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O2
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Introducción 
 
Los hongos           
 

a. Descripción 
 

Los hongos son organismos eucariotas que, a diferencia de las bacterias, poseen 
una pared celular con quitina lo que les confiere rigidez. Poseen una envoltura de 
glicoproteínas y una estructura intermedia de beta-glucanos. La membrana 
plasmática consiste en una bicapa lipídica que, a diferencia de las bacterias contiene 
esteroles (Figura 1). Como células eucariotas, los hongos poseen núcleo verdadero 
con membrana y su división celular es por mitosis o meiosis [1].  
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Figura 1: Estructura básica de la envuelta celular de los hongos consistente en una pared celular de !-glucanos, quitina y 
proteinas, y una membrana plasmática bilipídica con ergosterol donde se incluye la !-glucano-sintasa. 

 
Su estructura puede ser uni o pluricelular [2]:   
 

i.Pluricelular 
Las estructuras básicas son cadenas de células filamentosas nucleadas; esta 
estructura se denomina hifa. La combinación de múltiples hifas se denomina 
micelio o talo [2]. Las hifas se muestran como células separadas entre ellas por 
una pared denominada septo [1]. 
 
ii. Unicelular 
Las estructuras básicas son células independientes que se dividen por gemación. 
Dicha estructura de reproducción se denomina blastoconidia o blastospora. Los 
hongos no productores de hifas se denominan levaduras [3] (Figura 2). Este tipo 
de células no  pueden dar lugar a estructuras tipo hifa, pero, bajo determinadas 
condiciones, son capaces de formar estructuras similares a ellas denominadas 
pseudohifas. Estas estructuras se distinguen de las hifas verdaderas por 
presentar constricción en las zonas de unión de las células y a no presentar un 
septo verdadero de separación entre células. Un conjunto de pseudohifas se 
denomina pseudo micelio [2]. 
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Figura 2:  Representación tridimensional de una blastoconidia tipo de levadura con su gema característica. Se pueden observar 
los orgánulos subcelulares principales: a. Vacuola; b. Mitocondria; c. Aparato de Golgi; d. Retículo endoplásmico; e. núcleo. 

 
b. Reproducción 

 
En el reino fungi existe tanto la reproducción asexual como la sexual. La clases de 

reproducción asexual más importantes son la gemación (budding), producida por las 
levaduras y la reproducción por esporas (mitosis) asexuales denominadas conidias o 
conidios [2, 3]. 
 
La recopilación de ensayos recogidos en esta tesis doctoral se encuentra enfocada a 
dos grupos bien diferenciados de hongos causantes de patologías cutáneas: los 
dermatofitos y las levaduras.  
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Especies de levadura empleadas en la tesis doctoral 
  
 

Las levaduras empleadas en esta tésis doctoral pertenecen a los Ascomycetes. 
Taxonómicamente, dentro de esta familia, las levaduras empledas pertenecen a los 
hongos Saccharomycetales y son hongos que crecen generalmente por gemación 
en forma de blastoconidias, que pueden ser globosas, ovoides, cilíndricas o 
alargadas. En algunos casos, forman pseudohifas y pseudo micelio. Las levaduras, 
cuando crecen sobre medios sólidos, forman colonias de colores cremosos y 
aspecto mantecoso [2].  
 
Dentro de este grupo, han sido empleadas especies de los géneros Saccharomyces 
y Candida. 
 

a. Saccharomyces cerevisiae  
 

Saccharomyces cerevisiae es la especie más común de este género y es la más 
empleada como modelo para estudios diversos. Macroscópicamente, en MEYA 
(agar con extracto de malta levadura) forma colonias húmedas color crema [2]. 
Microscópicamente destaca por tener blastoconidias de 3,0-10,0 x 4,5-21,0 µm 
predominantemente globosas y ovoides con presencia de gemación multilateral 
rodeando a la célula madre [4]. Las gemas son con forma elipsoidal. Presenta 
blastoconididias con pseudohifas en medio Corn Meal Agar (CMA) con Tween 80. 
En determinadas condiciones es capaz de formar esporas sexuales (ascosporas) [5]. 

 
Patogenicidad: S. cerevisiae, comúnmente conocida como la levadura del panadero, 
es un componente habitual de la flora del tracto intestinal y de la piel. Se han 
descrito algunos casos de fungemia, endocarditis y peritonitis en pacientes bajo 
diálisis peritoneal. También se han encontrado infecciones diseminadas en 
pacientes inmunodeprimidos (cancerosos sometidos a quimioterapia y pacientes con 
SIDA) [5]. 
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b. Candida spp. 
 
El género Candida comprende a un número muy amplio de especies diferentes; 

debido a ello, su estructura básica de blastoconidia es muy variable. La mayor parte 
pueden presentar estructura de pseudo micelio (Figura 3) y algunas de ellas son 
diploides, como es el caso de C. albicans [2]. 

 
Figura 3: Representación de las estructuras microscópicas de diferentes cepas del género Candida: 1. C. albicans: a. 
pseudomicelio b. clamidiosporas; 2. C. rugosa: Fragmento de pseudomicelio con cadenas de blastoconidias; 3. C. parapsilosis: 
pseudomicelio. Modificado de [5].  

 
La identificación macroscópica de las diferentes especies puede ser realizada 
mediante el uso de medios cromogénicos como CHROMagar! donde son 
identificables por su diferente coloración [6] (Figuras 4A, 5A y 6A). La mayoría de las 
especies pertenecientes al género Candida crecen bien en condiciones aeróbicas 
entre 25 y 30 ºC y, al tratarse de organismos asociados a animales de sangre 
caliente, muchas de ellas además también crecen óptimamente hasta 37 °C, como 
es el caso de C. albicans [7]. 
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En los experimentos se han utilizado diversas levaduras del género Candida de 
importancia clínica. 

 
i. C. albicans 
Macroscópiamente, en medio YPGA (agar peptona glucosa) forman colonias de 
crecimiento rápido, circulares, lisas, blancas, pastosas y blandas (Figura 4B). 
Microscópicamente es una levadura dimórfica que forma largas pseudohifas pero 
también crece en forma de blastoconidias sub-esféricas de un tamaño promedio 
de 3-8 x 2-7 µm. [2] (Figura 4C).  

 
 

Figura 4: C. albicans: A. en medio cromogénico 24h de incubación a 35ºC; B. detalle de la morfología de colonias (en medio 
agar-sangre 48h de incubación a 35ºC); C. inóculo en suspensión acuosa preparado con blastoconidias y pseudohifas 
incubadas 24h a 35ºC en SB; vista al microscopio óptico marcadas con hipericina. 

 
Patogenicidad: en el hombre, se encuentra en el tracto digestivo, el respiratorio y 
en la mucosa genital (vagina) comportándose generalmente como microbiota 
aunque puede transformarse en saprobio colonizando al huésped. Las infecciones 
más frecuentes que provoca se localizan en las mucosas, piel y uñas [8]. Tales 
infecciones, denominadas candidiasis superficiales, son frecuentes en niños, 
ancianos, embarazadas, diabéticos y en portadores de prótesis dentales [9]. En 
personas inmunodeprimidas como consecuencia de un tratamiento quimioterápico 
o en portadores del virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) se observa un 
aumento de las candidiasis muco-cutáneas pudiendo comprometer la vida del 
paciente por su ausencia de un sistema inmunológico completo [2].  
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ii. C. krusei 
Macroscópicamente (en YPGA) forma colonias color blanco-crema, no brillantes 
de aspecto butiroso (Figura 5B). Microscópicamente forma blastoconidias 
predominantemente pequeñas elongadas con gemaciones ovoides (Figura 5C). 
Su tamaño oscila entre 4-5 x 2-5 µm. Puede presentar pseudomicelio [2].  

  
 

Figura 5: C. krusei: A. en medio cromogénico 24h de incubación a 35ºC; B. detalle de la morfología butirosa de las colonias (en 
medio SB 48h de incubación a 35ºC); C. inóculo en suspensión acuosa con blastoconidias incubadas 24h a 35ºC en SB; vista 
al microscopio óptico. 

 
Patogenicidad: puede provocar ocasionalmente candidiaseis sistémicas en 
pacientes con defectos en el sistema inmune innato, en pacientes transplantados, 
con leucemia y rara vez en pacientes con SIDA. También se han encontrado 
infecciones rectales y en infecciones asociadas a contaminación de catéteres [2]. 
 
iii. C. parapsilosis 
Características macroscópicas: en YPGA forma colonias color crema-amarillentas 
que suelen ser lisas, regulares, brillantes, redondas y húmedas, aunque pueden 
también ser de aspecto rugoso [2] (Figura 6B). Características microscópicas: 
blastoconidias predominantemente pequeñas; formas globosas semi-alargadas 
con gemas ovoides (Figura 6C). El tamaño oscila 2,0-3,5 x 3,0-4,5 µm, pudiendo 
presentarse algunas formas elongadas. Cultivadas en medio CMA con Tween 80 
crecen  pseudohifas multirramificadas con forma de árbol formando patrones de 
racimos de 2-3 blastoconidias  en determinados intervalos a lo largo de las 
pseudohifas [10].  
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FIGURA 6: C. parapsilosis: A. en medio cromogénico 24h de incubación a 35ºC; B. detalle de la morfología de las colonias (en 
medio SB 48h de incubación a 35ºC); C. inóculo en suspensión acuosa con blastoconidias incubadas 24h a 35ºC en SB; vista 
al microscopio óptico. 

 
Patogenicidad: está involucrada ocasionalmente como oportunista en infecciones 
cutáneas y en enfermedades sistémicas; en el último caso se asocia a pacientes 
con defectos en el sistema inmune como en postoperatorios, pacientes con 
cancer, leucemia  y en niños [2].  
 
iv. C. rugosa 
Características macroscópicas: en YPGA aparecen colonias de color blanco-
crema de aspecto butiroso [2]. Características microscópicas: blastoconidias 
ovoides, elipsoidales y cilíndricas de tamaño 2,4-6,4 x 3,2-8,0 µm. Observación de 
pseudohifas en CMA (7 días 25 ºC) [10]. 
 
Patogenicidad: se asocia a algunas infecciones oportunistas; también se han 
reportado fungemias asociadas a catéteres contaminados y en colonizaciones en 
pacientes con quemaduras [2]. 
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Patologías más frecuentes provocadas por el género 
Candida            
 

Fundamentalmente se destacan tres tipos principales que dependen de la 
localización de la colonización: 
 

a. Candidiasis cutáneas 
 
Afectan las uñas y piel en sus capas más externas. Encontramos la zona más 

frecuentemente de colonización en los pliegues cutáneos. Este hecho es debido a 
que las condiciones de temperatura y humedad son óptimas para su supervivencia 
[11] (Tabla 1). 
 

b. Candidiasis en las mucosas 
 

Afectan a mucosas tanto de la zona superior del tracto intestinal como en la zona 
perteneciente inferior. También se presentan en la vagina [11] (Tabla 1).  

 

c. Candidiasis sistémicas 
 

Producidas mayoritariamente por C. albicans, son las micosis sistémicas más 
frecuentemente observadas en nuestro medio [5]. se considera como candidiasis 
sistémica cuando son invadidos órganos profundos o la sangre. Resulta más 
típicamente un proceso endógeno de la propia flora candidiásica localizada en las 
mucosas por traumatismos gastrointestinales aunque la causa puede ser también la 
contaminación de sondas o catéteres [12]. 
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[11] PATOLOGÍA ZONA AFECTADA 

Candidiasis 
cutáneas 

Intértrigo de 
grandes 
pliegues 

Axilas, ingle, surco interglúteo, pliegue 
submamario, pliegue suprapúbico 

Erosión 
interdigital 

Espacios interdigitales de manos y pies 

Candidiasis del 
área del pañal 

Pliegues inguinales, suprapúbico e 
interglúteo   

Foliculitis Folículo piloso en pacientes con SIDA 

Onicomicosis 
con paroniquia 
y perionixis 

Infección ungueal e Inflamación 
periungueal 

Candidiasis en las 
mucosas 

Orales 
Lengua, cara interna de mejillas y 
paladar blando 

Esofágicas 
Esófago en pacientes con procesos 
malignos hematológicos y de VIH 

Mucosa 
gastrointestinal 

Mucosa gástrica y mucosa intestinal 

Vulvovaginitis 
candidiásica 

Mucosa vulvo-vaginal 

 
TABLA 1: Candidiasis superficiales más frecuentes. Modificado de [11].  
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Especies de hongos dermatofitos empleadas en la tesis 
doctoral            
 

Los dermatofitos constituyen un grupo heterogéneo de hongos con capacidad de 
reproducción sexual y asexual. Tienen la capacidad de invadir los tejidos 
queratinizados (piel, pelo y uñas) del ser humano y los animales causando las 
infecciones conocidas como dermatofitosis [13]. 

 
Los dermatofitos pueden ser clasificados en tres géneros anamórficos (asexuales o 
imperfectos): Epidermophyton, Microsporum, Trichophyton. En cuanto al agente 
causal considerado globalmente el más frecuente en seres humanos en esta familia 
es el T. rubrum [14]. 

 

a. Trichophyton spp. 
 
Características macroscópicas: su aspecto abarca una gran variabilidad entre 

especies, que comprende generalmente la observación de colonias algodonosas, 
aterciopeladas, pulverulentas o blanquecinas con pigmentos en la zona del envés 
del cultivo. Sin embargo, este punto depende fuertemente del medio de cultivo en el 
que trabajemos y de la especie [14]. Características microscópicas:  presencia de 
macroconidias lisas, paredes delgadas o gruesas, y con entre uno y doce septos. 
Pueden encontrarse organizadas solas o en racimos y pueden ser elongadas, 
claviformes, fusiformes o cilíndricas. Su tamaño oscila desde 8-86 x 4-14 µm (Figura 
7). Las microconidias, que suelen ser más abundantes que las macro, se presentan 
como estructuras globosas, claviformes o piriformes y entre pediculadas o sésiles 
[13]. 

 
Dentro de las especies antropofílicas (asociada generalmente al hombre y rara vez 
infecta a animales) pertenecientes a este género, existe dificultad a la hora de 
identificar y clasificarlas  correctamente. Esto es debido a dos factores [15]: 

 
! las técnicas moleculares han demostrado que, dermatofitos de éste 
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género, considerados como verdaderas especies por ser clasificados 
atendiendo a su morfología y tipo de infección, realmente no lo son. 

 
! diferentes criterios empleados por diferentes autores donde se engloban 

características epidemiológicas, morfologías y sintomatología. 
 

La taxonomía del género Trichophyton ha variado mucho en los últimos años 
atendiendo al huésped al que colonizan. Si bien existen especies muy bien 
establecidas como colonizadoras zoofilicas (usualmente se asocia a animales pero 
ocasionalmente infecta al ser humano) como T. equinum o antropofílicas como T. 
tonsurans, se encuentran otras como T. interdigitale, la cual es capaz de invadir 
ambos nichos biológicos [16]. 
 

 
  

FIGURA 7: Representación de las estructuras microscópicas de hongos dermatofitos del género Trichophyton: 1. T. rubrum: 
a,e. sistema de ramificaciones con macroconidias; b, c, f. sistema de ramificaciones con microconidias; g. macroconidia. 2. T. 
mentagrophytes: a. ramificaciones con microconidias jóvenes; b. ramificaciones con microconidias maduras; c. hifas en forma 
de espiral; d. microconidias; e. macroconidias. Modificado de [5].  
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i. T. mentagrophytes 
Actualmente conocida como T. interdigitale, resulta fenotípicamente indistinguible 
con las antiguas variedades T. mentagrophytes variedad granulosum y T. 
mentagrophytes variedad mentagrophytes [15].  
 
Características macroscópicas: en medios Sb las colonias crecen con un núcleo 
protuberado central, con una superficie fina y granular (Figura 8A). Los bordes de 
las colonias presentan una superficie con forma de flecos. En el envés del cultivo 
aparece un brillante pigmento amarillo (Figura 8B). La temperatura óptima de 
crecimiento oscila entre 26 y 35 ºC [13].  Características microscópicas: Presencia 
de numerosas microconidias en forma de células independientes, con frecuencia 
formando densos racimos. Las microconidias son de pared lisa y 
predominantemente con formas esféricas y/o subesféricas, apareciendo en 
ocasiones en formas claviformes o piriformes. Presenta macroconidias 
multiceluladas con forma claviforme de pared fina y lisa (Figura 8C). Son 
características las hifas en forma espiral [14]. 

 

 
Figura 8: T. mentagrophytes. A. cultivo esporulado de 7-12 días en SB a 30ºC. Se observan colonias algodonosas; B. detalle 
del color amarillento del envés del mismo cultivo; C. hifas y conidias teñidas con azul de lactofenol; vista al microscopio óptico. 
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ii. T. rubrum 
La caracterización taxonómica del complejo T. rubrum  es dificultosa ya que 
algunos autores engloban algunas especies dentro de esta familia  debido a su 
sintomatología y otros no debido a sus características epidemiológicas. Tal es el 
caso de la antigua especie T. raubitschekii  [15]. En otros casos, el factor 
taxonómico diferencial es su localización geográfica a pesar de que resultan ser la 
misma especie molecularmente. Tal es el caso de las especie T. rubrum y T. 
soudanense, las cuales son fenotipicamente distinguibles pero genéticamente 
indistinguibles [15]. 
 
Características macroscópicas: Los cultivos de T. rubrum  en medios tipo Sb 
muestran leves pliegues radiales cerca de los márgenes de la colonia (Figura 9A). 
Con el tiempo, los cultivos se cubren completamente de un micelio aéreo largo, 
mullido y blanco. En medios Sb forma un pigmento púrpura en la zona arraigada 
al agar [13] (Figura 9B). Características microscópicas: Existen dos tipos de 
manifestaciones micoscópicas [13, 14]: 
 

! Tipo velloso: producción de escaso a moderado número de 
microconidias; no se observan macroconidias.  

! Tipo granular: producción de moderado a abundante número de 
microconidias; moderada a abundante producción de macroconidias de 
pared fina y forma de cigarro. Las macroconidias pueden tener o no 
apéndices terminales (Figura 9B).  

 

 
Figura 9: T. rubrum: A. cultivo esporulado de 7-12 días en SB a 30ºC. Se observan los pliegues radiales; B. detalle del color 
marrón oscuro del envés del mismo cultivo; C. hifas y conidias teñidas con azul de lactofenol; vista al microscopio óptico. 
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Patologías más frecuentes provocadas por el género 
Trichophyton 
 

Tradicionalmente, las infecciones causadas por dermatofitos del género 
Trichophyton se han denominado atendiendo a su localización anatómica en latín y 
acompañado por la palabra Tinea (Tiña). Aunque no son los únicos agentes 
causantes de estas patolologías, T. rubrum y T. mentagrophytes (en la actualidad 
denominado T. interdigitale) son las especies más frecuentemente aisladas. La 
Tabla 2 recoge las formas más frecuentes de tiñas causadas por cada uno de los 
dos hongos patógenos.  

 

[13,14] PATOLOGÍA ZONA AFECTADA 

T. interdigitale 

Tinea barbae Barba 
Tinea capitis Cabeza 

Tinea corporis Piel lampiña 
Tinea unguium (Onicomicosis dermatofítica) Uña 

Tinea pedis (pie de atleta) Pie 

T. rubrum 

Tinea corporis Generalizada 
Tinea cruris Zona inguinal 

Tinea manuum Mano 
Tinea pedis Pie 

Tinea unguium (Onicomicósis dermatofítica) Uña 
 
Tabla 2: Dermatofitósis superficiales más frecuentes provocadas por T. mentagrophytes y T. rubrum. Modificado de [13,14 
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Tratamientos actuales (clásicos) contra las micósis 
cutáneas 
 

a. Introducción 
 
Los agentes desarrollados para la erradicación de las infecciones causadas por 

hongos se denominan antifúngicos o antimicóticos. Estos reactivos se comenzaron a 
desarrollar en la década de los 50 principalmente para las infecciones superficiales 
[17].  

 
La evolución histórica de los antifúngicos ha tenido tres momentos remarcables, que 
son: la aparición de la anfotericina B a mediados de los 50, el auge de los azoles 
entre los 70 y los 90 y la aparición de la caspofungina y sus derivados a partir del 
año 2000 (Figura 10) [18]. En la actualidad están siendo investigadas alrededor de 
60 nuevas sustancias antifúngicas, como las nuevas formulaciones y nuevos 
derivados semisintéticos de polienos y anfotericina o nuevos péptidos como las 
equinocandinas y aerotricinas [19].  

 
 
Figura 10: Historia de los antifúngicos. Modificado de [20]. 
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Los antifúngicos se pueden clasificar atendiendo a la diana celular según interfieran 
la síntesis de la pared celular,  la del ergosterol o la de los ácidos nucleicos, o bien si   
alteran la función de la membrana o la división nuclear (Figura 11):  

 
 
FIGURA 11: Clasificación de los antifúngicos actuales más importantes atendiendo a la diana celular donde actúan. Modificado 
[21]. 

 
 
b. Antifúngicos convencionales para las micósis cutáneas 

 
En cuanto a las micósis cutáneas, la elección del tratamiento puede ser 

clasificada atendiendo a cuadro clínico manifestado (Tabla 3) o al microorganismo 
que provoca la infección: 

 
 
 
 
 

 
!
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CUADRO CLÍNICO TRATAMIENTO 1ª ELECCIÓN TRATAMIENTO 2ª ELECCIÓN 
Onicomicosis Terapia secuencial: 

ciclopirox tópico + 
itraconazol + terbinafina 

orales 

Terapia secuencial: 
itraconazol + terbinafina 
orales + ciclopirox tópico 

Intértrigo y 
paroniquias 

Terbinafina, ciclopirox, un 
azol o nistatina tópicos 

 

Tinea   
Pedis Terbinafina tópica Ciclopirox tópico. Itraconazol 

terbinafina tópico/orales 
Cruris Azol tópico  

Corporis Azol tópico  
Barbae Griseofluvina oral  
Capitis Griseofluvina oral Terbinafina oral 

Tinea extensa y de 
piel glabra de la 

mano 

Terbinafina oral Itraconazol oral 

Tineas 
inflamatorias 

Azol tópico Terbinafina o ciclopirox 
tópicos 

 
Tabla 3: Clasificación de los tratamientos antifúnngicos actuales para el tratamiento de las micósis cutáneas.  Modificada de 
[19]. 

 
Dentro del género Candida, la C. albicans es la especie más patógena debido a su 
habilidad para evadir tanto mecanismos de defensa naturales como antibióticos. El 
tratamiento actual de la candidiasis superficial persistente consiste en la 
administración de fluconazol [22], mientras que para las candidiasis invasoras es 
más eficaz el tratamiento con equinocandinas [23]. Las onicomicósis provocadas por 
Candida son tratadas con itraconazol 7 días al mes 3-4 meses. Para el caso del 
intértrigo y paroniquias provocadas por Candida  el tratamiento consiste en 
aplicación tópica, dos veces al día,  ciclopirox, un azol o nistatina manteniendo el 
área seca [24]. En el género de Trichophyton el tratamiento difiere dependiendo de 
la manifestación clínica; así, por ejemplo para el caso de tinea capitis, se administra 
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tratamiento sistémico con griseofluvina de 6-8 semanas y en las formas crónicas de 
pie y onicomicósis se emplea la terbinafina [24]. 

 

c. Ventajas e Inconvenientes de los tratamientos frente a micósis 
cutáneas 

 
La experiencia que se ha adquirido en el manejo de los agentes antifúngicos 

mencionados a lo largo del tiempo es considerada la mayor de las ventajas en su 
uso para tratar las micosis superficiales. El desarrollo de técnicas de identificación 
macroscópicas, microscópicas y genéticas de los hongos ha permitido desarrollar 
fármacos que actúan en unas dianas claves en la vitalidad del hongo. Este hecho ha 
provocado que actualmente se disponga de tratamientos de una elevada 
especificidad contra uno o un grupo concreto de microbios causantes de 
determinadas patologías.  

 
En el campo de la terapia antifúngica, la búsqueda de nuevas dianas celulares ha 
propiciado el desarrollo progresivo de agentes como los azoles, las equinocandinas 
o los polienos. Con ello, la multiplicidad en los objetivos celulares, dependiente del 
tipo de antifúngico empleado, ofrece una amplia variedad de tratamientos 
secuenciales y combinados cuyo objetivo es evitar el desarrollo de resistencias, 
provocando una mejora con respecto al tratamiento convencional de un solo agente 
antifúngico [19]. 
 
Sin embargo, la alta tasa de mutagenicidad de los microorganismos  unida a 
transferencias de  genes de resistencia, fomentan el proceso de expansión de 
resistencias. Estas transferencias pueden ser de células madre a células hija o de 
forma horizontal, incluso entre especies diferentes [25]. Además, el hombre está 
jugando un papel predominante en la producción de especies resistentes a agentes 
antimicrobianos mediante un uso abusivo e incorrecto de estas sustancias junto con 
la inapropiada prescripción médica. En los últimos años, la elevada densidad de 
población así como su gran movilidad  y el aumento de vectores no humanos han 
contribuido a la transferencia de gérmenes entre diferentes nichos ecológicos. Estas 
premisas, se juntan con el hecho de que la mayoría de los tratamientos antifúngicos 
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para el tratamiento de las micosis superficiales son largos, tediosos y de difícil 
cumplimiento, que acaban por ser abandonados por lo que se fomenta 
adicionalmente la aparición de especies resistentes a ellos [26]. Hablando de los 
tratamientos orales, hay que remarcar que la mayoría no están exentos de efectos 
secundarios importantes y/o interacciones que dificultan su uso especialmente en 
pacientes polimedicados.  

 
La sociedad actual ha de aprender entonces a combatir la amenaza de los 
microorganismos de maneras alternativas para poder seguir preservando la calidad 
de vida actual en las zonas desarrolladas y ayudar a mejorarla en las zonas 
subdesarrolladas. Para ello se presenta una alternativa antimicrobiana basada en las 
propiedades fototóxicas de algunas sustancias. Esta modalidad terapéutica está bien 
establecida en clínica antitumoral y se denomina terapia fotodinámica (Photodynamic 
Therapy, PDT) [27], en español TFD.  
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Terapia fotodinámica (TFD)        
 

a. Introducción 
 
La terapia fotodinámica (TFD) se basa en el uso de sustancias, denominadas 

fotosensibilizadores o fotosensibilizantes (FSs) que en combinación con luz visible 
son capaces de producir especies reactivas de oxígeno (EROs) y así destruir tejidos 
o células diana. Aplicada a la inhibición del crecimiento microbiano en general, la 
técnica se denomina fotoinactivación antimicrobiana (FIA) (Photodynamic 
Inactivation, PDI) [28, 29] y en estudios con perspectivas a aplicaciones clínicas se 
conoce como terapia fotodinámica antimicrobiana (TFA) (Antimicrobial Photodynamic 
Theraphy APDT [30] o Photodynamic Antimicrobial Chemo-Therapy PACT [31]) . El 
desarrollo de estas terapias ha sido posible gracias al amplio estudio de las 
propiedades fototóxicas de los FSs. El fundamento de la reacción fotodinámica, 
tanto fotofisica como fotobioquímicamente, es similar en la TFD, la FIA y la TFA. 

 
b. Historia de la TFD 
 
i. TFD en la antigüedad 
El uso de sustancias químicas fotosensibilizantes o fotosensibilizadoras se ha 
venido utilizando a lo largo de la historia para el tratamiento de ciertas 
enfermedades. Se encuentran referencias del antiguo Egipto donde ya se usaban 
extractos de plantas que contenían agentes que sensibilizaban la piel con la luz 
del sol como tratamiento para la psoriasis y el vitíligo. Años más tarde se 
caracterizó a estas sustancias, los psoralenos o furocumarinas [32].  
 
ii. Estudios Fotodinámicos 
Los primeros en estudiar seriamente la TFD fueron, llevados a cabo por Oscar 
Raab en Munich. Raab [33], en 1900, demostró que el FS naranja de acridina 
aplicado en conjunto con la luz era capaz de producir daño celular sobre 
paramecios. Fue entonces el primero en documentar el proceso de fotooxidación 
biológica intuyendo el poder de un FS en presencia de luz y oxígeno. Por otra 
parte, en el Instituto Pasteur de Paris Ledoux-Lebards [34] demostraba también 



Introducción    

22 

 

que el oxígeno molecular era un componente necesario para hacer reaccionar a 
un FS.  
 
En éste ámbito, Von Tappeiner [35], en 1904, basándose en los experimentos de 
Raab fue el primero que introduce el término “reacción fotodinámica” en una de 
sus obras (Tappeiner & Jodlbauer 1904) iniciando así la ciencia "fotodinámica" 
con sus posteriores aplicaciones en medicina. La idea de Tappeiner era que el 
efecto estaba basado en la fluorescencia, en contraste con  Neisser y 
Halberstaedter [36] o Dreyer [37] que describieron paralelamente que el tipo de 
sensibilización que se producía para originar la reacción fotodinámica mediada 
por un FS dependía de la luz blanca. 
 
Los primeros estudios clínicos  en pacientes fueron realizados por el propio 
Tappeiner en colaboración con Jesionek en 1903 [37]. Realizaron pruebas de 
TFD sobre pacientes con cáncer de piel, lesiones sifilíticas y tuberculosas 
utilizando la eosina como FS. Este fue el primer paso hacia la terapia 
fotodinámica enfocada al tratamiento de diferentes enfermedades .  
 
iii. La Hp como primer FS aprobado 
En 1908, Hausuman [37], en Viena, ensayó los efectos la Hematoporfirina (Hp), la 
porfirina de la sangre, sobre paramecios, eritrocitos y ratones. En 1911 publicó 
que la Hp era inocua en la oscuridad, mientras que si se exponía a la luz del sol 
provocaba necrosis en la piel de los ratones. En 1912 Friedrich Meyer-Betz  [38] 
en Munich se inyectó a sí mismo una dosis de Hp, observando que se producía 
una ulceración en la zona de la aplicación, seguida de una reacción fototóxica al 
exponer la zona a la luz del sol. Finalmente en 1931 en Alemania se aprobó la Hp 
como fármaco bajo el nombre de “Photodyn” [37]. 
 
iv. La TFD en el cáncer y los pro-FS 
A partir de la década  los 30 la TFD desvía sus esfuerzos al tratamiento contra el 
cáncer debido a los estudios realizados antes de la segunda guerra mundial por 
Policard (1924) por una parte y por Auler y Banzer (1942) [37] por otra. En sendos 
experimentos fue encontrada fluorescencia roja en diferentes cánceres inyectados 
previamente con Hp; esto fue la constatación de que la Hp se concentra en los 
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tejidos cancerosos. Constatación que fue también corroborada tras la segunda 
guerra mundial, en 1948 por Figge et al. [39]. Este último punto abrió un nuevo 
camino hacia el diagnóstico de diversos cánceres. 

 
En 1955 fue desarrollado por Swartz et al. [40] un derivado de la Hp, la HpD, 
como una mezcla de 10 derivados de porfirinas (ésteres de dihematoporfirina) útil 
para la identificación y localización de carcinomas humanos que fue utilizado 
nueve años más tarde por Lipson et al. [41] en pacientes para la localización y 
detección de tumores. 

 
Entre 1978 y 1989, los estudios realizados por Dougherty et al. [42,43,44] con 
porfirinas sentaron las bases del primer FS que sería aprobado por la Food and 
Drug Administration (FDA, USA) en 1995 para el tratamiento del cáncer esofágico 
por medio de TFD, una versión purificada de la HpD porfirina llamada Photofrin® 

[37]. 
 

 
Figura 12: Historia cronológica de la Terapia fotodinámica hasta los años 90. Modificado de [37].!

 
En 1990 Kennedy et al. [45] reportaron el primer caso de TFD con un reactivo pro-
porfirínico, el Ácido "-aminolevulínico (ALA) utilizado como FS tópico. Este 
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reactivo no era el fotosensibilizante en sí, sino un pro-fármaco bio-precursor de 
las porfirinas naturales generadas en todos los tejidos. Por lo tanto, era capaz de 
seguir las reacciones de biosíntesis del verdadero FS, la protoporfirina IX, capaz 
de activarse con la luz roja y azul.  El ALA al 20 % fue aprobado por la FDA y 
comercializado bajo el nombre “Levulan®” en 1999 para las queratosis actínicas 
no hiperqueratósicas y para el tratamiento de las lesiones precancerígenas y 
cáncer cutáneo [46]. En el 2001, fue aprobado en Europa el empleo de la TFD 
con metil éster del ALA, metil aminolevulinato o aminolevulinato de metilo al 16 % 
( MAL; Metvix® 

de Galderma ) para el tratamiento de las queratosis actínicas y del 
carcinoma basocelular nodular y superficial. Posteriormente, fue aprobado su uso 
en la enfermedad de Bowen [57]. 

 

c. Componentes de la TFD 

 
i. El oxígeno molecular (O2) 
El oxígeno es un gas diatómico que es la base de la respiración celular en 
organismos aerobios. Sin embargo, a elevadas concentraciones resulta tóxico per 
se incluso para las especies capaces de tolerarlo [48]. 
 
La eficacia de la TFD mediante el uso de FSs localizados en las células diana  
está  directamente relacionada con la capacidad que tenga el FS de formar 
especies reactivas de oxígeno (EROs), donde se incluye entre ellas el oxígeno 
singlete (1O2). Este hecho dependerá de la bio-disponibilidad de oxígeno en el 
tejido a tratar. Es crucial entonces que el FS pueda encontrarse con el oxígeno 
para poder aplicar una TFD efectiva [49]. El hecho de que se haya demostrado 
que las células que sufren patrones de hipoxia, como las tumorales, presenten 
una alta resistencia a la TFD ha llevado a la conclusión de que el oxígeno es 
indispensable en este tipo de terapia [50]. Posteriormente se ha demostrado que 
el uso de cámaras hiperbáricas incrementa los efectos de la TFD en terapia 
antitumoral en modelos animales [51]. 
 
ii. Fuentes de luz en la TFD  
Tres son los tipos de fuentes de luz empleadas para realizar TFD: 
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Fuentes de luz “coherentes” o Láser 
Fuentes de luz monocromáticas y polarizadas en una sola dirección que poseen 
ciertas ventajas frente a las luces convencionales como su capacidad de producir 
luz de alta energía con un rango estrecho de longitud de onda. Esto permite una 
aplicación en zonas muy concretas y con un tiempo de aplicación mucho menor. 
Además pueden ser incorporados mucho más fácilmente a sondas [52]. 
 
Fuentes de luz “no-coherentes” 
Las que primero se emplearon en estudios clínicos. Dentro de ellas podemos 
encontrar:  
 

! Lámparas halógenas. Emiten un haz muy grande por lo que no pueden 
focalizarse en zonas pequeñas. En la actualidad son las que más se utilizan en 
dermatología [53, 54]. 
 
! Diodos “Light Emmiting Diode” (LED). Las lámparas LED son capaces de 
generar luces de alta energía de longitudes de onda deseadas con un ancho de 
banda suficientemente estrecho. Mediante su uso se tiene la posibilidad de 
diseñar formas y tamaños determinados, más pequeños y focalizables. El 
desarrollo de los LEDs de alta potencia puede ayudar a que se revelen como 
las más efectivas [55]. 
 
! Luz pulsada intensa (IPL): luces sin la capacidad de ser monocromáticas 
y unidireccionales como los Láseres pero que generan una fuente de luz 
policromática de alta intensidad, con un espectro de luz entre 515 nm y 1.200 
nm.  

 
A pesar de las ventajas que parece presentar la implantación de los láseres 
respecto a las luces no coherentes en cuanto a  su optimización en clínica, 
algunos estudios han demostrado que el hecho de reducir el tiempo de los 
tratamientos fotodinámicos utilizando una mayor densidad de energía lumínica, 
reduce la eficacia debido a una menor oxigenación del tejido. Así, si aplicamos 
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una fuente de luz con intensidad menor pero durante más tiempo,  damos más 
tiempo al tejido para oxigenarse, con lo que el daño oxidativo es mayor [56]. 
 

iii. El Fotosensibilizante FS 
Un FS es, normalmente una molécula que presenta homo o heterociclos que 
poseen aromaticidad  por la presencia de sistemas pi (#) en su estructura. 
Presentan hibridación sp2, lo que confiere al FS una estructura planar o cuasi-
planar. Los FSs son fluorocromos eficientes en interaccionar con los fotones de 
una radiación de longitud de onda determinada para formar un estado de 
excitación electrónica de alta energía denominado tripletes (3FS*) el cual es capaz 
de ceder energía para formas EROs. Este estado altamente energético está 
mediado por un intermedio de reacción denominado estado singlete (1FS*) [31]. 
La transferencia continuada de energía lumínica sobre un FS promueve su 
degradación hacia otros sustratos mediante un proceso denominado 
fotoblanqueamiento. Al mismo tiempo, puede ocurrir que las moléculas excitadas 
3FS* que no han encontrado substratos a los que transferir su energía regresen a 
su estado basal por emisión de fosforescencia, o que el estado 1FS * regrese al 
estado basal del FS por emisión de calor o fluorescencia [57, 58, 59].  
 

Transporte de un FS en sistemas biológicos 
Un FS puede penetrar en una célula, generalmente, por tres vías principales 
(Figura 13) [60]: 

 
! Difusión a través de membrana (simple o facilitada) si el FS tiene 

propiedades de base débil y propiedades lipofílicas; una vez dentro podría 
ser atrapado en ambientes ácidos como endosomas tardíos o lisosomas. 

 
! Endocitosis no específica o incluso por pinocitosis para FSs altamente 

hidrofílicos o anfifílicos (afinidad por los compuestos anfipáticos). La 
penetración más plausible sería por pinocitósis (FSs hidrofílicos) o por 
endocitosis adsorptiva (FSs anfifílicos). 

 
! Fagocitosis si el FS se encuentra formando homoagregados o agregados 

portadores de FS (como asociados a moléculas de colesterol de baja 
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densidad (LDL). El FS debería ser capaz, una vez ha penetrado, de 
liberarse de la asociación con la macromolécula o partícula y ser él mismo 
capaz de atravesar membranas celulares. 

 
 

 
Figura 13: Mecanismos de penetración de un FS en sistemas biológicos descritos como los más probables. 1. Difusión; 2. 
Fagocitósis; 3. Endocitosis / Pinocitósis. Modificado de [60]. 

 
Debido al corto radio de acción de las EROs y a su poca movilidad, la 
localización de un FS de forma  periférica en la  superficie celular o dentro de 
ella es crítica para la eficiencia del proceso de acción fotodinámica y su 
localización condicionará el tipo de muerte celular provocada [62, 63]. 
 
Localización del FS  
La distribución de un FS dentro de la célula depende de la ruta por la cual éste 
penetre y ésta, a su vez, depende también de sus características fisico-
químicas, tales como su ratio hidrofobia / lipofilia, su número de cargas y su 
signo, el número de anillos aromáticos, la presencia de estructuras 
tetrapirrólicas, su estado de agregación, etc. También puede darse la 
característica de que el FS se presente localizado en la superficie celular y que 
no necesite penetrar para provocar el efecto fototóxico [64]. 
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Degradación del FS o Fotoblanqueamiento  
Molecularmente, un FS no deja de ser un fluorocromo, y como se ha explicado 
anteriormente, sus electrones  más externos son capaces de interaccionar con 
los fotones de la luz. Sin embargo, la capacidad de transferir energía por parte 
de un FS tiene fecha de caducidad que viene dada por su fotoblanqueamiento . 
Este proceso está promovido por las EROs formadas y por la radiación 
incidente; ambos hechos provocan la descomposición total o parcial del FS, lo 
que genera su pérdida de actividad como catalizador de la luz [65]. El 
fotoblanqueamiento es un paso limitante en la reacción fotodinámica por lo que 
dependiendo del uso que se le dé al FS interesará un fotoblanqueamiento más 
lento o más rápido. En el caso de TFD, en este aspecto se necesita un 
equilibrio, ya que un fotoblanqueamiento muy rápido puede cursar con la no 
erradicación de las células diana, mientras que uno muy lento puede provocar 
reacciones de hipersensibilidad a la luz a largo plazo sobre células no diana. 
 
Existen dos tipos de fotoblanqueamiento definidos en compuestos con anillos 
tetrapirrólicos o derivados y ambos son irreversibles. Estos procesos conllevan 
un cambio químico en el fluorocromo [66]:  

 
! Fotomodificación 
 Proceso de autooxidación del FS por las propias EROs que forma. Produce 
una pérdida de absorbancia o fluorescencia a ciertas longitudes de onda 
pero no genera una inactivación total. La molécula permanece en un estado 
transitorio intermedio entre activada y desactivada. Éste hecho suele 
concurrir con la pérdida de orbítales sp2 o lo que es lo mismo, con la 
reducción de algunos de los dobles enlaces de la molécula. 
 
! Fotoblanqueamiento verdadero 
Degradación química más profunda que provocan una pérdida total de la  
capacidad de absorber luz. La molécula literalmente se descompone en 
subproductos con capacidad nula de actuar como FSs. En el caso de FSs 
policíclicos provoca la apertura parcial o total de la estructura generando 
cadenas largas no fotoactivas de heterociclos enlazados (pirroles en el caso 
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de porfirinas). El fotoblanqueamiento acaba por descomponer dichas 
cadenas. 

 
Hay FSs que son capaces de, primero sufrir el primero, por pérdida de alguna 
pequeña parte de la molécula, y después, sufrir el segundo, por disgregación 
en subproductos [66]. 
 
Requisitos del FS ideal en clínica 
En TFD, un FS ha de reunir unas características básicas que lo hagan óptimo 
para el tratamiento fotodinámico. Evidentemente, el tipo de tratamiento 
condiciona las propiedades que se buscan en un FS. No obstante, existen unas 
características genéricas bien definidas para que un FS sea idóneo para su uso 
clínico y son las siguientes [67, 68]: 

 
! Ser altamente selectivo para las células diana (microbianas o cancerosas). 
! Baja toxicidad en oscuridad a dosis terapéuticas. 
! No generar subproductos tóxicos para el paciente (productos del 

fotoblanqueamiento inocuos). 
! Distribuirse de manera homogénea en las células diana.  
! Presentar alta lipofilia para difundir y penetrar a través de las membranas 

biológicas (en caso negativo, precisar de un vehículo adecuado para llegar 
a las células diana). 

! Requerir una baja dosis lumínica para su activación, lo que disminuye el 
tiempo de iluminación. Como caso óptimo, que fuera capaz de activarse y 
ser efectivo solo con luz solar.  

! Presentar un alto rendimiento fotodinámico in vivo (alta producción de 
especies EROs).  

! Presentar una rápida acumulación en las células diana a la vez que un 
rápido aclaramiento del mismo (rápida localización en el tejido diana y 
rápida eliminación del organismo).  

! Picos de absorción entre el rojo y el infrarrojo cercano (dependiente de la 
profundidad de la lesión a tratar). 

! Fácil obtención o síntesis. 
! Fácil administración. 
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! Composición homogénea. 
 

Clasificación de fotosensibilizantes  
A pesar de existir FSs más diferenciables como los fullerénicos o los pro-FSs, 
la mayoría de los FSs actuales pueden clasificarse atendiendo a su estructura 
química y pueden englobarse en dos grupos principales: los compuestos 
Triciclicos de estructura A-B-C y los Policíclicos. 

 
-Compuestos Triciclicos de estructura A-B-C.  
 

! Fluoresceínas: A:Benceno-B:Pirilo-C:Benceno. 
Este tipo de compuestos han sido ampliamente estudiados, particularmente por 
su producción de 1O2. Poseen un pico de absorción máxima en la zona entre 
los 400 y los 600 nm en disoluciones acuosas (fluoresceína isotiocianato 
(FITC): Máx  $abs: 495 nm;  $em: 519 nm) [69]. Los halógeno-sustituidos son los 
FSs más importantes debido a que al aumentar la masa del FS por 
halogenaciones sucesivas también aumenta el cruzamiento intersistema (KISC) 
en su activación fotodinámica; esto incrementa la capacidad del FS de alcanzar 
el estado triplete y, por tanto, de formar 1O2. Los FSs halogenados de ésta 
familia son: Eosina (tetrabromofluoresceína), Eritrosina (tetrayodofluoresceína) 
y Rosa de Bengala (tetraclorotetraiodofluoresceína) (Figura 14). Este último, se 
destaca en estudios de terapia antifúngica in vitro [70]. Comparten similar 
estructura los FSs de la familia de las Rodaminas, moléculas de naturaleza 
generalmente catiónica y con mayor solubilidad en agua. Sus picos de 
absorción máxima se encuentran en la zona de 500 a 600 nm dependiendo del 
medio de disolución (Rodamina: Máx  $abs: 540 nm;  $em: 570 nm). Sin 
embargo, estas moléculas poseen una casi nula capacidad de formación de 
1O2. Moléculas poli halogenadas derivadas de las Rodaminas aumentan su 
capacidad de cruzamiento intersistema (como en el caso anterior), pero 
también van disminuyendo paulatinamente su solubilidad en agua [71].  
 

! Acridinas: A:Benceno-B:Piridina-C:Benceno. 
Colorantes triciclos relacionados con los antracenos. Poseen un anillo de 
piridina flanqueado por dos bencenos. El naranja de acridina (NA) es el padre 
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de esta familia (Figura 14), y fue el primer FS tricíclico empleado en 
quimioterapia moderna. Los picos de absorción máxima de las acridinas se 
encuentran en torno a 500 nm ($abs: 460, 502 nm;  $em: 526, 650 nm). El NA ha 
demostrado la producción de 1O2 (vía II) como mecanismo mayoritario de 
muerte celular por mecanismo fotodinámico en un estudio sobre células 
tumorales [72].  

 
! (Antra)Quinonas: A: Benceno-B:Bencenona-C:Benceno. 

Las antraquinonas son estructuras tribencénicas (antraceno) con grupos 
funcionales cetónicos como sustituyentes principales en la estructura tricíclica 
(Figura 14). El espectro de absorción de las quinonas sustituidas posee una 
banda de absorción débil pero generalmente muy ancha en la zona de los 350-
500 nm que depende del disolvente en el que se encuentre [73]. Sus 
propiedades fotobiológicas dependen de la presencia de sustituyentes amino y 
grupos hidroxi (alcohol) [74].  

 
! Fenotiazinas: A:Benceno-B:Tiazina-C:Benceno. 

Poseen una estructura básica consistente en dos bencenos rodeando a un 
heterociclo de tiazina. El pico de absorción máxima clásico se encuentra entre 
los 600 y 700 nm en disoluciones acuosas. El azul de metileno es el padre de 
esta familia [75] (Figura 14). Las fenotiazinas son unos de los FSs más 
ampliamente empleados en fotoinactivación antimicrobiana [74]. 
 

! Furocumarinas o Furanocumarinas: A:Oxazol-B:Benceno-C:Pirilo / 
Pirilona. 

Debido a su presencia en la naturaleza fueron los primeros FSs empleados ya 
en la antiguedad. Los picos de absorción máxima de las cumarinas rondan los 
300-350 nm y los de emisión se sitúan en torno a 400-450 nm [76]. Las 
cumarinas pueden presentarse en plantas, principalmente en: lima, limón, 
naranja, apio, perejil, eneldo, zanahoria e higo. Su estructura, a  diferencia de 
los colorantes tricíclicos, consiste en tres anillos heterocíclicos donde es 
obligatoria la presencia de un anillo furánico (pentágono aromático con 4 
átomos de carbono y uno de oxígeno). Grupo destacado es el de los  
psolarenos y sus derivados [77] (Figura 14).  
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! Flavinas: A:Benceno-B:Pirazina-C:Pirimidina. 

Derivados de la vitamina B2 (Riboflavina, RF) (Figura 14), son las estructuras 
tricíclicas con mayor número de nitrógenos en sus anillos. Se demuestra su 
producción de EROs por la vías fotodinámicas I y II [78]. La RF posee dos 
picos de absorción en torno a 300 y 500 nm en etanol aunque, dependiendo de 
la flavina y de su estado (oxidado o reducido), condicionado por el pH y por el 
disolvente, existen desplazamientos bato o hipsocrómicos. Posee su pico de 
emisión máxima de fluorescencia en torno a 450 nm [79]. Debido a que sus 
picos de absorción máxima se localizan en la zona del UV se han probado 
eficaces en la inactivación in vitro de diversos microorganismos mediante el 
uso de luz UV como aislados de Acanthamoeba [80] SARM o Pseudomonas 
aeruginosa [81].  
 

 
Figura 14: FSs tricíclicos destacados 

 
-Compuestos con estructuras policíclicas 
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Los FSs policíclicos poseen generalmente estructuras repetidas de homo o 
heterociclos unidos entre sí de forma directa o indirecta. En algunos casos el 
FS puede ser resultado de la condensación de dos moléculas iguales entre sí 
de alguna de las estructuras tricíclicas antes citadas para formar el policiclo. 
Pueden ser naturales o de síntesis artificial y pueden clasificarse atendiendo a 
su estructura central básica.  

 
Naturales 

 
! Porfirinas, derivados y precursores 

Consisten en una estructura central con cuatro anillos de pirrol, que suele ir 
acompañada de un elemento, generalmente metálico, formando complejo con 
sus átomos de nitrógeno centrales (Figua 15). El espectro de absorción de los 
tetrapirroles poseen bandas características; una posee su máximo de 
absorción en la zona entre 300 y 400 nm  y se denomina “banda Soret”. Es la 
banda con mayor intensidad. Un grupo de bandas de menor intensidad en la 
zona del visible entre 500 y 700 nm se las denomina “bandas Q” [82]. Es 
debido a la capacidad de penetración mayor en los tejidos de las longitudes de 
onda donde se localizan las bandas Q con respecto a la banda Soret lo que ha 
despertado más el interés de esta zona del espectro de los tetrapirroles.  La 
hematoporfirina (Hp), un ejemplo de ésta familia, se encuentra en forma 
reducida en los eritrocitos como Protoporfirina IX (PpIX) y se acompleja con el 
hierro para formar el grupo hemo, grupo prostético de la hemoglobina [83]. La 
PpIX se emplea como FS en terapia antitumoral fundamentalmente mediante el 
suministro de sus precursores para estimular su producción endógena (MAL 
(Metvix!) y 5-ALA (Levulan!) (Figura 15)). 

 
! Clorofilas y derivados 

Moléculas distinguibles de las porfirinas clásicas por la pérdida de dobles 
enlaces en su estructura lo que hace también perder parte de su aromaticidad 
por la pérdida de electrones # resonantes. Cuando se pierde una sola 
instaruración con respecto a la porfirina, aparece una estructura denominada 
clorina, la cual posee dos electrones pi menos que la porfirina. Si la estructura 
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porfirínica básica aparece con cuatro electrones pi menos (pérdida de dos 
insaturaciones) las estructuras se denominan bacterioclorinas e 
isobacterioclorinas. Las clorofilas clásicas son clorinas en su estructura básica 
que se caracterizan por poseer una cadena de ácido graso propanóico o 
propenoico que, a menudo aparece esterificada con un alqueno de una sola 
instauración y 16 carbonos, la cadena de fitol. Las clorofilas se caracterizan por 
encontrarse acomplejadas por un átomo de magnesio (Mg2+) [84, 85]. 
 
Las clorinas, bacterioclorinas e isobacterioclorinas son un grupo heterogéneo 
de tetraciclos que pueden derivar, bien de la clorofíla, bien de las porfirinas 
(Figura 15). Presentan gran absorción de la luz visible  (640-700 nm). Son más 
efectivas que los HpD tanto in vivo como in vitro por poseer una eficiente 
producción de 1O2 debido a la intensidad que presenta su pico de absorción, 
alrededor de diez veces mayor que el de las porfirinas clásicas y derivadas de 
la Hp [86].  
 
En el apartado de las clorinas, destacan la meta(Tetra)hidrofenilclorina (m-
THPC o FOSCAN!) y sus derivados como unos de los FSs más activos debido 
a las poca cantidad de luz y de concentración de FS necesarios (Figura 15). Su 
único inconveniente es que son insolubles en agua y con ello necesitan una 
formulación especial para su correcta vehiculización [87]. FOSCAN! ha sido 
aprobado en la Unión Europea para el tratamiento paliativo de canceres 
escamosos avanzados de cabeza y cuello [88]. Asimismo, es utilizado para el 
tratamiento del cáncer de páncreas avanzado [89]. 
  

Sintéticas 
 

! Porficenos (porfirinoides) 
Isómeros estructurales de las porfirinas (Figura 15), los porficenos poseen 
deliberadamente un espectro de absorción similar a ellas y cuyas bandas Q se 
localizan entre los 550 y los 650 nm (para el porficeno CPO). Se han estudiado 
las propiedades fotofísicas de estas moléculas [90] y se ha demostrado el 
efecto fotodinámico de los porficenos en tumores inducidos en ratones 
constatando que se producía una necrosis del tejido tumoral [91]. Los estudios 
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de Kessel et al. [92] sobre los porficenos en TFD demostraron su eficacia 
fotodinámica y su capacidad de provocar apoptosis en células de leucemia. 
Demuestran que los porficenos se localizan en las mitocondrias y promueven 
pérdida de potencial mitocondrial y la liberación del citocromo c al citoplasma, 
hechos de suficiente importancia como para provocar muerte celular 
apoptótica. También demostraron que los porficenos pueden localizarse en el 
RE favoreciendo la muerte celular por apoptosis y autofagia [93].  
 

! Ftalocianinas (PCs)  
Tetrapirroles que, si se encuentran acomplejados con metales diamagnéticos 
como el aluminio o el zinc (Figura 15), posen alta eficiencia en transformarse 
en sus estados triplete y  alta producción de 1O2. Presentan un pico máximo de 
absorción a 650-700 nm, permitiendo una penetración más profunda que las 
porfirinas clásicas. Poseen una tasa de aclaramiento muy rápida, resultando en 
mínima fotosensibilidad cutánea [94]. Las PCs son completamente inocuas en 
ausencia de luz. Se han utilizado en TFD antitumoral demostrando una alta 
localización en el tejido canceroso después de 1 a 3 horas tras su 
administración por vía intravenosa.  
Los conjugados de este FS con cinc han sido patentados en TFD en el 
tratamiento y fotodiagnosis contra enfermedades de origen infeccioso [95]. 
Asimismo, las PCs con cinc fluorosustituidas han sido patentadas para su uso  
fotodinámico en la inactivación de virus en la sangre y en cáncer [96]. 
 

! (Metalo) Purpurinas  
Clorinas modificadas, generalmente partiendo de productos de la degradación 
de clorofilas [97] con fuerte absorción en el rojo (630-715 nm). Poseen pobre 
solubilidad en agua por lo que han de ser formuladas correctamente.  Se 
encuentran acomplejadas con un metal, y solo las que se encuentran 
asociadas al Sn2+ o al Zn2+  poseen eficacia fotodinámica [98] (Figura 15). Con 
un núcleo de Sn2+  en el complejo, la Purlytin SnET2 es la más representativa. 
Éste FS se encuentra en estudios clínicos de fase II / III en varios tipos de 
canceres como el de mama mostrando resultados satisfactorios [99]. También 
se encuentra en estudios clínicos en fase II para el tratamiento del Sarcoma de 
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Kaposi relacionado con el SIDA [100], para la degeneración macular asociada 
a la edad (ADE) [101].  
 

! Texafirinas (TP) 
Porfirinas patentadas acomplejadas con lantánidos. Son solubles en agua y se 
activan con luz roja de alta penetración. Son selectivas para los tumores pero 
poseen una tasa de aclaramiento muy rápida [102, 103]. TPs como la 
Motexafina con gadolinio ha demostrado localizarse en células tumorales [104]. 
La TP con mayor capacidad de actuar como FS es la que se encuentra 
acomplejada con Lutecio (Lu-Tex, Antrin, Lutrin, Optrin). Este FS absorbe a 732 
nm [105]. Los tratamientos con Lutrin en cáncer de mama han mostrados 
prometedores resultados [106]. 
 

 
 

Figura 15: FSs policíclicos y precursores destacados. 
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d. Fundamentos de la reacción fotodinámica. 
 
La  reacción fotodinámica que tiene lugar durante la TFD implica el uso de un FS 

capaz de activarse químicamente con la radiación recogida en una zona concreta 
del espectro de la luz [59]. 

 
i. Fundamento fotofísico y fotoquímico 
Fotofísicamente, los FSs, que generalmente suelen ser inocuos en oscuridad, 
presentan un aumento en su reactividad molecular en combinación con ciertas 
radiaciones, las cuales suelen ser también inofensivas per se porque se 
encuentran en el espectro visible de la luz.  Así pues, los FSs (1FS: FS en estado 
basal) modifican su estructura electrónica con una radiación de longitud de onda 
acertada, alcanzando el estado transitorio singlete 1FS*. Este hecho sucede 
debido a la interacción de los electrones más externos del FS con fotones de la 
radiación [59, 108, 109]. 
 
Fotoquímicamente, el efecto resultante de esta interacción es la elevación de sus 
electrones externos a orbitales de mayor energía. En el estado 1FS* transitorio los 
espines de los electrones del orbital de mayor energía se encuentran 
emparejados lo que confiere al FS una reactividad aparente baja. Sin embargo, 
este estado transitorio, mediante diversos mecanismos (que dependerán del FS), 
entre los que se encuentran los entrecruzamientos intersistemas (KISC), puede 
generar una inversión rápida en el espin de uno de esos electrones lo que genera 
una cierta proporción de moléculas de FS en estado triplete excitado 3FS* con los 
espines desemparejados lo que hace que sea mucho más reactivo que el estado 
1FS* [31, 109]. El 1FS* es capaz de volver a su estado basal 1FS por emisión de 
fluorescencia y/o calor. El 3FS* es capaz también de regresar al estado 1FS por 
emisión de fosforescencia (Figura 16) [109].  
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Figura 16 : Representación en diagrama modificado de Jablonski de las diferentes fases que sufre un FS al ser excitado por 
la luz y su forma de transferencia de energía con el oxígeno molecular. [110]  

 
La energía lumínica es capaz de transformarse entonces en energía química y la 
reactividad del FS hace que éste sea capaz de ceder su exceso de energía al 
oxígeno molecular de forma directa o indirectamente mediante otros sustratos 
biológicos. Esto provoca diferentes reacciones, mayoritariamente de reducción-
oxidación o redox, formando las EROs [110]. 
 
ii. Fundamento bioquímico 
La consecuencia de esta serie de reacciones en un sistema biológico que 
culminan con la formación de EROs provocan un daño a sustratos biológicos 
diversos. En sistemas celulares, la capacidad de un FS de producir especies 
reactivas dañinas está condicionada a la capacidad que éste tenga de formar 
mayor o menos número de moléculas de FS en estado triplete 3FS* [31]. 
 
Las EROs formadas por la excitación de un FS son capaces de llegar a destruir 
una célula o tejido [107] a diferentes niveles mediante apoptosis [111-113], 
necrosis o una combinación de ellas [114,115]. También se ha demostrado que 
las EROs provocadas por algunos FSs pueden generar muerte celular mediada 
por autofagia [116, 117]. 
 
iii. Vias de generación de EROs 
Existen dos vías principales por las que un 3FS* puede formar EROs. Se 
denominan reacciones de tipo I y  de tipo II (Figura 17).  
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! Via I 
El 3FS* reacciona con diversos sustratos biológicos orgánicos para formar un 
FS-radical, el cual produce, por auto-oxidación en combinación con el O2, anión 
superóxido (O2

-.). Este radical libre puede dismutar o reducir un electrón para 
formar peróxido de hidrógeno (H2O2), el cual, a su vez, puede experimentar la 
reducción de un electrón generando radical hidroxilo (OH-.). Estos radicales 
tienen un radio de acción muy limitado espacialmente por lo que su acción se 
ve limitada al espacio celular concreto donde se forman [118].  
 
! Via II 
Implica una reacción directa entre el 3FS* y el oxígeno molecular, generando un 
radical de corta duración (<40 nanosegundos en sistemas biológicos), de muy 
corto radio de acción (<20nm; debido a ello su efecto se encuentra limitado al 
lugar donde se forme) [119] pero de un alto poder oxidante llamado oxígeno 
singlete (1O2) (Figura 17), el cual es capaz de dañar directamente al material 
biológico [107]. Debido a que el 1O2 no es un radical, es capaz de reaccionar 
con moléculas biológicas a través de mecanismos diferentes a los que los 
hacen las EROs de la vía I, como la reacción con dobles enlaces o sobre 
puentes disulfuro [120, 121]. Es por ello por lo que en sistemas biológicos el 
1O2 rápidamente reacciona provocando peroxidación de membranas celulares 
destruyendo lípidos insaturados y colesterol. También es capaz de producir 
“cross linking” de proteínas de membrana afectando a algunos aminoácidos, 
sobre todo al triptófano, la histidina y la metionina. Estos efectos provocan una 
bajadas del potencial de membranas celulares, incluyendo las de las organelas, 
así como una inactivación de proteínas de transporte, iniciando una destrucción 
celular inminente [122].  
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Figura 17: Representación esquemática de la excitación del FS: el estado basal 1FS se excita con una luz de longitud de onda 
adecuada y se convierte en el estado singlete 1FS* activado. Debido a una reorganización de sus electrones (cruzamiento 
intersistema KISC) 1FS* forma el estado triplete 3FS*, el cual promueve la excitación del oxígeno molecular (3O2) por dos vías 
para formar las EROs: Via I: la reacción, propiciada por la intermediación de sustratos biológicos, promueve la formación de 
anión superóxido (O2

-), que por medio de la SOD forma peróxido de hidrógeno (H2O2) que se descompone a radical hidroxilo 
(OH.-) por acción de la CAT. Vía II el 3O2 reacciona sin intermediarios con el 3FS* para formar el radical oxígeno singlete (1O2). 
Modificado de [31]. 

 
iv. Importancia de las EROs en la reacción fotodinámica y su efecto en 
biosistemas 
La formación de EROs es habitual en sistemas biológicos como consecuencia del 
envejecimiento de las células derivado de diferentes procesos. Para proteger los 
efectos de las EROs existen diferentes proteínas de “amortiguación” que se 
activan al formarse dichos reactivos oxigenados. Las EROs formadas durante el 
proceso de fotooxidación en la TFD sobrepasan el efecto protector de estos 
sistemas de choque y se presentan insuficientes a la hora de proteger a la célula. 
Un ejemplo de esto la sobreexpresión que sufre la enzima que neutraliza al anión 
O2

-., la superóxido dismutasa (SOD) durante la reacción fotodinámica en células 
tumorales [123].  
 
De los estudios realizados hasta la fecha se deduce que, para que se provoque el 
daño fotodinámico, culminado en una muerte del tejido o célula diana, ambos 
tipos de reacciones (vía I y II) son necesarias. [125, 124].  
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En la FIA se acepta que, en presencia de oxígeno, la especie reactiva EROs más 
importante es el 1O2 [126], aunque también se conoce que la formación de EROs 
por vía I por parte de algunos FSs es crucial para la oxidación de biomoléculas 
esenciales en el sistema biológico [127]. 
 
Los estudios realizados con diferentes fotosensibilizantes porfirínicos demuestran 
que la formación de EROs provocados en los procesos fotodinámicos no provoca 
daños nucleares significativos en sistemas celulares eucarióticos superiores. Esto 
es debido a que las EROs generadas son de vida media muy corta y con un radio 
de acción muy pequeño (<0,01µm), lo que hace que su potencial mutagénico o 
genotóxico sobre una célula eucariota media, que mide entre 10 y 30 µm, sea 
muy bajo [128]. 
 
v. Muerte celular provocada por las EROs / Dianas celulares 
Existen 3 vías principales por las que la reacción fotodinámica induce muerte 
celular: necrosis, apoptosis y autofagia; la vía que seguirá una célula dependerá 
principalmente de cuales sean las dianas celulares de las EROs / FS y del tipo de 
célula. Éste apartado se encuentra influenciado por la complejidad celular. [129-
131]. 
 
La muerte celular puede definirse como una pérdida irreversible de la integridad 
de la membrana plasmática [132]. La desorganización celular provocada por el 
efecto fototóxico comienza en la zona donde se generan las EROs y continúa por 
diferentes mecanismos hasta provocar el efecto global. La localización interna del 
FS influye, entonces, directamente, en el tipo de muerte celular que se genere.  
 
En células eucariotas (se descarta a las bacterias) se ha demostrado la existencia 
de una multiplicidad generalizada en las dianas celulares; esto se extiende al caso 
de hongos; por lo tanto, se reduce el riesgo de que seleccionen fotomutantes 
resistentes lo que genera una ausencia de efectos mutagénicos en la TFD 
antifúngica [133]. A pesar de no estar demostrada la generación de cepas 
resistentes a la TFD, existen algunas levaduras, incluyendo especies de Candida 
que son capaces de usar mecanismos para reducir la penetración de FSs o para 
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inducir la síntesis de bombas para expulsarlos. Asimismo, existe la posibilidad de 
que induzcan enzimas de inhibición de especies EROs (catalasa, súper óxido 
dismutasa, etc.) [134, 135]. 
 

! Apoptosis  
La apoptosis se distingue por cambios característicos en la morfología celular 
como condensación de la cromatina (pyknosis) o fragmentación (karyorrhexis), 
por modificaciones menores en organelas celulares que provocan la formación 
de cuerpos apoptóticos. Todo esto se acompaña de la pérdida de la integridad 
de la membrana plasmática. Su activación puede iniciarse bien por señales 
externas, o ruta externa o por señales iniciadas en la mitocondria (ruta 
mitocondrial) [132, 136]. Es fundamental apuntar que para explicar los 
diferentes mecanismos relativos a la biología molecular y celular, así como los 
procesos bioquímicos aquí descritos, han sido utilizadas referencias de TFD en 
cáncer debido a que su descripción en microorganismos es relativamente 
pobre. 
 
La primera evidencia de que la TFD  in vitro provocaba apoptosis fue reportada 
en 1991 por el grupo de Oleinick [137] en experimentos sobre células de 
linfoma de ratón. Los estudios de Kessel et al. [138] concretaron como diana de 
la TFD a la proteína antiapoptótica Bcl-2 con un derivado de porfirina (una 
ftalocianina) como FS. La asociación con Bcl-2 fue también demostrada con 
otros FSs derivados de porfirinas como SnET2 (purpurina), el porficeno CPO 
(isómeros estructurales de las porfirinas), y la clorina m-THPC (derivados de la 
clorofila) Se demostró que, por encima de 15 ºC, el Bcl-2 dañado libera a la 
proteína Bax, la cual, por ruta apoptótica interna, viajaría a la membrana 
mitocondrial y se asocia a la proteína Bad formando los poros de salida del 
citocromo c al citosol / citoplasma (cascada apoptótica mitocondrial) [139]. 
 
La característica especial que posee la apoptosis mediada por TFD es que por 
regla general, el tiempo requerido por un grupo de células para volverse 
apoptóticas de forma natural o en respuesta a agentes externos es, en ningún 
caso, menor de un día. Sin embargo, con la TFD se observa DNA fragmentado 
a los 30 minutos de comenzar con la iluminación [107]. Esto atribuye otro valor 
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añadido a la TFD debido a la importancia que tiene la celeridad en un 
tratamiento antitumoral o antibacteriano convencionales. 
 
La apoptosis mediada por receptores mortales ha sido estudiada en TFD 
antitumoral en especial con el FS utilizado en esta investigación, la hipericina.  
Este apartado será expuesto en el punto en el que se habla de éste FS. 
 
! Necrosis 
La necrosis se suele definir como la muerte celular que no posee signos 
identificativos ni de apoptosis ni de autofagia. Sin embargo, y a pesar de no 
resultar una definición suficientemente refinada, la necrosis consiste en 
rupturas de la membrana plasmática y una dilatación de organelas 
subcelulares, principalmente de la mitocondria [132, 136]. 
 
Los FS localizados en la membrana plasmática (MP) o en otras organelas no 
mitocondriales son más susceptibles a provocar muerte por necrosis. Y 
conectando con esto, si las propiedades fisicoquímicas propician una 
localización del FS en la MP, el daño celular comenzará, evidentemente con 
ella. En éste sentido, se ha demostrado que los FSs mono-catiónicos son más 
susceptibles a localizarse en la MP, provocando necrosis y posterior inhibición 
de la apoptosis debido su capacidad de destruir la MP, penetrar en el citosol e 
inhibir la acción de las caspasas 3 y 9, enzimas fundamentales en el proceso 
apoptótico [140]. 
 
Asimismo, los FSs que tienden a formar agregados, suelen ser incorporados a 
la célula por pinocitósis / endocitosis por lo que hay más probabilidad de que se 
encuentren en lisosomas o endosomas y que por medio de la luz el FS rompa 
su membrana y libere enzimas tóxicas y su ambiente ácido hacia el citoplasma 
concluyendo en una degradación de proteínas y citoesqueleto que daría paso a 
una necrosis generalizada, hecho que sucede con algunos FSs di-catiónicos 
[107]. Este efecto podría, no obstante, revertirse y provocar la formación de 
autofagosomas para evitar la contaminación del citoplasma con los enzimas 
lisosomales. La formación de autofagosomas cursa con autofagia. 
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! Autofagia 
La autofagia se caracteriza por una acumulación masiva de vacuolas 
autofágicas de doble membrana en el interior del citoplasma. Este tipo de 
muerte provee señales que indican la fagocitación de este tipo de células por 
los fagocitos del sistema inmune [141, 142]. 
 
Se ha de pensar que en el daño fotodinámico que provoca la TFD no hay una 
programación específica para cada FS; es decir, que un mismo FS es capaz de 
provocar procesos pro-apoptóticos y pro-necróticos y al final acaba por 
decantarse por uno u otro. El hecho de que en algún punto la necrosis y la 
apoptosis parezcan contrarrestar sus efectos como ya hemos visto en el 
apartado de necrosis se resuelve introduciendo el tercer mecanismo de muerte 
celular, la autofagia. Pese a que inicialmente la autofagia se describió como un 
mecanismo de respuesta de supervivencia celular frente a la privación de 
nutrientes, se demuestra que posee otras funciones relacionadas con el 
proceso de muerte-supervivencia [143]. Este mecanismo ha sido propuesto 
como un mecanismo adicional a la apoptosis cuando ésta es inhibida. Es más, 
ha sido descrito un equilibrio entre apoptosis y autofagia [93].  
 
Kessel et al. [142] demostraron en 2006, sobre células resistentes a la 
apoptosis la presencia de muerte celular por autofagia utilizando FSs 
localizados en el retículo endoplásmico (RE). Más tarde, en 2007, el mismo 
autor, hizo uso de un porficeno localizable en el RE y una clorina, localizable en 
las mitocondrias. Demostró que los procesos autofágicos protegían a líneas 
celulares de leucemia de sufrir muerte celular si las dosis de luz eran bajas; sin 
embargo, a dosis altas de luz demostraron que la autofagia se alía con la 
apoptosis para potenciar el efecto fotodinámico [93]. Así pues, se ha 
demostrado que, son, principalmente los FSs acumulados mayoritariamente en 
organelas celulares los que pueden provocar muerte por autofagia, proceso 
que concurre a la par que la apoptosis (en el caso de que la organela dañada 
fueran los lisosomas, el proceso producido se describen una serie de pasos en 
los que supuestamente, se formaría el autofagosoma; este proceso se 
encuentra descrito en el mecanismo de autofagia del FS Hipericina) [117]. 
Tanta consonancia no es casual pues se demuestra en varios estudios que la 
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proteína antiapoptótica Bcl-2 es un inhibidor de los procesos autofágicos, y al 
resultar dañado en el proceso de fotooxidación desciende su acción inhibitoria 
sobre el proceso [144, 145]. 
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Fotoinactivación antimicrobiana (FIA) y terapia 
fotodinámica antimicrobiana (TFA) 
 

a. Introducción 
 
Pese a que ya en los años 70 ya se realizaban estudios de FIA de bacterias [147], 

la implantación de una idea fija de aplicabilidad de esta técnica a la clínica 
hospitalaria comenzaría a extenderse como una concepto factible a principios de los 
años 90. Experimentos como los de Nitzan et al. [146] redescubrieron la capacidad 
biocida de las porfirinas frente a bacterias grampositivos y gramnegativos. En estos 
estudios posteriores se observó que la susceptibilidad de microorganismos frente a 
la TFA era dependiente de la estructura de la membrana externa de la célula diana. 
Aunque el hecho de que una célula posea mayor permeabilidad no significa 
necesariamente que posean mayor sensibilidad a la TFA [148, 149].  

 
A diferencia de la TFD  contra el cáncer, donde el FS normalmente se suministra al 
torrente sanguíneo y éste se acumula en el tumor, en la TFA se emplean métodos 
de aplicación como la inyección intersticial, el spray aerosol, la instilación (aplicación 
por goteo) o, como más destacada, la aplicación tópica mediante pomadas [149]. 
Debido a este tipo de aplicaciones, el FS es altamente selectivo en infecciones 
localizadas. Además, se puede lograr una mayor selectividad debido a la 
conjugación del FS con anticuerpos específicos [150], con péptidos policatiónicos 
[151], o empleando bacteriófagos [152].  

 
Son muchos los FSs que han demostrado ser eficaces in vitro e in vivo en modelos 
animales para el tratamiento de distintos agentes infecciosos [149, 153,154]. Sin 
embargo, muy pocos han sido  probados en humanos y la variabilidad de ensayos 
clínicos en esta materia es muy reducida. En la actualidad, el campo en el que más 
se está utilizando la TFA es en la odontología, pues ya existen dispositivos que 
utilizan compuestos derivados de las fenotiazinas como el azul de metileno o el azul 
de toluidina O como FSs para desinfecciones dentarias (Periowave%, FotoSan%) 
[155].También son relevantes los estudios clínicos de TFA con ALA o con MAL 
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contra onicomicosis provocadas por especies de dermatofitos [156,157] o no 
dermatofitos [158] y contra infecciones bacterianas como el acne vulgaris [159]. 

 

b. Aplicaciones actuales de la FIA / TFA 
 
La posibilidad que nos brinda la TFA para destruir células diana está aplicada a la 

lucha antimicrobiana en diferentes aspectos donde se distinguen los no clínicos y los 
clínicos; dentro de los primeros se destacan la desinfección de aguas o de material 
biológico, aunque también es importante la creación de materiales biocidas.  

 
i. Aplicaciones no clínicas (FIA)  
 

! Desinfección y saneamiento de aguas 
La potabilización de aguas fecales resulta un recurso potencialmente importante 
para el ahorro de agua. Asimismo, nuevas técnicas de tratamiento de aguas 
provenientes de fuentes naturales alternativas a las actuales, representan un 
campo interesante de actuación. Las limitaciones de las técnicas actuales 
propician el desarrollo de las técnicas fotodinámicas en este campo [160]. FSs 
capaces de generar especies oxidantes con excelentes rendimientos cuánticos 
han sido probados en la FIA antimicrobiana [161]. Algunas porfirinas como la (4-
N-metil-piridil)porfirina también representan una clase de fotosensibilizadores 
potencialmente útiles en este campo, demostrando más eficacia que el azul de 
metileno y rosa bengala, tanto a altas como a bajas concentraciones sobre aguas 
fecales en la eliminación de bacterias coliformes [162]. 
 
Todos estos hallazgos hacen presagiar un gran futuro a la fotoinactivación de 
patógenos de las aguas, ayudando activamente a la prevención de enfermedades 
epidémicas que son causantes de tantas enfermedades en el tercer mundo 
debido a su alta versatilidad y su bajo coste. 
 

! Desinfección de material biológico (sangre) 
La transfusión de sangre o de sus componentes como plasma o trombocitos 
resulta, hoy en día, un complemento indispensable para la medicina. Sin 
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embargo, la aparición de algunos patógenos en la sangre puede dar lugar a la 
transferencia de enfermedades indeseables. Por ejemplo, una de las causas de la 
pandemia que es el HIV fueron las transfusiones de sangre contaminada a 
personas hemofílicas. Es por ello por lo que se haya establecido un riguroso 
control de búsqueda de patógenos a la hora de realizar donaciones de sangre 
[163]. En este campo, se encuentra bien establecida en Europa desde hace mas 
de 9 años la desinfección con fotoinactivación con el Methylene blue (MB), un FS 
tricíclico [164]. En células anucleadas, como bacterias, el FS se centra en atacar 
al material genético. Además, al encontramos en un fluido donde hay posibles 
células contaminantes las cuales poseen material genético, este tipo de 
tratamiento no discrimina entre hongos, virus o bacterias y es capaz de erradicar 
a todos y además es capaz de preservar, bajo determinadas condiciones, la 
integridad de las células sanguíneas [163].  
 

! Desinfección de superficies y de material quirúrgico 
Desde hace 20 años se está pensando en la creación de materiales bactericidas 
activados por la luz [165]. Un ejemplo claro es la creación de superficies con 
propiedades germicidas, basadas en nylon con protoporfirina IX y su derivado con 
Zinc como FSs [166]. En el ámbito oftalmológico se han diseñado lentes 
intraoculares con derivados porfirínicos activados con la luz del día que 
mantendrían en asepsia la zona [167]. Mediante métodos similares, muy 
interesante resulta la creación de “coberturas fotosensibilizantes” para sondas 
endoscópicas, catéteres y otros accesorios de un solo uso utilizados directamente 
sobre pacientes que evitarían numerosas infecciones hospitalarias demasiado 
extendidas como es el caso del Staphylococcus aureus resistente a la meticilina 
(SARM) o infecciones candidiásicas recurrentes que pueden comprometer la vida 
de pacientes con inmunosupresión de algún tipo [168]. 
 
ii. Aplicaciones clínicas (TFA)  
La FIA en el ámbito médico se conoce como TFA y resulta una nueva y muy 
eficiente aproximación en la eliminación de agentes patógenos que se encuentren 
localizados en un tejido, infectándolo. Los estudios in vitro demuestran que la TFA 
puede desvelarse como un arma potencial en el tratamiento contra infecciones 
provocadas por virus, bacterias y hongos [27].  
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b. Ventajas de la TFA 
 
Los efectos positivos de la TFA se pueden resumir en los siguientes: 
 

! No se han observado fenómenos de generación de resistencias; este hecho 
es debido a que la mayoría de los FSs no penetran en el núcleo celular por lo 
que es muy complicado que se produzcan mutaciones [169]. Quizás habría que 
aclarar en los microorganismos, creo que esto no está tan claro en el cáncer 
 
! Amplio espectro de acción, que permite actuar a un mismo FS sobre hongos, 
bacterias, parásitos y protozoos. Además, debido a las diferencias de tamaño y 
estructura  entre los microbios y las células eucariotas superiores provocan 
selectividad de la terapia [170]. Se ha de tener en cuenta, además, que la tasa 
metabólica, tanto de un microorganismo, como de una célula tumoral es mucho 
más elevada que la encontrada en células eucariotas superiores en estado no-
tumoral. Este hecho fomenta una internalización más rápida del FS en este tipo 
de células y, por tanto, a tiempos de incubación más cortos, genera 
selectividad fototóxica sobre estas células [171]. 
 
! Eficacia independiente de que el microorganismo posea resistencia frente a 
antibióticos. Se ha demostrado su eficacia in vitro contra bacterias como el 
SARM  [172] y hongos como C. albicans [173] resistentes a antibióticos y o 
antifungicos convencionales respectivamente. 
 
! Mecanismo de acción multidiana con la posibilidad de atacar a la célula 
diana por diferentes flancos [174]. 
 
! Se observa que en estudios in vitro que las concentraciones de FS y luz 
necesarios para provocar efecto germicida sobre bacterias colonizadoras de la 
cavidad bucal son aparentemente inocuos sobre células humanas [175]. 
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c. Limitaciones de la TFA 
 
Pese al enorme potencial como alternativa antimicrobiana este tipo de terapia 

también tiene sus limitaciones [59]: 
 

! Limitado solo a infecciones externas o localizadas en cavidades por la 
dificultad a la hora de aplicar la fuente de luz en zonas intersticiales. 

 
! Generación de fototoxicidad en algunos tejidos o células del huésped; esta 
terapia ha demostrado posibles efectos fototóxicos sobre células de la piel 
como queratinocitos y fibroblastos. 
 
! Al no poder emplearse más allá de una infección localizada, se descarta su 
uso en sepsis generalizadas. 
 
! Es necesario establecer mejor las dosis necesarias de luz y FS para cada 
caso.  

  

d. Perspectivas presentes y futuras de la TFA 
 
El estudio de la reacciones fotodinámicas en diversos campos, como la TFD ha 

ido evolucionando hasta nuestros días por diferentes senderos y reportando 
numerosas publicaciones cada año. Recientemente, se han editado libros completos 
dedicados a estos temas como “Photosensitizers in Medicine, Environment, and 
Security”  (2012) de T. Nyokong, “Photodynamic Inactivation of Microbial Pathogens: 
Medical and Environmental Applications” (2011) , “Advances in photodynamic 
therapy: basic, translational, and clinical” (2008) ambos obra del Dr Michael R. 
Hamblin o “Photosensitisers in Biomedicine” (2009) del Dr M. Wainwright. Esto 
demuestra que la TFD está de moda y que tiene un inmenso potencial aun por 
descubrir. 

 
En el campo en el que la inactivación antimicrobiana y antifúngica la TFD aun tiene 
un largo camino que recorrer para destacarse como alternativa a los agentes 
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antimicrobianos actuales, pero por la gran cantidad de pruebas que se han realizado 
en este campo, todo hace indicar una revolución en los próximos 20 años de los 
tratamientos microbianos localizados. 
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El fotosensibilizante hipericina (HIP)      
 

a. El Hipérico 
 
La HIP es una sustancia natural producida por diversas plantas de la familia del 

Hypericum. El Hypericum perforatum es un arbusto leñoso de dicha familia conocido 
popularmente como Hierba de San Juan o Hipérico (Figura 18). El Hipérico se ha 
utilizado durante décadas en medicina tradicional debido a sus muy variados efectos 
beneficiosos entre los que se encuentran [176]: 
 

! Vía externa: antiséptico y cicatrizante. 
! Vía Oral: astringente, antidepresivo y contra problemas de ansiedad y de 

alteración del sueño.  
 

 
Figura 18: Tallo e inflorescencias del Hypericum perforatum. [176].  

 
Los extractos de la hierba de San Juan contienen al menos diez principios 
farmacológicamente activos por lo que el mecanismo de acción global de los efectos 
de esta planta aun no se encuentran aclarados al 100 %.  Entre los componentes 
principales del hipérico encontramos las naftodiantronas, flavonoides, xantonas y 
biflavonoides [177]. 
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En el Hypericum perforatum también encontramos otras sustancias 
fotosensibilizantes de la familia de las naftodiantronas; una de ellas es una molécula 
muy parecida a ella, la pseudo-HIP con un grupo hidroxilo adicional [178].(Figura…) 
 
En el hipérico existen también proporciones bajas proto-HIP, proto-pseudoHIP y la 
ciclo-pseudoHIP, siendo las dos primeras precursores biosintéticos de la HIP y de la 
pseudo-HIP respectivamente. El contenido de HIP en el hipérico general se 
encuentra entre 0,03 y 0,09 % [179]. Estudios a principios de los años 40 ya 
apuntaban las propiedades fotosensibilizantes de este arbusto [180].  
 
Las propiedades fotosensibilizantes del hipérico se desarrollaron debido a una 
extraña reacción de fotosensibilidad que sufrían los animales domésticos al ingerir 
plantas silvestres en las zonas de montaña. Esta enfermedad se reconoció como 
Hipericismo cuando se demostró que la ingestión de altas cantidades de Hipérico 
seguida de una exposición prolongada a la luz era la causante de este efecto [181]. 
Asimismo se descubrió que la presencia del oxígeno era fundamental en la reacción 
de fotosensibilización al comprobarse que los tejidos isquémicos no resultaban 
afectados. Este hecho ayudó a esclarecer  el proceso fotodinámico que se producía 
[182].  

 

b. Propiedades físicas y químicas de la HIP 
 
La HIP como molécula es una cetona policíclica de la familia de las 

naftodiantronas de fórmula molecular C30H16O8 [178] (Figura 19). Pese a poseer una 
estructura aromática, los estudios realizados por difracción de rayos X, indican que 
la HIP no es una molécula plana debido a la proximidad entre sus esqueletos 
aromáticos que provoca repulsiones entre ellos. Este hecho impide que la HIP 
adquiera una configuración planar completa [183].  
 
Se disuelve mono-molecularmente en disolventes polares próticos comunes hasta 
concentraciones de 10-3 mol / L. Sin embargo la HIP tiene afinidad por formar 
homoasociados en contacto con el agua [184].  Las sales de HIP producen 
disoluciones rojo-vino intensas en solventes orgánicos y de color más cercano al 
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violáceo en etanol y agua. (absorbancia $abs: 548 y 591 nm en etanol), con una 
característica fluorescecia roja ($em: 594 y 642 nm en etanol) (Figura 19). La 
formación de homoasociados de alto peso molecular en agua reduce su 
fluorescencia global porque éstos no poseen capacidad para producirla [185, 186]. 
 

 
Figura 19: Estructura de la hipericina (HIP). [187].Espectro de absorción y fluorescencia de la HIP [188].  

 
Pese a la formación de homoasociados en disolución acuosa, la HIP sigue 
manteniendo propiedades como FS. Bánó et al. [184] han demostrado en 2011 que 
al aumentar el contenido de agua en disoluciones con HIP disminuía la intensidad de 
la fluorescencia de la misma porque también disminuía el contenido de monómeros 
de HIP. Demostraron que con un porcentaje de agua entre 40 y 100 % se producía 
un desplazamiento batocrómico del espectro de la HIP (en los experimentos llevados 
a cabo en esta tesis con este FS fueron llevados a cabo en un ambiente acuoso de 
más del 95 %). Esto quiere decir que el espectro de absorción se desplaza hacia 
longitudes de onda más largas o hacia el rojo. Este hecho haría que la HIP en 
soluciones acuosas necesitara una longitud de onda más larga para excitarse (entre 
590 y 620 nm). Además, este grupo corrobora que en las condiciones acuosas antes 
citadas el coeficiente de extinción molar llega a ser 4 veces menor que el obtenido 
en el disolvente polar DMSO puro [184], hecho que ya había sido demostrado por 
Falk et al. [189], los cuales también estudiaron la influencia de los tautómeros de la 
HIP en las propiedades de la misma.  
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Para comprender la estabilidad de la HIP en agua hay que comprender el significado 
de sus tautómeros, los cuales no son más que isómeros que se diferencian en sus 
grupos ceto / hidroxi. La HIP posee 2 tautómeros principales atendiendo a sus 
átomos de oxígeno enlazados: la forma 1,6-dioxo y la 7,14-dioxo. Naturalmente la 
HIP varía su configuración entre ceto / hidroxi dependiendo del disolvente; y es el 
DMSO el que acelera la tautomerización hacia la especie 7,14 que es la más 
estable, lo que hace que aumente hasta en 4 veces su coeficiente de extinción molar 
con respecto al que posee en disolución acuosa [189]. (Ver FIGURA..) Por lo tanto, 
su espectro de absorción depende fuertemente de su estatus tautomérico. Y la 
formación de homoasociados se encuentra condicionada a su vez por sus formas 
tautoméricas. Así, los homoasociados de la estructura 1,6 poseen bandas de 
absorción mas estrechas y coeficientes de extinción mayores comparados con la 
forma 7,14 [190].  
 
En disolventes polares la HIP tiende a sufrir una disociación de un protón lo que 
otorga a la HIP un carácter aniónico. Esto ocurre también cuando la HIP es 
fotoactivada, formando un estado aniónico semiquinónico [191]. Este hecho 
influencia en las propiedades fotosensibilizantes de la HIP; es más, ha sido sugerido 
que la formación del estado excitado del FS tenga lugar debido a una 
tautomerización (transferencia  intramolecular de un protón unida a cambios 
conformacionales intramoleculares) [192,193].  
 

c. La HIP como FS  
 
Debido a sus efectos fototóxicos y a su baja genoxicidad, la HIP ha recibido un 

renovado interés como FS de nueva generación en TFD y en fotodiagnosis (FD) 
[194].  
 
La HIP es uno de esos FSs que ha demostrado poseer vías diferentes en la 
consecución de la muerte celular por vía fotodinámica. Ha demostrado ser un 
potente FS con un gran potencial en TFD [195], probando una alta eficiciencia en la 
formación de su estado triplete correspondiente y una alta capacidad de generar 1O2 

y aniones O2
-.. Handjur et al. [196,197] ya habían demostrado con liposomas “egg 
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yolk lecithin” (EYL) como modelo de sistema de membranas, a pH =7 y en 
condiciones aerobias que al fotoactivarse la HIP propicia la formación de 1O2 y de 
aniones O2

-.. Y más tarde demostraron la peroxidación lípídica de la HIP como FS 
contra células melanómicas.  

 
Como se ha dicho antes, la HIP es capaz de formar un anión semiquinónico al ser 
fotoactivada [198]. Este hecho parece influir notablemente en su fototoxicidad, 
proponiéndose un mecanismo alternativo en el que éste anión sería capaz de ceder 
su electrón al oxígeno formando radicales O2

-. [199]: 
 

HIP-. + O2 """" HIP + O2
-.  

 
La formación de este radical intermedio ha sido probada por Resonancia 
Paramagnética de Electrones (EPR) [198, 200]. Evidentemente, la presencia de 
donores electrónicos incrementa la generación del anión [201] y se ha demostrado la 
existencia de estados aniónicos del FS a pHs neutros o fisiológicos lo que concuerda 
con los estudios anteriores [202]. La formación del radical de HIP no se centra solo 
en el estado basal del FS sino que parece ser el estado triplete el que se beneficie 
de esta acepción de electrones, siendo éste capaz también de cedérselos a otros 
aceptores como el oxígeno para formar especies reactivas [203]. 
 
 La HIP posee una baja tasa de fotoblanqueamiento; esto quiere decir que posee 
mayor fotoestabilidad y, por tanto una desactivación más lenta como FSs que otros 
como el Photofrin o la m-THPC, siendo capaz de transferir su energía sin 
descomponerse y recuperar de nuevo su estructura basal no-excitada para poder así 
volver a  funcionar durante más ciclos catalíticos y poder volver a formar especies 
reactivas [204]. El fotoblanqueamiento  de la HIP ha sido estudiado por 
espectroscopia en diferentes sistemas biológicos. Se ha probado a inducir el 
fotoblanqueamiento en soluciones con suero de albúmina humana, aplicando una 
fluencia de 570 J.cm-2 en un tiempo de 95 minutos con una longitud de onda de 596 
nm. Se demuestra que el fotoblanqueamiento es independiente del 1O2 y que de su 
descomposición genera reactivos secundarios también capaces de emitir 
fluorescencia [205]. 
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d. La HIP en el cáncer 
 
De la misma forma que las porfirinas fueron empleadas en FD, debido a la 

brillante fluorescencia que presentan, la HIP ha sido utilizada con éxito en la 
detección de diversos carcinomas como el de vejiga in situ, con una sensibilidad y 
especifidad muy  cercanas al 100 % [206]. Además del FD, la HIP ha demostrado su 
amplia versatilidad antitumoral, bien por TFD in vitro e in vivo con modelos animales 
[207, 208], pero también demuestra propiedades antitumorales haciendo uso de otro 
tipo de mecanismos no fotodinámicos. En este sentido Blank et al. [209] en 2001 
demostraron que, usando HIP sin luz sobre un modelo de ratón, la HIP era capaz de 
producir una homeostasis sobre las células tumorales produciendo un efecto 
antimetastásico, ralentizando de la expansión del tumor. 

 
La HIP también demuestra sus efectos sobre la angiogénesis tumoral. En 2003 Du et 
al demostraron que el TFD con HIP inducía daños y muerte tisular en la 
vascularización en células cancerosas humanas [210]. 
 
Pese a los grandes avances que se han realizado en el campo de la HIP como 
tratamiento antitumoral en TFD todavía quedan pendientes los estudios clínicos para 
una posible aprobación del fármaco como tratamiento real en clínica. 
 

e. La HIP como agente antiviral 
 
La HIP ha demostrado una profunda capacidad antiviral per se, la cual se 

incrementa si añadimos sus propiedades fotosensibilizantes [211], aumentando su 
capacidad de inhibir a la pkC viral [212, 213]. Por otro lado, la capacidad antiviral 
producida por las propiedades fotosensibilizantes se ha demostrado asimismo en la 
desactivación de virus en sangre [214]. Esta capacidad para erradicar la actividad de 
diferentes clases de virus parece ser específica para los virus con envuelta como el 
virus del herpes simple, el citomegalovirus o retrovirus como el HIV (virus del SIDA o 
del Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida) [185, ,214, 215, 216]. 
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En 1993 Stevenson et al. [217] propusieron un modelo de ratón para demostrar el 
efecto protector in vivo de la TFD antiviral  contra el Friend leukemia virus (FLV), que 
confirmó las capacidades anti-retrovirales de la HIP. Pese a lo atractivos que 
resultaron los ensayos primarios sobre el HIV, al no tratarse de infecciones 
localizadas, los tratamientos fotodinámicos con HIP sobre los virus de 
inmunodeficiencia humanos estaban abocados al fracaso, debido a que necesitarían 
una alta concentración de FS para ser efectivos. Gulick et al. [218] demostraron en 
estudios en fase clínica que, a pesar de los prometedores efectos de la TFD antiviral 
con HIP sobre infecciones retrovíricas como el HIV, la capacidad antiviral era 
superada por el efecto fototóxico que producía la HIP sobre la piel a las 
concentraciones a las que se requería para ser efectiva. 
 

 f. La HIP como agente antibacteriano y antifúngico 
 
En 1999, Kubin et al. [219] investigaban los efectos bactericidas de la m-THPC y 

del Photofrin! contra el S. aureus y decidieron estudiar la posible sinergia de la HIP 
con ambos FSs. Descubrieron que la HIP inhibía el efecto fotodinámico de ambos 
FSs y la propusieron como un antagonista a los efectos de ambos.  
 
En 2004 Avato et al. [220] concluyeron que el hipérico tenía compuestos bactericidas 
cuando utilizaron extractos de la planta disueltos separadamente en metanol, éter 
metílico, cloroformo y acetato de etilo para probar su efecto in vitro contra las 
bacterias grampositivas Bacillus subtilis y Bacillus cereus. Dedujeron que la HIP 
inhibía parcialmente el crecimiento de las bacterias, siendo la disolución en acetato 
de etilo la más efectiva.  Más tarde, Cecchini et al. [221] estudian las propiedades 
fotosensibilizantes de extractos de variedades de hipérico de la zona central de 
Italia. En soluciones de metanol / acetona demuestran que tienen propiedades 
inhibidoras del crecimiento de bacterias grampositivas (S. aureus y Enterococcus 
faecalis), gramnegativas (Escherichia coli y P. aeruginosa) y de una levadura, C. 
albicans. Deducen que el aislamiento de los fotosensibilizantes de la planta 
auguraría una mayor eficacia en su capacidad biocida. 
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En 2009 Lüthia et al. [222] demostraron la eficacia de la HIP en TFA contra las 
bacterias causantes de la caries como Streptococcus mutans y Streptococcus 
sobrinus a concentraciones aproximadas a 5 µM con una luz con longitud de onda 
emitente de entre y 400–505 nm. Esto quiere decir que, utilizando luces con 
longitudes de onda más cercanas al rojo se conseguiría disminuir la concentración 
de HIP necesaria (recordar el efecto batocrómico de la HIP en disolución acuosa). 
 
La HIP se ha utilizado in vitro contra el S. aureus a concentraciones tan bajas como 
100 nM, una incubación previa de 5 min y 135 J.cm-2 produciendo una disminución 
de 4-5 logaritmos con respecto al número de unidades formadoras de colonias / mL 
(UFC / mL) del inóculo inicial (si se parte de 6 logaritmos se tienen 106 UFC / mL por 
lo que si se reducen 5 log el inóculo final tendrá 101 UFC / mL y se habrá reducido 
un 99,999 % con respecto al inóculo inicial) [223]. 
 
Estudiando infecciones cutáneas, la HIP no es un FS que pueda emplearse para 
tratar infecciones profundas debido a la longitud de onda que es capaz de absorber, 
la cual no es capaz de penetrar más allá de 0,5 mm en la piel [224]. Es por ello por lo 
que se ha venido investigando su capacidad para tratar infecciones superficiales. Se 
ha estudiado la vehiculización cutánea del FS con diferentes modelos y uno 
realmente atractivo es el uso en un modelo de ratón del Solketal!, una forma 
derivada del glicerol con un grupo acetal isopropilideno juntando a dos hidroxilos 
vecinos. Se observa que dicho compuesto incrementa la fotoactividad del FS en el 
tratamiento de psoriasis y otras enfermedades de la piel debido a una mayor 
penetración en la zona de acción del fármaco [225, 226].  

 

g. Localización, uptake y mecanismos de la HIP para producir 
muerte celular 

 
La totalidad de los estudios realizados en este campo están basados en las 

investigaciones de la HIP como FS en cáncer; por lo tanto, todos los procesos que 
aquí se cuentan están estudiados sobre células tumorales o modelos animales 
tumorales debido a que no existen hasta la fecha ensayos realizados sobre células 
de microorganismos. 
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i. Uptake y Localización 
Se han sugerido dos mecanismos de internalización de la HIP en las células. El 
primero es la endocitosis / pinocitósis de los homoagregados y monómeros, y el 
otro es la difusión a través de membrana de los monómeros o de homoasociados 
de pequeño tamaño debido a su naturaleza lipofílica y su menor tamaño [227].  La 
demostración de que la HIP penetra en células de adenocarcinoma 
mayoritariamente por difusión hace pensar que éste sea el mecanismo más 
importante de penetración aunque no puede generalizarse [228].  
 
La localización subcelular de cualquier FS se encuentra siempre asociada a las 
propiedades fisicoquímicas del mismo, como su carga iónica neta, su ratio 
hidrofilia / lipofilia o su simetría molecular entre otras. En el caso de la HIP, su 
vehiculización y localización también van a depender fuertemente de la 
composición de las membranas celulares. Estudios realizados en neuronas 
indican una asociación general con los lípidos de membrana debido a su carácter 
lipofílico [229]. 
  
Estudios de microscopía convencional y de fluorescencia con sondas 
fluorescentes para diferentes organelas subcelulares revelan colocalizaciones de 
la HIP que concuerdan con redistribuciones y acumulaciones de la misma en 
mitocondrias [230,231,232, ], retículo endoplasmático (RE) [228, 231, 233], 
aparato de Golgi (AG) [228, ,231,228] y lisosomas [228] utilizando diferentes 
tiempos de contacto. 
 
Estudios en células tumorales han demostrado que a bajas concentraciones de 
HIP (100-200 nM) ésta fluye por la membrana plasmática durante 1-2 h. Al pasar 
de 5 a 16 h. la HIP sigue la vía de internalización celular RE – AG y en una menor 
proporción se extiende a los lisosomas [233]. 
 
ii. Vías de muerte celular provocadas por la HIP  
En su revisión sobre las vías de muerte celular inducidas por la HIP, Theodossiou 
et al. [182] afirman que puede actuar a través de todas las vías posibles. Las vías 
de muerte celular provocadas por la fotooxidación de la HIP  pueden ser: 
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! Autofagia 
El posible esquema de procesos que concluyen en autofagia podría ser el 
siguiente, aunque no se encuentra del todo aclarado: la fotooxidación de la HIP 
en el RE genera liberación de Ca2+ (por la destrucción de las bombas Ca2+-
ATPasa-2 (SERCA2) [233] y provoca daños en la mitocondria (funcionamiento 
incorrecto por inhibición o depleción de las enzimas del ciclo de Krebs como la 
succinoxidasa entre otras [234] y activación de mecanismos pro-apoptóticos 
por despolarización en la membrana, liberación del cyt c etc..); como 
consecuencia se generan mitocondrias y fragmentos de RE aberrantes lo que 
provoca la formación de autofagosomas para eliminarlos. La disrupción de los 
lisososomas por el daño fotooxidativo de la HIP puede provocar una fusión de 
éstos con el autofagosoma. Este efecto puede reducir los efectos de las EROs 
y concurrir en una supervivencia parcial de la célula o también puede provocar 
defectos en el mecanismo de apoptosis y una posterior autofagia. En este 
mismo camino también se demuestra que si células con deficiencias en la 
formación de canales BAX-BAK, fundamentales para los procesos apoptóticos, 
son tratadas con TFD con HIP como FS, presentan imposibilidad de proceder 
por una vía apoptótica, promoviéndose una digestión autofágica según el 
siguiente esquema. (MOMP: Permeabilización de la membrana mitocondrial 
externa; PI3K: Fosfatidil inositol 3-kinasa) [233]. 
  
! Necrosis 
Cuando la HIP se localiza en la membrana plasmática o lisosomas provoca una 
desorganización de membranas en el primer caso o una liberación del material 
ácido en el segundo caso. Esto propaga un efecto de necrosis que frena 
temporalmente los procesos apoptóticos [233]. La HIP provoca  una 
peroxidación de los lípidos de membranas celulares en células melanómicas 
[197] seguido del aumento de enzimas inhibidores de EROs (catalasa, 
glutation-peroxidasa y súper óxido dismutada) o de la depleción del Glutation. 
Este hecho provoca una desorganización de membranas celulares que 
concluye con una muerte por necrosis de las células fotooxidadas [235].  
 
! Apoptosis  
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Vía mitocondrial: Ali  y Olivo [236] demostraron que  la apoptosis por vía 
endógena o mitocondrial parece aparecer cuando la HIP se localiza 
principalmente en las mitocondrias . En 2008 Theodossiou et al. [237] 
demostraron, mediante el uso de diferentes inhibidores de la cadena de 
transporte de electrones, que el sitio más probable de actuación de la HIP 
sobre la mitocondria es el complejo III (CIII) a nivel del centro quinónico 
reducido (Qr). El uso de antimicina A, un inhibidor de la Qr del CIII demostró 
proteger a la mitocondria del efecto de la HIP, mientras que el Myxotiazol, 
inhibidor del centro quinónico oxidado (Qo) del CII no provocaba el citado 
efecto. Por este mecanismo Osyczka et al. [238] sugirieron una posible 
interacción donor-aceptor de electrones  entre el radical semiquinónio de la HIP 
con el centro Q. El hecho de interrumpir la cadena de transporte de electrones 
tiene como consecuencia la disrupción de la bomba de protones ATPasa. Este 
hecho genera una acidificación del interior de la mitocondria y una caída del 
potencial de membrana mitocondrial de membrana. Esto cursa con la 
inactivación de enzimas,  la desorganización de la membrana mitocondrial y la 
liberación del citocromo c al citoplasma, lo que genera toda la cascada 
enzimática apoptótica. Asimismo, se ha demostrado por Miccoli et al. [239] que 
la HIP actúa liberando a la  hexoquinasa mitocondrial en células de 
glioblastoma (línea celular SNB-19) y que esto modifica la interacción con 
proteínas canal-aniónicos voltaje-dependientes (VDAC);  está demostrado, 
asimismo, por Shoshan-Barmatz et al. [240] que la disrupción entre ambos 
componentes provoca un incremento de los procesos apoptóticos . En los 
estudios de Chaloupka et al. [241] se demuestra que la sobreexpresión de la 
proteína antiapoptótica Bcl-2 fotoinducida en la TFD con HIP, reduce la 
formación del apoptosoma por asociación con el citocromo c pero no es capaz 
de evitar la apoptosis, no pudiendo frenar la despolarización mitocondrial.  
 
Vía citoplasmática: En 2001, Schempp et al. [242] investigaron la apoptosis vía 
exógena con HIP por fotoactivación en células Jurkat con neutralizadores de 
Fas, FasL, TNF-R1 y TRAIL. Observaron que el anti-TRAIL era el único que 
inhibía visiblemente la apoptosis provocada por fotooxidación . Un año más 
tarde, Ali et al. [35] demostraron que la vía Fas estaba implicada en la 
activación de la apoptosis exógena vía HIP fotoactivada en células de cáncer 
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nasofaríngeo, de vejiga y de colon. Con estos resultados queda patente que la 
vía exógena apoptótica generada como consecuencia de la fotooxidación con 
HIP depende de las condiciones y del tipo de célula. 
 
Las siguientes figuras intentan aclarar parcialmente los procesos que ocurren 
en la apoptosis generada por fotooxidación con HIP. Las flechas rojas indican a 
qué nivel actúa la HIP en los procesos apoptóticos propios de una célula 
(líneas amarillas). 

 
 

 
Figura 20: A. Representación del mecanismo propuesto para la generación de procesos proapoptóticos de la TF con HIP relacionados 
con la mitocondria. B- Representación de los mecanismos generalizados propuestos para la generación de procesos proapoptóticos de 
la TF con HYP [182].  
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Objetivos del estudio         
 
Objetivo general  
 
Evaluar el potencial de la Hipericina (HIP) en la TFD antifúngica in vitro frente a los 
hongos que con mayor frecuencia producen patología cutánea; tal es el caso de los 
hongos dermatofitos del género Trichophyton spp.  y levaduras del género Candida 
spp. y  Saccharomyces cerevisiae.  
 
Objetivos secundarios 
 

• Estudiar de la capacidad antifúngica in vitro de la TFD con HIP  sobre 
especies de levaduras patógenas cutáneas del género Candida,  tanto sensibles 
como resistentes a azoles. 
• Estudiar la capacidad antifúngica in vitro de la TFD con HIP sobre los 
dermatofitos que más frecuentemente causan micosis cutáneas: T. 
mentagrophytes  y T. rubrum. 

 
• Estudiar la influencia que ejercen sobre la efectividad de la TFD con HIP 
factores externos, como el pH, la presencia de sales o la clase de medio 
empleado.   
 
• Estudiar del patrón de especies reactivas de oxígeno (EROs) generado 
durante el proceso de TFD in vitro con HIP sobre levaduras que ocasiona la 
fototoxicidad mediante el empleo de: 
 
- inhibidores de especies EROs 
- citometría de flujo 

 
• Estudiar la toxididad de la TFD  con HIP en las células humanas cutáneas 
(queratinocitos HaCaT y fibroblastos hNDF).   
 
• Estudiar de la incorporación (uptake) de la HIP a levaduras y células 
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humanas a lo largo del tiempo.  
 
• Estudiar la localización celular de la HIP en las especies de hongos y 
levaduras estudiados así como en las células cutáneas humanas. 

 
• Detectar marcadores de muerte celular en células tratadas con TFD in vitro 
con HIP.  
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Materiales y Métodos

Materiales

Reactivos utilizados                                              

 a. Reactivos comunes

Suero fisiológico salino estéril (SSF) y agua destilada estéril no

tamponada (pH ~ 5,5) ambos de Fresenius Kabi® (Spain). Etanol (70 % v /

v) de Alcohocel (Spain). Dimetil sulfóxido (DMSO) de Panreac®

(Barcelona, Spain).Tampón salino de fosfato estéril (PBS) de Bio-Rad®

Laboratories, (Redmond, WA 98052, USA). Tampón salino de fosfato

Dulbecco estéril (PBS). Bromuro de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-yl]-2,5- difenil-

tetrazolio (MTT) de Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA). Kit de ensayo

Pierce BCA Protein de ThermoScientific (Waltham, MA, USA).

b. Inhibidores de especies reactivas de oxígeno EROs
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Catalasa (CAT) (inhibidor del peróxido de hidrógeno, H2O2), súper

óxido dismutasa (SOD) (inhibidor del anión superóxido O2
-.) de Sigma-

Aldrich® (St. Louis, MO, USA). Azida de sodio (NaN3) (inhibidor del

oxígeno singlete 1O2) y Manitol (MAN) (inhibidor del radical hidroxilo OH-.),

ambos de Panreac® (Barcelona, Spain). Las disoluciones Stock de cada

inhibidor fueron preparadas en PBS y fueron conservadas en oscuridad a

–20 ºC.

c. Sondas fluorescentes

i. Marcadores en microscopía de fluorescencia
 MitoTracker® Green  (MTG) (Ref. M7514), MitoTracker® Red (Ref.

M7153) y DiOC6
® (Ref. D273) (marcadores mitocondriales),

CellTracker® Green (CTG) (Ref. C2925) (marcador celular general),

DAPI® (Ref.D3571) y Hoechst® 33342 (Ref. H3570) (marcadores

nucleares) y Lysotracker® Green (LTG) (Ref. L7526) (marcador

lisosomal), de Life TechnologiesTM, InvitrogenTM, Molecular Probes®

(USA).

ii. Marcadores específicos para citometría de flujo
! Sondas detectoras de EROs: 2HE (Dihidroxietidio)

(medición de superóxido) y DCFA (diclorohidrofluoresceína

diacetato C 2398) (medición de peróxidos).de Life

TechnologiesTM, InvitrogenTM, Molecular Probes® (USA).

! Sondas detectoras de señales de muerte celular: Anexina

V FITC y 7AAD (7-Amino-actinomicina D: marcador de

DNA. No puede penetrar en células sanas) de

InmunostepTM, España y Hoechst® 33342 (Ref. H3570) de

Life TechnologiesTM, InvitrogenTM, Molecular Probes®

(USA).

 



Materiales y Métodos                                                                                                       

88

d. Medios de cultivo

i. Sabouraud® dextrosa agar
pH 5,6 ± 0,2 CM0041 de Oxoid LTD by ThermoScientific (Hampshire,

England) suplementado con Chloranphenicol® a 50 mg / L Sigma® (St.

Louis, USA) (SB).

ii. Medio Sabouraud® dextrosa líquido

pH ~5,5: Fabricación propia con agua destilada (1.000 mL), glucosa (40

g) y peptona bacteriológica (10 g) con Chloranphenicol® a 50 mg / L

Sigma® (St. Louis, USA) (SBL). El medio  se prepara calentando los

ingredientes mediante una estufa eléctrica con agitador magnético

hasta alcanzar la ebullición; posteriormente, se retira del calor y se

esteriliza en un autoclave a 121 ºC durante 15 min.

iii. Medio para cultivo de células animales HaCaT y hNDF
Medio Eagle modificado Dulbecco (DMEM) pH 7,0-7,4 suplementado

(suero fetal bobino (FBS) 10 % v / v, L-glutamina 2 mM, Penicilina

estreptomicina 1% v / v) disolución (South American).

Disoluciones del Fotosensibilizante                          

La disolución Stock de hipericina (HIP) Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO,

USA) y HWI Analytik® GmbH (Ruelzheim, Germany) se realizó en en

Etanol (70 % v / v)  la de Sigma-Aldrich® y en DMSO la adquirida de HWI

Analytik® GmbH y fue conservada en oscuridad repartida en viales de 50

!L a –20 ºC.

i. Estudios con levaduras y dermatofitos
Las disoluciones de trabajo fueron realizadas partiendo del stock

diluido en agua destilada estéril  y en disolución de tampón PBS (pH=
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7,2-7,3). Las concentraciones utilizadas en los experimentos estuvieron

en el rango de 0,31 a 640 µM.

ii. Estudios con células humanas
Las disoluciones de trabajo de HIP fueron preparadas partiendo del

stock diluido con medio DMEM suplementado pero sin FBS. Las

concentraciones utilizadas en los experimentos estuvieron en el rango

de 0 a 10 µM.

Microorganismos y células                                          

a. Especies aisladas de pacientes

Especies resistentes a azoles: C. albicans AZN9635, 456325H y

AM07/0267 y C. rugosa YFJ002-29. Estas cepas fueron adquiridas del

Hospital Canisius Wilhemina (Nijmegen, The Netherlands).

b. Especies de colección

Especies adquiridas de las colecciones de cultivos americanos (ATCC)

y españoles (CECT):

ATCC: American Type Culture Collection (Rockville, MD, USA).

CECT: Colección Española de Cultivos Tipo (Universitat de Valencia,

España).

i. Levaduras
C. parapsilosis ATCC-22019, C.  krusei ATCC-6258, Saccharomyces

cerevisiae ATCC-9763 y C. albicans ATCC-10231 y CECT-1001.

ii. Dermatofitos
 T. rubrum ATCC-28188, T. mentagrophytes ATCC-9533.
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iii. Células humanas
Queratinocitos (ATCC PCS-200-011; Human adult high Calcium low

Temperature keratinocytes [HaCaT]) y  fibroblastos (ATCC PCS-201-

012; human Normal Dermal Fibroblasts [hNDF]).

Instrumentación                                                     

a. Fuentes de luz

i. Estudios de TFD in vitro con levaduras y dermatofitos
Se empleó una lámpara que montaba LEDs de la casa comercial

Zydoled® de luz ámbar con una longitud de onda de 602 ± 10 nm y una

irradiancia de 10,3 mW.cm-2. Las irradiaciones fueron realizadas a 5 cm

de distancia Fueron utilizadas fluencias de 18 y 37 Joules / cm2 (J.cm-

2).

ii. Estudios in vitro con células humanas

Los Queratinocitos y fibroblastos fueron irradiados utilizando una

lámpara de LEDs genéricos a 593 ± 10 nm con una irradiancia de 9

mW.cm-2.

b. Medidas turbidimétricas

Para la realización de los inóculos de trabajo se empleó un espectrofotómetro

(colorímetro) DINKO® D-100 Código 1.9301.00 con rango de longitud!de

onda!entre!420!nm!y!680!nm y portacubetas redondo de 16!mm. El dispositivo

contó con medición de la turbidez por escala McFarland (McF).
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c. Microscopía y toma de imágenes

i. Visualización de las muestras in vitro

Microscopio confocal de Fluorescencia Olympus Fluoview FV10i. Las

imágenes fueron recogidas utilizando el modo secuencial del

microscopio con el objetivo de aceite de inmersión 63x y con calidad de

1024x1024 píxeles, empleando diferentes modalidades de zoom digital

para amplificar la imagen. Las imágenes fueron exportadas desde el

software del microscopio FV10i a Adobe Photoshop Illustrator para

realizar las figuras que aquí se exponen.

ii. Visualización de las muestras in vivo

Microscopio invertido de fluorescencia Olympus BX61 acoplado a una

cámara de captura digital Olympus DP50. Las imágenes fueron

exportadas a Adobe Photoshop Illustrator para realizar las figuras que

aquí se exponen.

d. Estudios por citometría de flujo

Tanto las pruebas de caracterización de EROs como la constatación del

tipo de muerte celular provocada por la TFA en levaduras fueron

realizadas en un citómetro de flujo modelo BD FACS Calibur™.
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Métodos

Cultivos y condiciones de crecimiento                     

a. Cultivo de levaduras

Para la relización de los estudios de TFD y localización celular, las

especies fueron cultivadas en SB durante 24 h a 35  ºC y en condiciones

aerobias mediante siembra por aislamiento. Para la evaluación del efecto

de la TFD la siembra de las muestras se realizó bajo las mismas

condiciones pero empleando un tiempo de incubación de 48 h. mediante

siembra por recuento.

En el uptake de la HIP, se utilizaron condiciones de crecimiento

especiales: las levaduras se cultivaron 24 h. en medio SBL y con una

agitación de 200 rpm; después se centrifugó y se cambió el medio por

SBL fresco y se volvió a cultivar bajo las mismas condiciones hasta que

alcanzó ~ 1x106 Unidades Formadoras de Colonias (UFC / mL).
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b. Cultivo de dermatofitos

Tanto para la realización de los estudios como para la evaluación de

los resultados, las especies fueron cultivadas de 7-12 días en SB a 30 ºC

en condiciones aerobias. El método de siembra fue en masa, intentando

ocupar toda la superficie del medio.

c. Cultivo de células humanas

HaCaT y hNDF fueron cultivados en recipientes T-25 flask y T-75 flask,

respectivamente, durante 2 días a 37 ºC y 5 % de CO2. Los medios de

cultivo utilizados fueron DMEM suplementado.

Preparación de suspensiones celulares                   

a. Preparación de los inóculos de levaduras y
dermatofitos

Las suspensiones fueron realizadas dependiendo del experimento en

diferentes diluyentes:

! TFD in vitro: agua destilada estéril (pH ~ 5,5).

! formación de EROs en la TFD en levaduras: PBS estéril (pH=

7,2-7,3)         (experimento realizado sobre levaduras).

! localización intracelular de HIP por microscopía confocal en

levaduras:  SBL pH ~ 5,5.

Todos los inóculos partieron de los cultivos de cada microorganismo

ajustados a las condiciones de siembra antes citadas. Las preparaciones

fueron llevadas a cabo bajo condiciones de esterilidad en campana de

flujo laminar.
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i. Inóculo de levaduras
Se prepara un “autozero” en un tubo (un blanco) en el

espectrofotómetro solo empleando el diluyente. Tocando ligeramente

colonias separadas en el cultivo mediante un asa de siembra estéril, se

hace una suspensión celular en el tubo “autozero”. Utilizando un vortex

se homogeiniza la suspensión de las células en  en un tubo donde se

realizará la medida espectrofotométrica. Se ajustaron los inóculos a las

medidas de 0,5 o de 4 (± 0,05) McF, correspondientes a

concentraciones celulares de ~ 1x106 UFC / mL y ~ 1x107 UFC / mL

respectivamente. En ese orden fueron empleados los inóculos para los

estudios de reducción de 3 y 6 Log, respectivamente.

ii. Inóculo de microconidios de dermatofitos
Se vierte una pequeña cantidad de agua destilada estéril sobre el

cultivo esporulado de cada hongo; mediante un asa de siembra

esterilizada se raspó la superficie del mismo para arrastrar las

microconidias. Posteriormente, utilizando una pipeta de plástico estéril,

se recogió la suspensión resultante que se vertió en un recipiente

estéril y se vorteó. Con el objeto de descartar las posibles hifas

arrastradas debido al raspado, la disolución se hizo pasar dos veces

por un filtro compuesto por gasas estériles y se recogió en otro

recipiente donde se realiza la medida espectrofotométrica. En el mismo

tubo ya se había hecho previamente un blanco solo con el diluyente.

Como prueba de la eficacia del filtrado, se hizo una observación previa

de los inóculos en un microscopio óptico; en el caso de observar hifas,

el inóculo procedería a ser filtrado una vez más y volvería a ser

ajustada su densidad óptica. Al solo realizarse estudios de reducción

de 3 Log, se buscó obtener una turbidez de 0,5 (± 0,05) McF

equivalente a una concentración ajustada a un rango entre 1x105 y

1x106 UFC / mL, dependiendo del hongo [1,2].

iii. Preparación de los inóculos de levaduras para la realización del
Uptake
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Como se ha mencionado anteriormente en el apartado de cultivos, las

levaduras se cultivaron 24 h. en medio SBL y con una agitación de 200

rpm; después se centrifugó y se le cambió el medio por SBL fresco y se

volvió a cultivar bajo las mismas condiciones hasta que alcanzó ~

1x106 UFC / mL .

iv. Preparación de los inóculos de células animales
Tanto para los estudios de TFD, como para el uptake, transcurridos 2

días después del cultivo inicial, el 80 % de las células confluentes

fueron tripsinizadas para despegarlas de los recipientes de cultivo y se

cultivaron 2 días más a 37  ºC en CO2 al 5 % en placas de 48 pocillos

hasta alcanzar la concentración de ~ 1x106 células / pocillo.

Incorporación (uptake) de HIP en células  

a. Especies Empleadas en el estudio

i. Levaduras
C.  parapsilosis ATCC-22019, C.  krusei ATCC-6258, C. albicans

ATCC-10231 y CECT-1001.

ii. Células humanas
[HaCaT] ATCC PCS-200-011 y [hNDF] ATCC PCS-201-012.

b. Uptake en levaduras

El uptake de la HIP en levaduras se realizó partiendo de cultivos de las

mismas en SBL medido con el tiempo en un espectrofotómetro hasta

alcanzar una concentración de 1x106 UFC / mL. Las suspensiones stock

fueron lavadas tres veces con PBS estéril centrifugando a 3.000 rpm

(1.400 g) 3 minutos para retirar el medio de cultivo. Tras el tercer lavado,

las células fueron resuspendidas en una disolución de FS (realizada con

PBS estéril) con una concentración de 5 !M de HIP. Inmediatamente
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después de la adición, las nuevas suspensiones de células con el FS

fueron mantenidas en oscuridad durante diferentes periodos de tiempo,

teniendo una muestra diferente para cada tiempo (30 min., 1, 3, 5, 7, 18,

19 y 24 h.) a una temperatura de 37 ºC y en condiciones de agitación

suave (120 rpm). Pasado cada tiempo de incubación, se descartó

nuevamente el medio con el FS lavando las células tres veces con PBS

para eliminar la HIP aun presente en el medio no asociada o internalizada

en las células (utilizando las mismas condiciones de centrifugación

descritas arriba). El pellet final que contenía las células fue resuspendido

en una disolución de dodecil sulfato sódico (SDS)  en agua al 2 % (1 mL).

Finalmente, la muestra se mantuvo en agitación 120 rpm durante 24 h. en

condiciones de temperatura ambiente y en oscuridad. Mediante este

proceso nos asegurábamos el completo lisado de las células.

La cantidad de FS incorporado por las células a cada tiempo de

incubación fue obtenida por espectroscopia de fluorescencia excitando el

lisado a 530 nm y recogiendo el espectro de emisión (fluorescencia) en el

rango de 550-750 nm. Fue utilizado un método de integración (Jobin-Yvon

Spex Fluoromax 4 spectrofluorometer) para calcular el área bajo la curva

de cada espectro de fluorescencia a cada diferente tiempo de contacto del

FS con las células.

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado para asegurar la

reproducibilidad de los resultados.

c. Uptake en células animales

El uptake de la HIP en células humanas partió de una siembra de las

mismas en placas de titulación microtiter de 6 pocillos en medio DMEM

suplementado. Transcurridos los 2 días de siembra se alcanzó una

concentración de 1x106 células/ pocillo. Al encontrarse adheridas las

células al pocillo, éstas fueron Las lavadas dos veces por pipeteado con

PBS para retirar el medio de cultivo . El pellet final que contenía a las
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células fue resuspendido en medio DMEM fresco suplementado sin FBS y

con HIP a una concentración de 2,5 !M. Inmediatamente después, las

células fueron incubadas en oscuridad durante diferentes periodos de

tiempo, teniendo una muestra para cada tiempo (30 min., 1, 2, 6, 8, 18 y

24 h.) a 37 ºC y con una atmósfera de CO2 del 5 %. Pasado cada tiempo

de incubación, las células fueron lavadas tres veces con PBS para retirar

la HIP presente en el medio y no asociada o internalizada en las células.

Tras esto, las células fueron raspadas para separarlas del pocillo y lisadas

con una disolución de SDS al 2 % en agua (1mL). El lisado se realizó con

agitación de 120 rpm durante 24 h. a temperatura ambiente y en

oscuridad.

La evaluación de la cantidad de HIP incorporada por las células fue

obtenida por espectoscopía de fluorescencia siguiendo el mismo método

que el descrito en el uptake de las levaduras. Los valores de intensidad

de la fluorescencia obtenidos para cada muestra fueron referidos por

normalización al número total de células en cada pocillo para corregir las

variaciones existentes entre las diferentes muestras. Para este fin se

utilizó el ensayo “bicinchoninic acid protein” (BCA) o también llamado

ensayo de Smith [3].

Los experimentos fueron realizados por triplicado para cada condición.

TFD in vitro con HIP sobre hongos                    

a. Especies empleadas en el estudio

i. Levaduras

C. albicans AZN9635, 456325H, AM07/0267, ATCC-10231 y CECT-

1001, C. rugosa YFJ002-29, C. parapsilosis ATCC-22019, C. krusei

ATCC-6258 y S. cerevisiae ATCC-9763.
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ii. Dermatofitos
T. rubrum ATCC-28188, T. mentagrophytes ATCC-9533.

b. Preparación de las muestras

Tanto los estudios realizados con levaduras como con dermatofitos

partieron de volúmenes variables de cada inóculo realizados en agua

destilada estéril (pH ~ 5,5). El volumen dependió de la concentración de

FS requerida [2, 4]. Los inóculos fueron depositados en una placa de

microtitulación de 96 pocillos. Dichos inóculos fueron mezclados con

disoluciones de HIP de diferentes concentraciones. Se alcanzó una

cantidad aproximada de células en cada pocillo de:
Front

i. Inóculos de 0,5 en la escala McF
~ 1x105 células/ pocillo en el caso de levaduras y 0,5-1x105 células/

pocillo en el caso de dermatofitos.

ii. Inóculos de 4 en la escala McF
~ 1x106 células / pocillo para levaduras. En el caso de dermatofitos,

este experimento no llegó a realizarse.

La HIP se testó para levadrua en diluciones seriadas de 0,32 a 640 !M

dependiendo de las necesidades para cada especie y del tipo de inóculo)

y entre 5 y 200 !M en el caso de los dermatofitos. Tras la adición del FS,

las placas fueron mantenidas a oscuridad y a 35 ºC durante diferentes

periodos de tiempo para las levaduras: 1, 15, 30, 60 min., 3, 5 h. y 24 h. y

1, 15, 30, 60 min para los dermatofitos. Este parámetro permite evaluar la

influencia del tiempo de contacto del FS en el tratamiento fotodinámico.
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c. Tratamiento fotodinámico

Las células fueron sometidas a iluminación LED utilizando dosis de luz

aproximadas de 18 ó 37 J.cm-2 para levaduras y 37 J.cm-2 para el caso de

dermatofitos. Atendiendo a las condiciones de irradiancia de la lámpara

empleada, las muestras fueron irradiadas a una distancia de 5 cm de la

fuente de iluminación durante un tiempo aproximado de 30 min. para el

caso de 18 J.cm-2 y de 60 min. para el caso de la fluencia de 37 J.cm-2.

d. Siembra de los inóculos irradiados

Finalizado el tratamiento fotodinámico, los volúmenes de los inóculos

irradiados fueron cultivados en su totalidad:

i. Levaduras

Cultivadas en recuento en placas SB durante 48 h. a 35 ºC, en

condiciones aerobias.

ii. Dermatofitos

Cultivados en placas de SB por recuento durante al menos 96 h. a 30

ºC, en condiciones aerobias. Las placas fueron precintadas con

parafilm para evitar contaminaciones.

e. Controles empleados

En estos ensayos se utilizaron tres tipos de controles:

i. Control 1
Inóculo inicial sin iluminación LED y sin FS: Control de referencia

respecto del cual se refieren los resultados de las muestras tratadas

con TFD.

ii. Control 2
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Inóculo inicial con iluminación LED y sin FS: evaluación de la toxicidad

de la luz sin FS.

iii. Control 3
Inóculo inicial sin iluminación LED y con FS: evaluación de la toxicidad

del FS en oscuridad. Uso de las concentraciones empleadas del FS

que provocaron la inhibición deseada.

Los controles 1 y 2 de este ensayo, para poder realizar el recuento de

colonias se  realizaron por dilución de cada inóculo inicial en el

diluyente correspondiente:

! diluciones de 1 / 1.000 y 1 / 10.000 en el caso de los

inóculos de levaduras y dermatofitos correspondientes a un

0,5 en la escala McF.

! diluciones de 1 / 10.000 y 1 / 100.000 en el caso de los

inóculos de levaduras y dermatofitos correspondientes a un

4 en la escala McF.

Para el caso del control 3, se emplearon las mismas condiciones de

diluciones pero los inóculos fueron preparados conteniendo las mismas

concentraciones de HIP que las utilizadas para cada cepa en las

muestras.

Los controles fueron sometidos a los mismos tiempos de incubación que

las muestras y fueron cultivados en SB  (48 h. a 35 ºC para levaduras y 96

h. a 30 ºC para dermatofitos) en condiciones aerobias y realizando una

siembra por recuento.

Con el objeto de afianzar la fiabilidad de los controles, en los estudios

iniciales se hicieron recuentos de los inóculos nada más realizarlos en

una cámara de Neubauer.
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Tanto la manipulación de las disoluciones del FS, como la de las

muestras y controles antes de aplicar el tratamiento fotodinámico

completo, se realizó en condiciones de oscuridad parcial para asegurar la

mínima desactivación del FS.

El efecto de inhibición deseado sobre las cepas fue evaluado contando el

número de colonias en las placas de muestras y control. Con ello se

estableció la concentración UFC / mL antes y después de la terapia con lo

que se pudieron establecer los Logs de inhibición [5].

Para establecer la inhibición en términos de actividad fungicida, fue

adoptado el criterio de una inhibición del 99,9  % o reducción de 3

unidades logarítmicas (3 Log) con respecto a la muestra inicial. Este

criterio ya ha sido utilizado previamente en otras publicaciones para

asegurar la actividad antifúngica de fármacos frente a Candida spp. Este

criterio fue aplicado sobre los experimentos en los que fueron empleados

los inóculos correspondientes a un 0,5 en la escala McF [6].

La inhibición actividad antifúngica consistente en la reducción del 99,9999

% de la muestra inicial, o reducción de 6 Log, fue un criterio más riguroso

que fue empleado para averiguar la magnitud de inhibición posible de la

terapia en comparación con el daño fototóxico que podría provocar sobre

las células humanas. Este criterio fue aplicado sobre los experimentos en

los que fueron empleados los inóculos correspondientes a un  4 en la

escala McF [2].

Los experimentos fueron llevados a cabo al menos nueve veces ( tres

días diferentes y por triplicado) y en el caso de los ensayos de levaduras,

fueron realizados por diferentes técnicos para asegurar su

reproducibilidad.

Las reducciones en el número de colonias se expresan en forma

logarítmica calculándose la media y desviación estándar como medidas
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de posición. Los valores de supervivencia se refirieron a la disminución de

unidades logarítmicas con respecto al inóculo inicial (Control 1).

Fue realizado un análisis estadístico para los resultados obtenidos en la

TFD con las levaduras. Para el tratamiento de datos se realizaron tests no

paramétricos entre los que se encontraron el test de Kruskal-Wallis para

el análisis de la influencia de la cepa testada y la prueba de la U de Mann-

Whitney para el análisis de la influencia del inóculo testado, la fluencia

empleada y la reducción logarítmica deseada. La significancia estadística

fue aceptada a valores de p < 0,05. Para el análisis de los datos se utilizó

el programa SPSS 19 con licencia de la Universidad de Zaragoza.
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Participación de las EROs en la fotoinactivación
in vitro con HIP en levaduras / detección de
señales de muerte celular

a. Detección de EROs mediante el uso de inhibidores

i. Especies empleadas en el estudio
C. albicans AZN9635, 456325H y AM07/0267, C. rugosa YFJ002-29, C.

parapsilosis ATCC-22019, C.  krusei ATCC-6258 y C. albicans ATCC-

10231 y CECT-1001.

ii. Estudio previo de fototoxicidad de la HIP a pH fisiológico

Se tuvo la limitación de que los pHs óptimos de actuación de los

enzimas utilizados como inhibidores (ver apartado de formación de

EROs durante la TFD in vitro ) distaban del pH alcanzado en los

inóculos realizados con agua destilada. Ello obligó a realizar los

inóculos correspondientes para este apartado en solución tamponada

de PBS pH = 7,2-7,3.

Para poder realizar el ensayo de la evaluación de EROs fue necesario,

además, la realización de un experimento previo de fototoxicidad con

HIP de las cepas testadas a ese nuevo pH. Este estudio permitió

averiguar las nuevas concentraciones inhibitorias del FS. El ensayo fue

llevado a cabo bajo las mismas condiciones del apartado de “Estudio

de la TFD in vitro con HIP sobre hongos” centrado en unas condiciones

determinadas:

! inóculos correspondientes a la medida de 0,5 unidades en la escala

McF.

! 18 J.cm-2 de fluencia.
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Al emplear inóculos de 0,5 McF se obtuvieron las concentraciones

fungicidas de HIP para eliminar 3 Log empleando, esta vez el PBS

como diluyente [6].

iii. Preparación de las muestras
Los estudios partieron de volúmenes variables de cada uno de los

inóculos de 0,5 en la escala McF realizados en PBS (pH = 7,2-7,3).. El

ensayo fue llevado a cabo en placas de microtitulación de 96 pocillos.

Los inóculos fueron mezclados con las disoluciones que contenían los

inhibidores: NaN3, CAT, SOD o MAN hasta alcanzar concentraciones

en cada suspensión de 80 mM, 1880 U / mL, 200 U / mL y 100 mM de

cada inhibidor respectivamente [7]. El volumen de cada pocillo fue

ajustado para contener 1x105 células/ pocillo y los inhibidores fueron

utilizados por separado unos respecto de los otros.

Inmediatamente después de añadir los inhibidores, las suspensiones

se incubaron en oscuridad durante 15 min. a 35 ºC. Tras la incubación,

se añadió la cantidad FS a cada pocillo para alcanzar la concentración

que provoca una reducción de 3 Log en cada especie con respecto al

inóculo inicial (las concentraciones de HIP empleadas resultaron entre

0,62 y 40 !M dependiendo de las necesidades para cada especie).

Dichas concentraciones de FS fueron las obtenidas en los estudios

previos.

iv. Tratamiento fotofinámico
Al quedar demostrado en apartados anteriores que en el caso de las

levaduras, el efecto fototóxico de la TFD in vitro con HIP es máximo

desde el minuto 1 de su adición sobre las suspensiones, no se utilizan

tiempos de incubación con el FS y las suspensiones con la HIP recién

añadida se irradian inmediatamente utilizando una fluencia aproximada

de 18  J.cm-2. Atendiendo a las condiciones de irradiación de la

lámpara empleada, las muestras fueron irradiadas a una distancia de 5

cm de la fuente de iluminación durante un tiempo aproximado de 30

min.
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v. Siembra de las muestras

Finalizado el tratamiento fotodinámico, las muestras fueron cultivadas

en placas SB durante 48 h. a 35 ºC, en condiciones aerobias y

realizando una siembra por recuento. La siembra se realizó a razón de

diluciones 1/1000, 1/100 y muestra directa para asegurar el contaje de

las colonias.

vi. Controles empleados
Para la realización de este ensayo se realizaron diferentes controles:

!  Control 0.

Prueba de toxicidad de la azida sódica sin FS y sin iluminación LED:

primeramente se realizó una curva de toxicidad de la azida sódica a

diferentes concentraciones sobre la cepa de C. albicans

AM071/0267 El experimento consistió en poner en contacto inóculos

de la cepa, correspondientes a la concentración de células de

trabajo, con concentraciones crecientes de azida sódica. Este test

nos ayudó a confirmar la concentración de azida óptima para el

estudio, que resultó ser de 80 mM.

! Control 1.

Estudio del efecto de los inhibidores sobre las cepas con o sin

iluminación LED. Se realizó un control inicial que consistió en poner

en contacto los diferentes inhibidores con las diferentes cepas a

oscuridad durante 15 min. a 35 ºC para evaluar su efecto perse. Este

control consistió en una muestra sin irradiar y otra irradiada con la

misma fluencia que la empleada en el experimento (18 J.cm-2).  La

forma de proceder fue la misma que en la empleada en el estudio

original pero sin utilizar FS.

!  Control 2.

Estudio del efecto de los inhibidores con el FS en oscuridad. De la

misma forma que el anterior, este control permitió evaluar si la HIP
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en contacto con cada inhibidor provocaba algún efecto sin aplicar

iluminación LED. El control se realizó de la misma forma de proceder

que las muestras del estudio original con la salvedad de que éste no

fue irradiado.

! Control 3.

HIP con iluminación LED pero sin inhibidores. Control realizado para

corroborar que la TFD con el FS seguía funcionando de la misma

forma que en el ensayo previo.

! Control 4.

Inóculo inicial sin iluminación LED y sin FS. Control de referencia

respecto del cual se refieren los resultados de las muestras tratadas

con TFD con los inhibidores.

El control 3 se sembró entero. El resto de los controles consistieron en

diluciones 1/1.000 y 1/10.000,  óptimas de cada uno en PBS para su

óptima cuantificación en placa.

Los controles fueron cultivados en SB durante 48 h. a 35 ºC, en

condiciones aerobias y realizando una siembra por recuento.

Tanto el análisis de los controles, como el de las muestras del estudio

fueron evaluadas por recuento de las UFC por placa y referidas a UFC /

mL. La actividad foto-protectora de los inhibidores frente a la TFD in vitro

fue referida respecto al inóculo inicial (control 4).

Las pruebas se realizaron por triplicado para cada condición. Asimismo,

fueron realizados por diferentes técnicos para asegurar su

reproducibilidad.

Los resultados se presentaron del mismo modo expuesto anteriormente:

las reducciones en el número de colonias se expresan en forma

logarítmica calculándose la media y desviación estándar como medidas
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de posición. Las representaciones gráficas se refirieron a la disminución

de unidades logarítmicas con respecto al inóculo inicial (Control 4).

b. Estudio de EROs mediante citometría de flujo; presencia

de marcadores de muerte celular

i. Especies empleadas en el estudio

C.  krusei ATCC-6258 y C. albicans ATCC-10231.

 ii. Consideraciones previas
Para poder realizar el ensayo de la evaluación de EROs se adquirieron

las siguientes condiciones iniciales:

!  inóculos correspondientes a la medida de 0,5 unidades en la

escala McF.

! 18 y 37 J.cm-2 de fluencia.

iii. Preparación de las muestras

Los estudios partieron de un volumen de cada inóculo de 900 µL donde

se contenía una concentración aproximada de 1x106 células / mL. Los

inóculos fueron realizados en agua destilada (pH ! 5,5) a los cuales se

les fueron añadidas concentraciones de HIP que conocíamos como

dañinas para cada cepa para reducir 3 unidades logarítmicas (0,62 µM

en C. albicans y 40µM  para C. krusei). El volumen de cada muestra

fue ajustada para contener 1000 µL.

iv. Tratamiento fotodinámico

Al quedar demostrado en apartados anteriores que en el caso de las

levaduras, el efecto fototóxico de la TFD in vitro con HIP es máximo

desde el minuto 1 de su adición sobre las suspensiones, no se utilizan

tiempos de incubación con el FS y las suspensiones con la HIP recién

añadida se irradian inmediatamente (en una microtiter y, debido al

volumen, empleando varios pocillos por muestra) utilizando fluencias
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de 18 y 37 J.cm-2. Atendiendo a las condiciones de irradiancia de la

lámpara empleada, las muestras fueron irradiadas a una distancia de 5

cm de la fuente de iluminación durante un tiempo aproximado de 30 y

60 min. respectivamente.

v. Análisis por citometría de flujo

Finalizado el tratamiento fotodinámico, muestras y controles fueron

centrifugados; el pellet resultante se resuspendió en PBS al que le fue

añadido diferentes reactivos:

! análisis de la presencia de EROs para cada cepa: 2HE para la

detección de superóxido y DCFA para la detección de como

marcador de DNA.

! análisis de la presencia de marcadores de muerte celular:  7AAD

(marcador de la integridad de la membrana nuclear) y Anexina V

FITC (marcador de pérdida de integridad de membrana

provocada por la apoptosis por detección residuos de fosfatidil

serina ) [8].

vi. Controles empleados
Para la realización de este ensayo se realizaron diferentes controles,

los cuales fueron sujetos a las pruebas de citometría empleando los

mismos reactivos que las muestras:

! Control 1.

Consistió en una muestra de la suspensión inicial, la cual, fue

secundariamente sembrada en una placa de SB para confirmar

el número de colonias. Para ello se realizaron diluciones

1/1.000 y 1/10.000, en agua destilada estéril para su óptima

cuantificación en placa. Este control fue cultivado en SB

durante 48 h. a 35 ºC, en condiciones aerobias.
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Posteriormente, una alícuota de ese control fue sujeta a

citometría de flujo para establecerse como una referencia de

las células de levadura sanas y sin generación ni de EROs ni

de muerte celular.

! Control 2.

Muestra con HIP pero sin iluminación LED. Control realizado

para corroborar la inocuidad del FS en oscuridad.

!  Control 3.

Inóculo inicial con iluminación LED pero sin HIP. Control

realizado para corroborar la inocuidad de la iluminación LED.

vi. Estudio adicional de condensación de cromatina

Las células con HIP e irradiadas fueron sometidas a un marcaje con

Hoechst 5 !M para comprobar la presencia de cromatina condensada,

síntoma de apoptosis celular. La preparación, tanto de muestra como

de su control se realizó fijando con para-formaldehido al 4% durante 15

min a 35 ºC en oscuridad. Se retiró el fijador y se lavó con PBS dos

veces centrifugando entre cada lavado (10.000 rpm 5 min.). El último

pellet fue resuspendido en 20!L de medio de montaje Mowiol con el

marcador nuclear incluido. Muestras y controles fueron depositados en

portas de vidrio y fueron cubiertos con un cubre; se dejaron secar y

fueron selladas.  Las muestras fueron comparadas con un control

consistente en una preparación de células marcadas con Hoechst sin

irradiar y sin FS.  La visualización tuvo lugar en un microscopio de

fluorescencia convencional.
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TFD in vitro con HIP sobre células humanas

a. Especies empleadas en el estudio

 [HaCaT] ATCC PCS-200-011 y [hNDF] ATCC PCS-201-012.

b. Preparación de las muestras

Las células fueron crecidas en medio de cultivo DMEM suplementado.

El cultivo se realizó en placas de titulación de 24 pocillos a 37 ºC.

Transcurridos los 2 días de siembra se alcanzó una concentración de

1x106 células/ pocillo. Al encontrarse adheridas al recipiente, las células

fueron lavadas tres veces resuspendiendo con una pipeta disolución de

PBS para retirar el medio de cultivo. El último pellet de células fue

resuspendido en una disolución medio fresco DMEM suplementado pero

sin FBS para evitar que el FS se adhiera a las proteínas del FBS. Dicha

disolución contendrá diferentes concentraciones de HIP (0,5, 1, 5 y 10

!M).

c. Tratamiento fotodinámico

Los pocillos fueron entonces irradiados utilizando diferentes fluencias

(8, 18 y 37 J.cm-2). Atendiendo a las condiciones de irradiancia de la

lámpara empleada, las muestras fueron irradiadas a una distancia de 5

cm de la fuente de iluminación durante un tiempo aproximado de 15 min.

para el caso de 8 J.cm-2, de 35 min. para el caso de 18 J.cm-2 y de 70

min. para el caso de la fluencia de 37 J.cm-2.

d. Tratamiento posterior e incubación de las muestras
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Tras el tratamiento fotodinámico las células se lavaron con PBS

(siguiendo las mismas condiciones de lavado descritas al principio del

apartado) para eliminar el exceso de HIP y fueron incubadas con MTT

(0,5 mg / mL) en medio de cultivo DMEM suplementado durante 24 h. a

37 ºC. Después de la incubación, el medio se reemplaza por DMSO, y la

suspensión resultante fue agitada durante 15 min. Se midió la

absorbancia a 550 nm con un lector de microplacas (Biotek EL x 808).

e. Controles empleados

En el experimento se realizaron controles que fueron encaminados

exactamente al mismo fin que  los utilizados en los apartados de TFD in

vitro con dermatofitos y con levaduras. El primer control consistente en el

cultivo original sin luz y sin FS, fue respecto del cual se compararon los

resultados de las muestras irradiadas. Los dos últimos controles se

realizaron para evaluar la influencia, tanto de la luz, como del FS por

separado, sobre las células humanas utilizando las mismas dosis de

ambos parámetros que las empleadas en los ensayos.

Para expresar la supervivencia los valores fueron referenciados a los

controles, que consistieron en las mismas células de la misma forma

cultivadas y siguiendo los mismos pasos aplicados en las muestras pero

sin añadir FSs.
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Localización de HIP en células por microscopía
de fluorescencia

a. Localización in vitro de HIP en levaduras y

dermatofitos por microscopía confocal de fluorescencia

i. Especies empleadas en el estudio

! Levaduras: C. parapsilosis ATCC-22019, C.  krusei ATCC-

6258 y C. albicans ATCC-10231.

! Dermatofitos: T. rubrum ATCC-28188 y T. mentagrophytes

ATCC-9533.

ii. Preparación de las muestras
Se parte de inóculos realizados en SBL pH ~ 5,5 con una medida de

0,5 unidades en la escala McF. Se toma 1 mL de cada inóculo y las

células contenidas en él se lavan:

! centrifugación 5 min. a 10.000 rpm descartando el

sobenadante.

!  resuspensión en el mismo volumen de suero fisiológico

estéril (SSF).

      precalentado a 35 ºC;

se repite esta operación dos veces más para lavar las células

completamente de medio de cultivo.

iii. Marcaje con el FS
Las células se resuspenden finalmente en una disolución de HIP de

una concentración determinada (5 µM) preparada por dilución de la

disolución madre de cada FS en agua destilada estéril pH ~ 5,5. Las



Materiales y Métodos                                                                                                       

113

células se mantienen en oscuridad  en contacto con el FS a 35 ºC

durante diferentes tiempos para levaduras: 1, 30 min. y 24 h. y para

dermatofitos: 30 min. Transcurrido el tiempo de incubación, se lavan las

células tres veces con SSF precalentado a 35 ºC para eliminar los

restos del FS que no se han adherido o no han penetrado en ellas

(condiciones de lavado iguales a las descritas más arriba).

iv. Marcaje con sondas primarias
Tras el lavado, las células son resuspendidas en un mismo volumen de

disolución de PBS pH = 7,2-7,3 que contendrá la sonda. La mezcla de

las células con cada sonda se incuba 40 min. y a unas concentraciones

de sonda determinados por la condiciones del fabricante:

! MitoTracker® Green (MTG): 200, 400, 800, 1.600 y 5.000

nM

! CellTracker®  Green (CTG): 200, 400, 800, 1.600 y 5.000

nM

! MitoTracker®  Red (MTR): 200 y 400 nM

! DIOC6®: 120 nM

(Las sondas se utilizan separadamente)

v. Fijación de las células
Tras la incubación, las muestras se lavaron 3 veces con las mismas

condiciones descritas arriba y se resuspendieron en una disolución de

para-formaldehido (PFA) al 3 %, manteniéndose 15 min. a 35 ºC y en

oscuridad. La disolución de PFA se retira por lavado con agua destilada

estéril dos veces, dejándose en 500 !L de agua el volumen final de las

células resuspendidas.

vi. Tratamiento final y montaje de las muestras (adición de la sonda

secundaria)

Las suspensiones resultantes se dispensan en una placa microtiter de

12 pocillos que contiene cubres redondos de vidrio tratados
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previamente con una disolución de poli-lisina (30 min., lavados con

agua destilada dos veces y dejados secar a temperatura ambiente). La

placa se centrifuga durante 30 min. a 3.000 rpm para fijar las células a

los cubres.

Tras la última centrifugación se retiran los cubres y se montan sobre

portas con Mowiol como medio de montaje, el cual contiene la sonda

DAPI® 5 !M.

vii. Visualización de las muestras

Las muestras fueron visualizadas con un microscopio de escaneado

confocal Olympus FV10i. Las imágenes fueron recogidas utilizando el

modo secuencial del microscopio con el objetivo de aceite de inmersión

63x (lens specification, Plan S-APO 60xO, NA 1.35) y con calidad de

1024x1024 pixels, empleando diferentes modalidades de zoom digital

para amplificar la imagen. Las imágenes fueron exportadas desde el

software del microscopio FV10i a Adobe Photoshop Illustrator para

realizar las figuras que aquí se exponen.

b. Localización de HIP en queratinocitos y fibroblastos
humanos por microscopía confocal de fluorescencia in

vitro

i. Especies empleadas en el estudio
Células humanas [HaCaT] ATCC PCS-200-011 y [hNDF] ATCC PCS-

201-012.

ii. Preparación de las muestras
Se incuban las células sobre cubreobjetos en medio de cultivo DMEM

suplementado sin FBS (tratado previamente con glicerina durante 30

minutos a 37º C) durante 2 días a 37º C y 5 % de CO2 hasta alcanzar la

concentración celular deseada de 1x106 células / mL. Tras esto, se

realizan 3 lavados con PBS pH= 7,4 para retirar el medio de cultivo.
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iii. Marcaje con HIP

Se añade cada FSs por separado a una concentración de 2,5 µM. El

FS se encontrará en medio fresco y se incuba en oscuridad durante 1

h.  a 37 ºC y 5 %CO2. Se vuelven a realizar 3 lavados con PBS pH= 7,4

para retirar los FSs.

iv. Marcaje con las sondas y fijación de las muestras
Se añaden las sondas celulares a la concentraciones de trabajo

establecidas disueltas en PBS (Hoechst® (300 nM en PBS durante

5min Tamb), DiOC6
® (200 nM en PBS durante 15min, 37 ºC 5 %CO2),

LTG (75 nM en PBS durante 30min, 37 ºC  5 %CO2)) y se incuban con

agitación orbital, siempre a oscuras. Se realizan 3 lavados con PBS

pH= 7,4 para eliminar el exceso de sondas y se extrae el cubreobjetos

del pocillo, se deposita una gota de glicerol sobre el portaobjetos y se

coloca el cubreobjetos invertido sobre el portaobjetos. En este

momento las muestras ya están preparadas para ser examinadas en el

microscopio.

v. Visualización de las muestras

Las muestras fueron visualizadas con un microscopio de escaneado

confocal Olympus FV10i utilizando las mismas opciones empleadas

para la visualización de las preparaciones con levaduras.

c. Localización de HIP en qeratinocitos y fibroblastos
humanos por microscopía invertida de fluorescencia in

vivo

Se realizaron cultivos de células de la piel a partir de biopsias cutáneas

de piel normal obtenida de un voluntario sano para obtener células tipo

queratinocitos y fibroblastos dérmicos. Las células se cultivaron en

microplacas de 6 pocillos a 37 ºC y 5 % CO2 en medio DMEM

suplementado. Al alcanzar una confluencia de crecimiento de, al menos,
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el 70 %, las células se incubaron con concentraciones de HIP 2 y 5 !M

durante periodos de tiempo: 30 min.,  5 y 24 h. Como marcadores

fluorescentes selectivos de orgánulo se utilizaron la sondas DiOC6
® y LTG

a una concentración de 5 !M, las cuales fueron incubadas durante un

periodo de tiempo determinado por las condiciones del fabricante.

Posteriormente se procedió a la observación microscópica in vivo y toma

de imágenes.
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Resultados

Incorporación (uptake) de HIP en levaduras y en células
humanas

a. Uptake en queratinocitos dérmicos humanos HaCaT

En el ensayo con células humanas, las medidas de los valores de fluorescencia

del lisado de HaCaT mostraron que la incorporación del FS se incrementa

gradualmente con el tiempo de contacto hasta alcanzar su pico máximo a las 6

horas. Tras éste punto se observa que con tiempos de contacto mayores hay un

descenso pronunciado en la incorporación de la HIP hasta alcanzar un mínimo en el

tiempo de incubación máximo empleado (24h) (Figura 1).

b. Uptake en fibroblastos dérmicos humanos hNDF



Resultados                                                                                                                       

120

En el caso de las células hNDF, la incorporación del FS se incrementa de forma

continuada con el tiempo hasta alcanzar un pequeño pico aproximadamente a la

hora de contacto. Tras este máximo, se produce una disminución en la absorción de

la HIP hasta que en el intervalo entre las 6 y las 18 horas de contacto se produce un

aumento de la captación del FS hasta alcanzar su pico máximo de captación en el

tiempo de incubación máximo empleado (24h) (Figura 1).

c. Uptake en células de levadura

 En el caso de todas las especies de levaduras estudiadas se observó,

primeramente, que la velocidad de captación del FS fue muy elevada en los 30

primeros minutos de  contacto del mismo con las levaduras (Figura 2 y 3).

Posteriormente, se produce un máximo de captación del FS entre las 5-8 horas de

tiempo de contacto dependiendo de la levadura estudiada. Una vez alcanzado el

pico máximo, los valores de fluorescencia permanecen constantes hasta alcanzar el

tiempo de incubación máximo empleado (24h) (Figura 2). C. albicans ATCC-10231

fue la excepción ya que experimenta una pequeña disminución en el rango

comprendido entre las 18 y las 24 horas de contacto.

Comparando la cantidad de fluorescencia de los lisados de cada una de las dos

líneas celulares, correspondiente a la cantidad de HIP captada por las mismas, se

observó que  fue mucho mayor en las células HaCaT que en las hNDF.

En ningún momento los valores de captación del FS en hNDF, traducidos

fluorescencia de lisado, superan a los presentados en las células de levadura. Sin

embargo, al comparar la fluorescencia en levaduras con la obtenida con células

HaCaT, los valores de captación del FS fueron menores con respecto a las HaCaT

en todos los tiempos de incubación empleados (Figura 2 y 3).

En los tiempos de incubación cortos (30 min.), se encuentra que, la proporción en la

captación del FS es mayor en levaduras hNDF pero menor que en células HaCaT

(Figura 3).
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Figura 1: Estudio de la captación (uptake) de HIP en células humanas dérmicas HaCaT y hNDF. Se representa, en los ejes verticales,

la fluorescencia del lisado celular (HaCaT eje izquierdo, hNDF eje derecho) frente a diferentes tiempos de incubación (eje horizontal).

Figura 2: Estudio de la captación (uptake) de HIP en céulas de levadura Candida spp. Se representa, en el eje vertical, la fluorescencia

del lisado celular frente a diferentes tiempos de incubación (eje horizontal).
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Figura 3: Comparativa entre la fluorescencencia del lisado de las células humanas y las células de levadura a los 30 minutos de

incubación con HIP 5 µM.
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Fotoinactivación in vitro de levaduras con HIP /
patrones de eros en la TFD

a. Fotoinactivación in vitro de levaduras con HIP

La TFD con HIP provocó efectos antifúngicos sobre la totalidad de las especies

testadas en concentraciones variables dependiendo de la especie, de la fluencia y

de la concentración inicial del inóculo empleados. La HIP sobre levaduras demostró

su capacidad fototóxica produciendo muerte celular hasta alcanzar los valores

antifúngicos de reducción de 3 y 6 Log con respecto a los inóculos iniciales. A

continuación se exponen los resultados según los distintos factores o variables

estudiadas:

i. Fotoinactivación según el tiempo de incubación con la HIP
 El tiempo de incubación con HIP no proporcionó ninguna ventaja en la

fotoinactivación de levaduras en la reducción ni de 3 ni de 6 Log. A tiempos de

incubación entre 1 min. y 5 h. se mantuvo constante la concentración de HIP

necesaria para provocar las disminuciones logarítmicas antes citadas en la

mayoría de los casos. Sin embargo, en el tiempo de incubación máximo empleado

(24 h.), las concentraciones fungicidas de FS a tiempos de contacto más cortos

dejaron de serlo las condiciones de fluencia empleadas (18 y 37 J.cm-2) en la TFD

para todas las estudiadas. (Tablas 1 y 2). Con ello se pudo optimizar el tiempo de

incubación medio más efectivo para este FS para todas las cepas testadas, que

resultó oscilar entre 1 min. y 3h. Atendiendo a la necesidades de todas las

especies decidió establecerse en 1 min.

ii. Fotoinactivación según la especie de Candida   

Las cepas de C. albicans, tanto sensibles como resistentes a azoles, son a su vez

las más sensibles a la fotoinactivación con HIP de todas las especies de Candida

testadas en este estudio.
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Bajo las condiciones de incubación óptima con el FS (1 min.) y atendiendo a que

siempre fueron empleadas concentraciones dobles de FS:

! la reducción del  ! 99,9 % (3 Log) del inóculo inicial empleando una

fluencia de 18 J.cm-2 requirió una concentración de HIP que osciló

entre 0,32 y 1,25 "M para todas las especies de C. albicans, de entre

1,25 y 2,5 "M para C. parapsilosis, de 2,5 a 5 "M para S. cerevisiae,

entre 5 y 10 "M  para C. rugosa y  entre 40 y 80 "M para C. krusei

(Tabla 1 y figura 4(A/B)).

! la reducción del ! 99,9999 % (6 Log) del inóculo inicial empleando

una fluencia de 18 J.cm-2 requirió una concentración de HIP de 10 a

80 "M para las especies de C. albicans (ATCC-10231: 20-80 "M,

CECT-1001 y AZN9635: 10-40 "M, 456325H y AM07/0267: 10-20 "M

), 320-640 "M para C. parapsilosis, C. krusei  y C. rugosa y 40-80 "M

para la especie S. cerevisiae (Tabla 2 y figura 4(C/D)).

Mediante el análisis no paramétrico de Kruskal-Wallis realizado sobre las

especies de Candida de colección (ATCC y CECT) se observa que, para todas las

condiciones empleadas en los experimentos, existen diferencias estadísticamente

significativas atendiendo a su especie a la hora de fotoinactivarlas (Tabla 3).

iii. Fotoinactivación según la fluencia empleada
El estudio con diferentes fluencias mostró que al emplear 37 en lugar de 18 J.cm-2

se produce una reducción generalizada en la concentración de HIP necesaria

para disminuir los inóculos tanto de 3 como 6 Log. En la reducción de 6 Log se

presentó un contraste mayor entre fluencias que en el caso de la reducción de 3

Log:

! En la reducción de 3 Log empleado 37 J.cm-2 se observó  que, para el

caso de las especies de C. albicans, C. parapsilosis y S. cerevisiae,

las concentraciones permanecieron en rango similar que empleando

18 J.cm-2. Para el resto de especies se observó una reducción de la

concentración del FS desde 40-80 a 10-20 "M para C. krusei y desde

2,5-5 a 2,5-1,25 "M para C. rugosa. (Tabla 1 y  figura 4(A/B)).



Resultados                                                                                                                       

127

! En el caso de los estudios de reducción de 6 Log se produjo una

disminución de la cantidad necesaria de HIP para todas las especies

al duplicar la fluencia. Las concentraciones necesarias alcanzaron

valores absolutos de entre 5 y 20 "M para el caso de las especies de

C. albicans (CECT-1001: 2,5-5 "M, ATCC-10231, AZN9635 y

AM07/0267: 5-10 "M y 456325H: 10-20 "M ), 5-10 "M para C. rugosa

y S. cerevisiae de 80-160 "M para C. parapsilosis y de 320 "M  para

C. krusei (Tabla 2 y figuras 4 y 5(C/D) ).

Mediante la prueba no paramétrica U Mann Whitney se observa que la fluencia no

posee un efecto estadísticamente significativo sobre las cepas de colección

(ATCC y CECT) estudiadas del género Candida bajo ninguna de las condiciones

los experimentos fueron llevados a cabo (Tabla 6).

iii. Fotoinactivación según la concentración inicial del inóculo
Los inóculos con menor concentración de levadura (0,5 McF) (Figura 4(A/B) y

Figura 5(A/B)) resultaron ser más o igualmente sensibles a la TFD con HIP

comparándolos con los más concentrados (4 McF) (Figura 4(C/D) y Figura

5(C/D)). Este hecho se repitió para todas las especies testadas.

Aplicado sobre las cepas del género Candida de colección (ATCC y CECT) la

prueba no paramétrica de la U Mann Whitney se observó que la concentración

inicial del inóculo empleada tuvo una influencia estadísticamente significativa

únicamente para las cepas C. parapsilopsis ATCC-22019 empleando ambas

fluencias, C. albicans ATCC-10231 empleando 37 J.cm-2 y C. krusei ATCC-6258

con 18 J.cm-2 de fluencia (Tabla 4).

iv-Fotoinactivación según el Nº Log que quieran disminuirse
Este estudio solo pudo evaluarse partiendo de un inóculo inicial de 4 McF debido

a que con el inóculo menor (0,5 McF) no pudieron alcanzarse con precisión la

reducción de 6 Log. Se observa que, partiendo de un inóculo de 4 McF, existe

diferencia entre la concentración necesaria para reducir 3 o 6 Log para todas las

especies.
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Aplicado a las especies de colección del género Candida (ATCC y CECT) la

prueba no paramétrica U Mann Whitney, se observa que existen diferencias

estadísticamente significativas dependientes del Nº Log que quieran disminuirse

partiendo en todos los casos de un inóculo inicial de 4 McF (Tabla 5).

vi. Fotoinactivación según el pH del medio
Tanto el pH de trabajo como la presencia de sales tamponadoras del medio en las

suspensiones y en las muestras influyó en el efecto fototóxico de la HIP sobre las

levaduras. Al trabajar con pH fisiológico tamponado en presencia de sales de

fosfato y cloruro (tampón PBS), se produjo una disminución en la fotosensibilidad

en todas las cepas en comparación con los resultados obtenidos en agua

destilada sin tamponar. Esto se tradujo en una mayor resistencia a la TFD con

HIP. La base de nuestros experimentos resultó el emplear siempre

concentraciones de FS dobles con respecto a la inmediatamente anterior. Con

esa metodología se obtuvo que un incremento de la concentración del FS al doble

de la empleada en agua destilada para todas las especies fue necesaria para

alcanzar los mismos efectos empleando tampón PBS como diluyente.

vii. Fotoinactivación según la resistencia a azoles
La especies resistentes a azoles, como son C. krusei, C. rugosa y C. albicans

AZN9635, 456325H y AM07/0267 se inactivan por medio de TFD con HIP bajo

todas las condiciones empleadas en nuestros ensayos.

Dentro de la especie C. albicans, con especies sensibles y resistentes a azoles,

no se observaron diferencias significativas en cuanto a las concentraciones

requeridas para provocar disminuciones de 3 Log entre las especies resistentes y

las sensible a azoles (Tabla 1 y figura 5(A/B)). Sin embargo, en el caso de

disminución de 6 Log las especies sensibles a azoles requirieron una mayor

concentración de FS con respecto a las especies resistentes cuando se irradiaba

con 18 J.cm-2 de fluencia. Las especies resistentes a azoles requirieron, por otra

parte una mayor concentración de FS con 37 J.cm-2  con respecto a las especies

azol-sensibles. (Tabla 2 y figura 5(C/D)).
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viii. Resultados de los Controles

Los controles permitieron evaluar la citotoxicidad por separado tanto de la luz,

como del FS empleado:

Toxicidad de la luz

Irradiando las muestras sin FS se demostró que la propia luz LED inhibía el

crecimiento de algunas cepas. Esta inhibición, en ningún caso, alcanzó valores

mayores de un 15 % ó de 0,15 unidades logarítmicas (0,15 Log) (Figura 6). Al

irradiar algunas cepas con una fluencia de 37 J.cm-2 y sin FS aumentó el

número de colonias frente a los controles no irradiados. Debido a ello se realizó

una prueba del porcentaje de evaporación del medio en las muestras debido a

la irradiación. Trabajando con volúmenes de 100-250 "L por pocillo, el largo

periodo de exposición a la luz (60 min) produjo una deshidratación entre el 10 y

el 20 % del volumen inicial, con lo cual tenemos una suspensión más

concentrada de células. Los controles se siembran por dilución de los inóculos

para el recuento de la colonias iniciales. Es por ello que al producirse mayor

evaporación del medio existieron recuentos mayores.

Toxicidad del Fotosensibilizante

El control que consistió en poner en contacto la muestra con el FS pero sin

aplicar irradiación, demostró que la HIP es inocua en oscuridad en los estudios

de reducción de 3 Log (Figura 7). Sin embargo, en los estudios de reducción de

6 Log, en el caso de las especies de C. krusei y C. parapsilosis, donde se

requirió una concentración muy alta de HIP (Tabla 2) (entre 320 a 640 "M), los

estudios sin irradiación revelaron un potente efecto tóxico de las disoluciones

de HIP preparadas en DMSO del 98 % de pureza (v / v) . Como se explicará en

el apartado siguiente, la toxicidad en estos últimos casos es debida en su

mayor medida al disolvente DMSO en el que se preparó la disolución stock de

la HIP.

Toxicidad del disolvente de la HIP (DMSO)

Las muestras con elevadas concentraciones de HIP también poseían elevadas

concentraciones de DMSO (el cual llegaba a representar en algunos casos

(640 "M de HIP) hasta el 65 % (v / v) del volumen de la disolución), se pensó
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en un posible efecto tóxico del DMSO.

Por lo tanto, para comprobar la procedencia del efecto tóxico de las

disoluciones de HIP en DMSO se realizó un estudio de toxicidad de las

levaduras (C. albicans, C. krusei, C.  parapsilosis y C. rugosa) frente al DMSO

sin HIP y sin irradiación empleando el mismo porcentaje de DMSO utilizado en

las correspondientes disoluciones de HIP empleadas para reducir 3 y 6 Log de

cada especie (resultados no mostrados). Estas pruebas adicionales revelaron

que:

o el DMSO no inhibió el crecimiento celular ni produjo efectos tóxicos si no

se encontraba en proporciones mayores al 7,5 % del total del volumen

de las muestras en cepas de C. krusei y C. parapsilosis. En el caso de

las cepas C. rugosa y C. albicans los efectos tóxicos empezaron a

manifestarse con proporciones iguales o superiores al 15 % del volumen

total.

o la proporción de DMSO empleada en los estudios de 3 Log no produce

inhibición o toxicidad alguna sobre las especies testadas ya que el

porcentaje del disolvente no superó en ningún caso el 4 % del volumen

total de las muestras.

o la proporción de DMSO empleada en los estudios de 6 Log demuestra

ser áltamente tóxica, inhibiendo el 100 % de los inóculos de C. krusei y

C. parapsilosis y el 20 %  del inóculo en el caso de C. rugosa (datos no

mostrados). Sobre las especies de C. albicans el DMSO resultó ser

completamente inócuo al no encontrarse en una proporción menor al 7,5

% del volumen total de las muestras.

o en las muestras sin FS donde el porcentaje de DMSO no superaba el

7,5% del volumen, no se produjo una inhibición de las especies de C.

krusei y C. parapsilosis  que supusiera más de 4 Log (99,99%). Estas

concentraciones de DMSO son las equivalentes a las encontradas en las

muestras de concentraciones de HIP menores o iguales a 80 µM (Figura
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4). El DMSO, por tanto, predomina en el efecto tóxico sobre la HIP en

sus disoluciones sobre C. krusei y parapsilosis por encima de 80 µM del

FS. Al no disponerse de disoluciones de HIP de mayor concentración, no

pudo calcularse la concentración de la misma necesaria para disminuir 6

Log del inóculo inicial de las especies de C. parapsilosis y C. krusei.  

Los controles consistentes en diluciones de los inóculos iniciales sin irradiar y sin

HIP no sufrieron modificaciones a lo largo de los ensayos.
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Figura 4: Representación gráfica de la toxicidad de la TFD  in vitro con HIP frente a levaduras del género Candida spp y S. cerevisiae

ATCC-9763 empleando tiempo de incubación 1 min. Las gráficas representan en el eje vertical el logaritmo en base 10 de la

concentración de germen para cada concentración de HIP (eje horizontal) empleada. A: inóculo inicial: 0.5 McF (˜ 1x106 UFC / mL);

Fluencia (F) = 18Jcm-2.  B: inóculo inicial: 0.5 McF (˜ 1x106 UFC / mL); Fluencia (F) = 37Jcm-2. C: inóculo inicial: 4 McF (˜ 1x107 UFC /

mL); Fluencia (F) = 18Jcm-2. D: inóculo inicial: 4 McF (˜ 1x107 UFC / mL); Fluencia (F) = 37Jcm-2.
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Figura 5: Representación gráfica de la toxicidad de la TFD  con HIP in vitro frente a levaduras C. albicans para establecer la diferencia

de susceptibilidad frente a la terapia entre especies sensibles (ATCC-10201 y CECT-1001) y resistentes a azoles (el resto) empleando

tiempo de incubación 1 min. Las gráficas representan en el eje vertical el logaritmo en base 10 de la concentración de germen paraa

cada concentración de HIP (eje horizontal) empleada en la terapia. A: inóculo inicial: 0.5 McF (˜ 1x106 UFC / mL); Fluencia (F) = 18Jcm-

2.  B: inóculo inicial: 0.5 McF (˜ 1x106 UFC / mL); Fluencia (F) = 37Jcm-2. C: inóculo inicial: 4 McF (˜ 1x107 UFC / mL); Fluencia (F) =

18Jcm-2. D: inóculo inicial: 4 McF (˜ 1x107 UFC / mL); Fluencia (F) = 37Jcm-2.



Resultados                                                                                                                       

136



Resultados                                                                                                                       

137

F

igura 6-7: Representación de la toxicidad per se de la HIP en oscuridad (se utiliza las concentraciones de HIP requeridas para

conseguir una reducción de ! 99.9 % o 3 Log para cada especie pero sin uso de radiación) de la toxicidad per se de la fuente de

iluminación empleada . Cada color representa una especie diferente y los valores agrupados representando concentración de HIP = 0

(0) y concentración de HIP que produce disminución de 3 Log (Cfungic.) y las tres fluencias empleadas en los experimentos, 0, 18 y 37

Jcm-2. Sobre el eje vertical se representa el logaritmo en base 10 de la concentración de las colonias de los inóculos testados (inóculos

iniciales de  0.5 McF (˜ 1x106 UFC / mL). Se representa una sola de las C. albicans debido a la similitud entre ambas de los resultados

obtenidos.
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Tabla 1: Rangos de concentración de HIP necesarios (en "M) en la TFD CON HIP in vitro  para conseguir una reducción de ! 99.9 % o

3 Log sobre  inóculos de levaduras de ˜ 1x106 UFC / mL o 0.5 McF. Se indican las concentraciones de HIP necesarias para provocar la

disminución de 3 Logs empleando tiempos de incubación de las cepas en oscuridad con HIP a 35ºC (1, 15, 30 min. y 1, 3, 5 y 24 h.).

Se emplean fluencias de 18 y 37 Jcm-2. Con una raya se indican las concentraciones que no pudieron calcularse.

Tabla 2: Rangos de concentración de HIP necesarios (en "M) en la TFD CON HIP in vitro  para conseguir una reducción de ! 99.9999

% o 6 Log sobre  inóculos de levaduras de ˜ 1x107 UFC / mL o 4 McF. Se indican las concentraciones de HIP necesarias para provocar

la disminución de 6 Log empleando tiempos de incubación de las cepas en oscuridad con HIP a 35ºC (1, 15, 30 min. y 1, 3, 5 y 24 h.).

Se emplean fluencias de 18 y 37 Jcm-2. Con una raya se indican las concentraciones que no pudieron calcularse
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i. Fotoinactivación según la especie de Candida

McF F (J.cm-2) Nº Red. Log10 P

0,5 18 3 0,004

0,5 37 3 0,012

4 18 3 0,01

4 18 6 0,01

4 37 3 0,012

4 37 6 0,001

Tabla 3: significancia estadística en la TFD con HIP in vitro atendiendo a la especie de Candida que tratemos.

Kruskal-Wallis . Rechazar la hipótesis nula si p<0,05

ii. Fotoinactivación según la concentración inicial del inóculo

CEPA INÓCULO
INICIAL (McF)

FLUENCIA
(Jcm-2)

P

0,5 18

4 18

0,541

0,5 37
C. albicans ATCC-10231

4 37

0,026

0,5 18

4 18

0,02

0,5 37
C. parapsilosis ATCC-22019

4 37

0,018

0,5 18

4 18

0,046

0,5 37C. krusei ATCC-6258

4 37

0,264

0,5 18

4 18

0,083

0,5 37
C. albicans CECT-1001

4 37

0,102

Tabla 4: significancia estadística en la TFD con HIP in vitro atendiendo a la concentración inicial de inóculo

empleada (0,5 o 4 McF). U de Mann-Whitney. P<0,05 diferencia estadísticamente significativa.
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iv-Fotoinactivación según el Nº Log que quieran disminuirse

CEPA INÓCULO INICIAL
(McF)

Nº Red. Log10 FLUENCIA
(Jcm-2)

P

4 3 18

4 6 18

0,012

4 3 37

C. albicans ATCC-10231

4 6 37

0,004

4 3 18

4 6 18

0,009

4 3 37

C. parapsilosis ATCC-22019

4 6 37

0,013

4 3 18

4 6 18

0,046

4 3 37
C. krusei ATCC-6258

4 6 37

0,046

4 3 18

4 6 18

0,034

4 3 37

C. albicans CECT-1001

4 6 37

0,029

Tabla 5: significancia estadística en la TFD con HIP in vitro atendiendo al número de unidades logarítmicas que

se quiera disminuir (3 o 6 Log un inóculo inicial de 4 McF (˜ 1x107 UFC / mL). U Mann Whitney .P<0,05

diferencia estadísticamente significativa.
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v. Fotoinactivación según la fluencia empleada

CEPA INÓCULO
INICIAL (McF)

Nº Red. Log10 FLUENCIA
(Jcm-2)

P

0,5 3 18
0,5 3 37

0,118

4 3 18

C. albicans ATCC-10231

4 3 37
0,881

0,5 3 18
0,5 3 37

0,088

4 3 18

C. parapsilosis ATCC-
22019

4 3 37
0,179

0,5 3 18
0,5 3 37

0,18

4 3 18

C. krusei ATCC-6258

4 3 37
0,083

0,5 3 18
0,5 3 37

1

4 3 18

C. albicans CECT-1001

4 3 37

0,317

     

Tabla 6: significancia estadística en la TFD con HIP in vitro atendiendo a la fluencia empleada (18 o 37 Jcm-2).

U Mann Whitney .P<0,05 diferencia estadísticamente significativa.
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b. Participación de las EROs en la fotoinactivación in vitro con

HIP en levaduras

i. Estudios de EROs empleando con inhibidores
Todos los inhibidores estudiados disminuyeron el efecto fotoinactivador

ó fototóxico de la HIP en las distintas especies de Candida estudiada

pero en diferente magnitud, reduciendo así la capacidad de la HIP de

provocar efecto fungicida. El efecto de cada uno de los inhibidores de

EROs dependió de la especie de levadura estudiada.

! Efecto de la catalasa (CAT) como inhibidor de la TFD

La CAT fue el inhibidor que más redujo el efecto fotoinactivador

del FS en la mayoría de las especies de Candida (Figura 9). La

CAT llegó a inhibir casi por completo la actividad de la HIP en

todas las cepas de C. albicans y en C. parapsilosis, recuperando

casi por completo las 3 unidades logarítmicas fotoinactivadas por

la TFD con HIP. El efecto “fotoprotector” de la CAT fue menos

acusado en el caso de C. krusei y C. rugosa alcanzando, como

máximo, una recuperación cercana a los 2 logaritmos con

respecto a la TFD in vitro con HIP (Figura 8 y tabla 8).

! Efecto de la súper óxido dismutasa (SOD) y la azida de

sodio (NaN3) como inhibidores de la TFD

La SOD y la NaN3 inhibieron una menor proporción del efecto

fototóxico de la HIP comparado con el que la CAT provocó. Este

hecho ocurrió tanto para las especies de Candida no albicans

((Figura 8 y tabla 8) como para las de C. albicans (Figura 9).

Numéricamente, ambos inhibidores demostraron una mayor

significanción en C. albicans, C. parapsilosis y C. glabrata donde

hubo un incremento en la supervivencia celular de más de 2

unidades logarítmicas (de las 3 inhibidas por la TFD con HIP) en

la inmensa mayoría de los casos. Para C. krusei, los valores de

recuperación fueron, dependiendo de si se usó SOD o NaN3, de
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entre 1 y 1,5 unidades logarítmicas con respecto a las muestras

tratadas sin inhibidores ((Figura 8 y tabla 8).

! Efecto del MAN como inhibidor de la TFD

El empleo del MAN con las levaduras no produjo una inhibición

aparente de la TFD con HIP sobre ninuna de las cepas testadas,

con excepción de C. krusei. Se  obtuvo una recuperación menor a

un 1% en todas las cepas, salvo en el caso de C. krusei, donde

presentó un valor promedio de un 14% de recuperación, lo que

correspondería a una recuperación de 2 unidades logarítmicas de

las 3 inhibidas por la TFD con HIP (Tabla 8 y figura 8).
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Figura 8: Representación del efecto de los inhibidores de EROs sobre de la TFD con HIP  in vitro. Gráfica que

representa las especies del género Candida albicans.(A) y C. no-albicans (B). Sobre el eje horizontal se representa, en

grupos de 4, para cada inhibidor empleado (CAT, SOD, NaN3 o MAN), las especies testadas (un color para cada

especie) con un valor adicional que representa a todas las cepas sometidas a TFD CON HIP sin hacer uso de

inhibidores (All strain. No quencher). Sobre el eje vertical se representa el logaritmo en base 10 de la concentración de

las colonias de los inóculos testados representado por UFC / mL. La escala logarítmica del gráfico verticalmente

representa los 3 Log capaces de ser reducidos con la TFD CON HIP donde el valor mínimo de 0.1 repesenta el efecto

fototóxico de la TFD  sin quenchers (valor que corresponde con All strain. No quencher) y el valor máximo de 100 como

la “fotoprotección” del inhibidor frente a la terapia.
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Tabla 8: % de inhibición de la TFD con HIP sobre levaduras. Inhibición mediada por agentes antioxidantes

neutralizadores de especies EROs
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c. Estudios de EROs y marcadores de muerte celular por

citometría de flujo

i- Morfología / complejidad (tamaño) celular
Seleccionando como material de partida una zona concreta donde las

células poseeen una relación morfología / complejidad SSC-H  / FSS-H

determinada coincidente con las células de levadura, los datos de

citometría de flujo reflejan que al aumentar la fluencia de la TFD con

HIP sobre las cepas estudiadas (C. krusei ATCC-6258 y C. albicans

ATCC-10231) existe un aumento en el número de células cuya

morfología y complejidad celular se aleja de los valores normales de

supervivencia (Figura 9, 10, 11, 12). Al aplicar, tanto 18 como 37 J.cm-2

sobre las levaduras con HIP se observa, asimismo, un aumento de

células en la zona de las células muertas (Figura 9, 10, 11, 12).

ii- Relación superoxido (O2
-) en la TFD con diferentes levaduras

Los estudios efectuados mediante el uso de dihidroxietidio (2HE)

revelan que para ambas cepas empleadas en el estudio se observa la

presencia de radical O2
- en ambas cepas. Dentro de una misma cepa,

conforme es aumentada la fluencia (0, 18 y 37 J.cm-2) se recogen

valores mayores de células que están produciendo radicales O2
-.

Comparando ambas cepas se observa una mayor proporción de

células productoras de O2
- en el caso de C. albicans ATCC-10231 a

todas las fluencias empleadas (Figura 9, 11). El empleo de

diclorohidrofluoresceína diacetato (DCFA) como detección de peróxido

de hidrógeno no funcionó correctamente por lo que no pudo ser

cuantificada su presencia.

iii- Presencia de marcadores de muerte celular

El empleo de 7-Amino-actinomicina D (7AAD) reflejan que la TFD

produce pérdida de la integridad de la membrana nuclear para todas

las condiciones de fluencia empleadas (18 y 37 J.cm-2) y para las dos

cepas estudiadas. Se observa una mayor proporción de células con su

membrana nuclear dañada en el caso de las células que recibieron la
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mayor fluencia (para ambas cepas). Entre ambas cepas, la especie C.

albicans fue en la que se constató una mayor proporción de células con

su membrana nuclear dañada para ambas fluencias en comparación

con la especie C. krusei (Figura 10, 12).  El empleo de anexina V FITC

como detector de residuos de fosfatidil serina no funcionó

correctamente, por lo que no se pudo saber nada acerca de la

integridad general de membranas.

iv- Condensación de la cromatina
Utilizando Hoechst como marcador nuclear y empleando el microscopio

de fluorescencia, se observa condensación de la cromatina del DNA en

todas las condiciones de fluencia empleadas (18 y 37 J.cm-2) en la TFD

para las dos cepas estudiadas (Figura 13).
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Figura 9, 11: Primera fila: Representación de las poblaciones celulares obtenidas por citometría de flujo tras irradiar con

diferentes fluencias (0, 18 y 37 J.cm-2) y con HIP (Para C. albicans 0.62 µM y C. krusei 40 µM). Segunda fila: % de

células en cada población superior con formación de radical superóxido.

Figura 10, 12: Primera fila: Representación de las poblaciones celulares obtenidas por citometría de flujo tras irradiar

con diferentes fluencias (0, 18 y 37 J.cm-2) y con HIP (Para C. albicans 0.62 µM y C. krusei 40 µM).  Segunda fila: % de

células en cada población superior con la membrana nuclear dañanda.
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Figura: 13: Detalle de la condensación de la cromatina manifestada en los núcleos de células de C. albicans ATCC-

10231 por tinción con Hoechst tras someter a las células a TFD con HIP.
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Fotoinactivación in vitro de dermatofitos con HIP 
       

a. Fotoinactivación según la especie Trichophyton

El tratamiento fotodinámico in vitro con HIP en dermatofitos demostró

producir muerte celular hasta alcanzar los valores fungicidas de reducción de 3

Log. La reducción de más de 3 Log del inóculo inicial requirió una

concentración de HIP de entre 25 y 50 "M para la especie de T. rubrum y entre

50 y 200 "M para T. mentagrophytes empleando 37 J.cm-2 de fluencia (Figura

14 y tabla 7).

b. Fotoinactivación según el tiempo de incubación con la

HIP

Aplicando tiempos de incubación de 0, 15, 30 y 60 min. se observa que

la eficacia fotoinactivadora de la HIP aumenta cuanto mayor es el tiempo

de incubación con la misma .Se comprueba que los tiempos de

incubación máximos (30 y 60 min.) resultan efectivos en la reducción de 3

Log a concentraciones de HIP incapaces de lograrlo a tiempos de

incubación menores (Tabla 7).

c. Resultados de los Controles

i. Toxicidad de la luz

Al igual que en los experimentos de levaduras, el control demostró que

la lámpara LED no produce un efecto biocida aparente en el

crecimiento microbiano al no inhibir su crecimiento más allá de 0,5 Log

(Figura 14).

En algunos casos se obtuvieron un mayor número de colonias en las

muestras incubadas e irradiadas sin FS que en los controles sin irradiar

y sin FS. Sin embargo, en cómputo global, la cantidad de colonias fue
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menos en las muestras irradiadas (Figura 14).

ii.Toxicidad del Fotosensibilizante
El control demostró que la HIP a las concentraciones que provocan los

efectos fototóxicos es inocua en oscuridad al provocar una inhibición en

ambas cepas que no supera los 0,5 Log (Figura 15).
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Figura 14: Representación gráfica de la toxicidad de la TFD  con HIP in vitro frente a hongos dermatofitos del género de

Trichophyton. La gráfica representa, en el eje vertical, el logaritmo en base 10 de la concentración de germen, partiendo de un

inóculo inicial de 0.5 McF (˜106 UFC / mL), frente a la concentración de HIP (eje horizontal) empleada. Asimismo se representa la

influencia de la fuente de luz empleada  sobre las cepas: 0SIRR (inóculo inicial sin irradiar y sin HIP) y 0IRR (inóculo inicial irradiado

y sin HIP).

0,5 McF / 3 Log T. mentagrophytes T. rubrum

 ATCC-9533 ATCC-28188

Fluencia (J.cm-2) 37 37

tiempo de contacto (h)
 
 

 
 

0 50-200 20-50

0,25 50-200 20-50

0,5 50-100  10-20

1  20-50 10-20 

Tabla 7: Rangos de concentraciones de HIP necesaria (en "M) en la TFD  in vitro para conseguir una reducción de !

99.9 % o 3 Log de un inóculo de células de ˜1x106 UFC / mL o 0.5 McF. Se indican los tiempos de incubación

empleados (1, 15, 30 y 60 min.) de la HIP con las cepas en oscuridad a 30ºC y empleando una fluencia de 37 Jcm-2.
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Figura 15: Representación de la toxicidad per se de la HIP en oscuridad sobre Hongos dermatofitos del género

Trichophyton. Los valores están agrupados en dúos representando concentración de HIP = 0 (0) y concentración de

HIP para la reducción de ! 99.9 % o 3 Log (Cfungic.). Sobre el eje vertical  se representa el logaritmo en base 10 de la

concentración de las colonias de los inóculos testados (inóculos iniciales de  0.5 McF o ˜ 1x106 UFC / mL ).
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Efecto de la TFD in vitro con HIP en células
cutáneas humanas

El tratamiento fotodinámico con HIP sobre queratinocitos y fibroblastos

humanos demostró su capacidad fototóxica sobre células cutáneas

humanas produciendo muerte celular apreciable. En todos los

experimentos (salvo en los controles) se empleó el tiempo de incubación

óptimo obtenido para tratar in vitro a las levaduras (1 min).

a. Viabilidad celular en las condiciones de reducción de
3 Log

Las células mantuvieron una viabilidad superior o igual al 90 % sólo en

los casos en los que se aplicaron las mismas condiciones de concentración de

FS iguales o menores que para las cepas de C. albicans en la eliminación de 3

Log, es decir, uso de concentraciones de HIP no superiores a 1,25 µM con

fluencias no superiores a 37 J.cm-2  (Figura 16; HaCaT (A) y hNDF (C)).

b. Viabilidad celular en las condiciones de reducción de

más de 3 Log

La viabilidad de ambos tipos celulares experimentaba un descenso

hasta alcanzar valores nulos de supervivencia si eran empleadas

concentraciones de FS superiores o iguales a 5 µM con las dos fluencias

máximas (18 y 37 J.cm-2) (Figura 16; HaCaT (A) y hNDF (C)). Este

descenso en la supervivencia no fue tan acusado a esa misma

concentración si se empleaba la fluencia mínima (8 J.cm-2), donde la

viabilidad celular se mantenía en un 70 %.
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c. Resultados de los controles

Tanto la toxicidad de la HIP como de la luz por separado (ambos

parámetros testados empleando las mismas condiciones de

concentración de FS y fluencia que para las que provocaban efectos

fototóxicos sobre ellas) no ejercieron efectos tóxicos aparentes:

i. Toxicidad de la luz

Empleando diferentes fluencias (8, 18 y 37 J.cm-2) se observó que este

parámetro no ejerció influencia sobre la toxicidad de la fuente de luz sin

FS sobre las células.

ii. Toxicidad del FS

Empleando tiempos de incubación con HIP de 1, 15, 30 y 60 min se

observó que éste parámetro no ejerció influencia sobre la toxicidad del

FS en oscuridad sobre las células (Figura 16; HaCaT (B) y hNDF (D)).
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Figura 16:  Toxicidad in vitro de la HIP sobre células humanas dérmicas bajo diferentes condiciones:

Queratinocitos HaCaT sometidos a HIP con irradiación (8, 18 y 37 Jcm-2) (A) y a oscuridad (B) (Dark
Toxicity). Fibroblastos hNDF sometidos a HIP con irradiación (8, 18 y 37 Jcm-2)  (C) y a oscuridad (D)

(Dark Toxicity).
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Localización de HIP en celulas por microscopía
de fluorescencia

a. Localización de HIP en levaduras

i. Localización intracelular
Los estudios de microscopía confocal in vitro revelan que existe una

co-localización del FS con la sonda citoplasmática CellTracker® Green

(CTG) (Figura 17D, 18D y 27). Esta co-localización se mantiene en

todos los tiempos de incubación del FS con las células empleados (1 y

30 min.).

El FS se multilocaliza, presentando una distribución citoplasmática que

varía dependiendo de cual sea la cepa testada. El FS aparece

formando acúmulos pequeños en forma de punteado y en un bloque

circulo-elipsoidal de mayor tamaño en el caso de C. albicans (Figura

16(A/C)). En el caso de C. parapsilosis (Figura 17(A/C)) la HIP aparece

como acúmulos en zonas concretas, mostrando co-localización con la

sonda MitoTracker® Green (MTG). En C. krusei (Figura 18(B/F)) la

distribución es mucho más dispersa que en el caso de las otras dos y

se desdibuja en todo el citoplasma pese a poseer también punteados

característicos que no co-localizan con la sonda mitocondrial.

No se pudo obtener información acerca de la co-localización de la HIP

con el MTG por microscopía confocal en las especies de C. albicans y

C. krusei. Para ello fueron empleadas las sondas mitocondriales

DIOC6
® (Figura 25 y 26) y MitoTracker Red® (MTR) (solo para el caso

de C. albicans) (Figura 26) mediante un microscopio de fluorescencia

no-confocal. Se obtuvo un patrón de localización de la HIP con

respecto al DIOC6
® en algunos casos similar en el caso de C. krusei

(Figura 25). Para C. albicans el patrón de localización del MTR y del

DIOC6
® fue similar en algun caso pero no en todos (Figura 26).
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ii. Localización nuclear

La HIP no se encuentra en el plano focal donde encontramos el

marcador nuclear DAPI a los tiempos de incubación del FS empleados

(1 y 30 min.), por lo que, en todas las especies testadas, no se muestra

colocalización con él (Figura 17C, 18C  19(E/F) y 21).

iii. Localización frente al tiempo de incubación (time course)
Al mantener un contacto de la HIP con las cepas durante 24h en

oscuridad y a 35 ºC, se sigue observando co-localización con la sonda

CTG. La HIP sigue sin co-localizar con la sonda nuclear DAPI (Figura

20). Al comparar los resultados con los de los tiempos de contacto de 1

y 30 min, la distribución celular del FS sufre en líneas generales una

mayor especificidad de localización, exceptuando el caso de C.

albicans, donde la localización no varía. En C. parapsilosis  la

localización varía al aparecer el FS en punteados más gruesos,

equivalentes a los encontrados en C. albicans.  Finalmente, en el caso

de C. krusei se observa una  menor multilocalización, apareciendo

acúmulos del FS en zonas más específicas, que no pudieron ser

identificadas debido a la limitación que se tuvo a la hora de emplear el

marcador nuclear MTG (explicación más adelante). Pese a que no se

realizaron estudios relativos a la intensidad de la emisión del FS,

parece que en las tres cepas se mantiene la intensidad de la

fluorescencia emitida en comparación con los tiempos de contacto de 1

y 30 minutos (Figura 20).

iv. Resultado de los controles
El empleo de muestras control sin FS demostró que en la franja de

fluorescencia donde emite la HIP no existe ninguna sustancia

perteneciente a la levadura que pudiera provocar auto-emisión. Con

este hecho se confirma que es la HIP la sustancia que se encuentra en

el interior y no existe auto-fluorescencia de la levadura en ese rango de

longitud de onda.
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b. Localización de HIP en dermatofitos

i. Localización intracelular
Empleando la microscopía confocal in vitro se observa que la HIP co-

localiza con la sonda CTG durante, al menos,  los primeros 30 minutos

de contacto con la cepa T. mentagrophytes. La microscopía confocal

revela que el plano del marcador celular concuerda con el del FS tanto

en el caso de las células septadas formando hifas como en el de las

microconidias (Figura 22). Se observa una multilocalización del FS en

el interior celular presentando acúmulos específicos no identificables

(Figura 22-2(A/C/D)).

Al igual que en el caso de las levaduras, la sonda MTG no funcionó

satisfactoriamente por lo que no pudo establecerse con claridad si la

HIP se acumula en las mitocondrias.

No se pudo concretar la localización del FS en el caso de la especie T.

rubrum debido a que dicha especie no fue capaz de acumular ninguna

de las sondas en las condiciones de reacción que fueron empleadas.

ii. Localización nuclear
En líneas generales no existió colocalización del FS con la sonda

nuclear DAPI, ni en hifas ni en microconidias (Figura 22-2C). Sin

embargo existe algún ejemplo aislado en hifas en los que si que se

observa un acumulo de HIP (Figura 22-1C) en zonas donde

encontramos a la sonda DAPI.

iii. Resultado de los controles
El empleo de muestras control sin HIP demostró que en la franja de

emisión de fluorescencia del FS no existe auto-fluorescencia del hongo.
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c. Localización de HIP en queratinocitos HaCaT

i. Localización intracelular
En los estudios de microscopía invertida in vivo existen sondas

específicas de organelas celulares que co-localizan con la HIP.

Pese a presentar una multilocalización en el interior celular, la HIP

muestra una clara co-localización con el marcador LysoTracker Green

(LTG) (Figura 23F). Asimismo, la HIP presenta colocalización parcial

con el marcador DiOC6 en células (Figura 23C).

ii. Localización nuclear

Los estudios de microscopía confocal in vitro demuestran que la HIP no

presenta colocalización con el marcador nuclear Hoechst (Figura 23B).

iii. Localización frente al tiempo de incubación (time course)

En los estudios de time course de microscopía invertida in vivo se

observa que al mantener un contacto la HIP con las células durante 1,

5 y 24 h en oscuridad y a 37 ºC, ambos FSs no varían en gran medida

su localización durante todo el estudio (Figura 24(A/B/C)).

Sin embargo se puede decir que, pese a no manifestar grandes

cambios, su especificidad de localización aumenta al aumentar el

tiempo de contacto, disminuyendo su diseminación generalizada. No

puede descartarse, no obstante, que haya menor fluorescencia en el

interior celular a las 24 h de contacto, hecho parece concordar con los

estudios de uptake de HIP expuestos más arriba.

No se dispone de colocalizaciones a los tiempos de incubación de 5 y

24 h por lo que no se puede concluir con total exactitud la localización

del FS. Sin embargo, observando los patrones de localización de las

sondas se observa que, conforme va pasando el tiempo, la HIP se va

acumulando en zonas cercanas al núcleo que coinciden con la
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localización de algunas de las sondas empleadas, en particular, con la

sonda LTG.

Estudios de time course realizados con DAPI siguen descartando la

presencia de la HIP en el núcleo a lo largo del tiempo de incubación del

FS con las células.

iv. Resultado de los controles
El empleo de muestras control sin HIP demostró que en la franja de

emisión de fluorescencia del FS no existe auto-fluorescencia de las

células.

d. Localización de HIP en fibroblastos hNDF

i. Localización intracelular
Los estudios de microscopía confocal in vitro revelan que la HIP se

presenta en el mismo plano focal que marcadores intracelulares como

CTG (Figura 23J).

Sin embargo, a rasgos generales, no hubo un buen funcionamiento de

las sondas en los estudios in vitro debido a que se observó que las

células no se encontraban en buen estado. Con este estudio no

podíamos saber con total certeza si los FS se encuentran en el interior

celular o no pese a encontrarse en el mismo plano focal que las sondas

intracelulares. A pesar de ello se ha decidido adjuntar imágenes de uno

de los estudios para evaluar de alguna forma los resultados obtenidos.

ii. Localización nuclear
Estudios posteriores de microscopía invertida in vivo revelan, que la

HIP se no presenta colocalización con el marcador nuclear DAPI

(Figura 23K).

iii. Localización frente al tiempo de incubación (time course)
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En los estudios de time course de microscopía invertida in vivo se

observa que al mantener un contacto la HIP con las células durante 1,

5 y 24h en oscuridad y a 37 ºC no se producen grandes variaciones en

el patrón de localización del FS. (Figura 24(D/E/F)).

No se realizaron estudios con marcador nuclear a 5 y 24h por lo que no

puede asegurarse la no presencia de la HIP en el núcleo a esos

tiempos de contacto.

iv. Resultado de los controles

El empleo de muestras control sin HIP demostró que en la franja de

emisión de fluorescencia del FS no existe auto-fluorescencia de las

células.
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Figura 17: Estudio del patrón de localización de la HIP mediante microscopía confocal de fluorescencia in vitro

sobre la cepa Candida albicans ATCC-10231 con un tiempo de incubación de la HIP de 1 min en oscuridad y
35ºC . Estudio de la colocalización de la HIP con diferentes sondas en un mismo plano focal. A: superposición

de microscopía de campo claro con la fluorescencia de la HIP (roja) recogida. B: fluorescencia de la sonda
citoplasmática CTG (verde). C: fluorescencia de la HIP (roja) con detalle de la no colocalización con la sonda

nuclear DAPI (azul).  Se observa el detalle de la localización punteada de la HIP. D: Colocalización HIP con la
sonda CTG (verde + roja = amarillo/naranja).
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Figura 18: Estudio del patrón de localización de la HIP mediante microscopía confocal de fluorescencia in vitro sobre la

cepa Candida parapsilosis ATCC-22019 con un tiempo de incubación de la HIP de 1 min en oscuridad y 35ºC . Estudio

de la colocalización de la HIP con diferentes sondas en un mismo plano focal. A: superposición de microscopía de

campo claro con la fluorescencia de la HIP (roja) recogida. B: Fluorescencia de la sonda mitocondrial MTG (verde). C:

Fluorescencia de la HIP (roja) con detalle de la no colocalización con el marcador nuclear DAPI (azul). Se observa la

localización punteada de la HIP. D: Colocalización HIP con la sonda MTG (verde + roja = amarillo/naranja) con DAPI

(azul) no colocalizado con la HIP.
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Figura 19: Estudio del patrón de localización de la HIP mediante microscopía confocal de fluorescencia in vitro

sobre la cepa Candida krusei ATCC-6258 con un tiempo de incubación del la HIP de 1 min en oscuridad y 35ºC .

Estudio de la colocalización de la HIP con diferentes sondas en un mismo plano focal. A: microscopía de
campo claro. B: Fluorescencia de la HIP (roja). C: Fluorescencia de la sonda citoplasmática CTG (verde). D:

Colocalización HIP  con la sonda CTG (verde + roja = amarillo/naranja). E/F: demostración de la no
coloclización de la HIP (roja) con la sonda nuclear DAPI (azul). Detalle de la localización punteada de la HIP.
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Figura 20: Estudio mediante microscopía confocal de fluorescencia in vitro del  patrón de  localización de la HIP (roja) a

tiempo de incubación de la HIP de 24h en oscuridad y 35ºC con detalle de la no localización con la sonda nuclear DAPI

(azul)  para las cepas C. albicans ATCC-10231 (A/D), C. parapsilosis ATCC-22019 (B/E) y C. krusei ATCC-6258 (C/F).
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Figura 21: Estudio mediante microscopía confocal de fluorescencia in vitro de la no localización de la HIP (roja) con el

marcador nuclear DAPI a tiempo de incubación de 1 min para las cepas C. albicans ATCC-10231 y C. parapsilosis

ATCC-22019.
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Figura 22: Estudio del patrón de localización de la HIP mediante microscopía confocal de fluorescencia in vitro

sobre la cepa Trichophyton metagrophytes ATCC-9533 (hifas y macroconidios arriba; detalle de una hifa abajo)
con un tiempo de incubación de la HIP de 30 min en oscuridad y 30ºC. Estudio de la colocalización de la HIP

con diferentes sondas en un mismo plano focal. A: superposición de microscopía de campo claro con la
fluorescencia de la HIP (roja) recogida. B: Fluorescencia de la sonda citoplasmática CTG (verde). C:

Fluorescencia de la HIP (roja) con detalle de la no colocalización con la sonda nuclear DAPI (azul).  Se
observael detalle de la localización punteada de la HIP. D: Colocalización HIP con la sonda CTG (verde + roja =

amarillo/naranja).



Resultados                                                                                                                       

185



Resultados                                                                                                                       

186

Figura 23: Estudio del patrón de localización de la HIP mediante microscopía invertida  de fluorescencia in vivo

sobre células dérmicas queratinocitos HaCaT (A/B/C/D/E/F) y fibroblastos dérmicos (G/H/I/J/K/L) con un tiempo
de incubación máximo de la HIP de 30 min en oscuridad y 37ºC . Estudio de la co-localización de la HIP con

diferentes sondas. A: Fluorescencia de la sonda mitocondrial DiOC6 (verde) recogida. B/E/I/L: Fluorescencia de
la HIP (roja) recogida. C: Colocalización parcial de la sonda DiOC6 con la HIP (verde + roja = amarillo/naranja).

D/K: Detalle de la no colocalización de la HIP (roja) con la sonda nuclear Hoechst (azul). E: Fluorescencia de la
HIP (roja) recogida. F: Colocalización parcial de la HIP (roja) con la sonda lisosomal LTG (verde no mostrado)

combinandose y dando color amarillo/naranja. J: CTG + HIP (verde + roja = amarillo/naranja).
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Figura 24: Estudio mediante microscopía invertida de fluorescencia in vivo del  patrón de  localización de la

HIP a tiempos de incubación de la HIP de 30 min, 5 y 24h en oscuridad y 37ºC sobre células dérmicas
queratinocitos HaCaT (A/B/C) y fibroblastos dérmicos hNDF (D/E/F). Se observa que, al aumentar el tiempo de

contacto, el PS se focaliza en zonas concretas perinucleares.
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Figura 25: Estudio mediante microscopía de fluorescencia in vitro del diferente patrón de localización entre la
sonda DIOC6

®  y la HIP en C. krusei ATCC-6258.
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Figura 26: Estudio mediante microscopía de fluorescencia in vitro de C. albicans  ATCC-10231.  Comparativa

entre los patrones de localización entre la sonda MTR, DIOC6
®  y la HIP.
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Figura 27: Cuadro resumen de las co-localizaciones de la HIP con MTG o CTG para las cepas C. albicans ATCC-
10231 (A/B/C/D), C. parapsilosis ATCC-22019 (E/F/G/H) y C. krusei ATCC-6258 (I/J/K/L). Microscopia confocal de
fluorescencia in vitro.
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Discusión

Uptake (incorporación) de HIP en células                       

Los resultados obtenidos en nuestros estudios demuestran que la HIP penetra, o

se asocia tanto a células humanas como a células de levadura.

a. Incorporación en queratinocitos dérmicos humanos HaCaT

En el ensayo con células HaCaT, las medidas de los valores de fluorescencia del

lisado celular mostraron que la incorporación del FS se incrementa gradualmente

con el tiempo de contacto hasta alcanzar su pico máximo a las 6 horas (Figura 1).

Tras éste punto se observa que con tiempos de contacto mayores hay un descenso
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pronunciado en la incorporación de la HIP, probablemente provocado por expulsión

o por metabolización del FS por las propias células (Figura 1). Los estudios de

Theodossiou et al. [1] con HIP sobre queratinocitos demuestran la existencia del FS

en forma monomérica (la forma del FS que mayor fluorescencia produce) permanece

hasta las 26 h de incubación empleando la misma concentración que en nuestros

experimentos (5µM). En 2008 Wang et al. [2] demostraron que en células

cancerosas se producía una saturación en la incorporación de la HIP a las 6 h de

incubación.

b. Incorporación (uptake)  en levaduras

Los resultados revelan que la incorporación de la HIP por parte de las levaduras

aumenta con los tiempos de incubación estudiados (30 min. hasta 24 h) para todas

las cepas estudiadas (Figura 2). Teniendo en cuenta que, la HIP disminuye su efecto

fototóxico en levaduras al aumentar el tiempo de incubación a más de 5h. y que la

incorporación del FS se mantiene constante desde las 5 hasta las 24 h. de

incubación, hay que concluir que no existe una relación directa entre la cantidad de

HIP internalizada y el efecto de la misma. El hecho de poseer mayor cantidad de FS

podría estar relacionado con la fácil asociación de la HIP a membranas lipídicas

dada su hidrofobicidad, como fue demostrado por Ho et al. [3]. Este hecho, unido a

la redistribución del FS y a una formación masiva de homoasociados podría hacer

que la HIP perdiera su efecto fototóxico al aumentar el tiempo de contacto con las

levaduras, pese a aumentar su concentración en ellas.

Los resultados demuestran que la captación de la HIP en los tiempos de incubación

donde ésta exhibe su mayor efecto antifúngico contra las levaduras (tincub. ≤ 60  min)

es superior que en células HaCaT con respecto a las levaduras. Sin embargo, y

pese a su gran diferencia de tamaño, la captación de la HIP es superior en el caso

de las levaduras con respecto a los fibroblastos hNDF (Figura 3).

Fotoinactivación in vitro de células con HIP                   
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La técnica empleada en los estudios demuestra que la TFD  in vitro con HIP

posee efecto fototóxico sobre las especies de levaduras (Figura 4, 5) y hongos

(Figura 14) testados. Es por ello, por lo que se demuestra la capacidad antifúngica

de este tipo de terapia aplicada en hongos causantes de micosis cutáneas

frecuentes.

En el género Candida se encuentran trabajos con diferentes FSs, algunos tan

antiguos como los de Stenstrøm AG et al. [4] en 1981 donde se prueba la

fotoinactivación in vitro de C. albicans empleando hematoporfirina como FS.

Estudios posteriores como los de Zeina et al. [5] demuestran la eficacia de la TFD in

vitro con fenotiazinas frente a C. albicans.

En el género Trichophyton destacan los estudios de Smijs et al. [6] en T. rubrum

donde se prueba la alta eficiencia de la porfirina Sylsens B con luz roja en la

fotoinactivación de sus microconidias.

Asimismo, los estudios de Amorim et al. [7] sobre el mismo germen descubrieron

efecto fungicida de la fenotiazina denominada azul de toulidina O empleando

concentraciones de, al menos 25 !M del FS con una fluencia de 75 J.cm-2 (nosotros

necesitamos la misma concentración de HIP pero la mitad de fluencia) (Tabla 7 y

figura 14 ).

En relación a HIP,  Hudson et al. [8] y Lavie et al. [9] han demostrado su capacidad

fototóxica en virus y Jow et al. [10] y Hager et al. [11] en bacterias con resultados

satisfactorios. También se ha probado la viabilidad de células queratinocíticas en

presencia de HIP y luz por Schempp et al. [12] y en células de fobroblastos por

Hadjur et al. [13]. Sin embargo, a la hora de comparar nuestros resultados con los de

la bibliografía nos encontramos con la limitación de que no existen reseñas

bibliográficas indexadas en la base de datos PUBMED de experimentos in vitro con

HIP sobre hongos. Se trataría pues del primer estudio publicado e indexado en

PUBMED sobre terapia fotodinámica antifúngica con HIP. En consecuencia, los

resultados de nuestra investigación con HIP solo pueden ser comparados con

estudios publicados en Candida o Trichophyton pero empleando otros FSs como

referencia.
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i. Fotoinactivación según el tiempo de incubación con la HIP
Nuestros estudios demuestran que el tiempo de incubación del FS con las células

en oscuridad influye en la capacidad fototóxica del mismo al ser posteriormente

irradiadas (Tablas 1, 2, 7). Al emplear tiempos de incubación crecientes (1, 30

min., 1, 3, 5, 24 h. para levaduras y 1, 15, 30, 60 min. para dermatofitos ), y a

igualdad de otros factores como la fluencia empleada, el pH y el contenido de

sales, para una misma cepa se disminuye la fototoxicidad de la HIP al aumentar el

tiempo de incubación en levaduras y aumenta en dermatofitos. Para las primeras,

al aplicar tiempos de incubación largos de 24 h., la capacidad fungicida en la

disminución de 3 y 6 Log desaparece completamente empleando las

concentraciones de FS que eran efectivas a los tiempos de incubación menores.

La complejidad del tipo de célula a tratar en la TFD modifica totalmente el tiempo

necesario para que ésta adquiera su efectividad máxima. En 2012 Nakajima y

Kawashima [14] han demostrado que al aumentar el tiempo de incubación de la

HIP sobre células de leucemia monocítica humana, se produce un aumento en la

fototoxicidad. Observaron que el tiempo necesario para que el FS penetrara en

las células era de 1 h; sin embargo, el tiempo mínimo que se necesitaba para

observar efectos fototóxicos con una lámpara de luz visible era de 3 h. Empleando

tiempos de contacto de 5 h la viabilidad celular se aproximaba a cero.

Por otra parte, se constata que, dentro de la complejidad celular, la estructura de

las membranas modifica la efectividad de la TFD debido al efecto que ello provoca

en la internalización del FS. En esta línea, y empleando otros fotosensibilizantes

catiónicos como el Rosa de Bengala, Goulart et al. [15] demostraron que, a

igualdad de condiciones, la toxicidad de la TFD sobre una bacteria Gramnegativa

era variable si se modificaba el tiempo de incubación con el FS. Empleando 1 min

y 30 min de preincubación, obtuvieron  mayor fototoxicidad frente a la bacteria

empleando 30 min.
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La diferencia entre la estructura de membrana y pared celular modifica la

sensibilidad de los microorganismos frente a la TFD. Yow et al. [10] probaron la

diferencia existente entre las membranas de bacterias Grampositivas y negativas

frente a la TFD; la diferencia estructural condicionaba el que las primeras eran

sensibles y las segundas resistentes a un ensayo in vitro con HIP empleando

concentraciones de 0-40 micromolar e irradiando con una lámpara similar a la

empleada en nuestro trabajo con fluencias entre 0 y 30 J.cm-2.

Estos hechos, hacen pensar en la importancia que juega la complejidad celular y

el metabolismo propio de cada tipo de célula a lo hora de internalizar los FSs y

que con ello, éstos puedan actuar. Es por esto, por lo que se requieren tiempos

de incubación mayores para provocar un máximo de actividad fototóxica de la HIP

sobre microconidios (esporas) hongos dermatofitos, con mayor capacidad aislante

de sustancias externas que sobre células de levadura.

ii. Fotoinactivación según la especie de Candida o Trichophyton

Como se ha establecido en el apartado anterior, nuestros estudios demuestran

que la eficacia de la TFD in vitro esta influida completamente por el tipo de célula

estudiada. Evidentemente, este es el fundamento para poder pensar en aplicarla

como tratamiento antifúngico en clínica, ya que este tipo de terapia no tendría

ningún sentido si se pudiera eliminar microorganismos en infecciones pero no

fuera posible preservar la viabilidad de las células del paciente.

Dentro del género Candida, observamos que la eficacia de la TFD con HIP está

influida por la especie testada (Figura 4).

La diferencia de sensibilidad entre dos especies diferentes como C. albicans y C.

krusei es elevada en todas las condiciones de fluencia testadas en nuestros

ensayos (Tabla 1,2 y figura 4) y resultan ser de diferencias estadísticamente

significativas (Tabla 3). En este aspecto, los trabajos de Dovigo et al. [16] sobre

Candida fluconazol-resistentes con photogem como FS apoyan nuestros

resultados, demostrando que existen variaciones en las sensibilidades del género

Candida frente a la TFD según la especie. En ellos, se probó que, la especie C.

albicans resulta ser más sensible que la especie C. glabrata.
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Sin embargo, los estudios de Bliss et al. [17] realizados con porfímero sódico

(Photofrin®) como FS se demuestra que existe diferencia de sensibilidad a la TFD

entre C krusei y C. albicans solo para algunas concentraciones de FS pero no

para todas, de tal forma que, al aumentar la cantidad de FS requerida, aumenta

también la similitud entre las concentraciones antifúngicas requeridas para ambas

cepas. Esto confirma que el FS y su concentración también influyen

significativamente de forma independiente a la cepa testada.

El hecho de que las cepas de la especie C. albicans sean las más sensibles a la

TFD demuestra que este tipo de terapia podría revelarse como una técnica con

grandes beneficios sobre las levaduras que con mayor frecuencia provocan

infecciones oportunistas [18].

Un estudio conjunto entre C. albicans y T. interdigitale realizado por Donelly et al.

[19] demostró que, empleando la misma concentración de FS (ALA 10 mM)

seguida de una incubación (30 min. para la primera y 6h. para el dermatofito), y a

igualdad de otras condiciones, la reducción en la viabilidad celular era

aproximadamente el doble en el caso de C. albicans con respecto al dermatofito.

iii. Fotoinactivación según la concentración inicial del inóculo
Para el caso de las levaduras, fueron empleados dos inóculos iniciales diferentes,

0.5 y 4 McF para estudiar la reducción de 3 y 6 Log respectivamente (Tabla 1, 2).

Realizando una comparación entre ambos inóculos se pudo observar que el valor

del inóculo inicial influye en la TFD antifúngica con HIP. Atendiendo a los datos

estadísticos se observa que no existe diferencia entre reducir 3 Log empleando

sendos inóculos salvo en el caso de C. albicans  CETC-1001 empleando ambas

fluencias, en C. albicans  ATCC-10231 con 18 J.cm-2 y con la de C. krusei

empleando 37 J.cm-2 (Tabla 4). Demostrado entonces que las cepas de C.

albicans presentan una relativa homogeneidad en su sensibilidad frente a la TFD

con HIP, independientemente de la cantidad de microorganismo existente,

podemos establecer que la TFD se desvela como una terapia muy válida a nivel

tópico, debido a que las colonizaciones provocadas por la especie albicans

representan un alto porcentaje de las infecciones tópicas registradas [20].
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iv. Fotoinactivación según la Fluencia / FS

Influencia del FS

Nuestros estudios realizados con HIP demuestran que, a igualdad de otras

condiciones como pH, sales, fluencia, tiempo de incubación óptimo etc,  según

sea el tipo de FS empleado, se produce una sensibilidad diferente si son

aplicados sobre la misma especie de levadura.

Los trabajos realizados en nuestro grupo de investigación con otros

fotosensibilizantes como las fenotiazinas, FSs catiónicos de la familia del azul de

metileno (datos no publicados) prueban la diferencia existente entre diferentes

tipos de fotosensibilizantes. En estos casos, las concentraciones necesarias para

provocar reducciones de 3 y 6 Log distan mucho de las necesarias en el caso de

la HIP, lo que hace denotar la diferencia entre FS de naturaleza aniónica de los de

naturaleza catiónica.

Comparando los efectos fotosensibilizantes de la HIP con otrs FSs vemos que:

Empleando precursores de fotosensibilizantes porfirínicos como el ALA,

Monfrecola G. et al. [21] demuestran que la inhibición total in vitro de C. albicans,

mediante el empleo de lámparas de luz visible con dosis de luz de 40 J.cm-2

(nosotros usamos luz ámbar a 37 J.cm-2) requiere concentraciones de FS de

hasta 4 mM (600 mg.ml-1) para inhibir un inóculo de 1x104 UFC / mL (4 Log). Su

fluencia es similar a la fluencia máxima empleada por nosotros, sin embargo, en

sus estudios  se requiere concentraciones mucho más elevadas que las que

nosotros necesitamos de HIP para eliminar 6 Log (Tabla 2 y figura 4D, 5D).

Empleando FS porfirínicos como el Photofrin®, Bliss et al. [17] demuestran que

con 9 J.cm-2 (la mitad de la fluencia mínima empleada por nosotros con HIP), se

requieren concentraciones de FS cercanas a 10 µM, para inhibir un 90 % (1 Log)
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inóculos de C. albicans de 1x105 UFC / mL. En nuestros estudios la reducción es

de 3 Log (99,9 %) con concentraciones más de 10 veces menores de HIP sobre

inóculos mayores (0,62 µM y 18 J.cm-2   sobre inóculos de 1x106 UFC / mL)

(Tabla 1, 2 y figura 4A, 5A ).

Empleando un FS natural como la curcumina, Dovigo et al. [22], empleando como

nosotros una fluencia de 18 J.cm-2, obtuvieron una inhibición del 85 % en biofilms

de C. albicans con una concentración de 40 µM (nosotros 0,625 µM en cultivos

planctónicos) (Tabla 1, 2 y figura 4A, 5A ).

Con un FS fullerénico, Mizuno et al. [23] obtuvieron que, empleando una luz

blanca irradiando 40 J.cm-2, necesitaron una concentración de, al menos 100 µM

para eliminar 6 Log de un inóculo de 1x107 UFC / mL de C. albicans sensible a

fluconazol. Nosotros obtenemos los mismos resultados empleando 37 J.cm-2 y

empleando concentraciones de HIP de 5 a 10 µM.

A rasgos generales, las diferencias en la capacidad fototóxica entre los FS va a

depender, a igualdad de condiciones de reacción, de sus localizaciones celulares.

Este punto será discutido en el apartado de la localización celular de la HIP.

 Influencia de la Fluencia

Teniendo en cuenta la luz empleada, se observa que, en los efectos fototóxicos

de la TFD frente a levaduras, influye la irradianción de tal forma que, al mantener

otros parámetros constantes como la concentración de FS, el pH y el contenido

de sales, siempre se observará una similar o superior capacidad fototóxica a

fluencias mayores que a menores (Figura 4, 5). Este hecho es respaldado por los

estudios in vitro sobre diferentes microorganismos realizados por Demidova y

Hamblin [24] por un lado y por Dovigo et al. [22] por otro, donde se realizan

pruebas de variación de fluencias.

v. Fotoinactivación según el pH del medio y la presencia de sales
Nuestros estudios demuestran que al variar las condiciones del medio, se

modifica la sensibilidad de las levaduras testadas frente a la TFD in vitro con HIP.
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Las condiciones de trabajo demostraron que las levaduras sufrieron mayor

sensibilidad a la TFD en agua destilada sin sales y a un pH  aproximado de 5,5 en

comparación a trabajar con un medio tamponado con PBS a  pH = 7,2-7,3 que

contenía sales de fosfato y cloruro.

La influencia de estos dos parámetros es fundamental en la TFD teniendo en

cuenta que la inmensa mayoría de los FS investigados en clínica son de

naturaleza iónica, y como tal, modifican su estructura y su actividad dependiendo

del equilibrio ácido-base que los rodea. Carvalho et al. [25], empleando sales de

calcio para amortiguar el pH, demostraron que la TFD con FSs catiónicos como

las fenotiazinas dependía profundamente del pH, disminuyendo su efectividad al

disminuir el pH, probablemente influenciado a nivel subcelular por la presencia de

calcio.

Shen et al. [26] demostraron que, el poder fototóxico de la HIP, que es un FS

aniónico, en soluciones acuosas está mediado por la pérdida de un protón para la

formación de un radical aniónico, que es el punto de partida para formar el estado

excitado semiquinónico característico de la HIP al ser activada por la luz. Este

estado, también de carácter aniónico, será quién actúe como especie reactiva

persé o como donante energético para formar EROs.

Siguiendo esta última premisa, teóricamente, al incrementar el pH, y con ello

disminuyendo la proporción de hidrogeniones (H+), debería incrementar la

cantidad de anión HIP en la disolución, y por tanto, volverse más tóxica. Sin

embargo,  en nuestros estudios se produce el mecanismo contrario, por lo que la

presencia de sales fosfato y cloruro en las muestras influye, de alguna forma,

negativamente en la capacidad fototóxica del FS. Esta influencia negativa podría

deberse al poder de amortiguación frente a variaciones de pH que poseen los

medios tampón. Este poder es capaz de neutralizar especies iónicas formadas

inmediatamente en el medio, como el anión HIP, fundamental en el proceso de

activación de la fototoxicidad de la HIP. En el caso de nuestros experimentos en

agua destilada, no existe ninguna sustancia que amortigüe la presencia de

aniones como el de la HIP, por lo que esta resulta ser más activa.
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En TFD antifúngica con HIP hay que tener tres cosas más a la hora de juzgar la

influencia del pH / sales en el medio:

! las EROs, incluido el anión HIP fototóxico, se forman exactamente donde se

encuentra el FS

! la capacidad migratoria de las EROs es muy baja

! las células fúngicas testadas poseen pared celular

Con ello habría que deducir que la variación de pH en el medio externo solo sería

capaz de  afectar a la HIP que se encuentra fuera de las células o asociada

exteriormente a ellas. La amortiguación del radical aniónico de la HIP disminuiría

en cierta medida la peroxidación de membrana y aumenta, consecuentemente su

integridad. Este hecho estaría respaldado por el estudio de Sattler et al. [27]

donde se deduce que la HIP es capaz de asociarse con membranas lipídicas.

Teóricamente, existe la posibilidad de que la presencia de sales fosfato pueda

modificar la penetración de la HIP en las células, ya que ésta puede producirse

por difusión a través de membrana. Sin embargo, Sattler et al. [27] demostraron

que la difusión de la HIP parece ser no-facilitada debido al tamaño de los

monómeros o de los homoasociados de HIP y debido a su naturaleza lipofílica,

por lo que la penetración parece producirse, según Saw et al. [28], al menos en

células eucariotas superiores, sin mediación de canales dependientes de iones.

Los estudios realizados por George y Hamblin [29] parecen demostrar que, en

presencia de sales como el CaCl2, los fotosensibilizantes di-aniónicos  penetran

en células de bacterias grampositivas y negativas por difusión facilitada por medio

de proteínas-canal dependientes de iones divalentes que compensarían la

entrada de FS en estado anión con la entrada de átomos de Ca2+ por medio de un

simporte. En este estudio, un FS de esta naturaleza como el Rosa de Bengala

(RB) aumentaría su capacidad de penetración por la presencia de la sal antes

citada. Sin embargo se ha de contar con que, tanto la lipofilia, como el tamaño de

la molécula del RB son menores en comparación con la HIP. Teniendo en cuenta

que en una disolución tampón de PBS no existen iones divalentes, sino

monovalentes, como Na+ y K+, la única forma posible de que estos iones influyan
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en la penetración de la HIP por transporte activo sería mediante un simporte de

uno de los iones con el FS a través de proteínas canal de tipo transportador-

simporte mono-catiónico Na+-azúcares [30] lo cual no parece factible dado el

tamaño y la lipofilia de la HIP.

Estudios realizados en por Smijs et al. [31] sobre esporas de T. rubrum

inyectadas en células de abdomen de mamífero y empleando una porfirina de

segunda generación como FS, demuestran que al incrementar el pH, desde 3,5,

pasando por 5,2, hasta llegar a 7,2,  por modificación del contenido de sales en el

medio, empleando siempre soluciones tampón, disminuye el potencial de la TFD

sobre el hongo. Además demuestran que al mantener en contacto el FS durante

tres periodos de tiempo diferentes (17, 48 y 72 h) se observa una mayor eficacia

de la TFD frente al hongo al aumentar el tiempo de contacto del FS con las

células.

Teniendo en cuenta estos estudios y quedando demostrado que en un medio

tamponado la HIP encuentra mayor incomodidad para conformar sus mecanismos

fototóxicos, si se quiere juzgar si la capacidad fototóxica de la HIP es dependiente

del pH, deberíamos completar estudios adicionales a diferentes pHs pero

empleando en todos los casos medios tamponados.

vi. Fotoinactivación de levaduras según la resistencia a azoles

La TFD con HIP demuestra su eficacia en la inactivación in vitro de especies de

levaduras resistentes a antibióticos azólicos (Figura 5). Asimismo se demuestra

que no existen diferencias significativas en la sensibilidad a la TFD con HIP entre

C. albicans sensibles y resistentes a azoles (Tabla 1, 2).

Los estudios realizados en  por Mang et al. [32] sobre diferentes especies de

Candida  resistentes y sensibles a fluconazol y anfotericina B, haciendo uso de

Photofrin®  in vitro coinciden con nuestros resultados.

Sin embargo,  Dovigo et al. [16] demuestran que, pese a que la TFD es efectiva

sobre C. albicans  fluconazol-resitente empleando Photogem® como FS, existe
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una menor actividad de la terapia en comparación con su homóloga fluconazol-

sensible.

El hecho de que poseamos un arma efectiva sobre agentes patógenos fúngicos

que, con frecuencia presentan resistencia a antibióticos, abre una puerta muy

importante a la TFD como tratamiento alternativo al uso de antifúngicos

convencionales frente a hongos oportunistas causantes de infecciones

localizadas. Esta premisa se junta con la demostrada ausencia de mutagenicidad

que demuestran todos los FSs hasta ahora testados [33, 34]  y con la ausencia de

generación de resistencias a la TFD debido a la multiplicidad de dianas que posee

la terapia [35, 36].

vii. Resultados de los Controles

Toxicidad de la luz

En cuanto a la toxicidad persé de a luz se encontró que en ningún momento se

producía una inhibición superior al 15 % de los inóculos iniciales (Figura 6, 14),

por lo que resultó a todos los efectos despreciable. No obstante, al irradiar

algunas cepas con una fluencia de 37 J.cm-2 y sin FS aumentaba el número de

colonias frente a los controles no irradiados (Figura 6). Esto pareció dar a

entender que la propia luz fomentaba el crecimiento microbiano. Sin embargo,

teniendo en cuenta que las suspensiones se encontraban en un medio sin

nutrientes, la única explicación coherente era la evaporación de las muestras

debido al calor de la luz. Para ello se realizó una prueba del % de evaporación del

medio en las muestras debido a la irradiación (resultados no mostrados).

Al trabajar con volúmenes tan pequeños (de 100-250 !L por pocillo), el largo

periodo de exposición a la luz empleando la fluencia de 37 J.cm-2 (60 min),

provocó una ligera deshidratación del control irradiado que se comprendió entre el

10 y el 20 % del volumen inicial con lo cual tenemos una suspensión más

concentrada de células. Es por ello y debido a que los controles en placa no se

siembran en su totalidad, sino haciendo diluciones de las muestras control lo que

hace que haya un número mayor de colonias en las placas irradiadas sin FS de

las no irradiadas sin FS.
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Además de la evaporación existiría la posibilidad de que la luz y el calor de la

lámpara fomentasen la separación de las gemas hijas, ofreciendo un número

significativamente mayor en los controles.

Mima et al. [37] investigaron toxicidad que provocaba una luz LED roja de

aproximadamente 37 J.cm-2 sobre diversas cepas de Candida en comparación

con el efecto fototóxico del Photogem®. No observaron resultados de toxicidad

estadísticamente sinificativa en comparación con las muestras con luz y FS en la

mayoría de los casos.

Toxicidad del Fotosensibilizante

Si bien no existen estudios comparativos con HIP sobre células fúngicas, la baja

toxicidad que se demuestra en condiciones de oscuridad sobre células fúngicas

(Figura 7, 15 ) dérmicas (Figura 16) está respaldada por estudios como los de

Davids et al. [38] sobre células de la piel sanas y en células melanómicas donde

no se obtienen efectos tóxicos. Este hecho apoya la teoría de ser un buen FS

para poder ser empleado en clínica [39, 40].  Aunque, si bien cada tipo de célula

tumoral es diferente, existen casos en los que la HIP en oscuridad prueba poseer

efectos antimetastáticos y antitumorales en ciertos tipos de canceres [41].

Toxicidad / inhibición del disolvente de la HIP

El medio en el que se realizan las soluciones stock del FS (DMSO) ha probado

influir en las pruebas fotodinámicas debido a su efecto tóxico; esta influencia se

incrementó en proporción al aumento de la cantidad de dicho disolvente en las

muestras finales.

Mediante un test de sensibilidad (resultado no mostrado) fue demostrado que el

DMSO posee efectos tóxicos apreciables sobre las levaduras a concentraciones

superiores a un 8 % (v / v). Estos estudios concuerdan con la capacidad citolítica

demostrada por este disolvente frente a S. crerevisiae en los estudios de los años

70 realizados por deBruijne [42].

Estudios de inhibición más actuales demuestran que en disoluciones con una
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proporción de DMSO supeior a un 2 % (v/v) existe una capacidad para reducir

considerablemente la cinética de crecimiento de especies de levaduras como C.

parapsilosis ATCC-22109, C. krusei ATCC-6258, C. albicans ATCC-64550 y

ATCC-64548 y S. cerevisiae ATCC-9763. Sin embargo posee efectos inocuos si

no supera una proporción de un 1 % [44]. No obstante, estudios posteriores

revelan que la inhibición real del DMSO sobre C. albicans  y artrosporas de T.

mentagrophytes comienza a ser significativa en disoluciones donde encontramos

una proporción de DMSO de entre 2,5 y 7,5 % (v/v) [43].

Hay que denotar que estos estudios [43, 44] hablan de inhibición en el

crecimiento, no de toxicidad.

El hecho de requerir concentraciones altas de HIP en algunas cepas (Tabla 2)

también supuso el necesitar altas concentraciones de DMSO debido a la forma en

la que se realizaron las disoluciones. Esto supone una limitación a la hora de

evaluar la toxicidad de la HIP sobre las levaduras que requieren mayores

concentraciones de FS (C. parapsilosis y C. krusei). Teniendo en cuenta  la

sensibilidad de las células dérmicas a la TFD con HIP (Figura 16), para enfocar el

estudio hacia un posible futuro uso clínico, se observa que la TFD no podría ser

utilizada a concentraciones tan elevadas de HIP por su toxicidad sobre ellas.

Estos datos suponen que el uso clínico viene determinado por la especie de

Candida y su sensibilidad in vitro.

viii. Influencia del tipo celular en la sensibilidad a la TFD con HIP
En líneas generales, al comparar la cantidad de FS necesaria para reducir el

crecimiento celular en 3 Log en nuestros resultados, se observa que las levaduras

(en forma planctónica) son más sensibles que las células humanas salvo en el

caso de C. krusei y las especies de Trichophyton (microconidios) a igualdad de

fluencia, tiempo de incubación y condiciones de disolvente y pH.

Lo primero se ha de tener en cuenta al interpretar estos resultados es que, las

especies del género Candida son, en líneas generales, hongos dimórficos,

capaces de crecer como células gemantes (levaduriformes) o como células

ramificadas (pseudohifas) [45]. Las infecciones que provocan llevan asociadas
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generalmente a los dos tipos de morfología, teniendo una mayor similitud con los

biofilms, que con las suspensiones líquidas [28]. Este hecho, unido a que se ha

demostrado en algunos estudios, que la capacidad fototóxica de la TFD es menor

en el caso de biofilms que en cultivos líquidos con levaduras en forma planctónica

(4) hace necesarios estudios  adicionales en biofilm.

Es por ello por lo que nuestros estudios deberían ser ampliados a otros ámbitos

más parecidos a la morfología presentada en infecciones antes de considerar

como hecho positivo que la sensibilidad de las levaduras frente a HIP sea mayor

que la de las células humanas. Asimismo, habría que realizar estudios in vivo que

aseguraran la toxicidad de la HIP sobre células dérmicas.

Existen otras pruebas realizadas por nuestro grupo que confirman la dependencia

de la TFD frente al tipo de célula; dichas pruebas están ceñidas al ámbito

bacteriano, donde demuestran cómo un fotosensibilizante fenotiazínico como es

el New Methylene Blue (NMB) provoca efectos bactericidas diferentes

dependientes de la estructura externa bacteriana (resultados no publicados). En

ellos se observa como el efecto fototóxico es más acusado en especies de

colección grampositivas (Staphylococcus aureus ATCC-29213) que en

gramnegativas (Escherichia coli ATCC-25922 y Pseudomonas aeruginosa ATCC-

27853). Este hecho evidencia que las diferencias entre las envueltas celulares de

ambos agentes patógenos influyen en la asociación y posterior penetración del

FS, con lo que influyen en su eficacia.

Estudios similares o en este campo han sido también testados con otros FSs,

entre ellos la HIP por Bancirova y Lasovsk en 2011 [46], demostrando la

diferencia entre ambos tipos de bacterias empleando S. aureus y Enterococcus

faecalis (grampositivas) y P. aeruginosa y E. coli  (gramnegativas).

Es importante pues, tener en cuenta el tipo de microorganismo patógeno que

testemos, advirtiendo las diferencias en tasa metabólica, complejidad, tamaño y

sobre todo, conociendo su morfología típica en una infección.

Dentro del reino de los hongos, y como se ha explicado antes, la sensibilidad
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frente a TFD es diferente entre diferentes familias, en los estudios de Donnelly et

al. [19] los cuales incubaron C. albicans y T. interdigitale durante 30 min y 6 h

respectivamente con ALA 10 mM. Se constató una reducción de los inóculos del

87 y del 42 % respectivamente, tras ser irradiados con una luz roja empleando la

misma fluencia para ambos dos.

Patrones de EROs / marcadores de muerte celular en
TFD con levaduras    

La TFD no es más que un medio de transferencia de energía. Dicha energía sufre

una transformación de lumínica a química cuando llega al oxígeno molecular y

otros substratos biológicos mediante el FS para formar las EROs. Dichas

especies son capaces de ceder esa energía a los sistemas biológicos

circundantes causando daños en ellos. A pesar de que el oxígeno singlete (Via II)

se ha destacado como la especie predominante en las reacciones de

fotooxidación en muchos fotosensibilizantes, para que se provoque el daño

fotodinámico, ambos tipos de reacciones (tipo I y II) parecen ser necesarias [47] y

los estudios realizados por medio de la inhibición de las EROs así lo confirman

(Figura 8) (el oxígeno singlete no se considera como un radical, pero sí que es

una especie reactiva EROs).

Utilizando enzimas y otros sustratos que actúan como desactivadores /

inhibidores de las EROs se ofrece un camino de estudio muy útil para averiguar la

existencia de especies reactivas formadas en la TFD [47].

Teniendo en cuenta que la transducción de energía en el oxígeno por la vía I sufre

el siguiente proceso general:

O2  + h! " O2
•– (SOD) " H2O2  (CAT) "HO• "H2O [48, 49]

Considerando además que el anión superóxido es la especie EROs iniciadora y

de la cual se forma el peróxido de hidrógeno:
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2O2
•– +2H+  " SOD + H2O2 +O2  [48, 49]

en este esquema de transferencia de energía química intervienen sustratos

biológicos que contienen complejos con metales como el hierro, el cobre o el

manganeso para dar lugar a reacciones tipo Femton [48, 49].

Como se observa, este tipo de reacciones aumentan su cinética por medio de

enzimas como las que empleamos en los estudios de inhibición en levaduras,

como la catalasa (CAT) y las superóxido dismutasas (SOD), las cuales, aumentan

su expresión cuando se forman las EROs, en momentos correspondientes a

estrés celular provocado por el proceso de fotooxidación [50, 51].

A pesar de que nuestros estudios demuestran que todas las especies EROs

juegan un papel importante en la TFD  in vitro con levaduras, los resultados

sugieren una interpretación clara:

! En el proceso, la vía I, parece adquirir más importancia que la II, ya que el

empleo de inhibidores de las EROs de la primera vía (CAT, SOD y MAN)

produce, a su vez, una inhibición en la actividad fototóxica de la TFD con

HIP sobre levaduras (Figura 8).

! Dentro de la vía I, el peróxido de hidrógeno (H2O2) (inhibido por la CAT)

parece ser especie reactiva más influyente y el hidroxilo (HO•) (inhibido por

el MAN) la menos. El resultado inverso se obtiene en el caso de C. krusei

(Figura 8).

! La formación de oxígeno singlete (inhibido por la NaN3) parece ser

importante en el caso de todas las cepas salvo en el caso de C. krusei

(Figura 8).

! El diferente patrón que parece manifestar C. krusei podría ser la base de

su gran diferencia en cuanto a sensibilidad en comparación con el resto de

las cepas de levadura, en especal con las cepas albicans.
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La importancia de la formación de EROs via I está respaldada por los estudios de

Thomas [52] sobre células cancerosas en 1992 donde se sugiere que la

dependencia de la HIP respecto al oxígeno es influyente pero no total en el

proceso, donde intervienen reacciones formadoras de EROs tipo I.

Es interesante apuntar que está demostrado que el DMSO es un agente que

inhibe en levaduras los mecanismos de protección celulares contra las EROs,

concretamente del peróxido de hidrógeno [53]. Esta peculiaridad podría explicar

que en situaciones de estrés oxidativo, el hecho de tener DMSO en el medio,

propicie una mayor eficacia de la TFD y que se forme mayor cantidad de

superóxido en los casos en los que se emplean mayores cantidades de DMSO,

como es el de la especie C. krusei.

En estudios foto-físicos con HIP se ha demostrado la presencia de las tres

especies reactivas [54] añadiendo la ya citada especie de HIP anión.

En condiciones biológicas, la HIP en TFD ha sido ampliamente estudiado en

células humanas de diversos tipos. En estos estudios se ha demostrado la

presencia de todas las especies EROs que se presentan en nuestros

experimentos. Este FS demuestra peroxidación de membranas lipídicas de

células de melanomas (presencia de H2O2) [13]; además, se estimula la expresión

de enzimas que amortiguan el efecto de  las EROs como la CAT (presencia de

H2O2) y SOD (presencia de O2
•–). Es también capaz de potenciar la síntesis de la

glutation transferasa para evitar la depleción del Glutatión y así mantener la

estructura de las membranas celulares. Pese a la inhibición parcial de las EROs,

la TFD con HIP acaba por provocar la desorganización de membranas celulares

que concluye con una muerte por necrosis de las células fotooxidadas [55].

El papel del oxígeno singlete en la TFD con HIP parece encontrarse en un

mecanismo aun no esclarecido, en el que el que provocaría una destrucción de

intercambiadores iónicos tipo ATPasas del retículo endoplasmático que provocan

la salida del Ca2+ al citoplasma (SERCA2). El desequilibrio del calcio, unido con el

daño de proteínas mitocondriales concurre con autofagia [56].
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A pesar de todos estos mecanismos, la HIP posee otros diferentes que cursan en

apoptosis pero en este proceso la especie reactiva que actúa sería la propia HIP

en forma de radical aniónico uniéndose a la cadena de transporte electrónico y

deteniéndola, favoreciendo la aparición de los procesos pro-apoptóticos [57].

En nuestros estudios de citometría de flujo se detecta que en la TFD con HIP

sobre levaduras existe la presencia de anión superóxido mediante el uso del

dihidroxietidio (2HE) (Figura …), pero no se puede asegurar la formación de

peróxido de hidrógeno, puesto que no hubo un correcto funcionamiento de la

sonda DCFA. De la misma manera, para la detección de señales que indicaran

muerte celular se obtuvo, mediante el empleo de 7AAD, que existía una pérdida

en la integridad de la membrana nuclear. Sin embargo, no pudo asegurarse que

hubiera una caida de potencial de membrana, puesto que la sonda encargada de

detectarlo, la Anexina V FITC, no funcionó correctamente. En este aspecto, se

está pensando, que el problema de detección de algunas sondas por citometría

es debido, posiblemente, a la pared celular de las levaduras, por lo que se está

intentando complementar los estudios con una prueba similar sobre protoplastos o

esferoplastos [58] (levaduras sin pared celular) de las cepas empleadas en el

estudio.

La prueba de tinción nuclear con Hoechst reveló que la TFD con HIP produce

condensación de cromatina como síntoma de muerte celular por apoptosis en

células de levadura (Figura 13). Este estudio es comparable al llevado a cabo por

Kessel et al. [59] sobre células tumorales y empleando el porficeno CPO conmo

FS donde tambien se observó la condensación del DNA.
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Localización de HIP en hongos por microscopía de
fluorescencia

a. Localización intracelular

Los estudios demuestran la presencia de la HIP en el interior de todas las células

testadas (Figura 17, 18, 19, 22, 23) mediante el uso de diferentes sondas.

La HIP no penetra en los núcleos de ninguna de las células de hongos por la no

colocalización del FS con la sonda nuclear empleada (DAPI®) (Figura 19, 21, 22 ).

Esto queda demostrado hasta al menos las 24 h de contacto del FS con las

levaduras (Figura 20). En el caso de dermatofitos, es necesario realizar pruebas a

las 24h de contacto con el FS para aseverar este hecho.

Existe algún hecho aislado en el que el FS parece presentarse en el núcleo por

colocalización con el marcador nuclear en hifas de dermatofitos. Sin embargo,

teniendo en cuenta el global de los experimentos, no se descarta que fuera un

artefacto debido a una combinación de dos planos focales (Figura 22).

La microscopía confocal revela que el plano del marcador celular CellTracker® Green

(CTG) colocaliza con el del FS, con lo que se asegura su presencia en el interior de

todas las células testadas, tanto de dermatofitos, como de levaduras. Esto queda

demostrado hasta al menos las 24 h de contacto del FS con las levaduras. En el

caso de dermatofitos, es necesario realizar pruebas a las 24h de contacto con el FS

para aseverar este hecho.

Existe la necesidad de seguir realizando pruebas de localización celular en

dermatofitos, ya que solo se adquirieron imágenes correctas de la cepa T.
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mentagrophytes; en el caso de la especie T. rubrum no hubo un correcto

funcionamiento de la sonda CTG, por lo que no pudo asegurarse la presencia de

HIP en el interior celular.

a. Localización mitocondrial

En la cepa C. parapsilosis ATCC-22019 se pudo demostrar la localización de la

HIP en las mitocondrias por la colocalización del FS con la sonda MitoTracker®

Green (MTG) (Figura 17).

No pudo evidenciarse a ningún tiempo de incubación si la HIP se localizó en las

mitocondrias de las cepas de C. albicans ATCC-10231, C. krusei ATCC-6258, T.

mentagrophytes ATCC-9533 o T. rubrum ATCC-28188 mediante el unos de la sonda

MTG debido a su mal funcionamiento en hongos. No se conocen los detalles exactos

de éste hecho. Inicicialmente, se pensó que el fallo de la sonda pudo ser debido a

errores en el protocolo de utilización de la sonda, los cuales fueron corregidos por la

compañía meses más tarde, recomendando que se empleara en células sin fijar y

pHs fisiológicos y tamponados. Sin embargo, este hecho se descartó al realizar

preparaciones sin fijar y a esos pHs sin obtener resultados satisfactorios.

Posteriormente, fue realizado un experimento de fluorescencia convencional en

levaduras las sondas MitoTracker® red (MTR) y DIOC6® los cuales ofrecieron un

patrón de localización en algunos casos parecido pero no exactamente igual al del

FS (Figura 25, 26).

Comparando el patrón de localización de HIP en todas las especies de levadura

testadas con el patrón morfológico de las mitocondrias de levaduras presentado en

nuestros ensayos con MTR así como el encontrado en algunos estudios como los de

Chen et al [60] o los de Aon et al [61], es altamente probable que la HIP se localize

parcialmente en las mitocondrias de todas las especies.

En el caso de dermatofitos, aun no se ha demostrado un patrón característico

mitocondrial de localización del FS, por lo que se requieren mayor número de
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estudios para descubrirlo.

c. Evolución de la localización con el tiempo de contacto en

levaduras

El estudio de localización a diferentes tiempos de incubación revela que la HIP

permanece en el interior celular por colocalización con sondas celulares. Al emplear

tiempos de incubación de hasta 24h, la distribución del FS varía ligeramente en el

caso de C. krusei ATCC-6258 y se mantiene prácticamente constante en C.

parapsilosis ATCC-22019 y en C. albicans ATCC-10231 (Figura 17, 18, 19, 20). Sin

embargo, existe un hecho relevante para la tres especies, y es que el FS parece

abandonar parcialmente su multilocalización para centrarse en más espacios

concretos del citoplasma.

d. Otras localizaciones

A rasgos generales, no existen pruebas concluyentes que puedan elucidar

definitivamente todas las localizaciones de la HIP en células de hongos, debido al

alto grado de multilocalización del FS; sin embargo, aceptando que parte del FS

pudiera permanecer en las mitocondrias en levaduras, existen otras posibilidades de

localización adicionales:

   i. Vacuolas

Tanto en la cepa C. albicans, como en las cepas C. parapsilosis y C. krusei,( las

dos últimas a 24h de contacto) se manifiesta un acúmulo del FS en una zona muy

concreta (Figura 17, 20), de tamaño, volumen y morfología muy similar a la que

presentan las vacuolas en levaduras; primeramente, y mediante el uso de

reconstrucción tridimensional de alta resolución, (y descartando el núcleo por la

no colocalización del FS con la sonda nuclear) Wei et al. [62] han probado que la

vacuola es, sin duda, después de la pared celular, el orgánulo subcelular de

mayor volumen.
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Además de ello, en estudios como los de Ziegler et al. [63] en 2011, donde se

emplea un marcador vacuolar en C. albicans, se observa muy claramente que la

morfología de la vacuola encaja perfectamente con la zona de localización de la

HIP en nuestros estudios de con C. albicans. Song et al. [64] demuestran,

además, que la HIP es susceptible a localizarse en vacuolas del Hypericum

perforatum.

Pese a estas deducciones no se puede establecer de forma certera que la HIP

acaba por acumularse en la vacuola porque no se conoce exactamente la

influencia de este FS en la morfología de los orgánulos subcelulares en células de

levaduras. En otros FSs, como la Toulidine Blue se encuentran evidencias de que

no puede penetrar en las vacuolas de las levaduras [65].  

Debido a todos estos hechos sería necesario el realizar pruebas con marcadores

vacuolares para corroborar si la HIP se localiza en este orgánulo subcelular

específico.

ii. Orgánulos perinucleares
En todas las cepas estudiadas existe afinidad de la HIP por rodear espacios

perinucleares que rodean pero no penetran en el núcleo (Figura 17, 18, 19), que

podrían coincidir con retículo endoplasmático, aparato de Golgi o lisosomas.

Estas localizaciones podrían ser similares a las que se presentan en células

eucariotas superiores, que más tarde discutiremos. Se requieren, no obstante,

estudios adicionales con marcadores selectivos a esos orgánulos en levaduras

para confirmar este punto.
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Localización de HIP en células humanas dérmicas por
microscopía de fluorescencia

La HIP no penetra en los núcleos de ninguna de las células humanas por la no

colocalización del FS con las sondas nucleares empleadas (Hoechst y DAPI). Este

hecho queda demostrado hasta al menos las 24 h de contacto del FS con las células

(Figura 23).

El empleo de diferentes sondas en microsocopía de fluorescencia invertida perimitó

demostrar que la HIP se localiza en mitocondrias y lisosomas en las células HaCaT

(Figura 23):

! La localización lisosomal fue mucho más clara que la mitocondrial.

! La localización del FS se va acumulando, conforme pasa el tiempo en zonas

colindantes al núcleo.

La localización intracelular del FS en células hNDF fue demostrada por

colocalización con diferentes sondas mediante microscopía de fluorescencia

confocal e invertida.

Los estudios de incubación de HIP en HaCaT y hNDF revelan que el FS permanece

en el interior celular hasta, al menos las 24h de incubación. En el caso de células

HaCaT, al igual que en levaduras, el FS parece abandonar parcialmente su

multilocalización para centrarse en más espacios concretos del citoplasma. Debido

al patrón de localización presentado a tiempo de incubación 1 min, y tomando como

ejemplo estudios ya publicados, dichos espacios podrían tratarse de lisosomas, golgi

y retículo endoplasmático. En el caso de células hNDF, el patrón de localización no

sufre modificaciones aparentes.



Discusión                                                                                                                          

220

Para poder contrastar estos resultados se puede hacer alusión a los estudios de HIP

en la TFD contra el cáncer, campo donde más ha sido estudiada.

En 2001 Uzdensky et al. probaron la presencia de la HIP en zonas perinucleares

ricas en Retículo endoplasmático y Golgi de células de Gliobastoma cuando las

células eran incubadas con el FS durantes periodos de 24 h [66]. Este estudio fue

respaldado 7 años después por las investigaciones de Ritz et al [67].

En 2002 Ali y Olivo prueban la presencia de la HIP en células cancerosas. La HIP

presentaba colocalización con una sonda mitocondrial y una lisosomal. Además

demostraron la no colocalización del FS con el marcador nuclear DAPI, con lo que

se asegura capacidad genotóxica nula [68].

Adigbli et al. [69] en 2007 demuestra la presencia de la HIP en el interior de los

lisosomas de células de cáncer de vejiga por colocalización con LisoTracker Green.

Conclusiones                                                                        

! La constatación de que la TFD puede ser empleada como agente antifúngico

demuestra que este tipo de terapia posee grandes beneficios sobre

infecciones provocadas por las levaduras [70] y dermatofitos [71] que con

mayor frecuencia provocan infecciones oportunistas.

! La HIP penetra en células tanto de hongos como dérmicas y provoca un

efecto fototóxico sobre ellas. La localización concreta depende tanto del tipo

celular como de la especie estudiada. En levaduras, dicha localización parece

condicionar el efecto fototóxico y podría estar relacionado con la  diferente

proporción de EROs para cada especie estudiada formadas en el proceso.

! La aplicabilidad clínica de esta terapia estará condicionada a la selectividad

con la que actúe sobre las células diana. En este trabajo se recogen

resultados de los que se deduce que empleando concentraciones de HIP y
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fluencias concretas podría dañarse a las células diana preservando la

viabilidad de las células del huésped
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