeylanvides, C.
stellatoidea y C. brumptii [18].

Unas pocas especies de Candida residen como organismos comensales de modo
inofensivo dentro de la flora microbiana normal en aproximadamente la mitad de la poblacién
mundial. Son oportunistas que se encuentran como comensales en la cavidad bucal, el intestino,
la vagina, en la piel del hombre y de ciertos animales, no obstante la capacidad de infeccion por
Candida disminuye debido al equilibrio biolégico existente con la flora comensal bacteriana.
Como tal, las especies de Candida son los hongos patégenos mas comunes en humanos,
causando varias enfermedades desde infecciones de la mucosa superficial hasta desérdenes
sistémicos mortales [19-21].

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 temperaturas que oscilan entre 20°C y 38°C. El
crecimiento de las colonias se puede detectar entre las 48 y 72 h después de la siembra y los
subcultivos pueden crecer mas rapidamente. La habilidad de las levaduras de crecer a 37°C es
una caracteristica importante a ser considerada en su identificacion a partir de muestras clinicas.
Las levaduras mas virulentas crecen rapidamente a temperaturas que oscilan entre 25°C y 37°C,

mientras que las poco virulentas dejan de crecer a 37°C [3].

3.4.2. Generalidades de la especie Candida albicans

C. albicans presenta la siguiente clasificacion taxonémica: Reino: Hongo, Division:
Deuteromycota, Clase: Blastomycetes, Familia: Cryptococcaceae, Género: C(andida,

Especies: albicans [22].
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C. albicans representa un pequefio grupo de hongos, con una gran importancia en
micologia clinica, debido a que posee la capacidad de generar un crecimiento levaduriforme
como asi también filamentoso. Esta dualidad fenotipica de la forma celular es conocida como
dimorfismo la cual consiste en una interconversion reversible, controlada ambientalmente, de
las formas L (levadura) « M (micelio). Generalmente, la forma parasitica presenta un
crecimiento levaduriforme a 37°C y la forma saprofitica es filamentosa a 25°C. La
morfogénesis fungica es la adaptacion a condiciones ambientales alternativas, es un cambio en
el desarrollo de la forma de vida, no es ciclico y es reversible [23]. El dimorfismo como asi
también la adhesion, la formacion de biofilms, la presencia de fosfolipasas, proteasas y
elastasas, la competencia con bacterias y la supervivencia en el hospedador (termotolerancia,
nutrientes, pH, osmolaridad), entre otros, constituyen factores de virulencia. En la Figura 3
puede visualizarse los mecanismos de patogenicidad de C. albicans. Las células pueden
adherirse a las superficies celulares a través de la expresion de adhesinas, que al entrar en
contacto con las células huésped provocan la transiciéon de la levadura a hifa y generan un
crecimiento dirigido a través del tigmotropismo. La invasion permite que el hongo ingrese a la
célula huésped a través de una endocitosis inducida. Un segundo mecanismo de invasién
incluye la adherencia, fuerzas fisicas y secrecion de hidrolasas fungicas para facilitar la
penetracion activa de los hongos en las células huésped, rompiendo las barreras. La unién de las
células de levadura a superficies abidticas (por ejemplo, catéteres) o bidticas (células huésped)
pueden dar lugar a la formacion de biopeliculas con células de levadura en la parte inferior y
células filamentosas en la parte superior. La plasticidad fenotipica (conmutaciéon) se ha
propuesto para influir en la antigenicidad y la formaciéon de bioparticulas de C. albicans.
Ademas de estos factores de virulencia, varios rasgos de aptitud (o adaptativos) influyen en la
patogenicidad del hongo. Incluyen una respuesta al estrés mediada por proteinas de choque
térmico (Hgsp de sus siglas en inglés); auto-induccion de la formacién de hifas través de la
captacion de aminodcidos, la excrecion de amoniaco (NH;) y la alcalinizacion extracelular;
flexibilidad metabdlica y la absorcién de diferentes elementos como el carbono (C) y nitrégeno
(N) y la absorcion trazas de metales esenciales, por ejemplo, hierro (Fe), zinc (Zn), cobre (Cu)
y manganeso (Mn) [24].

C. albicans es un patdgeno oportunista, en su mayoria confinado al tracto gastrointestinal,
genitourinario y a la piel. Puede causar infecciones en los tejidos mucosos y también es capaz
de invadir sistémicamente [25,26]. Su incidencia tanto en infecciones superficiales como

invasivas estan en continuo crecimiento en todo el mundo debido al incremento en el nimero
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de pacientes inmunocomprometidos, asi como la emergencia de cepas resistentes a los
tratamientos antimicdticos actuales [27]. Es un organismo comensal que vive normalmente sin
causar dafio, sin embargo, esta levadura puede crecer de manera incontrolada causando

infecciones que van de leves a mortales.

G (i Dimorfismo
,_Q_Q#_k - @
L 1 1 1 JS::“ O
Tigmotropismo Invasion Con ibn
c y— -
=tk =l O
Dedo " Blanco Opaco
Rasgos adaptativos
Respucsta ol etrés  Aminodeidos
det pH
Fo.Zn Cu, Mn L)

Figura 3. Mecanismos de patogenicidad C. albicans.

En general, C. albicans no esta presente de manera prolongada en la piel sana, excepto en
la regién perianal [18]. Normalmente estos hongos no causan patologia en condiciones
normales, ya que existe un balance entre los mecanismos de defensa del hospedador y el
potencial invasivo por parte de las levaduras [28]. Frente al tratamiento con antibidticos a largo
plazo, se ve comprometido el sistema inmune local y las barreras de defensas, permitiendo que
estos hongos puedan llegar a ser patogenos y derivar en el establecimiento de una candidiasis,
la cual se puede manifestar de manera superficial o invasiva [29].

La interaccion entre C. albicans y su hospedador es dinamica y compleja. Este patégeno
exhibe estrategias multifacéticas para su crecimiento, proliferacion y supervivencia en el
hospedador [30]. En tejidos infectados, suele presentarse como una célula oval levaduriforme
de 3 a 5 micras (um), con paredes finas y también en su forma filamentosa de longitud variable
(Figura 4) [31]. Esta transicién de levadura a la morfologia filamentosa es importante ya que de
esta manera se produce la invasién a los tejidos.

Las formas filamentosas son sindnimo de cambio del estado de comensalismo al de

parasitismo. Los hechos patogénicos en la infeccion por Candida consisten en la
4]




transformacion de un microorganismo comensal en patégeno y la mayor susceptibilidad del
huésped a la infeccion por dicho patégeno. La colonizacion es la primera fase del proceso y

consiste en la adherencia de Candida a las superficies mucocutaneas.

Figura 4. Invasién de Candida albicans en su forma levaduriforme y filamentosa. Las flechas blancas indican las
hifas generadas durante el proceso infectivo.

A continuacién, se produce la invasion de las mucosas y la produccién de respuesta
inflamatoria por parte del huésped. Cuando alguno de estos mecanismos estd alterado, se
produce predisposicion a la invasion fungica. Entre los mecanismos de defensa frente la
infeccion por Candida esta el mantenimiento de la integridad mucocutanea, los mecanismos de
inmunidad celular, el ritmo adecuado de secrecién y composicion normal de la saliva, factores
de inmunidad local en mucosas e interacciones de la flora microbiana. La especie C. albicans es
la mas comun en patologia humana y es responsable de mas de la mitad de los casos de

candidiasis en pacientes hospitalizados [32].

3.5. Enfermedades infecciosas

Uno de los mayores problemas encontrados actualmente en el manejo de las
enfermedades infecciosas es el amplio incremento en la resistencia a los antibidticos entre las
diferentes especies microbianas [ 33 ]. Las enfermedades infecciosas han estado
inseparablemente unidas al ser humano a lo largo de la historia, pese a los avances de la ciencia
en este campo. Actualmente, son responsables de mas de la cuarta parte de las muertes a nivel
mundial, especialmente en individuos de edad avanzada o inmunocomprometidos. A pesar de la
existencia de tratamientos con antibidticos y vacunas, las enfermedades infecciosas siguen
siendo una de las principales causas de mortalidad y morbilidad [34,35].

Los microorganismos (bacterias, hongos, virus y algunos parasitos) pueden generar

resistencia a los antimicrobianos tales como antibiéticos, fungicidas, antivirales entre otros, de
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tal forma que los tratamientos convencionales se vuelven ineficaces y las infecciones persisten,
lo que incrementa el riesgo de propagacion. La evolucion de las cepas resistentes es un
fenémeno natural que ocurre cuando los microorganismos se ven expuestos a farmacos
antimicrobianos, es por ello que las practicas inapropiadas para el control de las infecciones
propician la propagacion de la resistencia. El incremento de dicha resistencia, unido al
resurgimiento de enfermedades que se creian controladas o a la apariciéon de enfermedades
nuevas supone una preocupacion de primer orden. A su vez, los intercambios poblacionales
debidos a las inmigraciones, han modificado las fronteras de determinadas enfermedades y la
virulencia de microorganismos habitualmente poco o nada patogenos se ha visto favorecida por

un porcentaje considerable de sujetos con inmunosupresion [36].
3.5.1. Infecciones fungicas

Hasta los afios 60 las infecciones flingicas prevalentes eran las micosis superficiales y las
micosis endémicas. Sin embargo, el uso de drogas inmunosupresoras en pacientes trasplantados
y el implante de catéteres, trajo aparejado un incremento notable en la frecuencia y gravedad de
infecciones fungicas. Las micosis invasivas representan una amenaza que Crece
exponencialmente para la salud humana debido a la combinacién de un diagnéstico lento y la
existencia de pocas clases de farmacos antifiingicos disponibles y efectivos [37]. El uso
extensivo e inadecuado de los mismos condujo gradualmente al incremento en la resistencia de
los microorganismos de manera generalizada.

En las infecciones fingicas o micosis hay que considerar dos factores principales: la
virulencia del hongo causal y el estado del hospedador. Se llaman hongos patégenos primarios
a los que tienen mayor capacidad infectiva y que no dependen del estado del hospedador para
penetrar en los tejidos y desencadenar un proceso infeccioso y una respuesta inmunoldgica. Los
hongos que solo pueden ocasionar infecciones en sujetos debilitados y/o inmunodeprimidos,

produciendo las llamadas micosis oportunistas se denominan hongos oportunistas.

3.5.2. Clasificacion de las micosis

Una forma habitual de clasificacion de las micosis, tanto sea en el hospedador
inmunocompetente como en el inmunodeprimido, es en funcién de su localizacién anatémica.
Estas se dividen en superficiales y profundas en funcién de que tan solo afecten la piel o las

mucosas, o bien penetren mas alla de la membrana basal del epitelio.

43



Las micosis superficiales pueden afectar exclusivamente la zona queratinizada del pelo,
ufias y epidermis sin despertar ningun tipo de reaccion inflamatoria o bien producir alteraciones
en la piel y las mucosas, que se acompaiian de inflamacién y en muchas ocasiones, de una
respuesta inmunoldgica.

Las micosis profundas pueden ser localizadas y afectar un érgano o sistema de forma
exclusiva, o bien ser multiviscerales, e incluso diseminarse a distancia del foco inicial. Estas
ultimas se denominan micosis sistémicas.

Los hongos pueden interactuar con plantas, animales o seres humanos de multiples
maneras, estableciendo relaciones simbiéticas, comensales, latentes o patogenas [38]. Pueden
ser especificos, como en el caso de los dermatofitos, causando solo micosis superficiales, o bien
ser polivalentes provocando micosis superficiales, micosis profundas localizadas o micosis
sistémicas. La levadura C. albicans es un ejemplo de esta situacion, puesto que puede originar
micosis en ufias o la afectacion superficial de la mucosa oral; micosis profundas localizadas
(absceso, artritis, nefritis) o micosis multisistémicas o diseminadas (septicemia) [39]. Estas
patologias provocadas por el hongo generan un aumento en su incidencia asociado a estados de
inmunosupresion, enfermedades respiratorias, de la piel, inflamatorias intestinales e invasivas y

candidiasis vaginal recurrente.

3.6. Agentes antifungicos

Agente antifungico o antimicético engloba cualquier sustancia capaz de producir una
alteracién tal de las estructuras de una célula fungica que consiga inhibir su desarrollo,
alterando su viabilidad o capacidad de supervivencia, bien directa o indirectamente, lo que
facilita el funcionamiento de los sistemas de defensa del hospedador.

Evitar la proliferacion de enfermedades fingicas sigue siendo una tarea ardua para el
siglo XXI, es por ello que continua el desarrollo de antifingicos nuevos cada vez mas potentes.
En la sintesis de estos farmacos es muy importante tener en cuenta la relacién entre su
estructura y funcion, ya que sobre la base de ello se garantiza la muerte del hongo sin provocar
graves daiios al organismo hospedador.

Estos farmacos actian bloqueando el crecimiento del hongo, o bien provocéndole la
muerte celular mediante distintos mecanismos [40]:

- inhibicion de la mitosis
- inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos

- inhibicidn de la sintesis de proteinas




- inhibicién de la respiracion
- inhibicién del metabolismo del fosfato
- inhibicién de la sintesis del ergosterol
- disrupcién de la membrana plasmatica
- inhibicién de la sintesis de la pared celular

Existen una gran variedad de sustancias que se utilizan como antimicéticas,
clasificandose en funcién de su estructura quimica, su sitio de accion (pared celular, membrana
citoplasmatica o micleo), su origen sintético (quimico o bioldgico) o su espectro de accion
(amplio o restringido). Estos farmacos pueden tener una accién fungistatica, si inhiben el
crecimiento del hongo y/o fungicida, si provocan la muerte celular [41].

Nuevos agentes antifiingicos han contribuido recientemente al desarrollo de terapias
efectivas, sin embargo, una dosis inadecuada puede contribuir a fallas en el tratamiento y a la

emergencia de cepas resistentes [42].

3.6.1. Breve resefia historica sobre los agentes antifingicos

La sintesis de los farmacos antifingicos comenz6 en el siglo XX y desde entonces no ha
cesado el disefio de nuevas moléculas para combatir las infecciones fingicas invasoras (IFI), las
cuales han aumentado sustancialmente en las ultimas décadas en relacién con la aparicion de la
epidemia del SIDA, el uso de quimioterapia intensiva en pacientes oncohematoldgicos, el uso
de farmacos antirrechazo en pacientes receptores de trasplantes y la mayor utilizacion de
dispositivos intravasculares [43,44].

A principio de la década de los afios cincuenta fueron sintetizados por primera vez los
antifiingicos tépicos y sistémicos para el tratamiento de infecciones fungicas superficiales,
cutaneas o mucosas [45]. A lo largo de los afios (Figura 5) se han ido desarrollando farmacos de
administracion oral, parenteral o topica con el fin de mejorar su eficacia, su espectro de accion,

su tolerabilidad y el tiempo del tratamiento [41].
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Figura 5. Evolucion historica de los farmacos antifungicos.

La anfotericina B ha sido tradicionalmente considerada como uno de los antifingicos de
eleccion en las IFI. Es reconocida su accion fungicida y la posibilidad de administrarlo por via
parenteral. Actualmente, se sigue utilizando en varias micosis endémicas e IFI. Sin embargo,
sus efectos secundarios, asi como la necesidad por encontrar nuevas moléculas que pudieran
emplearse con mayor seguridad tanto por via intravenosa como por via oral, hicieron que en
1979 y 1980 se descubrieran los primeros antifungicos imidazélicos de uso sistémico, el
miconazol y el ketoconazol [46,47). Esto marcé el inicio de una nueva época en el manejo de
las infecciones fingicas. Actualmente, por sus efectos secundarios e interacciones
medicamentosas, son reservados para uso topico. Su posterior modificacién quimica permitié
crear la familia de los triazoles en la década de los afios noventa, de los cuales, el fluconazol
(FLU) vy el itraconazol (ITR) fueron la primera generacion (Figura 5). Esta nueva familia
mantenia el mecanismo de accion, pero tenia un menor efecto sobre los esteroles humanos.
Estos medicamentos se han utilizado de manera amplia por su excelente espectro en candidiasis
y otras infecciones fiingicas sistémicas, asi como por su seguridad y féacil administracin
[46,47]. Sin embargo, carecian de actividad contra la mayoria de los mohos, patégenos
emergentes y de incidencia creciente en los ultimos afios. Esto hizo que se desarrollara una
nueva generacion de triazoles, con un mayor espectro de actividad contra mohos y especies de
Candida resistentes al fluconazol [48], estos son el voriconazol (VOR) y el posaconazol (PSC)
aprobados en el 2002 y en el 2006 respectivamente y mds recientemente, otros compuestos

como ravuconazol e isavuconazol [47].
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3.6.2. Mecanismo de accion de los azoles antifungicos

Los azoles actian en la inhibicion de la enzima dependiente de citocromo P450
lanosterol-14-alfa-demetilasa. Esta enzima forma parte del camino biosintético de esteroles
catalizando la conversion de lanosterol a ergosterol, componente vital de la membrana celular
de los hongos. A su vez, el bloqueo de esta enzima trae como consecuencia la acumulan de
precursores toxicos (metilesteroles). El resultado es la disrupcidon de la estructura y normal
funcionamiento de la membrana celular, la detencion del crecimiento, de la replicacion y de la
morfogénesis. La alteracién en la sintesis de ergosterol causa un dafio significativo en la
membrana celular al provocar el aumento de la permeabilidad, lo que lleva a la lisis y muerte
celular. Sin embargo, a pesar de este mecanismo de accién, los azoles son considerados como
fungistaticos a las concentraciones alcanzadas en el ambito clinico [49]. Como el mecanismo de
accion lo ejercen sobre una enzima dependiente del citocromo P450, los azoles pueden inducir
cambios en la farmacocinética de otros medicamentos y tener miltiples interacciones
medicamentosas e inducir hepatotoxicidad. La inhibicion de esta enzima conlleva también a la
disminucién en la sintesis de testosterona y otros esteroides en mamiferos. Estos efectos fueron
especialmente reportados en el tratamiento con ketoconazol, pero no con los triazoles, los
cuales tienen menos inhibicién hormonal, mejor distribucién corporal, menos efectos
secundarios gastrointestinales y menos hepatotoxicidad. Los triazoles son medicamentos de
concentracién y tiempo dependientes y ademas poseen un efecto posantifingico prolongado
[47].

Durante la tltima década, se ha presentado un rapido desarrollo de nuevos antifingicos,
esto debido a que las IFI también han venido en ascenso, y problemas como la aparicién de
nuevos agentes etiologicos, la resistencia a medicamentos, tanto intrinseca como adquirida, son
cada vez mas comunes. Por esto, la terapia antifingica cada dia es mas compleja y es
importante conocerla y entenderla para poder brindar un tratamiento mas objetivo a los
pacientes. Los triazoles hacen parte fundamental del armamento terapéutico antifungico y el
FLU ha sido el mas estudiado y ampliamente utilizado, y a la fecha, es el que cuenta con mejor

evidencia sobre las caracteristicas farmacocinéticas y farmacodindmicas [47].

3.6.3. Resistencia a los antifungicos

Los antifiingicos, al igual que los antibidticos, tienen su principal inconveniente en la

resistencia que generan los microorganismos frente a dichos farmacos [50]. La resistencia
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antifungica se da cuando el hongo no es inhibido por el farmaco o solo es inhibido por una
concentracion de firmaco superior a la que es necesaria para inhibir a los miembros de su
misma cepa silvestre. Existen tres tipos de resistencia a los antifungicos [41]:

- Resistencia intrinseca: cuando ningun miembro de una especie es sensible a un
antifungico.

- Resistencia adquirida primaria: cuando una cepa de una especie que es sensible al
antifiingico tiene una resistencia natural al mismo sin haber estado en contacto con él.

- Resistencia adquirida secundaria: cuando una cepa sensible al antifingico adquiere
resistencia al mismo tras haber estado en contacto con él.

Los mecanismos mediante los cuales los hongos pueden generar resistencia a los
antifingicos pueden ser [51]:

- Destruccion o inactivacion del farmaco: degradacion del antifingico mediante enzimas
que lo hidrolizan o bien lo modifican, produciendo una inactivacién o disminucién de la
actividad del farmaco.

- Alteracion de los sistemas de transporte celulares: este mecanismo puede provocar: a)
una modificacion de la permeabilidad de la pared mediante mutaciones genéticas que codifican
para proteinas de membrana encargadas de regular la entrada del farmaco, resultando una
disminucién de farmaco internalizado, o bien b) la generacién de bombas de eflujo, que se dan
cuando se expresan los genes que codifican para proteinas de membrana que regulan la
expulsion del farmaco fuera de la célula una vez que ha sido incorporado por el
microorganismo.

- Modificacion del blanco de accion: la actividad del fairmaco depende de su afinidad con
el sitio de accidn, asi que esta resistencia se da cuando dicho sitio (metabdlico o estructural) se
modifica, o disminuye su expresién por mutaciones genéticas y el farmaco no puede realizar su
funcién. De este modo, si no existe la union para la cual el antifingico estd disefiado pues este
pierde su utilidad y eficacia.

- Disminucién de la activacion del farmaco: algunos farmacos son administrados como
profirmacos y necesitan ser activados por el microorganismo mediante enzimas. Esta
resistencia se da cuando la enzima encargada de esta funcién deja de tener afinidad por el
farmaco o bien deja de expresarse.

Mediante alguno de estos mecanismos disminuye la eficacia del tratamiento para
erradicar la infeccion fungica debido a que la accién del farmaco se ve interrumpida por estas

vias de defensa del microorganismo.
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Mediante estudios in vitro es posible evaluar la eficiencia de distintas técnicas
antifiingicas contra especies patogenas para lograr erradicar las micosis. Cuando las infecciones
se vuelven resistentes a los medicamentos de primera linea es preciso utilizar otras estrategias

para poder combatirlos.

3.7. Tratamiento alternativo: fotosensibilizacion

La cura de algunas enfermedades por medio de la luz se conoce desde la antigiiedad;
consistian en practicas que combinaban la accién de la luz sobre el cuerpo del paciente, sin
administrar ningin farmaco fotosensibilizador externo [52]. A finales del siglo XVIII los
médicos abordaron cientificamente el estudio de los efectos beneficiosos de la exposicién solar
para el tratamiento de diversas enfermedades.

Las primeras investigaciones cientificas sobre fotoquimioterapia fueron los estudios
experimentales reportado por Raab hace aproximadamente 100 aifios, sobre la toxicidad de
colorantes de acridina frente al protozoario de vida libre Paramecium caudatum [52]. Estos
trabajos pusieron de relieve la existencia del fendmeno de la fotosensibilizacidn, es decir, la
produccién de dafio celular inducido por la accién combinada de luz y ciertas sustancias
fluorescentes. En 1904, von Tappeiner y Jodlbauer relacionaron la fotosensibilizacion con la
presencia de oxigeno y llamaron a este fenémeno "accion fotodindmica” [53].

La inactivacion fotodindmica (IFD) surgi6é hace mas de 100 afios pero no prosperd debido
a la aparicién de los antibidticos, ya que se creia que mediante estos compuestos se iba a
solucionar la problematica de las infecciones bacterianas. Los primeros estudios de IFD se
realizaron en 1970 e involucraron el tratamiento clinico de lesiones virales. Esta practica
finalizé cuando una publicacién presentada en New England Journal of Medicine indic6 que el
procedimiento era inefectivo, incluso se pensé que el tratamiento podria desencadenar algun
tipo de cancer [54]. A lo largo de estos afios se ha desarrollado la terapia fotodinamica (TFD)
[55,56] como una alternativa a la cirugia de carcinomas, teniendo como limite la capacidad de
penetracién en la piel, motivo por el cual la hace inefectiva en el tratamiento de tumores
invasivos. La TFD es una técnica terapéutica que mediante irradiacién con luz visible sobre el
tejido a tratar produce la excitacidon de un fotosensiblilizador (FS), endégeno o exdgeno, que en
presencia de oxigeno molecular produce la muerte celular. Después de la absorcion de luz, el
FS excitado puede retornar a su estado fundamental mediante colisiones con el oxigeno,
generando especies reactivas del oxigeno (ROS) como el ('O,). Esta cascada de reacciones

fotoquimicas actian directamente sobre las células produciendo daiio tisular, o bien de forma
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indirecta sobre el sistema produciendo dafio vascular, la desestabilizacion de la matriz
extracelular o un proceso inflamatorio. Los procesos por los cuales se da la muerte celular son
la apoptosis, si el FS ha sido acumulado en la mitocondria, o bien la necrosis, si el FS ha sido
acumulado en la membrana plasmatica. Estos procesos fotocitotoxicos ocurren en funcién de
las propiedades fisico-quimicas del FS y su distribucion intracelular [53].

A 100 afios de su descubrimiento los avances en el campo de la IFD, conocida también
como terapia fotodindmica antimicrobiana, fotosensibilizacion letal, desinfeccion fotoactivada
(PAD) o quimioterapia fotodindmica antimicrobiana (PACT), han sido mas bien lentos. En la
actualidad, con el creciente incremento de la resistencia de bacterias y hongos a los antibidticos
y antifingicos en el mundo entero, se ha renovado el interés en las terapias antimicrobianas
alternativas y es en este momento cronologico en el que se retoma la IFD como técnica
antimicrobiana. Desde entonces, ha ido incrementando el interés por el desarrollo de
tratamientos de infecciones locales, enfatizando sobre el tipo de fotosensibilizador a utilizar y
su estructura [54].

La IFD conceptualmente no difiere de la TFD del céancer, ya que tiene como fundamento
fotooxidar las biomoléculas indispensables para la integridad celular. Sin embargo, existen
diferencias entre estas dos técnicas: los tipos de FS utilizados y los blancos de accion. La IFD
es una modalidad que se utiliza para el tratamiento de infecciones producidas por
microorganismos patdgenos, como por ejemplo los dermatofitos y algunas especies de

levaduras, como las del género Candida [57].

3.7.1. Inactivacion fotodinamica

Una de las metodologias de gran interés en las ultimas décadas es la IFD que proporciona
una alternativa a los farmacos antifungicos utilizados en los tratamientos clasicos actuales. La
IFD combina la accién de la luz y un agente FS en presencia de oxigeno para desencadenar la
accion antifungica. Ha sido propuesta como una modalidad alternativa para combatir
microorganismos patogenos, como asi también para controlar las enfermedades causadas por
hongos [58,59]. Una de las grandes ventajas es que posee selectividad dual, ya que el efecto
fotodinamico se produce cuando el sensibilizador y la luz se encuentran simultdneamente en el
mismo sito de acciéon. La IFD aprovecha con fines terapéuticos las reacciones fotoquimicas
originadas de la interaccion del agente FS, la luz y el oxigeno. Esta basada en la administracion
de un FS, sobre un foco localizado de infeccion, el cual es acumulado preferencialmente en la

célula microbiana. Este procedimiento consta de dos fases; la primera consiste en la
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fotosensibilizacion de las células, la cual puede lograrse administrando agentes exdgenos por
via topica (ftalocianinas, porfirinas, etc.) y la segunda fase involucra la activacion del FS en
presencia de oxigeno, mediante luz de longitud de onda adecuada dirigida contra el blanco
terapéutico produciendo especificamente dafios en la célula que, consecuentemente, inactiva a

los microorganismos (Figura 6) [60].
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de infeccion del sensibilizador a as celular
células microbianas

Figura 6. Inactivacion fotodindmica de células fingicas (ilustrativo)

La exposicion a la luz visible origina especies reactivas, las cuales generan una cascada
de eventos bioquimicos que conducen a la muerte celular. La efectividad del tratamiento
fotodinamico depende de las caracteristicas y cualidades fisico-quimicas del FS los cuales no
deben ser toxicos en la oscuridad y en presencia de luz visible deben evitar efectos de
genotoxicidad y mutagenicidad. A continuacién se muestran los requisitos mas importantes que

debe caracterizar a un FS idoneo para IFD:
. Un proceso de sintesis adecuado.
. Alta pureza quimica.

. Alto coeficiente de absorcién en la regién visible del espectro cercana a la ventana
fototerapéutica (600 a 800 nm) (Figura 7) para lograr una adecuada penetracion de la luz en los
tejidos.

. Energia del estado triplete apropiada (Er > 95 kJ/mol) para poder transferir

eficientemente la energia al estado fundamental del oxigeno [61].

. Estado excitado triplete con un tiempo de vida largo para producir oxigeno molecular

singlete ('0,) eficientemente (tr> 1 ps) [52,83].
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. Toxicidad minima en la oscuridad.
. Rapida eliminacidn del tejido sano [62,63].

Estas caracteristicas fotofisicas varian no sélo con los sustituyentes de los FS sintetizados, sino
también con la formacion de complejos con metales, tales como paladio, zinc, cobre y cadmio
[64,65].
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Tejido subcutdnco

Figura 7. Esquema que representa los diferentes rangos de profundidad de penetracion en correspondencia
con la longitud de onda de la radiacion aplicada sobre la piel [ 66].

Mediante IFD pueden ser tratadas clinicamente un amplio espectro de infecciones
localizadas (Figura 8) [67].

Los estudios fotodinamicos in vitro se realizan en modelos que mimetizan el
microambiente de la posible infeccidn clinica, encontrandose ensayos en modelos celulares o
proteicos [68], modelos en sangre [69,70], modelos en piel [71]. Sin embargo, los modelos in
vivo se asemejan mas a la infeccidn real, realizAndose ensayos en modelos animales donde se
simulan infecciones en heridas [72], infecciones bucales o dentales [73], leishmaniasis [74],
infecciones por micobacterias [75], otitis [76] u osteomielitis [77].

Los FS antimicrobianos deben ser capaces de inactivar o provocar la muerte celular de
miltiples clases de células microbianas a concentraciones relativamente bajas, con tiempos de
irradiacion cortos y presentar una selectividad elevada hacia las células microbianas [78]. La
IFD presenta muchas caracteristicas favorables para el tratamiento de infecciones originadas
por microorganismos patogenos e incluye un espectro de accién muy amplio (Figura 9).

Muchos efectos biolégicos utiles pueden ser obtenidos aplicando como

fotosensibilizadores herbicidas [79,80], insecticidas [81,82], antibacterianos, antimicéticos y
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antivirales [83,84]. Los mismos se utilizan para la esterilizaciéon de agua, fluidos bioldgicos y

sangre contaminada con microorganismos patogenos [,86].
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bacteriana B ———
i — _~ T Patdgenos
Otitis —
' o ' dentales
//
Descontaminacion ——— Tuberculosis
nasal localizada
Fascitis — Infeccién gastrica
necrotizante por H.Pylori
b
' Cistitis
Abceso

k bacteriana
intra-abdominal

Infeccion
Infeccidn de quirargica
heridas
infeccion Quemaduras
cutédnea
Leishmaniasis
infecciones |
fingicas {

Figura 8. Infecciones que podrian combatirse mediante la IFD.
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Figura 9. Diagrama de Jablonsky. Eficiencia en la IFD sobre multiples células microbianas.
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3.7.2. Mecanismo de accion

Para que una molécula actiie como un FS eficiente, debe poseer la habilidad de absorber
la luz visible, producir estado excitado triplete y luego transferir su energia eficientemente al
oxigeno molecular.

La absorcion de un foton es capaz de excitar al FS hacia un estado excitado singlete y
desde alli convertirse a su estado excitado triplete con un tiempo de vida mas largo. Desde alli
puede reaccionar con moléculas de oxigeno produciendo ROS o interactuar con otras
biomoléculas produciendo radicales libres a través de dos caminos complementarios.

El proceso por el cual la combinacién de un FS, la luz y el oxigeno resulta en un dafio
biomolecular se ilustra en la Figura 10. Basicamente dos mecanismos pueden ocurrir después
de la fotoactivacion del FS, los cuales son considerados los principales implicados en el
fotodafio celular [83,87]. En ambas reacciones el FS en estado basal 'FS, es excitado por la
absorcion de luz a un estado excitado singlete de mayor energia 'FS;* o 'FS,*, seguido de un
entrecruzamiento de sistema (ICS) a un estado excitado triplete *FS,* desde 'FS,*. La energia
del FS excitado puede ser disipada por procesos radiativos de fluorescencia (F) desde 'FS* o
fosforescencia (P) desde *FS* o por un decaimiento térmico (IC) desde cualquiera de los dos
estados. El estado *FS* puede reaccionar con un sustrato (RH), tal como una biomolécula,
formando radicales libres a través de una transferencia de electrones o protones; mecanismo
tipo I, (Figura 10). La mayoria de estos radicales reacciona instantaneamente con oxigeno para
generar una compleja mezcla de ROS, tales como el radical anién superéxido (O, ), el peréxido
de hidrégeno (H,0,), radical hidroxilo (OH). Por otro lado, en las reacciones correspondiente
al mecanismo tipo II la energia de *FS* es transferida al oxigeno molecular en estado basal
(*0,) para formar 'O, (Figura 10). Estas especies reactivas son capaces de oxidar a
biomoléculas tales como aminoacidos, nucleétidos y lipidos insaturados induciendo a la muerte
celular [88]. Los efectos funcionales de los fotosensibilizadores incluyen la inactivacion de
enzimas, proteinas y la peroxidacion de lipidos conduciendo a la lisis de la membrana, los

lisosomas y las mitocondrias [89].
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Figura 10. Procesos fotoquimicos involucrados en el efecto fotodindmico y sus mecanismos.

Ambos mecanismos pueden ocurrir simultaneamente y la relacién entre ambos procesos
depende principalmente del FS, del sustrato y de la naturaleza del medio [90]. Sin embargo, en
condiciones aerdbicas es aceptado que el 'O, es la principal especie responsable de la
inactivacion celular [91,92].

Se ha observado que el mecanismo tipo II juega un rol importante en los procesos de IFD
en Escherichia coli mediante porfirinas catiénicas [93], en la fotoinactivacion de Streptococcus
mitis inducida por una ftalocianina catiénica [94], en la fotoinactivacion de bateriéfagos por
fotosensibilizadores cationicos [95]. En levaduras, la muerte celular de C. albicans con
porfirinas y ftalocianinas catinicas, esta mediada principalmente por 'O, [96,97]. Ademas,

otras ROS pueden estar involucradas en los fotoproductos responsables de la toxicidad [98,99].

3.7.3. Ftalocianinas

Una familia de fotosensibilizadores muy interesante son las ftalocianinas. Estos
compuestos son tetrabenzotetraazaporfirinas, es decir que las cuatro unidades de isoindol se

encuentran unidos entre si por nitrogenos azometino para formar un macrociclo altamente

simétrico con 18 electrones 7 aromaticos (Esquema 1).
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Esquema 1. Representacién e imigenes en tres dimensiones del macrociclo de una ftalocianina.
A) Frente, B) Perfil

3.7.3.1. Caracteristicas espectroscopicas y fotoquimicas

El espectro de absorcion de estos compuestos esta caracterizado por dos regiones, una
banda en la zona de 350 nm (banda Sorer) y otra banda muy intensa (banda Q, € > 10° M'em™)
entre los 600-700 nm, en la region denominada ventana fototerapeutica (Figura 11).

Las ftalocianinas presentan emision de fluorescencia en la region roja del espectro visible
con rendimientos cuanticos de fluorescencia (®f) de ~ 0,2 [89]. La importancia de estos
compuestos como agentes fototerapéuticos deriva de su alto rendimiento de '0,, ademés son
estables y de baja toxicidad [100]. Los efectos mas importantes para esta aplicacion medicinal,
es lograr una selectividad alta del fotosensibilizador por los microbios, para no causar dafio al
organismo hospedador, sumado a una efectividad o eficiencia elevada, para evitar el
resurgimiento de la infeccién por parte de unos pocos microorganismos sobrevivientes [101].

Derivados de ftalocianinas y porfirinas han sido investigados para las aplicaciones de IFD
en tratamientos y control de levaduras [102]. Asi, el interés en este campo y la necesidad de
encontrar nuevas moléculas con mejores caracteristicas para la IFD es debido a la amplia

variedad de aplicaciones terapéuticas.
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Figura 11, Espectro de absorcién de las ftalocianinas

La eficiencia del proceso de fotoinactivacion es marcadamente mas pronunciada cuando
se usan agentes que mejoren la penetracion en el interior celular. Las ftalocianinas catiénicas
generan un efecto fotodindmico mas efectivo que sus contrapartes anidnicas o neutras. Estudios
llevados a cabo en distintos microorganismos indicaron que las ftalocianinas zinc (II) tetrakis
(3-metilpiridiloxi) ftalocianina (ZnPcMe), zinc (II) tetrakis (4-sulfofenoxi) ftalocianina (ZnPcS)
poseen distintos efectos frente a la IFD, siendo el FS catiénico ZnPcMe el que generd una
mayor inactivacion [103]. Es importante destacar que las ftalocianinas son estables, de baja

toxicidad y poseen un alto rendimiento en la produccién de 'O, [104].
3.8. Principios generales de la fotosensibilizacion de los hongos

Actualmente se conoce que los fotosensibilizadores catiénicos son mds eficientes que sus
contrapartes neutrales o anidnicas en la IFD de las células microbianas [105] y el proceso de
fotoinactivacion es marcadamente mas pronunciada cuando se utilizan agentes que mejoren la
penetracion del sensibilizador en el interior de la célula. Estudios anteriores han demostrado
que las ftalocianinas catidnicas son fotosensibilizadores eficaces contra los hongos [105].

La region del espectro visible usado para activar el fotosensibilizador es un tema
importante segun 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 mamiferos. Por lo tanto, los sensibilizadores con bandas de absorcion en esas longitudes de
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onda son necesarios para los tratamientos de infecciones que pueden colonizar en zonas mas
profunda de los tejidos. Sin embargo, los sensibilizadores que absorben en la region azul
pueden ser adecuados para el tratamiento de las especies de Candida que pueden invadir tejidos

superficiales, tales como la piel [106].
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HIPOTESIS DE TRABAJO



La accién combinada de un fotosensibilizador derivado de ftalocianina y la luz
visible produce especies reactivas de oxigeno, las cuales causan dafio en el
microentorno celular provocando la muerte de C. albicans y actuando como

antifingicos eficientes.
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OBJETIVOS



5.1. Generales
Estudiar nuevos agentes fotosensibilizadores derivados de ftalocianinas para la

inactivacion fotodinamica de levaduras.

5.2. Especificos

a) Determinar las caracteristicas espectroscopicas de absorcion y de fluorescencia de las
ftalocianinas en solucién.

b) Establecer las condiciones 6ptimas de cultivo de la levadura C. albicans, en medios
liquidos como suspensiones celulares y sobre superficies creciendo como colonias.

¢) Determinar la unién de los FS (ZnPPc*', ZnAmPc*', AZnPc, AZnPc’, AN3ZnPc**,
TN:ZnPc**, FN3ZnPc®") a las células de C. albicans bajo distintas condiciones:
densidades celulares, tiempos de incubacidn, lavados, concentraciones, temperaturas y
presencia de inhibidores metabdlicos.

d) Evaluar el efecto de una minima incubacion y de la dosis de irradiacion en la IFD de
la levadura.

f) Estudiar la IFD de C. albicans bajo diferentes condiciones: densidades celulares,
lavados, concentraciones, sobre superficies, analizando el efecto del retardo del
crecimiento y su eficiencia in vitro utilizando C. albicans creciendo como pseudohifa.
g) Estudiar la formacion de estado excitado triplete en solucién y en presencia de
células de C. albicans.

h) Establecer el mecanismo principal de accién fotodinamico en la IFD.

i) Determinar la produccién de 'O, y de radical ani6n superéxido (O,") en las células de
C. albicans fotosensibilizadas por ZnPPc*" en presencia de moléculas prueba.

j) Analizar mediante microscopia confocal de fluorescencia la distribucion intracelular
de ZnPPc*".

k) Analizar por electroforesis la integridad del ADN en las células de C. albicans
fotoinactivadas con ZnPPc*".

1) Evaluar mediante microscopia electrénica de transmision (TEM) y microscopia
electrénica de barrido (SEM) el dafio a los componentes celulares de C. albicans

causado por el tratamiento fotodindmico.
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MATERIALES Y METODOS



6.1. Materiales

6.1.1. Equipamientos generales y reactivos

Los espectros UV-visible y de fluorescencia fueron registrados en un
espectrofotometro Shimadzu UV-2401PC (Shimadzu Corporation, Tokio, Jap6n) y en
un fluorémetro Spex FluoroMax (Horiba Jobin Yvon Inc, Edison, NJ, EEUU),
respectivamente. Se trabaj6 a una temperatura de 25,0+0,5 °C, usando cubetas de cuarzo
de 1 cm de paso Optico. La absorcién de los cultivos fungicos fue determinada en un
espectrofotémetro Barnstead Turner SP-830 (Dubuque, 1A, EEUU) y la intensidad de la
luz establecida con un radiometro (Radiometer Laser Mate-Q, Coherent) (Santa Clara,
CA, EEUU). Los estudios de microscopia en campo claro fueron realizados con un
microscopio (Axiostar plus Carl Zeiss) (Jena, Alemania). En los ensayos bioldgicos
fueron utilizados caldo Sabouraud (CS, Britania, Buenos Aires, ARG), agar-agar
(Britania, Buenos Aires, Argentina) y cajas de Petri (10 y 5 cm de didmetro)
descartables. Los medios de cultivos fueron esterilizados en autoclave (All America
25x-2, Manitowoc, EEUU) a 20 psi ~115-121 °C durante 20 min.

Azida sodica, manitol y agua deuterada (D,O) fueron adquiridos en Sigma-
Aldrich (Missouri, EEUU) y dodecilsulfato de sodio (SDS) en Cicarelli (Santa Fe,
Argentina).

6.1.2. Fotosensibilizadores

De acuerdo al procedimiento de sintesis utilizado, el macrociclo de las
ftalocianinas fue obtenido como una mezcla de los correspondientes regioisomeros. La
ftalocianina ZnPPc* (yoduro de zinc(11)2,9,16,23-tetrakis[4-(N-
metilpiridiloxi)]ftalocianina), fue  sintetizada mediante la  reaccién de
ciclotetramerizaciéon a partir de 4-[4-piridiloxi]ftalonitrilo [104]. El compuesto
ZnAmPc* (yoduro de zinc(II)2,9,16,23-tetrakis[4-(N, N, N-trimetilamino]ftalocianina)
fue obtenido a partir de 4-(amino)ftalonitrilo, siguiendo el procedimiento establecido
previamente [104]. AZnPc (Zinc(II) 2-[4-piridiloxi]ftalocianina) fue obtenida mediante
la reacciéon de expansion del anillo de cloruro de boro(Ill)subftalocianina con 4-[4-
piridiloxi]ftalonitrilo. AZnPc” (yoduro de Zinc(I)2-[4~(N-metilpiridiloxi]ftalocianina)
fue obtenida mediante la metilacion exhaustiva de AZnPc con yoduro de metilo [107].
Las ftalocianinas, AN;ZnPc’* (zinc(I) 2-[2-(1-adamantil)etoxi]-9(10),16(17),23(24)-
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tris(V,N,N-trimetilamonio)ftalocianina), TN;ZnPc®* (zinc(Il) 2,3-[2’-tert-butil-1’,3’-
butadienil]-9(10),16(17),23(24)-tris(N, N, N-trimetilamonio) ftalocianina) y FN3ZnPc*
(zinc(II) 1,2,3,4-[tetrafluoro]-9(10),16(17),23(24)-tris(N,N, N-
trimetilamonio)ftalocianina), fueron sintetizadas a partir de la reaccion de expansion del
anillo de cloro [2,9,16(17)-trinitrosubftalocianinato] boro(III) con el correspondiente
ftalonitrilo, seguido por la reduccion de los grupos nitro con NaS, y metilacién
exhaustiva con (CH3);SO,4 [108]. ZnPc (zinc(II)ftalocianina) fue adquirida en Aldrich.
ZnPyPz  (zinc(II)tetrametiltetrapiridino2,3-b:2’,3'-g:2",3"-1:2""" 3""-q]porfirazinio) fue
obtenida siguiendo la metodologia previamente descripta [109].

Las soluciones de los FS fueron realizadas a partir de una solucién stock (~ 0,5
mM) por dilucién de la muestra sélida en 2 mL de N,N-dimetilformamida (DMF). Las
concentraciones de estas soluciones fueron determinadas por espectroscopia, teniendo

en cuenta el valor del coeficiente de absortividad molar (g).

6.2. Métodos

6.2.1. Sistemas de irradiacion

La irradiacion fue realizada con un proyector de diapositivas Novamat 130 AF
equipado con una lampara de halégeno de 150 W dispuesto en diferentes

configuraciones, segiin el experimento, como se puede observar en la Figura 12.
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Figura 12. Diferentes arreglos de irradiacién utilizados para las distintas metodologfas empleadas:
I) Fotosensibilizacién de suspensiones de C. albicans en PBS. (II) efecto sobre el crecimiento IIT) Sitios
de accién de ZnPPc*'. VI) Mecanismo de accién fotodinamico. A: proyector. B: filtro de agua. C:
muestras. D: policubeta. E: celda de cuarzo para espectroscopia
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Los cultivos fingicos 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
opticos [110]. La intensidad de la luz en el sitio de tratamiento fue de 30 mW/cm?’. El
efecto fotosensibilizador durante la curva de crecimiento fue realizado con el arregio II,
el cual permite mantener la temperatura de incubacion. Los posibles sitios de accion del
fotosensibilizador y el efecto del mismo sobre la estructura intracelular y el dafio
estructural fueron realizados con el arreglo III, donde fueron wutilizadas policubetas
(multiwell) Deltalab constituidas por 96 pocillos estériles, para poder utilizar una
densidad celular mayor ya que este arreglo permite que la luz llegue mejor hacia todas

las células. El arreglo VI fue utilizado para determinar la produccién de 'O,y O;”.
6.2.2. Caracterizacion de la cepa fungica

Una cepa de Candida sp (PC31) fue aislada a partir de una muestra clinica de
lesion en piel humana y fue caracterizada de acuerdo a los procedimientos
convencionales [111]. La primera caracterizacion del cultivo fue basada sobre las
caracteristicas de las colonias (pigmentaciéon y forma), su modo de reproduccioén
vegetativa, la formacidn de hifas o pseudohifas y la produccidn de ascosporas.

La identificacién de la levadura fue realizada por el método automatizado mini
API ID 20C AUX (BioMérieux, Marcy |'Etoile, France), el cual es un sistema
estandarizado para la identificacion de levaduras que se basa en la asimilacion de
carbohidratos [112]. La lectura de estos resultados indicé que la cepa en estudio
perteneceria 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. 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 centrifugacion de los cultivos (3000 rpm por 15 min) y resuspendidas
en 500 pL de PBS, para obtener ~10° unidades formadoras de colonias (UFC)/mL.

Un alicuota (1 mL) del cultivo fue asépticamente transferida a 3 mL de PBS. Las
células fueron centrifugadas (3000 revoluciones por minuto (rpm) por 15 min) y
resuspendidas en 4 mL de PBS (~ 1x10’ UFC)/mL). A partir de ésta suspensién de ~107
UFC/mL, las células fueron diluidas apropiadamente en PBS, correspondiendo a ~
1x10® UFC/mL. En todos los experimentos, 2 mL de la suspension celular se transfirié a
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tubos tipo Pyrex (13x100 mm) y se adiciond el FS a partir de una solucién stock del
sensibilizador (~ 0,5 mM) en DMF. Para evaluar la viabilidad celular de C. albicans,
fueron realizadas diluciones seriadas y alicuotas de 100 pL fueron sembradas en placas
de agar Sabouraud (AS) con espatula de Drigalsky. Luego de ~48 h de incubacion a 37
°C fue efectuado el recuento de UFC/mL.

6.2.3. Estudios in vitro

Los estudios realizados con las distintas ftalocianinas permitieron determinar la
eficiencia de cada una de ellas frente a la IFD de C. albicans aplicando distintas
metodologias, que llevaron a la identificacion de los FS mas efectivos para una

adecuada fotosensibilizacion.
6.2.3.1. Inactivacion fotodindmica de células de C. albicans

Suspensiones celulares de C. albicans (2 mL, ~ 1x10° UFC/mL) en PBS fueron
incubadas con 5 y 10 uM de ZnPPc*', ZnAmPc**, AZnPc y AZnPc* durante 30 min en
la oscuridad a 37°C. Luego, los cultivos fueron expuestos por 30 min a luz visible. Por
otro lado, para determinar la eficiencia de los FS tricationicos, las suspensiones
celulares de C. albicans (2 mL, ~ 1x10° UFC/mL) en PBS fueron incubadas con 10 uM
de AN;ZnPc**, FN3ZnPc** y TN;ZnPc®* durante 30 min en la oscuridad a 37°C. Luego,
los cultivos fueron expuestos por diferentes intervalos de tiempo (15 y 30 min) a luz
visible. Por tiltimo, los cultivos celulares fueron incubados con FN3ZnPc** bajo distintas
concentraciones (1, 5 y 10 uM) durante 30 min en la oscuridad a 37°C y luego
expuestos a la luz visible durante 15 y 30 min. La intensidad de la luz en el sitio de
tratamiento fue de 30 mW/cm? en el intervalo de 600 a 700 nm.

6.2.3.2. Union celular in vitro a las células de C. albicans

Suspensiones de C. albicans (2 mL, ~ 10° UFC/mL) en PBS fueron incubadas en
la oscuridad a 37°C con ZnPPc** Sy 10 uM y ZnAmPc** (10 uM) a diferentes tiempos
(15, 30 y 60 min). Los cultivos fueron centrifugados (3000 rpm por 15 min) y
resuspendidos en 2 mL de solucién acuosa de dodecilsulfato sodico (SDS) al 2 % p/v.

La concentracion del sensibilizador en el sobrenadante fue medida por
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espectrofluorometria (Aexc=670nm, A., =684nm). Los valores de fluorescencia
obtenidos de cada muestra fueron referidos al numero total de células contadas en la
suspensiéon. Para ZnPPc*', la concentracion del sensibilizador en la muestra fue
estimada por comparacion con una curva de calibracién obtenida con soluciones

estandar del sensibilizador en SDS al 2 %, Figura 13 (pendiente=2,91x10"* M™).

6x10 1
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4x10’ 1

3x10’ =

Intensidad (AU)

2x10" 4 )

110

0.0 1.0x107 2.0x107

Concentracién (M)

Figura 13. Curva de calibracion de ZnPPc**en SDS al 2 % (Aexe = 670N, Aery = 684 nm).

Suspensiones celulares de C. albicans (2 mL, ~ 10° UFC/mL) en PBS fueron
incubadas en la oscuridad a 37°C con FN;ZnPc®* a distintas concentraciones (1, 5 y 10
uM) del FS a diferentes tiempos (2,5; 5; 15 y 30 min). Los cultivos fueron centrifugados
(3000 rpm por 15 min) y resuspendidos en 2 mL de solucién acuosa de SDS al 2% p/v.
La concentracion del sensibilizador en el sobrenadante fue medida por
espectrofluorometria (Aexc=670nm, A, =684nm). Los valores de fluorescencia
obtenidos de cada muestra fueron referidos al nimero total de células contadas en la
suspension. La concentracion del sensibilizador en la muestra fue estimada por
comparaciéon con una curva de calibracion obtenida con soluciones estandar del

sensibilizador en SDS al 2% Figura 14 (pendiente: 2,7 x 10'*M™).
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Figura 14. Curva de calibracion de FN3ZnPc** en 2% p/V SDS (Aexe = 670 nm, Aepy = 684 nm)

6.2.3.3. Efecto del fotosensibilizador sobre la curva de crecimiento de C. albicans

Suspensiones de células de C. albicans fueron cultivadas toda la noche como se
describid anteriormente. Una porcién (1 mL) de este cultivo fue transferido a 20 mL de
medio fresco Sabouraud. La suspension fue homogenizada y alicuotas de 2 mL fueron
incubadas a 37 °C con ZnPPc*" a concentraciones de 5, 10 y 20 uM y AN;ZnPc**,
FN3ZnPc** y TN3ZnPc®* a una concentracién de 10 pM a 37°C. El crecimiento de los
cultivo fue medido por turbidez leyendo absorbancia a 650 nm en un espectrofotometro
Tuner SP-830. Luego, los cultivos fueron expuestos por diferentes intervalos de tiempo

a luz visible. El dispositivo utilizado fue descrito en la Figura 12 I1.

6.2.4. Unién celular de ZnPPc**

6.2.4.1. Union del fotosensibilizador a las células de C. albicans y aplicacion de

lavados sobre las células tratadas

Suspensiones de C. albicans (2 mL, ~ 10° UFC/mL) en PBS fueron incubadas en
la oscuridad a 37°C con ZnPPc** 5y 10 uM a diferentes tiempos (15, 30 y 60 min). Los
cultivos fueron centrifugados (3000 rpm por 15 min) y resuspendidos en 2 mL de SDS
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al 2 %. También se determinoé la unién del fotosensibilizador en cultivos a los que se les
realiz6 1y 2 lavados. Cada lavado consistid en la centrifugacion (3000 rpm por 15 min)
del cultivo y la resuspensién del pellet en 2 mL de PBS. Luego, fueron incubadas

durante la noche a 4°C y sonicadas durante 30 min.

6.2.4.2. Union del fotosensibilizador frente a distintas densidades celulares

Suspensiones de C. albicans (2 mL, ~ 10’ y 10® UFC/mL) en PBS fueron
incubadas en la oscuridad a 37°C con ZnPPc*" 5y 10 uM a diferentes tiempos (15 y 30
min). Los cultivos fueron centrifugados (3000 rpm por 15 min) y resuspendidos en 2
mL de solucién acuosa de SDS al 2 %. La concentracion del sensibilizador en el
sobrenadante fue medida por espectrofluorometria (Aexc=670nm, A, =684nm). Los
valores de fluorescencia obtenidos de cada muestra fueron referidos al nimero total de

células contadas en la suspension.

6.2.4.3. Union celular a distintas concentraciones del fotosensibilizador

Suspensiones celulares de C. albicans (2 mL, ~ 10° UFC/mL) en PBS fueron
incubadas en la oscuridad a 37°C con 1, 5 y 10 uM del fotosensibilizador a diferentes
tiempos (2,5; 5; 15 y 30 min). Los cultivos fueron centrifugados (3000 rpm por 15 min)

y resuspendidos en 2 mL de solucién acuosa al 2% de SDS donde se cuantifica el FS.

6.2.4.4. Union a distintas temperaturas y en presencia de inhibidores metabdlicos

La unién del fotosensibilizador fue determinado a distintas temperaturas (4 y
37°C) Para realizar los estudios a 4°C fue utilizado una bafio termostatizado. Las
suspensiones celulares fueron incubadas durante 30 min a esta temperatura previo a
determinar su unién celular. Por otro lado la presencia de azida sédica y 2,4-dinitrofenol
(2,4 DNF) fue realizada para determinar el tipo de transporte involucrado.

Azida sédica (10 mM) y el 2,4 DNF (10 mM) fueron aiiadidos a las suspensiones
de levaduras desde una solucién stock 2,0 M en agua y 1,0 M en DMF respectivamente.
Esta concentracién de azida no fue toxica para las células. Las suspensiones celulares
fueron incubadas con 5 uM de ZnPPc*" por 30 min a 37 °C en la oscuridad y luego fue
agregada la azida sddica y el 2,4 DNF por 30 min. Por otro lado, las células fueron
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incubadas con azida sddica y 2,4 DNF por diferentes tiempos (30, 60 y 120 min) antes
del agregado de 5 uM ZnPPc*'. La concentracion del sensibilizador en el sobrenadante
fue medida por espectrofluorometria (Aexc=670nm, A., =684nm). Los valores de
fluorescencia obtenidos de cada muestra fueron referidos al nimero total de células

contadas en la suspension.

6.2.5. Inactivacion fotodindmica de células de C. albicans con ZnPPc* como FS

6.2.5.1. IFD frente a distintas densidades celulares

Suspensiones de células de C. albicans (2 mL, ~ 1x10° ~ 10’ y ~ 10*UFC/mL) en
PBS fueron incubadas con ZnPPc** (5 y 10 uM) durante 30 min en la oscuridad a 37°C.
Luego los cultivos fueron expuestos a 30 min de iluminacién La intensidad de la luz en
el sitio de tratamiento fue de 30 mW/cm? a 670 nm. El dispositivo utilizado fue descrito
en la Figura 12 1.

6.2.5.2. IFD frente a distintas concentraciones y tiempos de irradiacion

Suspensiones celulares de C. albicans (2 mL, ~ 1x10° UFC/mL) en PBS fueron
incubadas con 1, S y 10 uM de ZnPPc** durante 30 min en la oscuridad a 37°C. Luego,
los cultivos fueron expuestos por diferentes intervalos de tiempo (2,5; 5; 15 y 30 min) a
luz visible. La intensidad de la luz en el sitio de tratamiento fue de 30 mW/cm? a 670

nm. El dispositivo utilizado fue descrito en la Figura 12 1.

6.2.5.3. Ensayo de citotoxicidad

La citotoxicidad de ZnPPc** fue evaluada in vitro usando células epiteliales de
rifion de mono verde Africano Chlorocebus, (Vero) en medio Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) cultivadas a 37 °C en atmosfera aerébica al 5% de CO, suplementado
con 10% de suero fetal bovino, 100 U/mL de penicilina, 0,1 mg/mL de estreptomicina y
0,292 mg/mL de glutamina. Los tratamientos fueron realizados utilizando policubetas
(multiwell) constituidas por 24 pocillos, sembrados con 500 uL de suspension de
células (2x10" células). Después de 24 h de incubacién se agregaron 6,5 pL de
diferentes diluciones de ZnPPc** en DMSO para obtener concentraciones finales en el

rango de 2,76 a 44,16 mM.
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Las células expuestas a la luz visible durante 15 minutos a temperatura ambiente
(células tratadas e iluminadas), junto a los controles en la oscuridad (células tratadas
mantenidas en oscuridad), fueron incubadas durante 24 h a 37°C en oscuridad. Las
células no tratadas fueron tomadas como control y se les asigné un 100% de viabilidad.
Posteriormente, las células fueron lavadas y se les adicioné 500 uL de medio RPMI y
25 uL de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Fueron
incubadas durante 90 min a 37°C, luego fue eliminado el medio con MTT y las células
fueron lisadas con 500 uL de DMSO. Finalizada esta incubacion fue determinada su
viabilidad celular en un lector de placas (Spectra Count™ BS 10001) a 540 nm. Todos
los ensayos con MTT fueron realizados por triplicado. Fue definido como concentracién
citotoxica 50 (CCso) aquella para la cual se obtiene un porcentaje de muerte igual al
50%.

6.2.5.4. IFD de células de C. albicans sobre superficies

6.2.5.4.1. Union de ZnPPc*" en solucion e inactivacion fotosensibilizada de células de

C. albicans sobre agar

Suspensiones de C. albicans (2 mL, ~ 10® UFC/mL) en PBS fueron incubadas 30
min en oscuridad a 37°C con 10 uM (11 nmoles) de ZnPPc*'. Las células fueron
diluidas 1/1000 en PBS y 100 ul de los cultivos fueron esparcidos sobre placas de AS de
5 cm de diametro. Estas fueron incubadas por 30 min y luego irradiadas por 30 min con
luz visible mediante la forma descripta en la Figura 12 III. Después de 48 h de
incubacion a 37°C se cuantificé las UFC/mL. Ademas, la viabilidad celular de C.
albicans fue determinada para cultivos tratados con 10 pM de ZnPPc** a diferentes

tiempos de irradiacion.

6.2.5.4.2. Inactivacion fotosensibilizada de C. albicans sobre agar impregnado con

ZnPPc*

Diferentes cantidades de ZnPPc*" (5; 11; y 22 nmol) fueron depositadas en ciertas
regiones en las placas con AS (5 cm didmetro) en un é4rea de ~ 0,6 cm® desde una
solucién 0,5 mM en agua. Las placas fueron sembradas con una suspensiéon de C.

albicans ( ~ 10° UFC/mL) en PBS e incubadas a 37°C por 30 min en oscuridad.
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Posteriormente fueron irradiadas durante 30 min (el dispositivo utilizado fue descrito en

la Figura 12 III) e incubadas por 48 h a 37°C en oscuridad.

6.2.5.4.3. Fotosensibilizacion de C. albicans creciendo en colonias sobre agar

Suspensiones de C. albicans ( ~ 10° UFC/mL) en PBS fueron sembradas en placas
de 10 cm de didmetro conteniendo AS e incubadas a 37°C por 24 h. Alrededor de 15
colonias pequefias por placas fueron obtenidas usando este procedimiento. ZnPPc* (11
nmol), de una solucidn stock 0,5 mM en agua, fue agregada a las colonias. Los cultivos
fueron mantenidos en oscuridad por 30 min a 37°C, para permitir la union del
sensibilizador a las células de C. albicans. Posteriormente fueron irradiadas con luz
visible desde un proyector (el dispositivo utilizado fue descrito en la Figura 12 III), o
con luz solar natural directa al mediodia ( ~ 80 mW/cm?). Después, las placas fueron
incubadas en oscuridad a 37°C y los tamaifios de las colonias de C. albicans fueron
evaluados luego de distintos tiempos. Experimentos de control fueron realizados en
ausencia y en presencia de sensibilizador en oscuridad, como asi también controles

iluminados sin ftalocianina.

6.2.5.4.4. IFD inducida por ZnPPc*" in vitro utilizando C. albicans creciendo como

pseudohifa

Para obtener la filamentizacion en suero de C. albicans, suspensiones celulares
fueron llevadas a una densidad de ~10° UFC/mL en suero humano y permanecieron en
este medio durante 2 h. En este periodo de tiempo las células cambiaron su forma de
crecimiento de levadura a pseudohifa. Esta fase es caracteristica de C. albicans y juega
un rol importante en la patogenicidad y virulencia de esta especie. Luego fueron
realizados dos procedimiento: a) en primer lugar las células creciendo como
pseudohifas en suero humano fueron tratadas con ZnPPc** (5 pM) durante 30 min en la
oscuridad e irradiadas en este medio por diferentes tiempos (5, 15 y 30 min); b) las
células creciendo como pseudohifas en suero humano fueron centrifugadas (3000 rpm
por 15 min) y resuspendidas en PBS, luego tratados con ZnPPc*" (5 uM) durante 30

min en la oscuridad e irradiadas en PBS por diferentes tiempos. Las suspensiones
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celulares fueron sembradas para realizar recuento de UFC/mL y también se realizo el

recuento con camara de Neubauer.

6.2.6. Controles

Todos los experimentos de control para determinar la eficiencia del
fotosensibilizador en la IFD fueron realizados en ausencia y en presencia de
sensibilizador en oscuridad, como asi también controles iluminados sin
fotosensibilizador y un doble control sin sensibilizador ni irradiacion. Las suspensiones
celulares de control y las tratadas fueron diluidas en forma consecutiva con PBS y cada
dilucion fue sembrada por duplicado en placas de AS, para contar las UFC/mL luego de

48 h de incubacion a 37°C. Cada experimento fue repetido separadamente tres veces.

6.2.7. Estudio de los estados excitados de ZnPPc*" y su interaccion con las células de
C. albicans

6.2.7.1. Determinacion de la formacion del FS en estado exitado triplete en las células
de C. albicans

Suspensiones celulares de C. albicans (2 mL, ~10’ UFC/mL) en CS fueron
centrifugadas y resuspendidas en dimetilsulféxido (DMSO) durante 10 min. Luego
fueron nuevamente centrifugadas y resuspendidas en DMSO previo al tratamiento.

Las medidas de la produccion del FS en estado exitado triplete *FS* fueron
realizadas por la técnica de ldser flash fotolisis (LFF), el equipamiento utilizado se
muestra en la Figura 15. En cada celda fue adicionado DMSO y ZnPPc** hasta alcanzar
una absorbancia de 0,30 a 352 nm, luego fue burbujeada con argén durante 30 min para
eliminar el oxigeno presente en el medio y fueron realizadas las medidas
correspondientes analizando los espectros en el rango entre los 300-800 nm con
burbujeo constante. A continuacion, fue adicionada la suspensién celular (50 pL) y fue
medida la produccién de triplete *FS;* en las células en el rango entre 400-600 nm, con
burbujeo constante de argén. Fueron analizadas dos ftalocianinas de referencia, una
tetracatiénica ZnPyPz y una neutra ZnPc, para obtener los tiempos de vida del triplete

en solucion y en las células.
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Figura 15. Representacion esquemética de LFF.

En la técnica de LFF, la muestra fue irradiada con un pulso de luz de alta
intensidad (10?° fotones) para poblar el estado triplete via entrecruzamiento de sistema
desde el primer estado excitado singlete. Las moléculas en el estado triplete (u otros
estados excitados) fueron detectadas por una segunda fuente de luz (haz analizador)
mediante absorcién (promocidn a niveles tripletes de energia superior), antes de volver
al estado fundamental. El cambio de la densidad 6ptica debido a las especies transitorias
fue monitoreado en funcién del tiempo a una longitud de onda en particular,
seleccionada con un monocromador colocado en el camino 6ptico de la luz de prueba
entre la muestra y el detector. Los cambios temporales de absorcién fueron detectados
por un fotodetector de rapida respuesta. Dichos detectores generan una sefial eléctrica
proporcional a la transmitancia de la especie transitoria de la muestra que fue
digitalizada y procesada para convertirla en seiiales de absorbancia. La conversion de la
sefial eléctrica a valores de absorbancia fue realizada de acuerdo a la ley de Lambert y

Beer, de manera que la relacion entre la absorbancia y transmitancia (I/I,) a una dada

longitud de onda estd dada por la siguiente expresion: A, = —log -:5 Luego, la
[

absorbancia de una especie transitoria en funcion de la longitud de onda y a un dado

. . . . I
tiempo, fue calculada mediante la siguiente ecuacién: 4, = —log ;5 = g b c donde I:
[+]

es la intensidad de luz transmitida (mV), Iy: es la intensidad de luz incidente (mV), &,:
es el coeficiente de extincién molar (M cm™), b: es el paso dptico del haz analizador a
través de la muestra (cm) y c: es la concentracién molar de la especie transitoria.

En la Figura 16 se muestra una representacion de una seiial transitoria tipica
obtenido por LFF. Los espectros de absorcion del FS en ausencia y presencia de células,
fueron obtenidos registrando el cambio de absorbancia a un tiempo fijo, en funcién de la
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longitud de onda. Por ultimo fueron analizadas mediante el programa Labview 5.1. El
tiempo de vida del ’FS* fue determinado a partir del ajuste monoexponencial de los

datos experimentales.
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Figura 16. Representacion de una sefial transitoria tipica obtenida por LFF.

6.2.7.2. Determinacion de 102 en las céelulas

Dado que la molécula de 'O, se encuentra en un estado excitado desde el cual
puede emitir luz, las medidas dinamicas para la determinacion de las constantes de
desactivacion global de 'O, (k) por los sustratos, fueron realizados por deteccién de la
fosforescencia resuelta en el tiempo de 'O, a 1270 nm (TRPD) [113). La radiacién
fosforescente emitida atraviesa diferentes filtros y fue detectada, en angulo recto, con un
diodo de germanio amplificado, Judson J16/85p. El detector fue acoplado a un
osciloscopio digital Agilent Technologies DSO 6012 A. La seiflal luego fue transferida a
través de una interfase a una computadora personal para llevar a cabo el procesamiento.
En general deben aplicarse 10-15 disparos para promediar y lograr una buena relacién
sefial / ruido, a partir de la cual fue determinado el tiempo de vida de 'O, por un ajuste
monoexponencial [114]. En la Figura 17 se muestra un esquema del equipamiento
utilizado y en la Figura 18 podemos ver una sefial tipica del decaimiento de la

fosforescencia de 'O, a 1270 nm.
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Figura 17. Representacién del equipamiento utilizado para la aplicacién de TRPD.
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Figura 18. Seifial tipica del decaimiento de la fosforescencia de '0,a 1270 nm en D;O.

Dicho decaimiento fue ajustado por la ecuaciéon I = I, exp-(t/n), donde Ip
representa la intensidad de la luz incidente o intensidad de la sefial, 7 el tiempo de vida
de 'O, en ausencia de células y 7 el tiempo. El ajuste de las trazas del decaimiento a
través de la ecuacién I, permite obtener el valor del tiempo de vida de 'O,.
Generalmente los puntos iniciales de la sefial de decaimiento estan perturbados por
falsas sefiales provenientes de la fuente de excitacion o por fluorescencia residual del
sensibilizador. En consecuencia el andlisis de las trazas de decaimiento fue realizado a
partir de 8-10 ps. Fue utilizado el programa Microcal™ Origin™ versién 7.5 para
aproximar los decaimientos, el cual lleva a cabo un ajuste por cuadrados minimos no

lineales. Estos decaimientos no requieren métodos de deconvolucién debido a que tanto
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el ancho del pulso del laser como el tiempo de respuesta del sistema de deteccion (4-5

ps) no interfieren en la medida de tiempos de vida de 'O,.

6.2.8. Estudios mecanisticos de la inactivacion fotodindimica

Células de C. albicans resuspendidas en PBS ( ~ 10° UFC/mL) fueron tratadas de
modo separado con azida sodica (100 mM) y manitol (100 mM) como agentes
atrapadores de 'O,, por 30 min a 37°C. Luego fueron incubadas con 2,5 y 5 pM del
fotosensibilizador por otros 30 min a 37°C en la oscuridad e irradiadas por 30 min con
luz visible.

Por otro lado, suspensiones de C. albicans ( ~ 10° UFC/mL) en PBS fueron
centrifugadas (3000 rpm por 15 min) y resuspendidas en 2 mL de agua deuterada (D,0);
posteriormente fueron incubadas con la ftalocianina (2,5 uM) a 37°C en la oscuridad e
irradiadas por 30 min con luz visible.

Los estudios en condiciones anoxicas fueron realizados burbujeando argén, a
través de una aguja, en la suspension celular ( ~ 10° UFC/mL en PBS) en tubos Pyrex
(13x100 mm) por 20 min, antes de la irradiacion y manteniendo la atmosfera de argén
durante el tratamiento de IFD (30 min de irradiacién).

Los experimentos control fueron los siguientes: 1- control sin tratar (sin la
presencia del sensibilizador y sin irradiar); 2- control oscuridad (presencia de
sensibilizador); 3- control irradiado (sin el sensibilizador); 4- control con 100 mM de
azida sédica e irradiado; 5- control con 100 mM de manitol e irradiado, 6- control con

D,0 e irradiado; 7- control con atmdsfera de argdn e irradiado.

6.2.8.1. Determinacion de la produccién de ' O, en medio homogéneo

La produccién de 'O, por ZnPPc** fue analizada por un método indirecto en
presencia de los sustratos 9,10-dimetilantraceno (DMA) y 2,2-(antraceno-9,10-
diil)bis(metilmalonato) de sodio (ABMM). La preparacion de ABMM fue realizada
como fue descripta previamente en la literatura [115] y el DMA fue obtenido de Sigma-
Aldrich. Soluciones de 2 mL de DMA y ABMM (10 uM) en presencia del
sensibilizador fueron irradiadas con luz visible de 590-800 nm utilizando un filtro
0G590. Este intervalo de longitudes de onda permite la excitacién ZnPPc** evitando la

absorcion por los sustratos ABMM o DMA. Las cinéticas de fotooxidacién de DMA y
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ABMM fueron estudiadas siguiendo la disminucién de la intensidad de fluorescencia (I)
a 403 nm, excitando a A,~=378 nm. Las constantes de velocidad observadas (Kobs)

fueron obtenidas por el ajuste lineal de In I,/I vs tiempo [115].

6.2.8.2. Determinacion indirecta de la produccion de ' 0, en medio celular

Suspensiones celulares de C. albicans (2 mL, ~10° UFC/mL) en PBS fueron
incubadas con 10 yM de DMA y ABMM durante 30 min, centrifugadas y resuspendidas
en PBS. Luego dicha suspension celular fue incubada con 5 pM de ZnPPc** durante 10
min en oscuridad a 37°C. Las muestras fueron nuevamente centrifugadas, resuspendidas
en PBS e irradiadas con luz visible de 590-800 nm utilizando un filtro OG590 con el
arreglo IV de la Figura 12. Las cinéticas de fotooxidacion de DMA y ABMM fueron
estudiadas como fue descripta anteriormente en medio homogéneo (6.2.8.1) [115]. Los
tratamientos controles fueron realizados en oscuridad sin ZnPPc* e irradiados sin
ZnPPc**. Las muestras con suspensiones celulares fueron incubadas con DMA y
ABMM, centrifugadas, en algunos casos previos a la adicién del fotosensibilizador y en
otros casos luego de la incubacién del mismo y resuspendidas en PBS. Los lavados
fueron realizados para eliminar todo lo que no se uni6 efectivamente a las células.

Por otro lado fue agregado al cultivo celular azida sédica para determinar la
desactivacién por quenching fisico de 'O,. Los cultivos celulares fueron incubados con
DMA o ABMM, centrifugados, resuspendidos en PBS, luego fue adicionado 5 uM de
ZnPPc*, centrifugado y resuspendido en PBS y por ltimo fueron incubados 10 min

con 0,1 M de azida sodica e irradiadas con luz visible.

6.2.8 3.Determinacion de la produccion del anion superoxido (0;’) en medio celular

La produccién de O, por la ftalocianina ZnPPc** fue estudiada por un método
indirecto en presencia de azul de nitrotetrazolio clorado (NBT) a través de la produccion
de formazan en presencia de luz visible [116]. Fue preparada una solucién stock de
NBT 0,8 mM en agua. Suspensiones celulares de C. albicans (2 mL, ~10° UFC/mL) en
PBS fueron incubadas con 0,2 mM de NBT durante 30 min, luego fueron centrifugadas
y resuspendidas en PBS. Posteriormente fue adicionado 5 uM de ZnPPc*" durante 10

min y los cultivos irradiados con luz visible con el arreglo IV de la Figura 12. La
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formacién de diformazan fue observada mediante el aumento en la absorbancia a A=
560 nm [116].

Los controles fueron realizados en ausencia de ZnPPc*" e irradiados sin ZnPPc**.
Por otro lado fue adicionado 0,5 mM de S-NADH como biomolécula externa para
detectar la formacion de radicales libres, en este caso en particular, O,". Por dltimo fue
medida la produccion de O, en solucion adicionando en la misma celda DMF, NBT,
NADH y ZnPPc*.

6.2.9. Sitios de accion del fotosensibilizador

6.2.9.1. Estudios de la localizacion intracelular del fotosensibilizador

La distribucion intracelular del agente fue analizada mediante microscopia
confocal de fluorescencia, evaluando la emisiéon roja de la fialocianina. Las
suspensiones celulares de C. albicans (2 mL, ~1x10" UFC/mL) en PBS fueron
incubadas con 5 uM del sensibilizador a 37°C durante 10 min en la oscuridad. Todas las
muestras fueron excitadas a una Aex. = 405 nm y la emision fue analizada en el canal
azul de 430-470 nm y en el rojo de 575-638 nm. La sonda fluorescente utilizada para la
tincion de nucleo, fue el fluorocromo Hoescht 33258 (Ho, Sigma, Missouri, EEUU)

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

6.2.9.2. Efectos de la inactivacion fotodindmica sobre el ADN

Purificacion y electroforesis de ADN

La extraccion y purificacion del ADN cromosomal fue realizado siguiendo el
procedimiento establecido en el equipo de extraccion Wizard Genomic DNA
Purification Kit de Promega. Las corridas electroforéticas fueron realizadas en una cuba
IBI MP 1015 Horizontal Gel Electrophoresis Unit (Shelton Scientific, lowa, EEUU),
con una distancia entre electrodos de 27 cm, y con un potencial (2,4 V/cm) aplicado,
proveniente de una fuente de energia PS251 (Sigma-Aldrich, Techware EEUU). La
solucién de corrida fue buffer Tris-Borato EDTA (TBE), compuesta por: Tris 90 mM,
acido borico 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 disolucién a bafio de Maria. Una vez que la temperatura de esta solucién

transparente-blanquecina descendi6 a < 60°C, fue adicionado 1ug/mL de la solucién de
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bromuro de etidio (BrEt) para identificar los fragmentos de ADN por fluorescencia. La
solucion 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
restriccion Hind II (Promega, Madison, Winsconsin, EEUU), obteniéndose fragmentos
de entre 125 a 23.130 pb y a una concentracién de 0,5 pg/uL. Los geles de electroforesis
fueron observados y fotografiados sobre un transiluminador UV (Labnet, EEUU).

6.2.9.3. Fotoinactivacion de C. albicans y extraccion de ADN genomico

Las células de levadura fueron sometidas al tratamiento fotodinamico y luego fue
realizada la extraccion y la purificacion del ADN cromosomal, siguiendo el
procedimiento establecido en el equipo de extraccion Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega, Madison, WI, EEUU). Las muestras de ADN, en estos
ensayos, fueron obtenidas en una ultracentrifuga no refrigerada para tubos Eppendorf
Biofugepico Heraeus Instruments (Promega, Alemania). Una vez extraido 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

metodologia descripta previamente.

6.2.9.4. Efecto de la inactivacion fotodindmica sobre la estructura celular

6.2.9.4.1. Microscopia electrénica de transmision

El dafio producido por la IFD con el fotosensibilizador ZnPPc** en la estructura
celular microbiana fue analizada mediante cambios morfologicos utilizando
microscopia electrénica de trasmision (TEM) [117].

Suspensiones celulares de C. albicans (6 mL, ~ 1x10’ UFC/mL) en PBS fueron
homogenizadas y alicuotas de 2 mL fueron incubadas en 5 uM del sensibilizador a 37
°C por 30 min en la oscuridad e irradiadas durante 15 y 30 min con luz visible (30
mW/cm?), usando el dispositivo IIl de la Figura 12. Experimentos control fueron
realizados en presencia del fotosensibilizador sin iluminacién y sin ftalocianina e
irradiados. Luego, fue tomada una alicuota para realizar las diluciones correspondientes
y fueron sembradas en placas con agar sabouroud (AS), para determinar las UFC. Los
cultivos de C. albicans fueron incubados a 37°C durante 48 h. Luego, 1,5 mL de dichos

cultivos fueron colocados en eppendorfs estériles e incubados durante un periodo
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minimo de 2 h a temperatura ambiente. Luego las muestras fueron centrifugadas y
resuspendidas con los fijadores formaldehido (4%) y glutaraldehido (2%) con
volimenes iguales (500 pL) en tampén cacodilato 0,1 M. Asi fueron enviados al
servicio de Microscopia Electrénica de la Facultad de Ciencias Médicas de la
Universidad Nacional de Cérdoba (UNC). Alli, los pellets fueron lavados 3 veces en
tampén cacodilato y tratados con tetroxido de osmio al 1% en la misma solucién
tampdn 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
min en cada uno de ellas y el proceso se completd con 3 pasajes, de 15 min cada uno, en
acetona al 100%. La inclusidon fue realizada en la resina epéxica araldita en estado
liquido, la cual polimeriza a 60°C, durante 24-48 h [118,119]. Las secciones ultrafinas
(80-100 nm de espesor) fueron montadas en grillas de niquel, coloreadas con acetato de
uranilo en solucién alcohdlica (2 min) y citrato de plomo (2 min) y fueron observadas al
microscopio electrénico de transmision Leo 906E con una camara MegaView III (Zeiss,
Alemania) [120].

6.2.9.5. Fotodario en la envoltura celular

6.2.9.5.1. Microscopia electronica de barrido

Para evaluar el dafio de la superficie celular durante el tratamiento, fueron
realizados estudios mediante microscopia electrénica de barrido (SEM). Suspensiones
de ~ 10’ UFC/mL fueron tratadas con 5 pM de ZnPPc**. Luego fueron incubadas por 30
min en oscuridad y luego se irradiaron durante 15 y 30 min con luz visible utilizando el
dispositivo III de la Figura 12. Experimentos control fueron realizados en presencia de
sensibilizador sin iluminacion y un doble control sin ftalocianina e irradiacién. Luego, a
500 uL de cada muestra fueron agregados 500 pL de glutaraldehido al 2% y S00 pL de
formaldehido al 4%. Posteriormente los cultivos fueron fijados durante 2 h a
temperatura ambiente y centrifugados (2 min a 13.000 rpm). Luego el sobrenadante fue
descartado y el pellet resuspendido en alcohol al 30%, manteniéndolo asi durante 15
min a temperatura ambiente. Este ultimo paso fue repetido varias veces resuspendiendo
la muestra en una solucidn de alcohol cada vez mas concentrada, hasta alcanzar el 100%
de alcohol. Luego, una alicuota de cada muestra fue colocada sobre ambas caras de un

portaobjeto permitiendo que se fijara por secado.
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Las muestras fueron analizadas en el Centro de Investigacion y Desarrollo en
Ciencias Aplicadas CINDECA (CONICET/UNLP) en la Plata. En primer lugar, cada
una fue secada por el método de punto critico con un equipo EMITECH K850,
Inglaterra. Luego fueron metalizadas con un metalizador Balzers por el método de
sputtering y estudiadas en microscopio Philips SEM 505, Holanda, que cuenta con un
programa para la obtencion de imagenes digitales (Digitalizador de Imagen Soft
Imaging Sistem ADDA II (SIS)).

6.3. Anadlisis Estadistico

Todos los experimentos fueron repetidos separadamente tres veces. Fue utilizada
la prueba t-Student o Test-T para establecer diferencias significativas entre grupos. Las
diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas con un nivel de
confianza del 95 % (p<0.05). Los datos fueron representados como la mediatdesviaciéon

estandar de cada grupo.
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RESULTADOS Y DISCUSION



7.1. Fotosensibilizadores

Los fotosensibilizadores derivados de ftalocianinas presentan propiedades
fotofisicas interesantes para ser usados en IFD [121]. Estudios llevados a cabo en
nuestro laboratorio indican que las ftalocianinas son agentes fototerapéuticos efectivos
para la erradicacion de bacterias Gram positivas, Gram negativas y levaduras [69]. En
las ftalocianinas cationicas, este efecto va acompafiado por una union efectiva a las
células microbianas y un incremento consecuente en la IFD.

En este trabajo fue analizada la eficiencia de distintas ftalocianinas cuya sintesis
fue presentada en la seccion de materiales y métodos. Estos FS difieren en la
presencia/ausencia de cargas y dentro de los catiénicos en la cantidad y la posicién de
las mismas. Algunos de ellos fueron evaluados y comparados con ZnPPc** debido a que
este fotosensibilizador fue el mas efectivo para erradicar C. albicans utilizando la menor

concentracion y el menor tiempo de irradiacion.

7.2. Estudios espectroscopicos y fotodindmicos

7.2.1. Caracteristicas espectroscopicas y fotodindmicas de las ftalocianinas

El grupo 4-(N-metilpiridiloxi) en las ftalocianinas AZnPc®, AZnPc (Esquema 2),
ZnPPc*" (Esquema 3) y ZnAmPc** (Esquema 4), permite formar centros catiénicos en
la periferia del macrociclo, separados del anillo principal por enlaces éter. Este
espaciador se sabe que favorece la movilidad de las cargas y puede mejorar la

interaccién y su union a las células fungicas [89].
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AZnPc R:—O@N

AZnPct R:—0O \ /N*—

Esquema 2. Estructura molecular de AZnPc" y AZnPc

Esquema 4. Estructura molecular de ZnAmPc*
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La ftalocianina tetracationica ZnPPc** posee caracteristicas espectroscopicas con
una banda de absorcién alrededor de 350 nm denominada banda Sorer y una muy
intensa denominada banda Q, (¢>10° M'cm™) en la regi6n roja del espectro visible a ~
670 nm (Figura 19) (ventana fototerapéutica). Ademads, presenta emision de
fluorescencia a 675 nm con un rendimiento cuantico (®g) de 0,22 en DMF (Figura 19).
La actividad fotodinAmica inducida por ZnPPc** mostré una produccién de 'O, de 0,59
en solucion de DMF [104].
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Figura 19. Espectros de absorcién y emision de fluorescencia de la flalocianina ZnPPc** en DMF
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Las ftalocianinas AZnPc® y AZnPc presentan espectros de absorcién y
fluorescencia similares (Figura 20). Los mismos muestran una tipica banda Soret en ~
350 nm y las bandas Q, una mas pequeila a ~ 600 nm y otra intensa a ~ 670 nm,
caracteristicas de las zinc(II)ftalocianinas [89]. Los espectros de emision de

fluorescencia para AZnPc' y AZnPc muestran una banda intensa centrada en ~ 686 nm

y una banda de menor intensidad a los ~ 740 nm.
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Figura 20: Espectros de absorcién y emisién de fluorescencia de AZnPc ( =), AZnPc™ (- - -) en
DMF (Aexc= 612nm).
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Las propiedades de agentes fotosensibilizadores tricatidnicos derivados de
ftalocianinas fueron estudiadas en solucion. La formaciéon de macrociclos
asimétricamente sustituidos en la periferia permite la combinacion de grupos
hidrofébicos e hidrofilicos en una molécula sensibilizadora, produciendo un eje de
polaridad intramolecular [ 122 ]. Este efecto puede producir una mejor unién y
acumulacién en los compartimentos subcelulares, lo cual es un prerrequisito para un
tratamiento fotodinamico efectivo. Estructuras derivadas de ftalocianinas caracterizadas
por una sustitucion asimétrica en la periferia del macrociclo son las del tipo A3B,
conteniendo tres grupos idénticos A que difieren de B. La combinacion de estos grupos
permite obtener fotosensibilizadores anfifilicos, formados por tres centros catiénicos y
uno lipofilico, derivado de adamantano (AN3;ZnPc’*) que puede visualizarse en el
Esquema 5, perfluorobenceno (FN3ZnPc**) en el Esquema 6 y tert-butilnaftaleno
(TN;ZnPc**) en el Esquema 7.

Los espectros de absorcion y fluorescencia en DMF de AN3ZnPc’*, FN;ZnPc®* y
TN;ZnPc** pueden verse en la Figura 21. Estos FS presentan espectros similares de
absorcion con un importante ensanchamiento de la banda Q. Esto puede deberse a que
estan parcialmente agregados en DMF. Los espectros de emisiéon de fluorescencia
presentan una banda centrada en ~ 731 nm, ~ 722 nm y 688 nm para AN3ZnPc*,
TN3;ZnPc** y FN;ZnPc*’, respectivamente (Figura 21). En el caso de TNsZnPc*" el
corrimiento batocrémico se debe a la extension de la conjugacion del sistema m,
ademas, puede observarse un desdoblamiento de la banda Q. En estudios previos, la
divisién de la banda Q en hibridos de ftalocianinas y naftalocianinas fue asignada a la
baja simetria de las moléculas [123]. Los resultados concuerdan con aquellos reportados

previamente para zinc(II) ftalocianinas similares en medios homogéneos [124].

95



AN,ZnPc3

Esquema 5. Estructura molecular de AN;ZnPc**

Esquema 7. Estructura molecular de TN3ZnPc3+
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Figura 21. Espectros de absorcién y emisién de fluorescencia de AN;ZnPc** (- - -),

TN,ZnPc* (— ), FN3ZnPc** (. . .) en DMF (A= 610 nm).

Las propiedades espectroscopicas y fotodinamicas de las ftalocianinas se resumen
en la Tabla 1. Como puede observarse, los valores de los rendimientos cuéanticos de
fluorescencia (®r) son apropiados para la deteccion y la cuantificacion de los FS en un

medio bioldgico. Por otro lado, los valores de rendimiento cuéntico de produccion de
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'0, (®,) fueron adecuados para la IFD. Esta propiedad es muy importante porque las
reacciones producidas por 'O, pueden ser la causa principal del dafio celular y la
principal especie citotoxica en condiciones aerébicas [125,126]. Si bien el 'O, posee un
tiempo de vida corto, de aproximadamente 10 s, la presencia de 'O, resulta citotoxico e
induce dafio celular irreversible [127].

Los valores de ®, pueden cambiar significativamente de acuerdo al medio,
disminuyendo cuando el sensibilizador estd parcialmente agregado. Ademas, el
microambiente biolégico puede inducir modificaciones importantes en las propiedades
fotofisicas de las ftalocianinas en solucion. En consecuencia, hay limitaciones para
predecir la eficiencia fotodindmica en sistemas biolégicos sobre la base de

investigaciones fotofisicas en soluciones homogéneas.

Tabla 1. Caracteristicas espectroscopicas de las ftalocianinas, ®¢ y @, en DMF

Ftalocianina  Amex(Abs) Amu(Em) s (M'em™) @ ®,
684 nm 675 nm

ZnPPc** 680 686 1,1x10°  0,22+0,01 0,59+0,05
AZnPc* 669 683 1,9x10°  0,32+0,02 0,69+0,02
AZnPc 669 678 2,1x10°  0,31%0,02 0,68+0,03
ZnAmPc** 680 686 1,0x 10°  0,18+0,01 0,44:0,04
AN;ZnPc> 705 731 1,15x10°  0,26x0,01 (640,04
TN;ZnPc®* 686 722 1,02x10°  0,20+0,01  0,60+0,05
FN;ZnPc* 675 688 1,20x10°  0,25+0,01  (,68+0,05

7.3. Estudios in vitro en C. albicans

7.3.1. Inactivacion fotodindmica in vitro

En los estudios de IFD, los experimentos control demostraron que la viabilidad de
C. albicans no fue afectada solo con iluminacién sin el fotosensibilizador o por

incubacion en la oscuridad con el fotosensibilizador. Esto indicé que la mortalidad
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celular obtenida luego de la irradiacion de los cultivos tratados con las ftalocianinas fue
debido al efecto fotosensibilizador del agente, producto de la luz visible.

La eficiencia de las ftalocianinas frente a la IFD fue evaluada en suspensiones
celulares de C. albicans (10° UFC/mL) tratadas con diferentes concentraciones de los
sensibilizadores ZnPPc**, ZnAmPc*, AZnPc" y AZnPc (5 y 10 uM) por 30 min a 37°C
en oscuridad y posteriormente irradiadas por 30 min con luz visible (Figura 22). Al
comparar el efecto generado por ambas ftalocianinas tetracationicas, fue posible
observar que ZnPPc*" generé una IFD sobre las células de C. albicans de ~ 5 log con
ambas concentraciones, mientras que para ZnAmPc** la muerte generada fue solo de ~
1,5 log a la méaxima concentracion analizada (10 uM). Por otro lado la viabilidad de C.
albicans luego de la irradiacién de 30 min en presencia de AZnPc® y AZnPc no fue
afectada frente a las concentraciones de las ftalocianinas usadas en el tratamiento,

observindose valores de IFD de ~ 0,5 log (Figura 22).
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Figura 22. Curva de supervivencia de C. albicans (10° UFC/mL) incubada con diferentes
concentraciones (5 y 10 uM) de ZnPPc** (» ), ZnAmPc*' (A ), AZnPc (w) y AZnPc" (e) por 30
min a 37°C en oscuridad y expuesta a luz visible por 30 min. Control (V). Los valores representan
la media+desviacién estandar.

Por este motivo, estos fotosensiblizadores (AZnPc’, AZnPc y ZnAmPc*") no
fueron utilizados para futuros estudios frente a C. albicans.
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Luego fue evaluada la IFD de C. albicans en suspension celular en PBS tratadas
con 10 pM de los sensibilizadores tricatiénicos AN3ZnPc**, FN;ZnPc**, TN;ZnPc** por
30 min a 37°C en oscuridad e irradiadas a distintos tiempos (15 y 30 min) con luz
visible (Figura 23). La viabilidad de C. albicans en presencia de 10 pM de AN;ZnPc** y
TN3ZnPc®* y con 30 min de irradiacién produjo una IFD de ~ 2 y ~ 2,5 log
respectivamente (Figura 23). Si bien presentan valores espectroscopicos y
fotodindmicos apropiados en solucién (Tabla 1), con una elevada eficiencia en la
produccién de 'O,, este estudio mostr6 como el medio biolégico puede influir
significativamente en las propiedades de los sensibilizadores, siendo por ejemplo, su
tendencia a agregarse en medio bioldgico, una unién débil de los FS a las células, entre
otros factores, que pueden afectar la IFD de los microorganismos. Sin embargo, como
fue posible observar también en la Figura 23, un comportamiento diferente mostré que
el fotosensibilizador tricationico FN3ZnPc®* generé una disminucién de ~ 5 log a los 15

min de irradiacion.

Tiempo de irradiacién (min)

Figura 23. Curva de supervivencia de C. albicans (10° UFC/mL) incubada con 10 puM de
TN;ZnPc*" (o), AN;ZnPc®* (A )y FN3ZnPc® (V) durante 30 min a 37°C en oscuridad y expuesta
a luz visible por distintos tiempos (15 y 30 min). Control (m). Los valores representan la
media+desviacién estandar
Debido a los apropiados valores de IFD observados con FN3;ZnPc¢®* a 10 pM fue

evaluada la IFD variando las concentraciones por debajo de la maxima analizada (1,5 y
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10 uM) e irradiando con luz visible durante 15 y 30 min, para determinar si podrian
lograrse mejores resultados. Como puede observarse en la Figura 24, FN;ZnPc** posen
una elevada eficiencia en la IFD con la minima concentracion analizada (1 uM) y sélo
15 min de irradiacién afectando la viabilidad celular en ~ 4,5 log. Luego de determinar
su elevada eficiencia en la IFD de C. albicans con 30 min de incubacion previa a la
irradiacion con 1 uM, fue evaluada la misma bajo distintos tiempos de irradiacion S, 15
y 30 min con luz visible (Figura 25). La IFD fue incrementando conforme aumentaba el
tiempo de irradiacion. Cuando el cultivo fue tratado con 1 pM e irradiado con 30 min, la
viabilidad celular disminuy6 > 5,5 log (Figura 25), valor similar al obtenido con

ZnPPc** con 10 uM y 15 min de irradiacién (Figura 22).

Log UFC/mL

Tiempo de irradiacién (min)

Figura 24, Curva de supervivencia de C. albicans (10% UFC/mL) incubada con 1 (e), 5(A) y 10
(V) uM de FN3ZnPc** durante 30 min a 37°C en oscuridad y expuesta a luz visible por distintos
tiempos (15 y 30 min). Control (m). Los valores representan la media+desviacién estdndar.
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Figura 25. Curva de supervivencia de C. albicans (10® UFC/mL) incubada con 1 uM de
FN;ZnPc** (o) por 30 min a 37°C en oscuridad y expuesta a luz visible a distintos tiempos.
Control (w). Los valores representan Ia media + desviacién estdndar.

Estos resultados indican que la viabilidad de C. albicans luego de la irradiacion
con 30 min en presencia de FN3ZnPc®* fue dependiente de la concentracién de la
ftalocianina usada en el tratamiento, del tiempo de incubacién previo y del tiempo de
irradiacion. Bajo estas condiciones, la concentracion del fotosensibilizador fue
acompaiiada por un incremento en la eficiencia de la IFD. Estos resultados indican que
la inactivacién celular a cortos tiempos de irradiaciéon (5 min) y con la menor
concentracion utilizada en el tratamiento (1 uM), produjo una IFD que representan un
valor del 99,9%.

7.3.2. Union in vitro a las células de C. albicans

En los estudios de unién celular fue posible analizar las cinéticas para algunos de
los FS estudiados. En el caso del sensibilizador ZnPPc** fue posible observar que
generod una cinética de unién muy rapida a las células de C. albicans a cortos tiempos de
incubacion y fue dependiente de la concentraciéon (Figura 26) alcanzando un valor
méximo de unién a las células de ~ 1,77 nmoles/10° células para 5 uM y un valor de ~
4,46 nmoles/10° células para 10 uM a los 15 min.

102



Un comportamiento similar fue observado para Escherichia coli y Streptococcus
mitis en presencia de 2 pM de ZnPPc** observandose una unién méxima a las células a
los 5 min de incubacién con valores de ~ 0.80 nmoles/10°® células [69].

Por otro lado, al comparar ambos FS tetracatidnicos, fue observada una diferencia
muy marcada en las cinéticas de unién de los sensibilizadores ZnPPc* y ZnAmPc*
frente a la misma concentracién evaluada (10 uM) en las células de C. albicans. Para
ZnPPc** se alcanza una unioén elevada a tiempos cortos (15 min) ~ 4,46 nmoles/ 10°
células, mientras que para ZnAmPc** 1a unién fue solo de ~ 0,13 mol/10° células, esto

probablemente fue debido a su fuerte tendencia a agregarse (Figura 26).
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Figura 26. Cantidad de ZnPPc** recuperada de células de C. albicans ( ~ 10% UFC/mL) tratadas con 5
M (m) y 10 uM (V) del sensibilizador por 15, 30 y 60 min a 37°C. Cantidad de ZnAmPc* recuperada
de células de C. albicans ( ~ 10° UFC/mL) tratadas con 10 uM (» ). Los valores representan la
media+desviacion estandar.

Para el sensibilizador FN3ZnPc** fue evaluada su capacidad para unirse a células
de C. albicans analizada en suspension celular de ~ 10% UFC/mL en PBS (Figura 27).
De esta manera, los cultivos fueron incubados con una concentracién de 1 pM de la
ftalocianina por diferentes tiempos (2,5; 5; 15 y 30 min) a 37°C en oscuridad. Fue
utilizada la menor concentracion debido a los resultados que fueron observados en la

Figura 25. La concentracién intracelular del fotosensibilizador fue determinada por
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espectroscopia de fluorescencia (Aexc= 665 nm, Ae= 675 nm). La unidn de FN;ZnPc** a
las células present6 una cinética de unién muy rapida a tiempos cortos de incubacion

(2,5 min) alcanzando un valor méaximo de ~ 0,95 nmoles/10° células.
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Figura 27. Cantidad de FN;ZnPc** recuperada de céhulas de C. albicans ( ~ 10® UFC/mL) tratadas
con 1 pM a 37°C. Los valores representan la media + desviacion estandar.

En todos los estudios de unién es importante remarcar que al incrementar el
tiempo de incubacién, no fue posible observar un incremento apreciable en la cantidad
de FS unido a células de C. albicans, ya que tienden a saturarse a tiempos cortos de
incubacioén.

Las cinéticas de unién celular solo fueron analizadas para los sensibilizadores
presentados anteriormente (ZnPPc*', ZnAmPc** y FN3ZnPc**) debido a que fueron los
que generaron mejores valores de IFD. Estos resultados son concordantes con lo
observado en la Figura 22 ya que la inactivacién celular baja de ZnAmPc* puede
deberse a la nula 0 muy leve unién dentro del microorganismo generada probablemente

por su tendencia a agregarse.

7.3.3. Efecto fotosensibilizador sobre la curva de crecimiento

El retardo en el crecimiento de cultivos de C. albicans sensibilizados con ZnPPc*

fue llevado a cabo en CS. Estos experimentos fueron realizados para asegurar que la
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IFD en células es todavia posible cuando los cultivos no estan en condiciones de
inanicién o bajo el efecto del lavado con buffer fosfato. Asi, 5; 10 y 20 uM del
sensibilizador fueron agregados a cultivos frescos de C. albicans alcanzando la fase lag
de crecimiento e irradiados con luz visible a 37°C. Como podemos observar en la Figura
28, el crecimiento de C. albicans fue retardado cuando fue tratado con la ftalocianina e
irradiado. Este retardo fue dependiente de la concentracion de ZnPPc*'. La curva de
crecimiento tuvo una distribucidon exponencial con una fase de latencia durante las
primeras 3 h y una fase de crecimiento exponencial luego de este tiempo. Transcurridas
aproximadamente 12 h, acercandonos al final de la serie de mediciones, fue posible
apreciar el inicio de la fase estacionaria de acuerdo a lo indicado por la medicién de
turbidez del cultivo a 650 nm. Por otra parte, células de C. albicans expuestas a la
ftalocianina en la oscuridad o no tratadas con el sensibilizador pero iluminadas no
mostraron un retardo en el crecimiento comparado con los controles. Por lo tanto, los
datos ilustran que el retardo del crecimiento observado es debido al efecto de la IFD del

sensibilizador sobre las células.
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Figura 28. Curva de retardo del crecimiento de C. albicans incubadas con 5 uyM (V), 10 uM (A ) y 20
MM (m) de ZnPPc*" expuestas a diferentes tiempos de irradiacién con luz visible en CS a 37°C. Cultivos
controles (@), cultivos de células tratadas con 5 pM (V), 10 uM (A) y 20 uM ( ) en oscuridad, células
sin sensibilizador pero irradiadas ( ¢ ) (Aabs=550 nm). Los valores representan la media+desviacién
estandar.
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Por otro lado fue evaluado el retardo en el crecimiento de cultivos de C. albicans
sensibilizados con AN;ZnPc**, FN3ZnPc**, TN3ZnPc®* el cual fue llevado a cabo en CS.
Asi, 10 uM de los sensibilizadores fueron agregados a cultivos frescos de C. albicans
alcanzando la fase de latencia y luego se irradiaron con luz visible a 37°C. Como se
puede observar en la Figura 29, el crecimiento de C. albicans fue retardado cuando los
cultivos fueron tratados con las ftalocianinas TN;ZnPc>* AN;ZnPc** y FN3;ZnPc®* e
iluminados. La curva de crecimiento tuvo una fase de latencia durante las primeras 3 hy

una fase de crecimiento exponencial luego de este tiempo.
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Figura 29. Curva de retardo del crecimiento de C. albicans incubadas con TN;ZnPc** (»),
AN,;ZnPc** (€) FN;ZnPc* (P) 10 uM expuestas a diferentes tiempos de irradiacién en CS a 37
°C. Cultivos control (®); control iluminado (M) y células tratadas con TN;ZnPc®* ( V), AN;ZnPc®
(V) yFN3ZnPc* () mantenidas en oscuridad. Los valores representan la media + desviacién
estandar.

Transcurridas aproximadamente 12 h, acercandonos al final de la serie de
mediciones, fue posible observar el inicio de la fase estacionaria de acuerdo a lo
indicado por la medicion de turbidez del cultivo a 650 nm. Por otra parte, células de C.
albicans expuestas a las ftalocianinas en la oscuridad o no tratadas con el sensibilizador
pero iluminadas no mostraron un retardo en el crecimiento comparado con los controles,
a excepcion de TN3ZnPc®* que bajo estas condiciones result6 toxica en la oscuridad. Por

lo tanto, los datos ilustran que el retardo del crecimiento observado para las tres
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ftalocianinas fue debido al efecto de la IFD del sensibilizador sobre las células. Un
efecto similar fue observado con las porfirinas tetracatiénicas TMPyP*'y TMAP* en C.
albicans [105,128] y con la ftalocianina ZnPPc* en E. coli [129].

Luego de realizar distintos estudios para evaluar la eficiencia de las ftalocianinas
presentadas en esta tesis, frente a la levadura C. albicans, fue posible observar que si
bien todas presentan caracteristicas espectroscopicas y fotodindmicas apropiadas en
solucién (Tabla 1), no todas ellas fueron eficientes en un medio biolégico. Los FS mas
apropiado fueron ZnPPc*" y FN;ZnPc** bajo las distintas condiciones evaluadas. Debido
a diferentes inconvenientes presentados en el proceso de sintesis, no fue posible
continuar los estudios con FN3;ZnPc¢*, pero es importante remarcar que este FS posee
una alta eficiencia frente a la inactivacion de C. albicans y seria interesante en un futuro
continuar las investigacion con este potente fotosensibilizador. Luego de analizar la
elevada eficiencia de ZnPPc*" en un medio bioldgico, los estudios fueron direccionados
hacia un analisis mas detallado de su eficiencia, tanto en su unién y su IFD bajo
distintas condiciones como asi también determinando el mecanismo fotodindmico

involucrado que conduce a la IFD de C. albicans.

7.3.4. Union celular de ZnPPc** en presencia de lavados

La unién celular de la ftalocianina ZnPPc** en suspension celular de ~ 10°
UFC/mL en PBS en cultivos de C. albicans incubados con S y 10 uM por diferentes
tiempos (15, 30 y 60 min) a 37°C en la oscuridad fue analizada con una y dos etapas de
lavado (Figura 30).

Cuando las células fueron sometidas a los lavados para eliminar el exceso de FS
contenido en el sobrenadante, la cantidad de ZnPPc** unida a las células disminuye
después del primer lavado y luego permanece constante. Estos resultados indican que al
menos una fraccién de la ftalocianina ZnPPc** fue unida fuertemente a la célula, debido
a que no fue posible eliminarla aun después de dos etapas de lavados. Sin embargo, el
efecto de la pérdida inicial podria disminuir la capacidad de inactivacién por parte del
sensibilizador. Para 5 uM fue posible observar una disminucién mayor en la unién con
respecto a lo observado a 10 uM, sin embargo para ambas concentraciones estas
disminuciones no fueron muy marcadas con respecto a las suspensiones sin lavados.

Esto estaria indicando que el sensibilizador fue capaz de unirse fuertemente a la
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membrana de las células o fue incorporado intracelularmente, haciendo que sea dificil

removerlo.

4,6 nmol/10° células

ZnPPc4+ (nmol/1 06 células)

Tiempo de incubacién (min)

Figura 30. Cantidad de ZnPPc"" recuperada de células de C. albicans ( ~ 10° UFC/mL) tratadas con 5
uM sin lavar (=), 1 lavado (¢) y 2 lavados (A) y 10 pM sin lavar (¥), 1 lavado (¢) y 2 lavados (<€) del
sensibilizador por 30 min a 37°C y diferentes etapas de lavados. Los valores representan la
mediatdesviacién estandar.

7.3.5. Union celular in vitro a distintas densidades celulares de C. albicans

En la Figura 31 fue posible evaluar la eficiencia en la unién de ZnPPc* a
diferentes concentraciones (5 y 10 uM) y distintas densidades celulares en PBS con un
tiempo de incubacion de 30 min. Como es posible observar, al incrementar la densidad
celular para ambas concentraciones de ZnPPc** 1a unién del sensibilizador a las células
disminuye. Este efecto es debido a que posee una mayor cantidad de células sobre los

cuales actuar. Por este motivo la proporcion ftalocianina/célula disminuye.
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Figura 31. Unién de ZnPPc*" a las células bajo diferentes densidades celulares y concentraciones 5 uM

(®) y 10 pM (m) incubados por 30 min.

La unién de ZnPPc** a las células utilizando una densidad celular de ~ 107 y ~ 10
UFC/mL fue estudiada a distintos tiempos de incubacién (15 y 30 min) en presencia de
5-10 uM del fotosensibilizador (Figura 32). Los resultados indican que la cantidad de
ZnPPc* unida a C. albicans no cambia entre 15 y 30 min de incubacién. Por lo tanto,
este fotosensibilizador se une rdpidamente a las células aun en presencia de densidades

celulares mayores a 10° UFC/mL.
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Figura 32. Cantidad de ZnPPc** recuperada de células de C. albicans ~ 10’ UFC/mL 5 uM (A)y 10 uM
(m)y~ 10® UFC/mL tratadas con 5 PM (V) y 10 uM (o) de sensibilizador por 15 y 30 min a 37°C. Los
valores representan la mediatdesviacion estindar.

7.3.6. Unién celular a distintas concentraciones de ZnPPc**

Para evaluar el efecto de la concentracion de ZnPPc** unido a las células de C.
albicans, fue analizado lo que ocurria a una densidad celular de ~ 10° UFC/mL en PBS.
Las concentraciones evaluadas fueron 1-10 pM de la ftalocianina a 30 min a 37°C en
oscuridad. Como puede observarse en la Figura 33, la incorporacién fue lineal en el
rango de concentraciones utilizadas (1, 5 y 10 uM) dando valores de ~ 0,35; 1,88 y 4,5
nmol/10° células, respectivamente [97].

La tendencia observada con ZnPPc** fue similar al comportamiento previamente
encontrado en C. albicans utilizando 5 puM de 5,10,15,20-tetrakis(N-metil-4-
piridil)porfirina (TMPyP*") y 5-(4-trifluorfenil)-10,5,20-tris(4-acetamidofenil)porfirina
(TFAP*), las cuales producen una unién similar de ~ 1,70 nmol/10%élulas con 15 min
de incubacion [105]. Mientras que en trabajos previos con 10 uM del sensibilizador
neutro, formado por una Zn(Il) ftalocianina sustituida por cuatro unidades de fluconazol
en la periferia del macrociclo (ZnPcF), la unién fue de ~ 0.17 nmoles/ 10° células con 30
min de incubacion [112]. Esto demuestra que la presencia de cargas en la
macroestructura de los fotosensibilizadores es fundamental para generar una eficaz

unidn del sensibilizador a las células y consecuentemente generar una eficaz IFD.
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Figura 33. Unién de ZnPPc*" a las células de C. albicans en PBS (~10° UFC/mL) tratado con diferentes

concentraciones de ftalocianina por 30 min en oscuridad a 37 °C.

7.3.7. Union celular a distintas temperaturas y en presencia de inhibidores
metabdlicos

El efecto de la temperatura en la union celular de ZnPPc*" fue analizado a 4 y
37°C. Como fue posible observar en la Figura 34 la unién de ZnPPc*" fue
significativamente dependiente de la temperatura [97]. Sin embargo, la diferencia en la
unién de ZnPPc** a C. albicans fue ~ 10 %. Este hecho podria ser atribuido a la pérdida
de la fluidez de la membrana producto de las bajas temperaturas (4°C), disminuyendo la
union del FS a las células. La temperatura juega un papel importante en la fluidez de la
membrana, ya que al aumentar la temperatura, la fluidez se incrementa y la membrana
se hace hiperfluida; al disminuir la temperatura, la fluidez decae haciéndose mas viscosa
y la actividad de la misma se ve limitada [130].

Por otro lado, fue analizado el efecto de azida sddica y 2,4 DNF en la unién de
ZnPPc*" a las células. Azida sodica fue utilizada como inhibidor del complejo IV o
citocromo ¢ oxidasa y el DNF como un desacoplante de la fosforilacién oxidativa en la

cadena de transporte de electrones [131, 132] (Figura 35).
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Figura 34. Unién de ZnPPc** a suspensiones celulares de C. albicans en PBS (~10° UFC/mL) tratadas
con 5 uM de ftalocianina por diferentes tiempos de incubacién y temperaturas 4°C (¢) y 37°C (m). Los
valores representan la media + desviacién estindar de tres experimentos separados (* p <0,05 con

respecto a una incubacién de 2,5 min para ambas temperaturas).
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Figura 35. Unién de ZnPPc*" a las células de C. albicans en PBS (~10° UFC/mL). Los valores
representan la media + desviacién estandar de tres experimentos separados (* p <0,05 con respecto a los
valores obtenidos al incubar las células durante 30 min con azida y DNF previo al FS).

Como se puede observar en la Figura 35, la unién celular con 5 uM de ZnPPc*

durante 30 min de incubacion y el posterior agregado de 10 mM de azida y de 2,4 DNF
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durante 30 min (columna 2) en la oscuridad a 37°C fue similar a la encontrada con 5 uM
de ZnPPc** solamente. Luego cuando las células fueron tratadas previamente con 10
mM de azida y de 2,4 DNF por distintos tiempos (30, 60 y 120 min) y luego fue
agregado 5 pM de ZnPPc*' durante 30 min en la oscuridad a 37°C, la cantidad de
ZnPPc** unida a las células disminuy6 a 1,3 y 1,0 nmol/10° células con 60 y 120 min
respectivamente, Figura 35 (columna 4 y 5). La unién de ZnPPc** fue poco afectada por
la presencia de azida y DNF principalmente cuando las células de C. albicans fueron
preincubadas con estos compuestos por 60 min previo al tratamiento con la ftalocianina
(Figura 35 columna 4). Como fue reportado en estudios previos, las células tratadas con
azida previo a la incubacién o durante la incubacién con fotofrina, presentaron una
fluorescencia equivalente a las células que fueron incubadas en ausencia de azida
[133].Sin embargo, la cantidad de ZnPPc*" unida a las células fue significativamente
afectada cuando las suspensiones celulares fueron incubadas por un tiempo prolongado
(120 min) con azida y DNF antes del tratamiento con la ftalocianina (Figura 35 columna
5). Este efecto podria estar indicando que frente a la presencia de estos inhibidores, la
configuracién de la membrana citoplasmatica y los posibles sitios de unién que el FS
poseen en condiciones normales, se ven afectados, lo que dificultaria su unién a las
células e [134].

7.4. Inactivacion fotodindmica in vitro empleando ZnPPc* como FS

7.4.1. Inactivacion fotodindmica de suspensiones celulares de C. albicans en PBS

Con la finalidad de poder determinar si ZnPPc*" es capaz de generar una eficiente
IFD a tiempos cortos de incubacion, efectuando su accién con el minimo tiempo de
contacto con las células, suspensiones celulares de C. albicans fueron evaluadas en PBS
(~ 10° UFC/mL) utilizando 5 pM de ZnPPc*" luego de 1 min de incubacion en la
oscuridad e irradiando durante 5; 15 y 30 min. Los experimentos control demostraron
que la viabilidad celular no fue afectada y que las células fueron inactivadas cuando los
cultivos tratados con ZnPPc*' fueron expuestos a la luz visible. Un tiempo de
irradiacién de solo 5 min fue suficiente para producir una disminucién en Ia
supervivencia celular de ~ 3 log con 5 uM del fotosensibilizador (Figura 36). La IFD
fue incrementando conforme aumenta el tiempo de irradiacién. A partir de estos

resultados podemos determinar que la actividad de ZnPPc** fue efectiva a cortos
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Figura 36, Curva de inactivacion celular de C. albicans: (10° UFC/mL) incubada con ZnPPc** 5§ uM (e)

por 1 min a 37°C en oscuridad y expuesta a diferentes tiempos de iluminacién. Tratamiento control (m).

7.4.2. Inactivacion fotodindmica a distintas concentraciones de ZnPPc**

La fotoinactivacion en suspensiones celulares de C. albicans fue evaluada en PBS
(~10° UFC/mL) usando diferentes concentraciones del mismo (1; 2,5, Sy 10 uM) y
distintos periodos de irradiacion (15 y 30 min). Un tiempo de irradiaciéon de 15 min fue
suficiente para producir una disminucién en la supervivencia celular de ~ 4,5 y 5 log
con 5 y 10 uM del fotosensibilizador respectivamente. Con un tiempo de irradiacion de
15 min fue posible observar una clara dependencia entre la fotoinactivacién y la
concentracién de ZnPPc*" utilizada (1-10 pM). Luego de 30 min de irradiacion (54 J
cm?), la IFD sobre C. albicans fue efectiva incluso a bajas concentraciones (1 uM)
produciendo una fotoinactivacién de ~ 4 log en la supervivencia celular (Figura 37).

Por otro lado, el incremento en la concentracién de la ftalocianina de 5 a 10 pM
no influyé en la fotoinactivacién, ya que hubo una disminucién de la supervivencia
celular de ~ 5 log con 30 min de irradiacién para ambas concentraciones. Estos

resultados representan un valor del 99,999 % de inactivacion celular.

114



La presencia de cargas en el fotosensibilizador ZnPPc*" produjo una mayor IFD
sobre C. albicans en comparacion con los valores previamente observados para la
ftalocianina neutra ZnPcF bajo las mismas condiciones empleadas (10 pM) [112],
demostrando que la presencia de cargas en el macrociclo de la ftalocianina es
fundamental para generar una union mas efectiva del fotosensibilizador a las células y

conducir a una mayor IFD sobre C. albicans.
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Figura 37. Curva de inactivacién celular de C. albicans: (10® UFC/mL) incubada con diferentes
concentraciones de ZnPPc*' 1 (), 2,5 (®), 5 (A)y 10 M (%) por 30 min a 37°C en oscuridad y

expuesta a diferentes tiempos de iluminacién. Control de irradiacién (@ ). Los valores representan la
mediatdesviacién estindar.

La eficiencia en la actividad fotodindmica de esta ftalocianina es dependiente de
la dosis de luz irradiada, aumentando su fotoinactivacién con el tiempo de irradiacién

con luz visible y de la concentracion utilizada.

7.4.3. IFD bajo distintas densidades celulares

Si bien, los cultivos de ~10° UFC/mL son eficientemente fotoinactivados con 5
uM de sensibilizador ZnPPc*, cuando la densidad celular incrementa (~10" UFC/mL)
no fue posible observar una disminucién importante en la viabilidad de C. albicans, al
tratar los cultivos bajo las mismas condiciones. La inactivacion celular fue de 5 y 3 log

115



en cultivos de 10° y 10’ UFC/mL respectivamente, mientras que la supervivencia
celular practicamente no fue afectada con una densidad de 10® UFC/mL (Figura 38)
[97].

Al incrementar la densidad celular, la eficiencia de la IFD decrece
significativamente, debido a una elevada dependencia entre la interaccién del
sensibilizador y la unién de este a las células. Como consecuencia la mayor parte de
ZnPPc*, en la etapa de incubacion se une a las células, y cuando el namero celular
incrementa, la cantidad de fotosensibilizador distribuido en cada célula disminuye. Por
lo tanto, la proporcion ftalocianina/célula es menor y este comportamiento va
acompafiado de una disminucion considerada en la IFD de las levaduras al aumentar la
densidad celular de 10° UFC/mL a 10* UFC/mL.
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Figura 38. Curva de supervivencia de C. albicans con diferentes densidades celulares incubadas con 5
uM de ZnPPc** durante 30 min a 37 ° C en la oscuridad y expuestas a la luz visible durante 30 min (30
mW/cm?). Cultivos controles sin tratar (0). Cultivos controles tratados (). Los valores representan la

media + desviacién estindar de tres experimentos separados (* p <0,05, en comparacién con las células
no tratadas).
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7.4.4. IFD en presencia de lavados

La inactivaciéon celular de ZnPPc* (5 uM) sobre C. albicans fue evaluada
después de realizar una y dos etapas de lavados, para eliminar todo el FS que no fue
unido eficazmente a las células. Como se puede observar en la Figura 39, la inactivacién
celular disminuye después de los lavados debido a que se pierde parte de la ftalocianina
unida débilmente a las células. Estos resultados indican una vez mas que ZnPPc* se
encuentra fuertemente unido a las células y es dificil removerlo incluso luego de dos
etapas de lavado, obteniéndose buenos valores de IFD. Bajo estas condiciones, el efecto
fotodindmico asociado a la unién de ZnPPc**, a una concentracién de 5 pM disminuy6

en ~ 1 log con respecto a las células no lavadas.

El Control
| I Control Osc.
5 M Control Irradiacion

S z0PPc? 5 M
ZnPPc?t 5 M 1 Lav
ZoPPctt 5 M 2 Lav

Log UFC/mL
(78]

Tratamientos

Figura 39. Supervivencia de C. albicans (~10° UFC/mL) incubadas con ZnPPc** en oscuridad por 30 min
a 37 °C y expuestas a la luz visible por 30 min. Los valores representan la media + desviacién estandar de

tres experimentos separados (* p <0,05 en comparacién con los valores para IFD sin lavado).

7.4.5. IFD bajo distintos tiempos de incubacion

Por otro lado, resulta interesante analizar el efecto de la IFD en la supervivencia
celular de C. albicans bajo distintos tiempos de incubacién (2,5; 15 y 30 min), previos a

la irradiacion con el FS (Figura 40). Los cultivos celulares fueron incubados con 5 uM
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de ZnPPc*" en la oscuridad a 37°C e irradiados por 30 min. La Figura 40 muestra una
menor IFD al incubar las células durante solo 2,5 min; sin embargo, la fotoinactivacion
disminuy6 ~ 0,5 log con 15 y 30 min de incubacién previa. Estos resultados respaldan
los obtenidos en la union del sensibilizador a las células, indicando una vez mas, la
rapida cinética de unidn a las células e indican una union celular muy similar bajo los
distintos tiempos de incubacién. Es importante remarcar que con solo 2.5 min de
incubacién de ZnPPc** fue suficiente para afectar la supervivencia celular de C.

albicans en >4 log.

54 I Control
I Control Osc.
B Control Irradiacién

S Z0PPc*t 5 uM + 2,5 min
S ZoPPc* 5 uM + 15 min
ZnPPc*t 5 M + 30 min

Log UFC/mL
w

Tratamientos

Figura 40. Supervivencia de C. albicans (~10° UFC/mL) incubadas con ZnPPc** en oscuridad a 37 °C y
expuestas a la luz visible por 30 min. Los valores representan la media + desviacion estédndar de tres

experimentos separados (* p <0,05 en comparacion con los valores para IFD a 2,5 min de incubacion).

7.4.6. Citotoxicidad

La citotoxicidad de ZnPPc* fue evaluada in vitro utilizando células Vero
cultivadas a 37°C en RPMI En la Tabla 2, pueden observarse los valores
correspondientes a las distintas concentraciones de ZnPPc*" analizadas con sus
respectivos logaritmos, en funcién de los valores correspondientes a la viabilidad
celular luego de la irradiacion con luz visible. A partir de la Figura 41 surgen
concentraciones 50% citotoxicas (CCso) de alrededor de 190,58 mM para las células
mantenidas en la oscuridad (24 h) y 15,55 + 0,55 mM para las células irradiadas (15

min) y posteriormente mantenidas en la oscuridad (24 h). Los controles corresponden al
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aplicacién como antifungico.

Tabla 2. Ensayos de citotoxicidad

100 % de la viabilidad celular luego de 24 h, mientras que en presencia de ZnPPc*' e
irradiadas por 15 min es posible observar que la viabilidad disminuye conforme
aumenta la concentracién, observandose una disminucion de ~ 80 % a la maxima
concentracion analizada. A partir de estos resultados, se puede observar que las
concentraciones analizadas superan ampliamente la dosis minima terapéutica que podria

ser utilizada en el ambito clinico para el tratamiento de C. albicans, avalando su

Log (ZnPPc*) Viabilidad (%)
Oscuridad Luz + Oscuridad

100 100
0,441 100 100
0,742 100 100
1,043 100 70,69
1,344 90,66 34,77
1,645 75,17 17,82

00
=)
1
[

n
S
]
////
—o—

0 T T T T T T 1

04 06 08 10 12 14 16 18

Log [ZnPPcHt (mM))]

Figura 41. Efecto de la citotocixidad de las clulas Vero incubadas con ZnPPc** a distintas

concentraciones de y expuestas a la luz visible por 15 min. Los valores representan la mediatdesviacion

estandar de los tres experimentos por separado. Control (m) Células Vero irradiadas (e).
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7.4.7. Estudios en medios solidos

7.4.7.1. Fotoinactivacion de células de C. albicans sobre superficies

La inactivacion fotosensibilizada de C. albicans sobre superficies puede ser usada
para inactivar células creciendo in vivo como un foco localizado de infeccién, sobre piel
o0 sobre areas accesibles para ser irradiadas con luz visible artificial o natural [135,136].
Ademas, el tratamiento fotodinamico fue propuesto como una nueva posibilidad para
proteger alimentos del deterioro microbiano [137]. Por esto la actividad fotodinamica de
ZnPPc*" fue evaluada en células de C. albicans inmovilizadas sobre AS.

La unién del sensibilizador en las células fue realizada de dos modos. En primer
lugar, las suspensiones celulares de C. albicans en PBS fueron incubadas con ZnPPc**
(10 uM) por 30 min a 37°C en oscuridad. Luego, las células fueron sembradas en placas
y estas fueron incubadas por 30 min a 37°C en oscuridad. En este experimento el
sensibilizador fue incorporado en solucién y después las células fueron localizadas
sobre superficies de agar. Luego, las placas fueron iluminadas por 30 min con luz
visible. La actividad fotodinamica de ZnPPc*" fue evaluada bajo estas condiciones a
diferentes tiempos de irradiacién como lo observado en la Figura 42. Los resultados
indicaron que no hubo formacién de colonias para células tratadas con 10 uM de
ZnPPc** e irradiadas. Los porcentajes de viabilidad celular producida por accién
fotodinamica fueron presentados en la Tabla 3.

Los controles presentaron un 100 % en la superviviencia celular, mientras que
frente a la accién de ZnPPc** (10 uM) iluminado por 30 min fue posible observar solo
un 1,5 % en la supervivencia celular. Bajo estas condiciones la viabilidad celular
disminuyé rapidamente a los 10 min de irradiacién y la formacién de colonias no se
detectd después de 30 min. Resultados similares fueron observados la porfirina

tetracationica TMPyP (1; 2,5 y 5 uM) donde no fue detectado la formacién de colonias

en cultivos celulares tratados con una concentraciéon de 5 pM y 30 min de irradiacion

con luz visible [128].
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Figura 42. Inactivacion de células de C. albicans sobre AS. La suspension celular de ~ 10® UFC/mL en
PBS fue incubada con ZnPPc** (10 yM) por 30 min a 37°C en oscuridad, las células se sembraron sobre
agar ¢ irradiaron con luz visible a distintos tiempos (m). Control no tratado e irradiado (e). Los valores

representan la media+desviacion esténdar.

Tabla 3. Representacion en porcentajes de viabilidad celular C. albicans generada por accion

fotodinamica
Tratamientos N° de colonias  Viabilidad celular (%)
Control 65 100
ZnPPc*en la osc 65 100
Control de iluminacién 60,5 93
ZnPPc*" mas iluminacién 5 min 10,5 16
ZnPPc* mas iluminacién 10 min 5 7.6
ZnPPc* mas iluminacién 15 min 5 7,6
ZnPPc*" mas iluminacién 20 min 2 3
ZnPPc*" mas iluminacién 30 min 1 1,5

Una segunda metodologia fue evaluada, la cual involucra la IFD de células de C.
albicans que no fueron tratadas inicialmente con el sensibilizador en solucién. En estos
experimentos, las células crecieron de forma confluente sobre la superficie de CS

conteniendo ZnPPc*' impregnada en pequefias 4reas. Asi, diferentes cantidades de
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ZnPPc* (5,5; 11; y 22 nmol) fueron distribuidas homogéneamente como se muestra en
la Figura 43. Las placas fueron sembradas con una suspension de C. albicans, las cuales
permitieron obtener una capa confluente de levaduras. Los cultivos fueron mantenidos
en oscuridad por 30 min a 37°C, periodo durante el cual se llevo a cabo la interaccion de
ZnPPc** con las células. Posteriormente las placas fueron irradiadas con luz visible por
30 min e incubadas por 48 h a 37°C en oscuridad. Como puede observarse no hubo
crecimiento celular de C. albicans en las areas tratadas con ZnPPc*' (Figura 43 A),
aunque de acuerdo a la cantidad de sensibilizador depositada fue el tamafio del halo de
inhibicion producido. Asi, un area muy pequeiia fue obtenida para 5,5 nmol y el cambio
comenzd a observarse a los 11 nmoles siendo maxima la inhibicidn del crecimiento
celular para los 22 nmol de ZnPPc**. En contraste, la modificacién del “césped” celular
no fue observada para los controles tratados con DMF y mantenidos en oscuridad
(Figura 43 B). Por lo tanto, podemos visualizar que la accién fotodinamica inducida por

ZnPPc** conduce a la muerte celular sobre una superficie de agar.

Figura 43. Inactivacién de células de C. albicans sobre agar Sabouraud irradiadas con luz visible por 30
min. Los crculos indican las éreas con diferentes cantidades de ZnPPc*" (5,5; 11; y 22 nmol). A:
iluminadas 30 min. B: oscuridad.

Resultados similares fueron reportados para la porfirina tetracationica TMPyP**
(5,10,15,20-tetrakis[4-(3-N,N-dimetilaminopropoxi)fenil]porfirina) utilizando distintas
cantidades de la misma (2.2, 4.5, 6.7 y 9.0 nmol) en C. albicans, donde fue posible
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observar que el tamafio del halo de inhibicién producido fue incrementando con la

cantidad de sensibilizador depositada [128].

7.4.7.2. Fotosensibilizacion de células de C. albicans creciendo en colonias

La actividad fotodinamica de ZnPPc*" fue evaluada en colonias de C. albicans
sobre AS. Asi, una dilucién apropiada de una suspensién celular de C. albicans en PBS
fue sembrada en placas de AS para obtener colonias pequefias (~ 1 mm de diametro)
que se encuentren bien separadas unas de otras. Los cultivos se incubaron toda la noche
a 37°C y fueron tratadas con 11 nmol de ZnPPc**, la cual fue distribuida
homogéneamente sobre las colonias. Luego, las placas fueron irradiadas con luz visible
por 3 h y se incubaron a 37°C en oscuridad. Los resultados para ZnPPc** se muestran en
la Figura 44. El retardo en el crecimiento de las colonias de C. albicans sobre CS fue
evidenciado claramente para las colonias tratadas con ZnPPc*' (Figura 44 A) con
respecto al control en oscuridad o al control sin sensibilizador (Figura 44 B). Un
incremento comparable en el tamaiio de la colonia fue obtenido en ambos experimentos
controles. Asi, el area de las colonias de los controles fue incrementada ~ 6 veces
después de toda una noche (24 h) y 18 veces en una segunda incubacioén nocturna (48 h)
a 37°C. En contraste no fue observado un crecimiento en las colonias tratadas aun
después de 48 h de incubacién. Por lo tanto, el retardo del crecimiento observado
después de la irradiacién de los cultivos tratados con ZnPPc** es debido al efecto de
fotosensibilizacion del agente.

Un efecto similar fue observado con las porfirinas catiénicas TFAP** (yoduro de
5-(4-trifluorfenil)-10,5,20-tris(4-trimetilamoniofenil)porfirina) y TMAP* (5,10,15,20-
tetra(4-trimetilamoniofenil)porfirina p-tosilato) y al tratar las colonias con diferentes
cantidades (2.2-8.8 nmol) [105] y con TMPyP 9.0 nmol [128] en C. albicans, donde no
fue evidenciado un incremento en el tamafio de las colonias tratadas, indicando que el
retardo de crecimiento obtenido luego de la irradiacion de los cultivos fue debido al
efecto de la fotosensibilizacién del agente producido por la luz visible.

Por otro lado, experimentos comparables fueron realizados con colonias pero
exponiendo las placas de cultivos directamente a la luz solar del mediodia (50 mW/cm?)
por 3 h. Durante la irradiacién, la temperatura de los cultivos fue alrededor de 35°C.
Esto indica que la inactivacion térmica de las levaduras no ocurri6 bajo estas

condiciones, como lo demostraron los experimentos controles. De manera similar a lo
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observado utilizando la luz artificial de un proyector, no se encontr6 un aumento en el

tamafio de las colonias tratadas con el FS e irradiadas con luz natural (resultados no

24 h 48 h
"

Figura 44. Crecimiento de colonias de C. albicans en CS tratadas con 11 nmol de ZnPPc*" e irradiadas

mostrados).

1ratamicnto

| .
| -

con luz visible (30 mW/cm2) por 3 h. A: tratamiento con ZnPPc**. B: controles.

7.4.8. Inactivacion fotosensibilizada sobre pseudohifas de C. albicans

Dentro de los factores de virulencia de C. albicans, una importante caracteristica
morfolégica, es su capacidad para producir tubos germinativos. Estos pueden obtenerse
cuando la levadura es incubada en suero humano a una temperatura de 37°C durante 2 h,
generando una filamentizacion en suero. Esta etapa es la primera en el desarrollo de las
hifas verdaderas. La formacién del tubo germinativo es una caracteristica morfoldgica
que incrementa la habilidad del hongo para adherirse y penetrar en el tejido infectado
[24].

Una suspension de células de C. albicans creciendo en forma de pseudohifa fue
posible obtenerla luego de la incubacidn de las levaduras durante 2 h en suero humano.
Esto fue evidenciado mediante el andlisis de las muestras bajo el microscopio 6ptico,
observandose proyecciones, desde las células, denominadas tubos germinales (Figura
45).
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La aplicacion de la IFD sobre los filamentos en suero fue realizada utilizando 5
uM de ZnPPc**. Bajo estas condiciones (5, 15 y 30 min de irradiacion), la supervivencia
de C. albicans no fue afectada, ya que no hubo diferencias significativas con el grupo
control (Figura 46). En estudios previos de IFD realizados con fotosensibilizadores
catiénicos sobre E. coli fue observado que la presencia de plasma redujo
considerablemente el efecto fotocitotoxico, debido a que los sensibilizadores tienen

mayor afinidad por las proteinas del suero y por ende su incorporacion celular es menor
[69].

Figura 45. Tubos germinales en C. albicans en suero humano. Tamafio 100 X.
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Figura 46, Inactivacién de pseudohifas de C. albicans (~10° UFC/mL) incubadas con 5 uM de ZnPPc**
en oscuridad por 30 min a 37 °C y expuesta a luz visible por 5, 15 y 30 min (90 mW/cm?). Tratamiento
control (w), IFD en suero (), IFD en PBS (4).
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Por otro lado, en las células filamentosas resuspendidas en PBS y tratadas con 5
pM de ZnPPc** fue observada una pérdida de la supervivencia celular de ~ 2 log para 5
y 15 min de irradiacién. Con un aumento en el tiempo de irradiacién de 30 min fue
posible alcanzar una disminucién en la viabilidad celular de ~4 log (Figura 46). Asi, en
estas condiciones si bien fue posible alcanzar una fotoinactivacién significativa de C.
albicans creciendo como pseudohifa, no fue posible observar el mismo efecto que frente
a las levaduras en suspension celular.

Estudios realizados in vivo para evaluar la patogenicidad de C. albicans en un
modelo de ratén, en presencia del fotosensibilizador azul de metileno (0.05 mM) indicé
que la IFD fue capaz de reducir el crecimiento y la habilidad de C. a/bicans para formar

tubos germinales en una infeccién sistémica [138].

7.5. Mecanismo de accion

7.5.1. Formacién de estado excitado triplete de ZnPPc** en las células de C. albicans

La formacién de estado excitado triplete de ZnPPc** fue estudiada en solucién de
DMSO. Este solvente fue seleccionado debido a que permite solubilizar a los
sensibilizadores de manera no agregada. En estas condiciones el fotosensibilizador fue
capaz de unirse eficazmente a las células, con valores similares a los observados para
ZnPPc*" en PBS y fue utilizado como un medio para mantener una dispersién celular.
Los estudios fueron realizados en ausencia y en presencia de suspensiones celulares de
C. albicans (~ 10° UFC/mL). Los resultados para ZnPPc** fueron comparados con dos
ftalocianinas de referencia, una tetracatiénica ZnPyPz y una sin cargas ZnPc. Los
espectros de absorcion de las ftalocianinas en DMSO pueden visualizarse en la Figura
47. En este medio, las tres ftalocianinas se encuentran disueltas como monémeros y los
espectros de absorcion fueron ajustados a una absorbancia de 0,3 a la longitud de onda
de excitacion del laser (A=355 nm).

El estado triplete de la ftalocianina puede reaccionar con O, por un proceso de
transferencia de energia conduciendo a la formacién de 'O,, el cual es considerado una
de las principales especies citotoxicas involucradas en el dafio celular. La posible
interaccion del estado triplete excitado del sensibilizador (*FS*) con los sustratos fue
estudiado mediante LFF a 355 nm. Esta es una técnica de resolucién temporal que
permite el estudio espectroscopico y cinético de especies de corta vida (del orden de los

mili o microsegundos), también llamadas especies transitorias, las cuales son generadas
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por el empleo de luz pulsada, pudiéndose obtener espectros y decaimientos de dichas
especies [139,140].

1.0+
0.8+

0.64:

Absorbancia

0.4

0.0 ‘ ;
300 400 500

1 (nm)

Figura 47. Espectro de absorcion de las ftalocianinas ZaPPc** (---), ZnPyPz (...) y ZnPc (—) en
DMSO.

Las especies transitorias del estado triplete generadas mediante la excitacion de la
muestra por un pulso laser, pueden ser observadas mediante cambios en las
caracteristicas de absorcién de luz, los cuales son detectados por un espectrofotémetro
convencional con una fuente de luz continua. La formacién de triplete en ausencia de
células para ZnPPc**, ZnPyPz y ZnPc, fue presentada en la Figura 48 los cuales fueron
medidos en DMSO por LFF cada 10 nm en el rango entre 300-800 nm.

Los espectros de absorcién para las tres ftalocianinas indicaron la presencia de
especies transitorias, que decaen monoexponencialmente con los tiempos de vida del
estado triplete de 180, 360 y 120 us para ZnPPc*, ZnPyPz y ZnPc, respectivamente
(Figura 49). Resultados similares fueron obtenidos previamente para una ftalocianina

cationica en DMF y agua [141].
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Figura 48. Espectro de especies transitorias a distintos tiempos después del pulso de excitacién de LFF.
A) ZnPPc** B) ZnPyPz y C) ZnPc. Aexc =355 nm en DMSO y atmésfera de Ar.
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Figura 49. Decaimiento de la absorcién para A) ZnPPc* B) ZnPyPz C) ZnPc a 475 nm en DMSO y
atmdsfera de Ar.

La formaci6n de triplete en suspensiones celulares de C. albicans (~ 10° UFC/mL)
fueron presentados en las figuras Figura 50, Figura 51 y Figura 52 para ZnPPc*', ZnPc
y ZnPyPz respectivamente. Estos fueron analizados cada 10 nm en el rango entre 400-
600 nm donde absorbe el triplete.

Los espectros para ZnPPc*" indicarian una menor produccién de triplete en
presencia de las células comparado con la ftalocianina en solucién, considerando que la
absorciéon a 352 nm no cambid y que el épsilon del triplete es el mismo en ambos
medios (Figura 50). Ademas, el tiempo de vida del estado triplete aumenta en el entorno
celular. Para ZnPc, la formacién de triplete no fue alterada en presencia o ausencia de la
suspension celular, probablemente este hecho fue generado por una interaccion baja con
las células de C. albicans debido a su ausencia de cargas. En el caso de la ftalocianina
ZnPyPz en presencia de células, no fue posible observar la generacion triplete. Estos
resultados muestran una posible localizacién diferente de estos fotosensibilizadores en

las células.

130




oow0] , °© 0m
s Alms
O
0008 - . ) o b e
[ 3 [-3

0006 -| °
< Q
< 0004 -

0,002 ©

0
0.000 {

400 450 500 550 600

A (om)
a
B Sm
¢ 10m
a v SOms
0.02 - a8" 68,08 Ra,
v"v oy . AA
e ¢
v
a ¥ s
- "38
< ¢
| 5
¢
0.00
v —
400 600

1 (om)

Figura 50. Espectro de especies transitorias a distintos tiempos después del pulso de excitacion de LFF
(400-600 nm). A) Suspensiones celulares ( ~ 1x10° UFC/mL) de C. albicans en DMSO + ZnPPc**. B)
ZnPPc* + DMSO (atmésfera de Ar).

ZnPPc** gener6 menor produccién de triplete en las células en comparacién con
ZnPc, esto probablemente fue debido a que ZnPPc** podria encontrarse mas unida que
ZnPc a las células. En sistemas homogéneos es muy dificil reproducir las condiciones
de los sistemas bioldgicos. Por lo tanto, el comportamiento en solucidn no es siempre el
esperado en medios celulares. Tanto para ZnPPc** y ZnPc en presencia de suspensiones

celulares fue posible la formacion del estado triplete, pero en menor medida a lo
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ocurrido en solucién, quizas debido a la menor exposicion o disponibilidad del FS al

unirse a las células.
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Figura 51. Espectro de especies transitorias a distintos tiempos después del puiso de excitacion de LFF
(400-600 nm). A) Suspensiones celulares (~1x10® UFC/mL) de C. albicans en DMSO + ZnPc, B) ZnPc +
DMSO en atmdsfera de Ar.
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Figura 52. Espectro de especies transitorias a distintos tiempos después del pulso de excitacién de LFF
(en el rango 400-600 nm) en presencia y ausencia de suspensiones celulares (~1x10% UFC/mL) de C.
albicans en para ZnPyPz en DMSO y atmésfera de Ar.

Resultados opuestos fueron encontrados en un estudio realizado con ZnPc en
DMSO en el cual fue analizada la produccion de triplete al comparar lo que ocurre en
lipososmas (en presencia de colesterol y cardiolipinas) y en solucién homogénea. Como
consecuencia de la unién del sensibilizador, la produccién de estado triplete incremento
en la suspension que contenia liposomas en comparacion con una solucion homogénea.
Este aumento fue atribuido a la presencia de colesterol y cardiolipina en los liposomas
resultando en una reduccion progresiva de la disponibilidad del sensibilizador a la fase

acuosa [142].

7.5.2. Produccion de oxigeno singlete en las células de C. albicans

La sefial de emision de 'O, a ~1270 nm fue obtenida después de la excitacién con
laser de una solucién de ZnPPc*' y ZnPc en presencia y ausencia de células en DMSO.
El decaimiento exponencial de primer orden para ambas ftalocianinas fue presentado en
la Figura 53, donde fue posible visualizar un cambio pequefio en la produccién de 'O,
dentro de las células en comparacién a lo que ocurre en solucién. El tiempo de vida de
'0, para ZnPPc** fue de 8,30 us en DMSO y este valor cambia a 8,17 y 7,11 ps después
del agregado de 50 ply 100 pl de suspensién celular. Ademads, después de un tiempo de
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incubacién de 10 min no fue observado un cambio significativo en el tiempo de vida,

indicando que el FS se une muy rapidamente a las células. Por otro lado, este valor no

cambia para ZnPc ya que

al ser un FS neutro, posee una baja interaccion con las células.

0407
0.35 4
0.30 -
3 ]
~ 0.254
’E 1
< 0.20-
)
N
= 0154 zappc*
= 4+
3 010l —ZnPPc4++50ulcél
2 ZaPPe*t + 100 pl cél
£ 0054 2aPPc** + 100 ul 41 (10 min inc)
0.00 vy TNttt
'0.05 T T ¥ L L L L L L}
0 100 200 300 400 500
Tiempo (us)
035 ®
H
0.30-
= {
< 0254
E 0.20 4
(=]
8
2 0154 ¥ rape
:g W\ ZaPc + 50 l de oél
T 0.104 b ZnPe + 100 l de cél
& ) g ZnPc + 100 l de cé1 (10 min inc)
2 0051 | Oy
0.00 s
L4
0 100 200 300 400 500
Tiempo (us)

Figura 53. A) Decaimiento de emisién de 'O, sensibilizado por ZnPPc*" y B) ZnPc en DMSO a
diferentes energfas del laser en presencia de C. albicans (~1x10° UFC/mL).

Estos resultados concuerdan con los observados por Nonell y col. en el cual la

porfirina tetracatiénica 5,10,15,20-tetrakis(N-metil-4-piridil)porfirina (TMPyP), luego

de la exposicién a la luz

visible, fue capaz de generar 'O, tanto dentro como fuera de
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las células de E. coli [143]. Ademas, recientemente Ogilby y col. han podido detectar
por primera vez la emision infrarroja débil a 1280 nm caracteristica del 'O, en el
interior de neuronas, mediante la aplicacion de técnicas de imagen directa en presencia
del fotosensibilizador TMPyP [144].

El mecanismo de fotosensibilizacion y el dafio celular estan influidos
profundamente por el entorno en el que se encuentre el FS. Esto cobra importancia
cuando se considera la naturaleza reductora del interior celular. El ambiente puede
producir procesos de transferencia de carga en vez de procesos de transferencia de

energia.

7.5.3. Efecto del medio y del agregado de desactivantes de ROS

En los sistemas celulares resulta interesante analizar el mecanismo de accion
fotodinamica que conduce a la inactivacion celular. Por ello, fue estudiada la
sobrevivencia de C. albicans sensibilizada por ZnPPc*" en presencia de diferentes
compuestos y condiciones que permiten diferenciar el aporte de los procesos tipo I y
tipo II al dafio celular. La fotoinactivacion de C. albicans en suspensién celular fue
comparada en presencia de azida sédica (100 mM), soluble en agua con capacidad para
desactivar 'O, por quenching fisico; manitol (100 mM), utilizado como agente para
interrumpir la propagacién de radicales; D,0, en la cual el 'O; tiene un tiempo de vida
(7a) mas largo (68 pus) que en H20 (4,2 ps), por lo tanto las reacciones que involucren el
'0, serédn més répidas en D,0 que en medio acuoso y por ultimo atmésfera de argén que
brinda condiciones andxicas [145].

Con la finalidad de poder visualizar el efecto de ambos mecanismos, se utilizé una
concentraci6n adecuada de ZnPPc*'. Después de 30 min de irradiacién con luz visible
(54 J cm®) de los cultivos de C. albicans en presencia de 2,5 pM de ZnPPc** y 100 mM
de azida sddica la sobrevivencia celular no fue alterada cuando se compard con el
control (Figura 54) [125]. Si bien estos experimentos no permiten distinguir entre
ambos mecanismos, indican que la presencia de especies reactivas de oxigeno es
indispensable en el proceso de inactivaciéon celular. Los resultados indican que la
presencia de 100 mM de manitol en la suspensioén celular no produce una marcada
proteccién en la inactivacion de C. albicans. Por lo tanto, no habria una contribucion
significativa del mecanismo tipo I en la inactivacién fotodinamica de dicha levadura

sensibilizada por esta ftalocianina.
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Para el sensibilizador ZnPPc*" fue posible observar un incremento en la
inactivacion celular de C. albicans en presencia D,O. En consecuencia, el '0, presenta
un rol predominante en la fotocitotoxidad de levaduras, indicando de esta manera que el

proceso tipo II es el principal mecanismo de accién.

Controles IFD N, D,0 Manitol

6"1"'{"{' _I_ —I—'}'_{_ _I_

Log UFC/mL

OII'I'I'II'I | PELIES SRS SEELEC KELEE EE
1 23 45 6 7 8 9 1011 12

Tratamientos de C. albicans

Figura 54. Supervivencia de levaduras C. albicans sensibilizada por ZnPPc** (2,5 uM) en diferentes
condiciones e irradiadas con luz visible por 30 min (30 mW/cm2), 1) control sin tratar, 2) control ZnPPc*
oscuridad, 3) control sin ZnPPc** ¢ irradiado, 4) Cultivo tratado con ZnPPc** y 30 min de irradiacién 5)
control con argén e irradiado, 6) IFD en atmésfera de argén, 7) control con azida (100 mM) e irradiado,
8) IFD y azida (100 mM), 9) control con D,O e irradiado, 10) IFD en D,0, 11) control con manitol (100
mM) e irradiado, 12) IFD y manitol (100 mM). Los valores representan la media + la desviacién estidndar
de tres experimentos por separado.

Por ultimo podemos decir que esta ftalocianina exhibe una actividad
fotosensibilizadora causando una disminucioén en la supervivencia celular de ~ 4 log
cuando los cultivos son tratados con 2,5 uM de sensibilizador y 30 min de irradiacidn.
Sin embargo, cuando los cultivos son irradiados en presencia de argén no se observa
inactivacion celular (Figura 54). Por lo tanto, la viabilidad de C. albicans luego de la
irradiacion fue dependiente de la presencia de oxigeno para lograr un efecto

fotodinamico efectivo.
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7.5.4. Determinacion de la produccion de 0, mediante moléculas prueba

La produccién de 'O, por ZnPPc*" fue estudiada en presencia de los sustratos
DMA y ABMM en PBS. Estas moléculas reaccionan especificamente con el 'O, dando
lugar a la formacién de un endoperdxido en su estructura, formado a expensas de la
oxidacién de los dobles enlaces en el anillo central. Estos sustratos desactivan 'O,

exclusivamente por una reaccion quimica (Esquema 8) [115].
590-800 nm
ZnPPc“+
O

590-800 nm

o o
ZnPPc* |
O o o O

ABMM
Esquema 8. A) Reaccién del DMA y B) ABMM con '0,.

La descomposicién de DMA y ABMM fotosensibilizada por ZnPPc*" fue
estudiada en PBS, irradiando la solucién en condiciones aerébicas (Figura 55). En
la oscuridad, no fueron observados cambios en los espectros de absorcién de
DMA y ABMM en presencia del sensibilizador. Sin embargo, cuando ZnPPc**
fue irradiada con longitudes de onda entre 590-800 nm, la fotooxidacién fue
seguida espectrofotométricamente por la desaparicion de las bandas de emision de
fluorescencia caracteristicas del DMA y ABMM a A, de 403 nm. A partir de los
graficos de la Figura 56 fueron calculados los valores de %, para cada sustrato.

Los resultados fueron presentados en la Tabla 4 experimentos 1 y 7 para DMA y
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ABMM, respectivamente. Como puede observarse, la reaccion de descomposicion
para DMA fue dos 6rdenes de magnitud mas rapida que ABMM. Esta diferencia
fue debida principalmente a la interaccion electrostatica entre las cargas negativas
del ABMM vy las cargas positivas de ZnPPc*. Este efecto disminuye la
produccién de 'O, por el fotosensibilizador [115].
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Figura 55. Descomposicién de A) DMA y B) ABMM fotosensibilizada por ZnPPc** e irradiado con luz
de 590-800 nm en PBS (A=378 nm).
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La descomposicion de DMA fotosensibilizada por ZnPPc*' fue estudiada en
DMF. En la oscuridad, no fueron observados cambios en los espectros de absorcion del
DMA en presencia del sensibilizador. Sin embargo, cuando la ftalocianina fue irradiada
con luz monocromatica, la fotooxidacion fue seguida espectroscopicamente por la
desaparicion de las bandas caracteristicas del DMA a Amax de 378 nm. La absorcion de
la ftalocianina permanecié constante durante el proceso de irradiacién, indicando que el
FS fue estable bajo esas condiciones experimentales [104]. Ademas, ZnPPc*" present6
una eficiencia elevada en la produccion de 'O, (#,=0,59).

El in azida (N3™ ) es soluble en agua y posee capacidad para quenchear al 'O, por
desactivacion fisica, con una constante de velocidad de quenching k, = 5x10° s'M
[126]. La presencia de 100 mM de N3 en el PBS produjo una proteccion considerable
en la descomposicion de DMA (Tabla 4 experimentos 2), evidenciandose la formacién
de '0,. En efecto fue menor en ABMM debido a la baja actividad fotodinamica de la

ftalocianina en estas condiciones (Tabla 4, experimentos 8).
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Figura 56. Grifico de primer orden para la fotooxidacién de A) DMA en PBS (10 pM) (¢) y DMA en
PBS mis azida (s) y B) ABMM en PBS (10 uM) () y ABMM en PBS mas azida (m) fotosensibilizada

por ZnPPc** en PBS. Los valores representan el promedio + la desviacion estandar de tres experimentos

por separado.

Tabla 4. Fotodescomposicion de DMA y ADMA bajo distintos condiciones de tratamientos en PBS

Exp. Sustrato Condiciones Ko (57)

1 DMA DMA + ZnPPc* PBS (1,63+0,07)x10~
2 DMA DMA + ZnPPc** + azida PBS (8,720,2)x10°

3 DMA DMA + células 30 min osc + 1 lav (2,2+0,1)x10°

4 DMA DMA + células 30 min osc + 1 lav / ZnPPc** 10 min osc (1,77+0,08)x10™
5 DMA DMA + células 30 min osc + 1 lav/ ZnPPc** 10 min osc +1 lav (1,73+0,08)x107
6 DMA DMA + células 30 min osc. 1 lav / ZnPPc*" + azida 10 min osc (8,0+0,5)x10™

7 ADMA ADMA + ZnPPc** PBS (3,4£0,2)x10™

8 ADMA ADMA + ZnPPc* + azida PBS (2,540,2)x10*

9 ADMA ADMA + células 30 min osc + 1 lav (6,0+0,5)x10*
10 ADMA ADMA + células 30 min osc + 1 lav/ ZnPPc** 10 min osc (5,5+0,2)x10°
11 ADMA ADMA + células 30 min osc + 1 lav / ZnPPc** 10 min osc + 1 lav (2,10,1)x107
12 ADMA ADMA + células30 min osc + 1 lav / ZnPPc* + azida 10 min osc (9,0£0,5)x10*
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7.5.5. Fotoinactivacion de C. albicans en presencia de derivados de antraceno

Para evaluar los posibles efectos inducidos por DMA y ABMM en la IFD de C.
albicans por ZnPPc**, las suspensiones celulares fueron tratadas con 10 uM de ambos
antracenos. Luego, las células fueron lavadas e irradiadas. A su vez, los ensayos fueron
analizados al incubar ZnPPc** 5 uM y sin derivados de antraceno (Figura 57). Las
suspensiones celulares no mostraron toxicidad al ser expuestas a DMA o ABMM
después de 30 min de irradiacion. Por otra parte, la presencia de estos antracenos no
afecto significativamente la IFD mediada por ZnPPc*’, la cual generd una inactivacién
de ~ 5 log en las células de C. albicans después de 30 min de irradiacién (54 J/cm?)

[125].

Log (UFC/mL)

Tiempo de irradiacién (min)

Figura 57. Curva de supervivencia de C. albicans (~10° UFC/mL) incubadas con: ZnPPc** 5 uM
por 10 min (M), DMA 10 uM (A) por 30 min, lavadas y tratadas con ZnPPc** 5 uM por 10 min,
ABMM 10 uM ('¥) por 30 min, lavadas y tratadas con de ZnPPc** 5 uM por 10 min, DMA 10 pM
() por 30 min y lavadas, ABMM 10 uM (V) por 30 min, lavadas y expuestas a la luz visible por
diferentes tiempos de irradiacién. Control de irradiacién (®).

Luego de las distintas etapas de lavado, fue posible observar solo una menor
diferencia en la fotoinactivacion de C. albicans [125]. Sin embargo, la fotooxidacion de

ABMM disminuye después de una etapa de lavado. Este sustrato soluble en agua puede
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involucrar una interaccién electrostatica con ZnPPc*’, facilitando la eliminacion del
fotosensibilizador después de una etapa de lavado. A su vez, el i0n azida fue usado para
determinar la presencia de 'O,, previniendo los fotoprocesos generados a través del
mecanismo tipo II [146,147]. La fotooxidaciéon de ambos antracenos disminuye en
presencia del ion Ny en las células. Esta desactivacion de 'O, por quenching fisico

disminuye la formacion del endoperdxido en las células.
7.5.6. Determinacion de la produccion de 10, en suspensiones celulares en PBS

Suspensiones celulares de C. albicans (~ 10° UFC/mL) fueron incubadas con 10 pM
de DMA y ABMM durante 30 min, luego fue adicionado, en algunos estudios, 5 uM de
ZnPPc*" durante 10 min y en otros 5 pM de ZnPPc** mas azida sédica 100 mM.
Finalmente fueron irradiadas con luz 590-800 nm durante 10 s por un total de 60 s. Las
cinéticas de fotooxidacion de DMA y ABMM fueron estudiadas siguiendo la
disminucion en la emision de fluorescencia a A.,=403 nm después de la irradiacion
usando una dosis de luz entre 0 y 1.8 J cm™ (Figura 58). Las constantes de velocidad
observadas (kqs) fueron obtenidas por el ajuste lineal de In 1/1 vs tiempo obteniéndose
distintos valores de kos presentes en la Tabla 4 (Figura 59). A partir de los valores de
kobs fue posible observar que en presencia de ZnPPc** la fotodescomposiciéon de DMA y
ABMM aumenta considerablemente (~10 veces) con respecto a la ausencia del
fotosensibilizador (Tabla 4, experimentos 3 y 4, experimentos 9 y 10). Ademas, la
descomposicion de DMA fue mas rdpida que ABMM, posiblemente debido a la
interaccion del sustrato anidnico con el fotosensibilizador (Tabla 4, experimentos 4 y
10).

Por otro lado, después de una etapa de lavado para eliminar la ftalocianina que no fue
unida completamente a las células, fue posible observar que el valor de kgs para DMA
fue constante (Tabla 4, experimentos 4 y 5), indicando que la unién entre ZnPPc* y C.
albicans fue muy fuerte y que el DMA est4 censando la produccién de 'O, en el entorno
celular. Sin embargo, la fotooxidaciéon de ABMM disminuye después de una etapa de
lavado (Tabla 4, experimentos 10 y 11). Este efecto podria atribuirse a una eliminacién
facilitada del fotosensibilizador con el lavado debido a la interaccion con ABMM.

Estudios de la union celular en estos tratamientos indicaron una disminucion del 20% en
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presencia de este sustrato ABMM después de una etapa de lavado con respectos a las
células sin tratar con ABMM o tratadas con DMA.

De manera similar al medio homogéneo, fue adicionada azida sédica (100 mM) para
comprobar la presencia de '0,. Para ambos sustratos, los valores k., (Tabla 4, experimentos 4
y 6, experimentos 10 y 12) disminuyen en presencia del desactivaste. Este efecto fue generado
probablemente por el hecho de que ZnPPc** y azida se encuentren en el mismo sitio celular (o
cercanos uno de otro) generando una desactivacién por quenching fisico de 'O, y por lo tanto
una formacién menor del endoper6xido cuando estos agentes fueron aplicados al cultivo
celular. Estos resultados coinciden con los estudios previos del mecanismo de accion
fotodinamico, donde fue determinado que el 'O; es la principal especie citotoxica que conduce

a la inactivacion celular.
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Figura 58. Descomposicién de A) DMA B) ABMM fotosensibilizado por ZnPPc** en presencia de
células de C. albicans (~1x10° UFC/mL) en PBS e irradiado con luz de 590-800 nm.
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Figura 59. Grifico de primer orden para la fotooxidaciéon de A) DMA y B) ABMM (10 uM)
fotosensibilizada por ZnPPc** en presencia de células de C. albicans (~1x10° UFC/mL) en PBS. Los
valores representan ¢l promedio + la desviacioén estindar de tres experimentos por separado.

7.5.7. Determinacion del radical anion superoxido (0;")

El método empleado para la deteccién de O," fue realizado a través de la
descomposiciéon de NBT que se reduce a diformazan [116]. Una vez generado O;"
(Esquema 9) luego de la excitacién del fotosensibilizador en presencia de NADH, este
reacciona con NBT y genera formazan. Las muestras fueron estudiadas al aplicar
distintos tiempos de irradiacién con luz de 590-800 nm (0-9.0 J cm) cada 60 s para

detectar la formacion de diformazan mediante el aumento de la absorbancia a 560 nm
[125].
3Sens” + 20, _ Sens” + 07"
3Sens* + BioH _ Sens” + BioH™"

Sens™ + 302 _ %Sens + 0,
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Esquema 9. Reaccién del O, con NBT, donde BioH indica un sustrato de origen bioldgico como
NADH.

En primer lugar fue estudiada la formacioén de O,” en solucién de DMF (Figura
60). Los resultados indican que para NBT en presencia de ZnPPc** y en ausencia de
NADH no fue observada la formacion de diformazan después de la irradiacién (Figura
60 A), sin embargo, en presencia de NADH fue observada la descomposicién de NBT
(Figura 60 B). Luego de agregar el FS, fue observado un cambio en la generacién de
diformazan. Sin embargo, este cambio no fue demasiado amplio en comparaciéon con

otros sistemas donde se produce el de O, [125].

0.4

0.3 1

560 nm)

0.2

Absorbancia (A

0.1+

0.0 7 T 7
400 500 600 700

Tiempo de irradiacioén (s)

146



0.4+

0.34

0.2
At=60 s

Absorbancia (A=560 nm)

0.1+

0.0 : - . \
400 500 600 700

Tiempo de irradiacion (s)

Figura 60, A) Reduccién de NBT+NADH. B) Reduccién de NBT+NADH+ZnPPc** a diformazan, por
ZnPPc** (1 pM) en DMF.
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Figura 61. Reducciéon de NBT a diformazin, fotosensibilizado por ZnPPc** 1 uM en DMF.
NADH + ZnPPc** + NBT (A); NADH + NBT ( ¥); ZnPPc** (m) y NBT (o).
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Por otro lado, suspensiones celulares de C. albicans (~ 10° UFC/mL) fueron
tratadas con 0,2 mM de NBT e incubadas por 30 min a 37°C en la oscuridad, luego fue
adicionado 5 uM de ZnPPc* y las muestras fueron incubadas por otros 10 min. En las
suspensiones celulares fue adicionado B-NADH 0,5 mM como biomolécula externa
para poder determinar la presencia del radical O;", indicando que fue posible generar
una minima cantidad de esta especie reactiva en las células luego de la excitacion del
fotosensibilizador con luz visible (0-12.7 J cm™) (Figura 62). La reduccién de NBT
fotosensibilizado por ZnPPc** 5 uM en suspension celular fue determinada mediante el
aumento en la absorcion a 560 nm debido a la formacién de formazan (Figura 63). La
presencia de NADH fue fundamental para la formacién de O,". Sin embargo, en
ausencia del mismo y en el medio celular no fue detectada la formacién de formazan.
Estos resultados concuerdan con los presentados anteriormente, donde fue determinado
que la principal via de IFD era el mecanismo tipo II y luego de los estudios realizados
en presencia de DMA y ABMM puede corroborarse que este mecanismo es el principal.
A su vez por los estudios realizados en presencia de NBT, no se descarta el aporte,

aunque en menor medida, de reacciones correspondientes al mecanismo tipo I [125].
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Figura 62. A) Reduccién de NBT + NADH + cél. B) Reduccién de NBT + NADH + ZnPPc* + cél a
diformazan, fotosensibilizado por ZnPPc** 5 uM en medio celular.
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Figura 63. Reduccion de NBT a diformazan, fotosensibilizado por ZnPPc** 5 uM en suspensién celular
(1x10° UFC/mL) de C. albicans en PBS. NADH + ZnPPc** (m); NBT + ZnPPc** (e); ZnPPc*" + NADH
+NBT (A) y NADH + NBT (V).
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7.6, Sitio de accion

7.6.1. Estudios de la localizacion intracelular del fotosensibilizador

El anélisis de las suspensiones de C. albicans ~ 10' UFC/mL tratadas con
ZnPPc** por 30 min de incubacién fue realizado mediante microscopia confocal de
fluorescencia. Esta técnica permitié estudiar la distribucién de ZnPPc** a nivel celular.
Como puede observarse en la Figura 64 y Figura 65 A, la fluorescencia roja
correspondiente a ZnPPc** fue localizada a nivel de envoltura celular y aparentemente
no hay ingreso del sensibilizador al interior celular. Para poder corroborar esta hipdtesis,
fue agregada una sonda fluorescente especifica de nucleo, Ho 33258, la cual fue
utilizada para visualizar si ZnPPc*" podria llegar a localizarse a nivel nuclear y descartar
o confirmar la posible localizacion de la ftalocianina en la envoltura celular [102]. En la
Figura 65 B fueron observados los cultivos controles para el fluorocromo Ho 33258
mostrando una fluorescencia intensa en la regién correspondiente al nucleo celular,
presentando una marcacién de color azul. Luego, la localizacidn intracelular del FS fue
estudiada al incubar las células por 10 min con ZnPPc*" 5uM vy posteriormente fue
adicionado el marcador Ho 33258 (Figura 65 C). Como lo indica la figura, fue posible
visualizar el drea correspondiente a la region nuclear, la cual fue marcada en color azul
y el area correspondiente a la localizacion de ZnPPc*" en color rojo. Al realizar la
colocalizacion (Figura 65 D) fue posible determinar que el marcador y el FS no
presentaron superposicion de las imagenes, indicando que el FS no ingresa dentro de la
célula sino que permanece a nivel de envoltura celular y confirma los resultados
observados en la Figura 64 y Figura 65 B. Resultados similares fueron obtenidos con la
porfirina catiénica S-fenil-10,15,20-tris(NV-metil-4-piridil)porfirina clorada (TriP) al
incubar las células de C. albicans con una concentracién de 25 uM en PBS al 10%
durante 30 min en la oscuridad. Algunas células mostraron fluorescencia completa, con
la excepcion de un gran orgéanulo circular y otras células no mostraron fluorescencia en
la zona citoplasmatica, pero si a nivel de la envoltura celular. Esos patrones de
distribucién fueron observados después de sé6lo 1 min de incubacién en la oscuridad
[102].
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Figura 64. Localizacién de ZnPPc* 5 M en células de C. albicans. A) Controles en campo claro

B) fluorescencia de ZnPPc** (roja).

Figura 65. Localizacién de ZnPPc** 5uM en células de C. albicans. A) Controles en campo claro. B)
fluorescencia de ZnPPc* (roja). (C) Ho (azul). (D) colocalizacién.

7.6.2. Efectos de la inactivacion fotodinamica sobre el ADN

7.6.2.1. Efecto de la IFD sobre el ADN genomico de C. albicans

En estudios previos fue demostrado que ZnPPc*" interacciona fuertemente con el
ADN de timo bovino. La banda Sorer de esta ftalocianina no mostré variaciones
significativas con el agregado de ADN, mientras que la banda Q manifest6 cambios,
permitiendo la cuantificacion de la union ADN-ftalocianina en metanol. Este solvente
fue utilizado debido a que permite solubilizar al sensibilizador de manera no agregada.

Las perturbaciones espectrales sobre el agregado de ADN fueron debidas a la asociacién
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de la ZnPPc*" con la matriz del ADN. Esta interaccion fue caracterizada por un
hipocromismo (~80%), indicando que la estructura de ZnPPc** no fue afectada por la
interaccion con el ADN, debido a que los grupos catiénicos estan separados del
cromoéforo por un puente éter. La constante de unién aparente para ZnPPc*' fue
calculada, obteniéndose valores de Kapn=4,7x10° M™' [129]. Por lo tanto, la actividad
fotodinamica de ZnPPc** fue analizada in vitro para observar la posible fotodegradacién
del ADN gendémico en las células de C. albicans (~ 10 UFC/mL). Para ello, los cultivos
fueron tratados con 5 uM del sensibilizador e irradiados por 30 min con luz visible. El
ADN genomico extraido fue examinado mediante electroforesis en gel de agarosa.
Como puede observarse en la Figura 66, el ADN de las células tratadas no sufrié ningun
tipo de fragmentacion por la accién fotosensibilizante de la ftalocianina. ZnPPc**, este
FS no produce un cambio significativo en las bandas del ADN, obteniéndose una sola
banda tanto en la muestra sometida a IFD (Figura 66, columnas 6 y 7) como en el
control sin tratar con ZnPPc* e irradiado (Figura 66, columnas 3 y 4).

Estos resultados concuerdan con los encontrados para ZnPPc** en E. coli, la cual
no produce un cambio significativo en las bandas del ADN, aun después de 4 h de
irradiacion [129] y con los estudios realizados con porfirinas, las cuales no causaron
ningun clivaje significativo en el ADN genémico aun después de los 30 min de
exposicion a la luz visible [148]. A partir de estos resultados, podemos considerar que el
ADN genémico no esta involucrado en el proceso de fotodafio celular o que el efecto de
la inactivacién produjo pequefias alteraciones que no fueron suficientes para producir

una ruptura de las hebras de ADN.
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Figura 66. Electroforesis en gel de agarosa de ADN gendmico extraido de células de C. albicans. 1)
Marcador de peso molecular: Lamda-Hind IIl. 2) Cultivo control (~ 10" UFC/mL). 3) Cultivo control
irradiado 15 min sin ZnPPc*". 4) Cultivo control irradiado 30 min sin ZnPPc*". 5) Cultivo control
oscuridad incubado con ZnPPc** 30 min. 6) Cultivo tratado con 5uM de ZnPPc** ¢ irradiado 15 min. 7)
Cultivo tratado con SpM de ZnPPc*" ¢ irradiado 30 min.

7.6.3 Efecto de la inactivacion fotodindmica en la estructura celular interna

7.6.3.1. Microscopia electronica de transmision

Para caracterizar los dafios fotodindmicos producidos sobre los componentes
celulares se utilizO0 TEM. Las alteraciones que puedan generarse sobre la integridad
celular de los microorganismos fungicos se ven reducidos por la presencia de una pared
celular que le proporciona a la célula una estructura y la protege del medio. Por lo tanto,
la eficiencia del proceso fotosensible es mas pronunciado por los agentes que mejoran
su penetracion en el interior celular [148]. Mediante estudios en TEM fue evaluado el
dafio provocado por el proceso IFD, en la envoltura celular interna. En las células (~
10’ UFC/mL) incubadas con 5 uM de ZnPPc** e irradiadas por 15 y 30 min fue posible
alcanzar una reduccion de la viabilidad celular de ~ 4,5 log. Mientras que en las células

incubadas con el FS en oscuridad no fue observada una disminucién de la viabilidad,
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por lo que bajo estas condiciones la dosis de ftalocianina utilizada no fue toxica y el
tratamiento fue eficiente, de forma similar que en suspensiones celulares ~ 10°
UFC/mL.

Mediante el analisis de TEM, fue posible observar que las células de C. albicans
presentan una forma oval caracteristica de las levaduras. En los tratamientos controles la
integridad celular a nivel citoplasmatico y la pared celular permanecieron intactas
(Figura 67 A, B y C), mientras que en las células bajo tratamiento fotodinamico fue
posible observar la pérdida de la forma esférica, caracteristica de C. albicans, la
aparicion de irregularidades en la envoltura celular, el volumen -citoplasmatico
disminuido y la membrana celular con invaginaciones que llevan a una desorganizacion
estructural notable dentro del citoplasma (Figura 67 D y E). Estos resultados se
asemejan a los encontrados por Quiroga y col. en células de C. albicans bajo
tratamiento fotodindmico en presencia de porfirinas cationicas [ 148].

El efecto fotodinamico puede conducir a una pérdida de la funcionalidad e
integridad de la envoltura celular, lo cual lleva a la inactivacién de las células de C.
albicans. Un efecto similar fue observado anteriormente para porfirinas catiénicas que
produjeron modificaciones en la ultraestructura celular y alteraciones en las barreras
celulares inducidas por accién fotodinamica sobre las células de C. albicans [148].
Estos resultados se asemejan a los encontrados por Lambrechts y col. [102], donde las
células de C. albicans fueron investigadas por microscopia electrénica, luego de ser
tratadas con la porfirina catiénica 5-fenil-10,15,20-tris(N-metil-4-piridil) porfirina e
irradiadas con luz visible. Por otro lado, en estudios previos observados con ZnPPc** en
la ultraestructura de E. coli fue posible observar cambios estructurales e irregularidades
en las barreras celulares a lo largo de la bacteria luego del tratamiento de IFD [129]. En
conclusién los cambios observados por TEM corroboran que la ftalocianina
fotoactivada puede potencialmente interferir con las funciones de la membrana y la

pared celular.
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Figura 67. Microscopia electrénica de transmisién. A) Células de C. albicans control. Aumento 21560 X.
B) Células de C. albicans irradiadas en ausencia de ZnPPc**. Aumento 21560 X. C) C. albicans en
presencia ZnPPc** 5 uM mantenidas en la oscuridad. Aumento 13000 X. D) Células de C. albicans en
presencia ZnPPc** SyM mantenidas en la oscuridad 30 min e irradiadas durante 15 min. Aumento 16700
X. E) Células de C. albicans en presencia ZnPPc** 5yM mantenidas en la oscuridad 30 min e irradiadas
durante 30 min. Aumento 16700 X.

7.6.4. Fotodario en la envoltura celular

7.6.4.1. Microscopia electronica de barrido

Para estudiar el dafio sobre la envoltura celular fue utilizada la técnica de
microscopia electrénica de barrido (SEM), donde las células de C. albicans (~ 10
UFC/mL) fueron tratadas con 5 pM del sensibilizador ZnPPc*" e irradiadas con luz
visible por 15 y 30 min (Figura 68). Los cultivos controles (Figura 68 A, B y C) no
presentaron alteraciones en la envoltura de las células, tanto en las células no tratadas e
irradiadas, como en las células incubadas con el sensibilizador y mantenidas en la
oscuridad. Como puede observarse en la Figura 68 D y E, bajo tratamiento

fotodindmico se producen alteraciones en la envoltura celular de las células de C.
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albicans durante el proceso fotodinamico. Las células tratadas fotodindmicamente con
ZnPPc*" durante 15 y 30 min presentan irregularidades en la envoltura celular, tales

como: porosidades, grietas, arrugas y deformaciones.

Figura 68. Microscopia electrénica de barrido de cultivos de células de C. albicans (~ 10" UFC/mL). A)
Células de C. albicans control. B) Suspensiones de C. albicans tratadas con 5 uM de ZnPPc** en
oscuridad. C) Suspensiones de C. albicans irradiadas con luz visible. D) Suspensiones de C. albicans
tratadas con ZnPPc** e irradiados por 15 min. E) Suspensiones de C. albicans tratadas con ZnPPc* ¢
irradiados por 30 min. Aumento 5000 X.

Resultados similares fueron encontrados en las células de E. coli bajo el
tratamiento IFD con ZnPPc** a los 30 min de irradiacién [129]. Estas modificaciones
fueron atribuidas a la presencia de la molécula a nivel superficial, ya sea en la pared
celular de esta levadura como asi también a nivel de membrana citoplasmatica. Los
cambios estructurales demostrados por SEM sugieren que este sensibilizador
fotoactivado estaria interfiriendo potencialmente con las funciones de las envolturas.
Las reacciones de oxidacién que involucran al 'O, podrian ser las responsables de los

efectos ocasionados sobre los sitios de biosintesis de membrana, estimulando la
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acumulacion de macromoléculas y conduciendo a la disrupcion de la estructura del
sistema de membrana. Este proceso podria alterar la capacidad de multiplicarse y

consecuentemente afectar la viabilidad celular.
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CONCLUSIONES



A lo largo del desarrollo de la tesis fueron evaluadas distintas ftalocianinas, para
poder determinar la eficiencia de cada una de ellas frente a C. albicans. Estas presentan
diferencias en cuanto al nimero de cargas y a la posicién de las mismas. Fueron
analizadas dos ftalocianinas tetracatiénicas ZnAmPc*', ZnPPc*', tres tricatidnicas
AN;ZnPc*, FN;ZnPc*, TN3ZnPc®', una monocatiénica AZnPc" y una neutra AZnPc.

Estos agentes presentan absorcion de luz en la regién visible del espectro y
rendimientos cudnticos de fluorescencia (®r) apropiados para su localizacién y
cuantificacion intracelular. A su vez, estas ftalocianinas poseen elevada produccién de
'0,en solucidn, lo cual es esencial para una inactivacion celular eficaz.

Los estudios de unién celular de los agentes fotosensibilizadores ZnPPc** y
FN3ZnPc**, indicaron que la cantidad de fialocianina unida a las células alcanzo valores
apropiados para llevar a cabo el efecto fototoxico. Ambos presentan cinéticas de union
muy rapidas a cortos tiempos de incubacion (5 min) y un incremento en el fotodafio de
C. albicans al aumentar la concentraciéon de los mismos y el tiempo de irradiacion. La
unién del sensibilizador ZnPPc** a las células fue efectiva a tiempos cortos de
incubacion, sin modificarse al prolongar el tiempo. Su unién fue lineal en el rango de
las concentraciones utilizadas 1-10 uM indicando que no se produce saturacién del
sensibilizador dentro de las células. Ademas, disminuye al incrementar la densidad
celular y con las distintas etapas de lavado, indicando que se une fuertemente a las
células y es dificil eliminarlo. Por otro lado, el fotosensibilizador tetracatiénico
ZnAmPc*" fue unido a las células muy débilmente quizas debido a la fuerte tendencia a
agregarse.

Luego de varios estudios realizados con los distintos FS, en particular, ZnPPc*,
fue evaluado para inactivar células de C. albicans tanto en suspension de PBS como en
medio nutritivo liquido o sélido, debido a su elevada eficiencia en la IFD bajo las
distintas condiciones analizadas. Los estudios en medios sélidos fueron realizados para
poder determinar la eficiencia de ZnPPc* en la IFD y simular asi su capacidad para
erradicar microorganismos que podrian encontrarse creciendo en un foco localizado de
infeccidn, asi como el tratamiento de las superficies que deben permanecer asépticas.
ZnPPc*" presentd valores apropiados de inactivacion tanto para tratar las células en
suspensiéon como en medio sélido.

La fotoinactivacién producida por ZnPPc*" fue analizada usando diferentes

concentraciones y tiempos de irradiacion. Estudios in vitro muestran que un incremento
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en el fotodafio celular fue obtenido aumentando la concentracién del sensibilizador en
un rango de 1-10 uM en la suspension celular de C. albicans en PBS. Una
concentracién de 5 uM de ZnPPc*' es eficiente para fotoinactivar microorganismos
disminuyendo la supervivencia celular en ~ 4,5 log después de 15 min de irradiacion. A
su vez al aumentar el tiempo de exposicion de la luz a 30 min, la inactivacion fue de ~ 5
log. Esto indica que el tiempo de irradiacion tuvo influencia en la inactivacion,
aumentando proporcionalmente con el tiempo de irradiaciéon. Un incremento en el
fotodafio celular fue obtenido aumentando la concentracién de sensibilizador a 10 uM,
obteniéndose una inactivacion de C. albicans de ~ 99,999 % tanto a 15 como a 30 min
de irradiacién, sin embargo con una concentraciéon de 1 pM y 30 min de irradiacién fue
posible obtener una disminucién en la viabilidad celular de ~ 4 log. Esto indica que la
eficiencia en la actividad fotodinamica de esta ftalocianina catiénica fue dependiente de
las concentraciones, los tiempos de irradiacion y de las dosis de luz utilizadas. Un
comportamiento opuesto fue observado utilizando ZnAmPc** el cual solo produce una
disminucién de la supervivencia celular de ~ 1,5 log. Estos resultados permitieron
visualizar que ZnAmPc*' produce un leve efecto fotodinamico sobre C. albicans,
confirmando una vez mas su débil unién a las células, debido quizds a su fuerte
tendencia a agregarse en un medio biologico.

Por otro lado, AZnPc y AZnPc”, si bien presentan valores apropiados de ®,, en
medio homogéneo, no generan una IFD eficiente sobre C. albicans. Esto debido a que
los fotosensibilizadores cuando son neutros o presentan una sola carga no son efectivos
para inactivar microorganismos en comparacion con sensibilizadores que presentan mas
de una carga, ya que su interaccion con las células disminuye. De aqui la importancia de
la presencia de cargas y la posicion de las mismas en los fotosensibilizadores.

Por otra parte, la IFD de ZnPPc* en células de C. albicans disminuye
considerablemente al mismo tiempo que la densidad celular aumenta. Este efecto es
producido principalmente por la distribucion del sensibilizador entre un mayor nimero
de células totales en la suspension. Asi, la cantidad de sensibilizador por célula es
menor a densidades altas y consecuentemente este efecto produce un menor efecto
fotodindmico. Ademas, la aplicacion de una o dos etapas de lavado, disminuye el efecto
fotodinamico, con respecto a la suspensién sin lavados, pero esta disminucién no es

., . g 4
muy marcada con respecto a la suspensién celular sin lavados. Esto indica que ZnPPc*"
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se une fuertemente a las células y es dificil eliminarla ain con los lavados, lo cual indica
que este fotosensibilizador es efectivo para ser aplicado en IFD de C. albicans.

En medio sé6lido, una fotoinactivacion alta fue encontrada en las células tratadas
con ZnPPc*" en solucién e irradiadas sobre AS. Después de 30 min de irradiacion, no se
detecté formacion de colonias en los cultivos incubados con 10 uM. También, la
capacidad de inactivacién de ZnPPc*" se mantuvo alta para las células inmovilizadas
sobre superficies de agar conteniendo areas esparcidas con diferentes cantidades de
fotosensibilizador.

El crecimiento celular en colonias conduce a un incremento en la resistencia al
tratamiento antifiingico de IFD, comparado con los cultivos creciendo en suspension en
medio liquido. La accidn fotosensibilizante de este agente fue analizada en células de C.
albicans creciendo en colonias inmovilizadas sobre superficies de AS. Los
experimentos con pequeilas colonias mostraron que el crecimiento de las levaduras fue
suprimido y que la erradicacién completa de C. albicans fue posible usando 22 nmol de
ZnPPc* y 3 h de irradiacién con luz visible. Ademads, la capacidad fotocitotdxica del
sensibilizador permanece alta para las colonias irradiadas con luz solar natural. Es por
ello que esta ftalocianina podria ser usada para prevenir el crecimiento de levaduras
sobre superficies que deben mantenerse estériles.

Mediante el cultivo de células de C. albicans en suero humano, estos organismos
cambiaron de una forma de crecimiento levaduriforme a una de pseudohifa, la forma
més patogena de este organismo. El tratamiento fotodindmico con ZnPPc** de estos
filamentos en suero no tuvo efecto sobre la viabilidad celular, debido probablemente a
una interaccién mayor entre la ftalocianina y los componentes del suero, que con las
células. Por otro lado, fue posible obtener mayores valores de inactivacién luego de la
irradiaciéon con luz visible al aplicar el mismo tratamiento de C. albicans como
pseudohifa, en un medio acuoso de PBS. Este efecto posiblemente fue debido a la
ausencia de suero, aunque la pérdida de supervivencia alcanzada no fue como lo
encontrado anteriormente para las levaduras en suspensién de PBS.

Otra manera de evaluar el fotodafio inducido por ZnPPc*, fue mediante estudios
en el retardo del crecimiento, debido a que bajo estas condiciones las células no se
encuentran bajo estado de inanicién y poseen todas las condiciones Optimas de
crecimiento. Fue posible observar una rapida inactivacion de cultivos de C. albicans por

la actividad fotodinamica a una concentracion de 10 y 20 uM. Sin embargo, a la
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maxima concentracion utilizada (20 pM), fue observado que el fotosensibilizador puede
resultar algo toxico en la oscuridad. La inactivacion celular también se dio en un
ambiente 6ptimo de crecimiento, lo que provocé el retardo de la curva de crecimiento.
Mientras tanto el efecto de la luz y el fotosensibilizador por separados no causaron
cambios apreciables en la supervivencia de las células. A su vez fue evaluado el
fotodafio inducido por FN3;ZnPc** en el retardo del crecimiento, indicando una rapida
inactivacion de cultivos de C. albicans por la actividad fotodindmica a una
concentracion de 10 uM, mientras que esta fue normal para todos los cultivos controles.
En base a estos estudios, las ftalocianinas ZnPPc** y FN3;ZnPc**, son efectivas para ser
aplicada en el tratamiento de C. albicans, presentando potenciales aplicaciones como
agentes fototerapéuticos para la inactivacion fiingica.

En todo sistema biologico resulta interesante poder determinar el tipo de
mecanismo que estd involucrado y que conduce a la muerte celular. El mecanismo de
accion fotodinamica depende del fotosensibilizador utilizado, del tratamiento
fotodinamico y del tipo de célula microbiana. La actividad fotoinactivante producida
por la ftalocianina ZnPPc* a una concentracién de 2,5 pM fue realizada en
suspensiones celulares de C. albicans en diferentes condiciones. La presencia del i6n
Nj’, manitol y condiciones anaerdbicas (atmoésfera de argén) producen una disminucién
del fotodafio, mientras que en presencia de D,O se incrementa la inactivacién celular.
Por lo tanto, la presencia de oxigeno es indispensable para lograr una erradicacion
efectiva de los microorganismos. Ademds, la presencia de D,O permite que la
fotoinactivaciéon sea mas pronunciada que en solucién acuosa, haciendo evidente la
presencia de 'O,. Sin embargo, el fotodafio celular es también protegido levemente por
la accién del manitol y fue posible detectar O,” en presencia de NADH, indicando
aunque en menor medida, la presencia de reacciones del tipo I. Los estudios en
presencia d¢ DMA y ABMM luego de la activacién de ZnPPc*, sumado a la
produccion de tripletes en presencia de células, indican que existe un aporte
significativo del mecanismo tipo II en la eficiente inactivacién fotodinamica de C.
albicans.

El estudio del ADN extraido de las levaduras sometidas al proceso de IFD revelo
que el material genético no se dafia durante el tratamiento; a pesar de la gran afinidad

entre esta biomolécula y ZnPPc*. Por lo que, el ADN celular, podria estar protegido
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por la membrana nuclear y la cantidad de sensibilizador en el nucleo no seria suficiente
para provocar una fragmentacion detectable.

Mediante microscopia confocal de fluorescencia fue posible determinar la
localizacion celular de ZnPPc*', 1a cual fue observada a nivel de envoltura celular. Por
otro lado, mediante microscopia electronica de transmision y de barrido, fue posible
determinar la forma oval levaduriforme caracteristica de C. albicans y evaluar el dafio
en la estructura celular interna y en la envoltura celular respectivamente en las muestras
tratadas con ZnPPc*" e irradiadas. En los cultivos controles no se evidenciaron cambios
pero si en los tratados, conduciendo a la pérdida de la funcionalidad y la consecuente
inactivacion celular.

En base a estos estudios y a las diferencias estructurales entre los distintos
sensibilizadores analizados a lo largo de este trabajo de tesis, fue posible observar que
las diferencias entre ellos se ven reflejadas en el grado de unién e inactivacion que
generan sobre las células de C. albicans. Sobre la base de su diferencia estructural, la
ftalocianina tetracatidnica ZnPPc*" es efectiva para ser aplicada en el tratamiento de C.
albicans y el proceso de inactivacion es llevado a cabo, principalmente, por la
produccién de 'O,. La presencia de cargas y la posicion de las mismas le confieren

movilidad y le permite una mejor interaccién con el medio biolégico.
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GLOSARIO DE ABREVIATURAS



EDTA

AS

D,O

ABMM

NBT

CS

C. albicans

Kobs

ON

IC

DMA

DMF

DMSO

SDS

ISC

E. coli

ROS

acido etilendiaminotetraacético

agar Sabouraud

agua deuterada

2,2-(antraceno-9,10-diil)bis(metilmalonato) de sodio

azul de nitrotetrazolio clorado

caldo Sabouraud

Candida albicans

constante de velocidad observada

cultivo overnight

decaimiento térmico

9,10-dimetilantraceno

dimetilformamida

dimetilsulféxido

dodecilsulfato de sodio

entrecruzamiento de sistema

Escherichia coli

especies reactivas del oxigeno
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FLU

FS

b I

>

'FS
’FS’
TRPD
IFD

IFI

LFF

Aexc

A‘ll'l'

Amax

RPMI

SEM

fluorescencia

fluconazol

fosforescencia

fotosensibilizador

fotosensibilizador en estado basal

fotosensibilizador en estado excitado singlete

fotosensibilizador en estado excitado triplete

fosforescencia resuelta en el tiempo

inactivacion fotodinamica

infecciones fungicas invasoras

laser flash fotolisis

longitud de onda de emisiéon de fluorescencia

longitud de onda de excitacion de fluorescencia

longitud de onda de irradiacién

longitud de onda de un maximo de absorcion

Roswell Park Memorial Institute

microscopia electrénica de barrido
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TEM

102

30,

p.b.

H,0;

0,

OH

(g

rpm

PBS

BrEt

T

TBE

TE

UFC

microscopia electrénica de transmisiéon

oxigeno molecular singlete

oxigeno molecular triplete

pares de bases

peréxido de hidrégeno

radical anién superéxido

radical hidroxilo

rendimiento cuantico de fluorescencia

rendimiento cudntico de oxigeno singlete

revoluciones por minuto

solucién amortiguadora de fosfato salino

solucion de bromuro de etidio

tiempo de vida del estado triplete

tris-borato EDTA

tris-EDTA

unidades formadoras de colonias
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GLOSARIO DE MOLECULAS



yoduro de zinc(11)2,9,16,23-tetrakis[4-(N,N, N-trimetilamino] ftalocianina
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ZnPc

zinc(II)ftalocianina

zinc(II)tetrametiltetrapiridino2,3-b:2’,3'-g:2"",3"'-1:2'"",3'"'-q| porfirazinio
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AZnPc R: OCN
AZnPc™ R: Q—<\:/:N+

zinc(II) 2-[4-piridiloxi]ftalocianina
yoduro de Zinc(II)2-[4-(N-metilpiridiloxi]ftalocianina

zinc(II) 2-[2-(1-adamantil)etoxi}-9(10),16(17),23(24)-tris(N,N,N-
trimetilamonio)ftalocianina
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FN,;ZnPc*

zinc(1I) 1,2,3,4-[tetrafluoro]-9(10),16(17),23(24)-tris(N,NV,N-
trimetilamonio)ftalocianina

zinc(II) 2,3-[2°-tert-butil-1°,3’-butadienil]-9(10),16(17),23(24)-tris(N, N, N-
trimetilamonio) ftalocianina
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