1. Objetivos:

1.1. El objetivo general del proyecto

Explorar la eficacia de la terapia fotodindmica (TFD) con la hipericina (HYP)
comparandola con la de uno de los fotosensibilizantes méas utilizados en TFD
antimicrobiana, el azul de metileno (AM), frente a los microorganismos patdégenos que
con mayor frecuencia producen infecciones en la cavidad oral: bacterias gram positivas
(Streptoccocus sanguis y Streptoccocus mutans) y levadura (Candida albicans).

1.2. Objetivos concretos

1. Comparar la actividad bactericida in vitro de la TFD con hipericina y azul de
metileno en S. mutans, S. sanguis.

2. Comparar la actividad fungicida in vitro de la TFD con hipericinay azul de
metileno en C. albicans.

3. Comparar la actividad fungicida in vitro de la TFD con hipericina y azul de
metileno frente a especies de Candida resistentes.

4. Comprobar si la hipericina y el azul de metileno presentan efecto de sinergia
frente a S. mutans y S. sanguis.

5. Comprobar si la hipericina y el azul de metileno presentan efecto de sinergia
frente a Candida.

6. Establecer la toxicidad in vitro de la TFD con extracto de hipericina en las

células de la mucosa oral: queratinocitos y fibroblastos.



2. Introduccion

2.1. Infecciones orales:

La boca es el habitat favorable para un complejo microecosistema para mas de 300
especies de bacterias y algunos hongos debido a la presencia de nutrientes, restos de
epitelio y secreciones *. La distribucion de la microbiota varfa cualitativa y
cuantitativamente de acuerdo con el habitat. Muchos de los microorganismos son
residentes pero algunas bacterias son ocasionales. Los géneros Streptoccocus,
Lactobacillus, Corynebacterium, Veillonella, y Actinomyces constituyen en un 80% de
la flora bucal 2, asi como Candida albicans, la levadura més frecuente en la microbiota
bucal. Todos ellos pueden ser patdgenos en presencia de determinados factores
predisponentes, producciendo infecciones que van desde lesiones superficiales de la
mucosa a graves e invasivas diseminaciones sistémicas ®. En la cavidad bucal humana al
haber mucha diversidad de microorganismos, estos se encuentran formando agregados,
estructuras que se conocen como biopeliculas, o en término comun placa dental, que se
forman en la superficie dental *. Los biofilms microbianos en la cavidad oral estan
involucrados en la etiologia de diversos procesos orales, que incluyen enfermedades
periodontales y endodontales, caries, halitosis, estomatitis, candidiasis asi como el
fracaso de implantes dentales. Por otro lado, las bacterias de la placa dental son capaces
de iniciar una endocarditis bacteriana, en pacientes predispuestos; ademas, se las ha
relacionado con partos prematuros, infecciones uterinas, diabetes e incluso demencia °.
El crecimiento en la forma natural de biofilms ° les confiere a estos gérmenes de la boca
una resistencia mayor a los antimicrobianos * comparado a su crecimiento en cultivos
en suspensién (forma plancténica) 8, ya que se produce unos cambios en sus
propiedades °.

Los agentes antimicrobianos, antibidticos y no-antibioticos, se prescriben
frecuentemente para el tratamiento de la halitosis y la enfermedad periodontal. No
obstante, el riesgo de resistencias y toxicidad es un problema importante ‘°. Ademas,
solo altos niveles y maltiples dosis de los mismos administrados localmente pueden

tener el mismo efecto que los que se administran por via sistémica.

Por todo ello, el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas diferentes a las hasta

ahora utilizadas supone un importante reto para el control del crecimiento microbiano



en la cavidad oral. Por dicha razén estan surgiendo terapias alternativas a los
antibioticos para controlar la poblacion de microorganismos productores de caries y

enfermedades periodontales en la cavidad oral.

2.2. Terapia Fotodinamica

La TFD es una modalidad terapéutica bien establecida, que fue originalmente
desarrollada y posteriormente aprobada para el tratamiento de tumores sélidos **.

En 1900, un cientifico aleman, Oscar Raab fue el primero en constatar el efecto
toxico conjunto de la luz y los colorantes, en concreto del naranja de acridina, sobre
Paramecium caudatum. En 1907, von Tappeiner y JodIbauer publicaron un libro de
texto sobre esta terapia, que se conoce como un proceso de fotosensibilizantes oxigeno-
dependiente para el tratamiento de tumores de la piel y la destruccion de las particulas
infecciosas 2.

La TFD se basa en la combinacion de tres componentes esenciales : Un
fotosensibilizante (FS) no tdxico intrinsecamente que se localiza en el tumor o células
microbianas, una luz visible de adecuada longitud de onda que administrada en la zona
es especificamente absorbida por el agente fotosensibilizante y en presencia de oxigeno
resulta en la formacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) las cuales inducen la
muerte especifica de las células tumorales por apoptosis 0 necrosis, preservado los
tejidos sanos circundantes ** , ninguno de los componentes es toxico por separado. Este
mecanismo se puede llevar a cabo por dos vias: bien por la transferencia de electrones
(reaccion de tipo 1) o por la transferencia de energia (reaccion de tipo 11).El electron que
se transfiere puede dar lugar a la produccion del anién superéxido, peroxido de
hidrogeno y radicales hidroxilo. En la reaccion de tipo 11, se produce oxigeno singlete
(*O,). El oxigeno en estado excitado es el intermediario més importante en esta
reaccién. Las ROS son moléculas altamente reactivas que provocan diversos efectos en
las células como la inactivacion de enzimas y otras proteinas o la peroxidacion de
lipidos dando lugar a la destruccion de membranas celulares, lisosomas y mitocondrias
lo que conlleva finalmente la muerte celular **. La destruccién celular se puede producir
mediante apoptosis o necrosis lo que dependera, fundamentalmente del
fotosensibilizante utilizado, de su localizacién intracelular y de las estructuras celulares

que resulten dafiadas *°. Ademas, la TFD induce una respuesta vascular, inmunolégica y



de la matriz extracelular que intervienen en su efectividad final y en su excelente

resultado cosmético *°. La produccién de ROS depende de la concentracién del
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Figura 1. Mecanismo de Accion de la Terapia Fotodindmica Antimicrobiana

La TFD ha tenido un gran éxito como terapéutica de algunos canceres,
especialmente los cutaneos no melanocitarios *°, y algo menos en la degeneracion
macular retiniana % o el eséfago de Barret %, entre otros procesos.

El uso de la TFD como una modalidad terapéutica para el tratamiento de infecciones
localizadas representa un campo emergente de investigacion. Asi, diversos articulos,
tanto referentes a experiencias realizadas in vitro como in vivo avalan su utilidad en el
tratamiento de las infecciones producidas por bacterias, hongos, virus y parasitos, es lo

que se ha denominado quimioterapia fotodindmica antimicrobiana (PACT en inglés) %
23



2.3. Terapia fotodinamica antimicrobiana

Este tipo de tratamiento ofrece una serie de ventajas frente a los tratamientos
antimicrobianos tradicionales:

1) Amplio espectro de accion, ya que un mismo fotosensibilizante puede actuar
frente a bacterias, hongos, virus y parasitos;

2) Eficacia independiente del patron de resistencia antibidtica;

3) Posibilidad de desarrollar protocolos de TFD que permitan una amplia reduccion
de la poblacién patdgena con un dafio muy limitado al tejido huésped;

4) La inactivacién de los microorganismos fotosensibilizados es un proceso multi-
diana, consecuencia de lo cual, por un lado la seleccion de cepas fotoresistentes es muy
improbable y es un fenémeno por ahora no descrito.

5) Disponibilidad de formulaciones que permitan una liberacion especifica del
fotosensibilizante al area infectada;

6) Uso de fuentes de luz de bajo coste para la activacion del agente
fotosensibilizante.

7) Compatibilidad con cualquiera de los tratamientos antibidticos o antimicaticos
que se utilizan en la actualidad.

Los farmacos fotosensibilizadores o fotosensibilizantes deben poseer las siguientes
propiedades:

* Absorcion elevada en la parte roja del espectro (> 600nm) para asegurar una
mayor penetracion de la luz en la piel y asi poder tratar infecciones internas.

* Rendimiento cuantico de formacion de estado triplete elevado, asi como un tiempo
de vida de este estado triplete suficientemente largo para ser capaz de producir oxigeno
singlete.

* Energia del estado triplete mayor que 94 kJ/mol, para poder fotosensibilizar al
oxigeno singlete.

 Rendimiento cuantico de formacion de oxigeno singlete también elevado.

* Elevada especificidad para asociarse a los microorganismos patdgenos,

» Minima toxicidad en ausencia de luz.

« Rapida eliminacién del cuerpo para minimizar posibles efectos secundarios.

* Pureza quimica y sintesis versatil y econémica.



La carga positiva en los fotosensibilzadores, o bien el uso de agentes

permeabilizantes 2%

, como el EDTA o el PMBN, acentuan su afinidad por los agentes
infecciosos con una estructura exterior compleja. Es deseable clinicamente el hecho de
no tener que usar agentes quimicos adicionales, motivo por el cual la via de los
fotosensibilizadores con carga ha adquirido una gran relevancia. Las estructuras
actualmente mas prometedoras son las basadas en los fotosensibilizadores cargados
positivamente a valores de pH fisioldgicos. Asi, se han descrito ya algunos
fotosensibilizantes con actividad fotodinamica antimicrobiana in vitro tanto frente a
bacterias como frente a hongos 2°"?%; En primer lugar se encuentran compuestos
sintéticos no-porfirinicos, como los colorantes fenotiacinicos, entre los que se incluye el
azul de metileno y sus derivados. En segundo lugar moléculas macrociclicas como las
ftalocianinas y las porfirinas. Y por altimo un grupo de fotosensibilizantes naturales,
entre los que se encuentra la hipericina, entre otros. De todas estas sustancias es el azul
de metileno el que en este momento se esté4 desarrollando mas activamente para el

tratamiento fotodinamico de Glceras infectadas mediante estudios en animales 2°.

No obstante lo anterior, la TFD todavia no tiene ninguna indicacién clinica
antimicrobiana aprobada y su aplicacion es anecdética. Asi, en los Gltimos afios se han
publicado casos aislados de diversas infecciones tratadas empiricamente mediante TFD
con diferentes FSs con prometedores resultados: tifias de piel lampifia *°, candidiasis *,

%2-33 micobacterias **, parésitos *° e

Ulceras y tumores con sobreinfeccion bacteriana
incluso acaros *. Todo ello apunta a que la TFD puede tener un prometedor futuro en el

tratamiento de las infecciones de la piel.

El uso de la TFD para uso antimicrobiano en la cavidad oral fue postulado por el
Prof. Michael Wilson and colleagues ' en el Eastman Dental Institute, University
College de Londres.

El azul de toluidina O (TBO), el azure B y el azul de metileno tienen un efecto
bactericida sobre diversos gérmenes orales habituales, como Porphyromonas gingivalis,
Aggregatibacter (Actinobacillus) actinomycetemcomitans, y Fusobacterium nucleatum
cuando se les expone a luz *°. Ademés, las bacterias orales en biofilms multi-especies
pueden ser destruidas mediante el uso de TBO y luz roja *%. Por Gltimo, el uso de
lamparas de diodos emisores de luz (LEDs) y TBO indujo la muerte celular y la

prevencion de formacion de biofilms de S. mutans *. Algunas bacterias anaerébicas,



como Porphyromonas gingivalis. Fusobacterium nucleatum, y Capnocytophaga
gingivalis también pueden ser fotoinactivadas por este método utilizando clorina e6 y
BLC 1010 como fotosensibilizantes *.

Por todo ello, la TFD ha demostrado ser una buena alternativa a los agentes
antimicrobianos convencionales para eliminar las especies subgingivales y tratar la
periodontitis *®. Asimismo, la TFD puede usarse para prevenir la caries dental mediante
el atague de los microorganismos de la placa dental fermentativos asi como método
minimamente invasivo de eliminar las bacterias en la lesién de caries **.

Recientemente se han comercializado 2 dispositivos de TFD para su uso en
periodontitis: Periowave en Canada, (http://www.periowave.com), consistente en un
sistema laser que utiliza como fotosensibilizante el azul de metileno, otro kit que
también utiliza una fenotiazina comercializado en Austria, Alemania, Suiza y Reino
Unido (Helbo;Photodynamic Systems GmbH & Co. KG, Grieskirchen,Austria), y por
ultimo, Otras comafias incluyen kits con azul de toluidina O (Denfotex Ltd., Dexcel
Pharma Technologies) ‘8. Hay una compafiia que lo comercializa en Espafia, se llama
FotoSan y lo comercializa la casa Lasala dental.

El uso de la TFD en las infecciones orales aporta varios beneficios: su aplicacion
local, no invasiva; rapida muerte de las bacterias con cortas exposiciones al
fotosensibilizante y a la luz; escasa probabilidad de desarrollo de resistencias,
considerando la toxicidad genérica de la TFD mediante la produccién de especies
reactivas del oxigeno (EROs); y la muerte de los gérmenes limitada al lugar de la
irradiacion y la difusion de las EROs.

El principal reto de la TFD antimicrobiana es encontrar la ventana terapéutica in
vivo donde las bacterias y los hongos sean destruidos sin efectos citotoxicos en los
tejidos sanos circundantes. Los valores de concentracion bactericida minima (CBM) de
un fotosensibilizante adecuado (cfu/ml) in vivo para matar >99,9% de las bacterias debe
ser menor que la concentracion de fotosensibilizante necesario para destruir las células
huéspedes donde asienta la infeccion, en este caso de la mucosa oral. En general, se
puede conseguir la erradicacion de los patdgenos en condiciones de una irradiacion
menor (40-100 mW/cm2) que la utilizada en los procesos cancerosos, y con tiempos de
incubacion del fotosensibilizante méas cortos, lo que garantiza una alta selectividad en
comparacion con los principales tejidos y células huéspedes de la piel, queratinocitos y
fibroblastos. Sin embargo, los estudios para investigar el efecto de la TFD

antimicrobiana en la cavidad bucal son escasos * e inexistentes en las mucosas.



Los microorganismos tienen grandes diferencias en cuanto a estructura celular y
organizacion, lo que obviamente influye en la interaccion de los fotosensibilizantes
afiadidos de forma exdgena con los constituyentes celulares, determinando la eficiencia
y el mecanismo del proceso de fotoinactivacion %°. Por ello son de gran interés, los
estudios comparativos de eficacia entre diferentes fotosensibilizantes en distintos
agentes infecciosos (bacterias y hongos) que ayuden a establecer su uso preferente en
unas infecciones frente a otras ?°. Es decir, estudios que nos permitan seleccionar qué
fotosensibilizante funciona mejor en cada una de las infecciones sean bacterianas o
fangicas. Por otro lado, la mayoria de los trabajos publicados se han realizado in vitro,
mientras que los estudios en animales de experimentacidn, paso previo para su uso en
humanos, son muy escasos 2°.

Por Gltimo, la aplicacion tépica del fotosensibilizante en la TFD necesita de una
formulacién apropiada, segun las caracteristicas del mismo, para alcanzar los
microorganismos en la cavidad y la mucosa oral. Por ello se requieren formulaciones
apropiadas, vehiculos especialmente adhesivos a la mucosa oral y al esmalte dental

esenciales en la penetracion y/o acumulacion de estos fotosensibilizantes *.

La Hipericina

La hipericina (HYP) es un metabolito secundario estructuralmente pertenecen a la
clase quimica de naphthodianthronas y tiene los componentes caracteristicos del género
Hypericum (Clusiaceae). Las plantas de este género desarrollado (que comprende
aproximadamente 450 especies) estan ampliamente distribuidas en todo el mundo y se
han utilizado desde la antigiiedad para una serie de propiedades medicinales **, por via
externa como astringente, antiséptico y cicatrizante y por via oral como tratamiento de
las alteraciones del suefio y la depresion (300-900 mg de extrato al dia). Méas
recientemente, se ha conocido su efecto antimicrobiano frente a bacterias, hongos y
virus %" |a hipericina se aisl6 por primera vez de Hypericum perforatum L., que es
el representante mas importante y reconocido en el comercio de este género. H.
perforatum, conocido cominmente como hierba de San Juan “®, es una hierba
aromatica, perenne que crece hasta 1 m de altura. Sus hojas se caracterizan por la
presencia de glandulas de aceite. Las flores son de color amarillo brillante, naranja,
mientras que el céliz y la corola estan marcados con numerosos puntos negros

glandulares **. Es bien sabido que dicha planta, ademés de tener efectos beneficiosos



como antidepresivo y en la cicatrizacion de heridas, es también responsable de inducir
problemas de fotosensibilidad; este hecho corroboraba la idea de que existen sustancias
fotoactivas en este tipo de plantas *°. Mas tarde se comprobé que la hipericina, por si
sola, podria utilizarse en TFD como fotosensibilizante, donde se podria aplicar su
capacidad de combinacidn con luz visible y oxigeno molecular para provocar la muerte
de células seleccionadas >,

Dadas sus propiedades fotoactivas y su baja genotoxicidad se han estudiado sus
aplicaciones en el fotodiagnostico por fluorescencia 'y en TFD, especialmente en

tumores cutaneos *2>**, Existen escasos estudios acerca de su poder antibacteriano con

resultados contradictorios *°.

Figura 2. Hypericum perforatum o Hierba de San Juan y la molécula de hipericina,

su principal principio activo.

Azul de metileno

El azul de metileno (MB), un colorante aprobado por la FDA, es una fenotiacina
cuyas moléculas anfipaticas son triciclicos planos que poseen un atomo de nitrégeno
cuaternario intrinseca y tienen una eficiencia fototdxico contra una amplia gama de
microorganismos °’. Se utiliza generalmente para tratar la metahemoglobinemia y ha
sido utilizado con éxito para tefiir y visualizar la metaplasia intestinal en el es6fago de
Barrett y en el estbmago para guiar la biopsia endoscopica. Es barato y esta disponible
rutinariamente en las farmacias. MB es también bien conocido por ser
fotodinamicamente activo. Varios estudios han demostrado que la TFD mediada por

MB (MB-PDT) efectivamente puede inactivar los virus y destruir las bacterias. Ademas,



MB-TFD ha demostrado ser eficaz en la destruccion de los tumores en ratones. En los
seres humanos, MB-PDT se ha utilizado para el tratamiento de tumores superficiales de
vejiga, carcinomas de esdfago, el melanoma, y el sarcoma de Kaposi, sin efectos toxicos
reportados. Debido a que esta bioquimicamente modificado a una forma incolora, hay
poca o0 ninguna fotosensibilidad sistémica asociada con MB . Tiene un espectro de
absorcion de luz a 665 nm, es eficaz en la PDT, mostrando capacidad de generar ‘O,.
Incluso sin luz, tiene una actividad antifungica y antibacteriana natural cuyo potencial

toxico puede ser aumentado por la activacion de la luz *°.
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Figura 3: Formula quimica y el espectro de absorcion del azul de metileno.
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3. Material y Métodos:

3.1. Material
3.1.1 Cepa del estudio

Bacterias:

e S. mutans (ATCC 35668)

e S.sanguis (ATCC 10556)

Levaduras:

Candida albicans American Type Culture Collection; Rockville, MD, USA (ATCC)
10231

Cepas resistentes:

e C. albicans (456325H)

e C. albicans (AZN-4635)

e C. albicans (AMO0Z 0267)

Células:

queratinocitos humanos ( HaCaT)

fibroblastos humanos normales (hNDF)

3.1.2. Fotosensibilizantes (FSs):

Hypericin from Hypericum perforatum 95% (HPLC) SIGMA.
Methylene blue SIGMA.

3.1.3. Reactivos vy disolventes:
e Tampdn PBS BIO-RAD

e Aqua ad Iniectabilia MEINSOL (agua destilada y desionizada).
e Sabouraud Dextrose Agar CM0041 OXOID.

e Columbia Agar Sangre OXOID.

e Alcohol etilico a 70° ALCOHOCEL

e Cloramfenicol SIGMA

e Medio DMEM, FBS 10%, con antibiotico.Dulbecco's
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3.1.4. Sondas inmunofluorescentes:

e Cell tracker green 1000uM (Tincion celular general) Invitrogen (Molecular
Probes).

e Mitotracker (Tincion de mitocondrias) Invitrogen (Molecular Probes).

e DAPI (Tincion nuclear) Invitrogen (Molecular Probes).

e DIOC (Tincion de mitocondrias) Invitrogen (Molecular Probes).

e Lisotracker (Tincion lisosomas) Invitrogen (Molecular Probes).

3.1.5. Instrumentacion:

e Lampara de diodos &mbar, con pico de emisién a 602+10 nm; 37J/cm?, 10,3
mW/ cm?.

e Lampara de diodos de luz roja, con pico de emision a 590+10 nm; 19 mW/ cm®.

e Lampara de halogenuro metalico de luz blanca, con espectro de emision entre
420 a 700 nm.

e Colorimetro con escala McFarland DINKO

e Asa de siembra Digraski

e Campana de flujo laminar Telstar BIO 11 A.

e Placas de cultivo STERILIN.

3.1.6. Microscopios utilizados

e Microscopio confocal espectral Leica TCS SP2 AOBS;

e Microscopio confocal compacto Olympus FV10i OilTypeambos de la Unidad de
Microscopia e Imagen del Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud (para los estudios
de localizacion del FS).

e Sistema de microscopia multidimensional con control en tiempo real Leica
AF6000 LXde la Unidad de Microscopia e Imagen del Instituto Aragonés de Ciencias
de la Salud.

e Microscopio Olympus BX61 acoplado a una camara de captura digital Olympus
DP50 de la Facultad de Ciencias de la Universidad Autonoma de Madrid, departamento

de biologia.

3.2. Métodos
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3.2.1. Tratamiento fotodinamico

3.2.1.1. Preparacion de las siembras de cada germen:

Las siembras de S. mutans y S. sanguis se realiz6 partiendo de un liofilizado
comercial. C.albicans fue proporcionada por Dr Meis del Canisius Wilhelmina
Hospital, Nijmegen, The Netherlands. Fueron previamente cultivados y archivados en
leche descremada conservandose a una temperatura de -80°C. La resiembra a partir de

los archivos se realizé mediante el método de siembra por agotamiento.

3.2.1.2. Preparacion inéculo para levaduras:

Se realizé un cultivo del género Candida en agar Sabouraud-cloranphenicol (SBC),
se incub6 24 horas a 35°C. A partir del cultivo se realizé un indculo de 4 McFarland
(McF) debido a que queremos disminuir 6 unidades logaritmicas (unid. log.). y
necesitamos un minimo de 10° células Estas medidas se realizaron con el

espectrofotémetro.

3.2.1.3. Preparacion inéculo para bacterias:

Se realizd el cultivo del género Streptoccocus spp utilizando un medio de agar
sangre Columbia, posteriormente, se incubd 24 horas a 37°C con una atmosfera del 5%
de CO,. De esa resiembra se utiliza para realizar el indculo, a 0.5 McFarland, medidas
que se realiza con el espectrofotometro.

3.2.1.4. Realizacion ensayos

Se coge una placa microtitter de 96 pocillos en la que en cada pocillo se inocula
con 90uL de la suspension del indculo y se le afiade diferentes cantidades de disolucién
de los diferentes FSs para obtener las diferentes concentraciones deseadas, una vez

echado todas las cantidades del FS se rellena el pocillo hasta 100uL con agua. Una vez
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finalizado este paso se agita bien cada pocillo para que se mezcle y haya un mejor

contacto microorganismo-fotosensibilizante.

3.2.1.5. Irradiacién

Una vez han sido preparados los diferentes pocillos en la placa microtitter se
procede al proceso de irradiacién. Los distintos microorganismos seran expuestos a una
lampara de diodos de longitud de onda adecuada (590+10 nm para la hipericina y 630
+10 nm para las fenotiacinas). La dosis de luz administrada ira de 0 a 37 J/cm?. Para
conseguir esta dosis de luz se colocaran las lamparas a una distancia de 5 cm sobre la
placa microtitter variandose el tiempo para conseguir la fluencia deseada, 30 y 60
minutos respectivamente para administrar 18 y 37 J/ cm? en el caso de la hipericina y 15

y 30 minutos respectivamente en el de las fenotiacinas.

3.2.2. Medicidén de la fotoinactivacion producida con los distintos

fotosensibilizantes

Terminado el proceso de irradiacion de las muestras, se procede a la siembra de las
mismas en las placas de siembra. Para establecer el dafio fotodindmico, la viabilidad de
los gérmenes se estudiara por su capacidad de formar colonias tras la TFD
subcultivandolas en diferentes medios dependiendo del microrganismo. Se hara un
recuento de numero de colonias obtenido, comparandolas con el nimero obtenido en las
placas de control: antes de la irradiacion incubadas con FS y no iluminadas, no
incubadas con FS e iluminadas y no incubadas con FS ni iluminadas. El recuento se
hara tras la incubacion, dependiendo de la especie (24h S. sanguis y 48 horas las
levaduras y S. mutans).

Para medir el efecto bactericida o fungicida tiene que haber una disminucion de 6
unidades logaritmicas que significa que el fotosensibilizante mata al > 99,9999% de las

células. Los experimentos se realizaran por triplicado.
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3.2.3. Fotoinactivacion combinada usando 2 fotosensibilizantes

En la placa de microtitter de 96 pocillos, se quiere realizar la combinacion de dos
fotosensibilizantes y por ello se va a llevar a cabo de forma de “tablero de ajedrez”
adaptado.

Arriba se hace un barrido de concentraciones de un fotosensibilizante, las
concentraciones van de menor a mayor, de izquierda a derecha (fila), el otro FS se

utiliza el mismo criterio pero de arriba abajo (columna).

Cam
50000000l
O0O00000O0 o
O000000O0 E
O000O000O0
O000O000O0 v—’—

Al rellenar los pocillos se echan las cantidades por columnas o por filas por tanto
todo los pocillos de la placa tendran una concentracion diferente de cada
fotosensibilizante. Una vez finalizado este paso se agita bien cada pocillo para que se
mezcle y haya un mejor contacto microorganismo-fotosensibilizante y se irradia. Los
distintos microorganismos seran expuestos a una Lampara de halogenuro metalico de
luz blanca, con espectro de emision entre 420 a 700 nm. La dosis de luz administrada ir&
de 0 a 37 J/cm?. Para conseguir esta dosis de luz se colocaré la lampara a una distancia
de 10cm sobre la placa microtitter variandose el tiempo para conseguir la fluencia

deseada, 3min 20s y 6min 51s respectivamente para administrar 18 y 37 J/ cm*.

3.2.4. Localizacion de fotosensibilizante en el germen:

Los experimentos se realizaron en el hospital Lozano Blesa, utilizando técnicas de
microscopia confocal bajo la supervision de la Dra. Maria Royo.Estudio de la
localizacion celular de hipericina en Candida spp.
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El objetivo de este experimento fue comprobar que la hipericina penetra en el
interior de las células de levaduras mediante estudios de coalescencia con fluoréforos
intracelulares con longitudes de onda de emision diferentes a la de la propia hipericina.
Ademas se intentd determinar en qué lugar de la célula se localiza dicho FS mediante el
uso de marcadores mitocondriales y nucleares.

Este estudio no se pudo realizar en bacterias con los medios de los que disponemos
dado su pequefio tamafio debido al que tamafio oscila entre 0.7 y 0.9 um de diametro
comparado con las medidas de candida que se encuentran entre los 2-4 um o las de
fibroblastos o queratinocitos que pueden oscilar de 7-10 um. La resolucién del

microscopio no era la adecuada.

3.2.4.1. Localizacion de hipericina en levaduras

Se realiz6 un estudio de co-localizacion de hipericina con MTG (MitoTracker
Green) y Dapi en Candida albicans ATCC 10231.

1- Marcaje con Hipericina.

e Se mezcla el in6culo preparado en PBS con un stock de hipericina a una
concentracion de 5000M, para conseguir una concentracion final de HYP
de 5 uM

e Seincuba 24h a 35°C y a oscuridad.

e Setoma 3 eppendorfs y en cada uno de ellos, poner 1 ml de la suspension
incubada.

e Centrifugar 5°a 10.000 rpm; retirar sobrenadante y resuspender en 1ml en
SBL en dos y el otro restante en PBS. (Todo en oscuridad).

Habréa 3 tubos para:

1- Levadura en SBL +5 uM de MTG.

2- Levaduraen SBL + 1000 nM de MTG.
3- Levadura en PBS + 1000 nM de MTG
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2- Marcaje con MTG v lavados:
Se procede hacer una dilucion de MTG 100 uM partiendo de la de 1000 uM. A esa
dilucion la llamaremos Dmt y a la de 1000 uM DMT.

Centrifuga 5°a 10.000 rpm; retirar sobrenadante y resuspender cada pellet, bien en
PBS, bien en SBL (Cada uno con lo que corresponda).

e Tubo 1: afiadir 5 ul de DMT + 995 ul de SBL.

e Tubo 2: afiadir 1 pl de Dmt + 999 pl de SBL.

e Tubo 3: afadir 5 pul de Dmt + 999 pul de PBS.

3- Incubacién

Se incuban a 35°C durante 40 minutos y oscuridad.

4- |_avados

e Centrifugacion 5"a 10.000rpm; retirar sobrenadante y resuspender en 1000 pl de
SBL o PBS.

e Centrifugacion 5"a 10.000rpm; retirar sobrenadante y resuspender en 1000 pl de
suero fisioldgico.

e Centrifugacion 5a 10.000rpm; retirar sobrenadante y resuspender en 1000 pl de
SBL o PBS.

e Centrifugacién 5"a 10.000rpm; retirar sobrenadante.

5- Toma de muestra y montaje

e Incubacién con PFA 3% (paraformaldehido) 300 pl por tubo, 15 minutos a 35°C
y oscuridad.

e Centrifugacion 5"a 10.000rpm; retirar el PFA.

e Lavar con 500 pl de agua destilada (x2), centrifuganco y retirando el
sobrenadante.

e Los tltimos 500 pl de agua se vortean y se llevan a las microtitter-plates.

e Centrifugar las placas 30 minutos a 3000rpm las placas.
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e Retirar los cubres y ponerlos sobre un porta que contendra 5 pul de moviol con
5 uM de DAPI.

e Sellar con pintaufias.

6- Tratamiento de los cubres previo al pegado de células

e Se depositan los cubres en una placa microtitter y se rocian con 100 pl de
polilisina.

e Dejar que la polilisina se adhiera a los cubres.

e Se retira la polilisina y se lava con agua (x2).

e Se retira el agua y se dejan secar los cubres al aire.

3.2.5. Estudio de la toxicidad de la TF con hipericina sobre

queratinocitos y fibroblastos:

La viabilidad de las células HaCaT y hNDF tras el tratamiento con hipericina se
estudiara mediante el ensayo MTT para establecer los efectos adversos de dicho
tratamiento sobre las células sanas de la mucosa oral. Células (tipicamente a una
concentracion 10°) se cultivaran en microplacas de 48 pocillos a 37°C y 5% CO,
usando DMEM (FBS 10% v/v, L-glutamina 2mM, Penicilina estreptomicina 1% v/v)
como medio de cultivo. Después de lavar con PBS, se incubaran con concentraciones
crecientes de hipericina: 0.5, 1, 5 and 10 puM) y se irradiaran con una lampara de LEDs
de 590 nm durante, 30 y 60 minutos, correspondiente a dosis de luz de 18 and 37 J.cm?,
respectivamente 2. Las células entonces se lavaran con PBS se eliminara cualquier
exceso de hipericina y se realizara el ensayo MTT a las 24 h. La toxicidad en oscuridad

y la toxicidad de la luz seran los controles del experimento en las mismas condiciones

3.2.6. Localizacion de fotosensibilizante en fibroblastos y

queratinocitos

3.2.6.1. Traspaso celular y preparacion de placas.
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Se trabaja en campana estéril (etanol 70°, UV) y con flujo constante. La placa de 60
mm debe tener una confluencia de 70-80% de las células. Una vez tengamos esas
condiciones se extrae el medio con una pipeta. Agregar 1ml de buffer PBS 1x,
suavemente, evitando que se despeguen las células. Dejar 30 segundos, y retirar el
buffer. Agregar 300 pl de tripsina 2.5% (diluida con 900 ul de PBS 1x) y dejar reposar

3-5 minutos dentro de la incubadora. Despegar las células de la placa dandole unos

golpecitos y traspasar a placa de 6 pocillos para poder continuar con el experimento.

3.2.6.2. Localizacién en microscopio

Los experimentos se realizaron en la Universidad Autonoma de Madrid en la
Facultad de Ciencias, utilizando técnicas de microscopia de fluorescencia bajo la
supervision de la Dra. Angeles Juarranz.

Se realizd un cultivo de células de la piel a partir de una biopsia cutanea de piel
normal obtenida de un voluntario sano Las células se cultivaron en microplacas de 6
pocillos a 37°C y 5% CO, usando DMEM (FBS 10% v/v, L-glutamina 2mM, Penicilina
estreptomicina 1% v/v) como medio de cultivo. Una vez la placa tuviese una
confluencia al 70% se incubaron con concentraciones crecientes de hipericina 2y 5 uM
durante dos periodos de tiempo: 5y 24 horas. Se utilizaron sondas para la
inmunohistoquimica como el DIOC y Lisotracker a una concentracion de 5 puM.
Posteriormente se procedio a la observacion microscopica y toma de imagenes. La
microscopia de fluorescencia se realizé utilizando un microscopio Olympus BX61

acoplado a una camara de captura digital Olympus DP50.
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4. Resultados

4.1. Fotoinactivacion de microorganismos con hipericina

La hipericina consiguio una eficaz fotoinactivacion de todos los gérmenes
estudiados, aunque las concentraciones y fluencias para conseguirlo fueron diferentes y

se exponen a continuacion.

4.1.1. S. sanquis

- Para una fluencia de 18 J/cm2 se necesita una concentracion de 2,5 uM de
hipericina para reducir 6 unds. Log. con respecto al indculo inicial.
- Para una fluencia de 37 J/cm2 se precisa de una concentracion de FS de 1,25uM

para reducir 6 und. Log.

S. sanguis S. sanguis
18 J/cm? 37J/cm?

Log 10 (CFU/mL)
T

Log ;1o (CFU/mL)
D

o
o

4.1.2. S. mutans:

- Para una fluencia de 18 J/cm2 se necesita una concentracion de 20 uM de

hipericina para reducir 6 unds. Log. con respecto al inéculo inicial.
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- Para una fluencia de 37 J/lcm2 se precisa de una concentracion de FS de 20 uM

para reducir 6 und. Log.

S. mutans S. mutans
18J/cm? 37J/cm?

Log 10 (CFU/mL)
T

Log 19 (CFU/mL)
N

4.1.3. C. albicans ATCC:

- Para una fluencia de 18 J/cm2 se necesita una concentracion de 40 uM de

hipericina para reducir 6 unds. Log. con respecto al indculo inicial.

- Para una fluencia de 37 J/cm2 se precisa de una concentracion de FS de 5 uM para

reducir 6 und. Log.

C.albicans C.albicans
18J/cm? 37J/cm?

Log 1o (CFU/mL)
+

Log 10 (CFU/mL)
5

o
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4.1.4. C.albicans resistentes:

4.1.4.1. C. albicans AZN-4635:

- Para una fluencia de 18 J/cm2 se necesita una concentracion de 40 uM de

hipericina para reducir 6 unds. Log. con respecto al indculo inicial.

-Para una fluencia de 37 J/cm2 se precisa de una concentracion de FS de 10 uM

para reducir 6 und. Log.

C.albicans AZN 46 C.albicans AZN 46
18 J/ cm? 37 J/ cm?

Log 10 (CFU/mL)
T

Log 10 (CFU/mL)
5

4.1.4.2. C. albicans AMOZ-0267:

- Para una fluencia de 18 J/cm2 se necesita una concentracion de 20 pM de
hipericina para reducir 6 unds. Log. con respecto al indculo inicial.

-Para una fluencia de 37 J/cm2 se precisa de una concentracion de FS de 10 uM

para reducir 6 und. Log.
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C.albicans AMOZ C.albicans AMOZ
18 J/ cm? 18 J/ cm?

Log 10 (CFU/mL)
T

Log 10 (CFU/mL)
D

o
o

4.1.4.3. C. albicans 456325H:

- Para una fluencia de 18 J/cm2 se necesita una concentracion de 20 uM de

hipericina para reducir 6 unds. Log. con respecto al inéculo inicial.

-Para una fluencia de 37 J/cm2 se precisa de una concentraciéon de FS de 10 uM

para reducir 6 und. Log.

C.albicans 45 C.albicans 45
18 J/cm? 37 J/cm?

Log 109 (CFU/mL)
T

Log 109 (CFU/mL)
5
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4.2. Comparacion de la fotoinactivacion de HYP frente a AM

En este apartado se compara la eficacia fotoinactivadora de la HYP con respecto a
AM, uno de los fotosensibilizantes mas utilizados, junto al azul de toluidina, en TFD

antimicrobina de cavidad oral en la literatura.

4.2.1. S. sanquis vy S. mutans

Tal y como se observa en las gréficas, el AM consigue fotoinactivar a S. sanguis y
S. mutans con concentraciones inferiores a las de HYP. Esta diferencias son mas
notorias en el caso de S. mutans que en S. sanguis. Asi, mientras que la concentracion
de HYP que produce la disminucién de 6 unds. Log. es 2,5uM, a 18 J/cm? 1,25 a 37
Jlcm? en S. sanguis y para S.mutans tanto a 18 J/cm? como a 37 J/cm? es 20uM.

,en el caso del AM estas concentraciones son tan sélo de 1,25uM a 18 J/cm? para S.
sanguis y 2,5 UM S. mutans, y de 1,25y 0,6 pM a 37 J/cm? para S. sanguis y S. mutans

respectivamente.

S. sanguis
. 37J/cm?
S.sanguis
18 J/cm? i- -~ Hipericina
81 ~ Hipericina - N = Azul de metileno
7 P E
) . 2 54
£ 6 -# Azul de metileno LL
S 5 L 4
LL S 34
O 44 =
N c) 2-
S 34 o
-
o 5] 11
o
- 14 C Ll T T T
Q > ©
0 T T T T T N N '\:)/
N o2 ® \:j? a° [1FS uM
[IFS uM
S. mutans S. mutans
18J/cm? 37J/cm?

-e- Hipericina -e- Hipericina

-# Azul de metileno

Log 10 (CFU/mL)
t

Log 10 (CFU/mL)
N

24

- Azul de metileno



Log 10 (CFU/mL)

Log 10 (CFU/mL)

4.2.2. C. albicans ATCC

En C. albicans ATCC tanto a 18 J/cm? como a 37 J/cm?, la concentracién de HYP
es menor para disminuir las 6 unds. Log. que la concentracion de AM. Asi, la
concentracion de HYP que produce la disminucion de las 6 unds. Log. es 40uM a 18
Jlem?y 5 uM a 37 J/cm?, mientras que la concentracién de AM es 640 pM a 18 J/cm?y
160 puM a 37 J/icm? .

C.albicans C.albicans
18 J/ cm? 37 J/cm?
81 -e- Hipericina 81 -e- Hipericina

- Azul de metileno .
-= Azul de metileno

Log 10 (CFU/mL)
S

4.2.3. C. albicans resistentes

En C. albicans resistentes, al igual que ocurre en la especie sensible, las
concentraciones de HYP necesarias para su fotoinactivacion son menores que las de
AM, tanto a 18 J/cm? como a 37 J/cm?.

e 4.2.3.1. C.albicans 456325

C.albicans 456325 C.albicans 456325

18 J/ cm? 37J/cm?
8- 8- . . .
74 -e- Hipericina a -o- Hipericina

-# Azul de metileno

- Azul de metileno

Log 10 (CFU/mL)
N
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LOg 10 (CFU/mL)

e 4.2.3.2. C.albicans AZN-4635

C.albicans AZN 46

C.albicans AZN 46 37 3/ cm?
18 J/cm? 8n
j: -e- Hipericina ~ N ~*- Hipericina _
o = Azul de metileno E & - Azul de metleno
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¢ 4.2.3.3. C.albicans AMOZ-0267
C.albicans AMOZ C.albicans AMOZ
18 J/cm? 37 J/cm?
81 -e- Hipericina 87

-e- Hipericina

-& Azul de metileno
-# Azul de metileno

Log 1o (CFU/mL)
‘?
Log 10 (CFU/mL)
N

En Candida albicans 456325 la concentracion de HYP que produce la disminucion
de las 6 unds. Log. es 20uM a 18 J/cm?y a 37 J/cm?® 10 uM. La concentracién de AM
que produce la disminucién de las 6 unds. Log. es 640 uM a 18 J/cm? y a 37 J/cm? 160
UM.
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Log 10 (CFU/mL)

En Candida albicans AZN-4635 la concentracion de HYP que produce la
disminucién de las 6 unds. Log. es 40uM a 18 Jlcm?y a 37 J/cm?® 10pM. La
concentracion de AM que produce la disminucion de las 6 unds. Log. es 640 uM a 18
Jlem?y a 37 Jlem?® 160 pM.

En Candida albicans AM0Z-0267 la concentracion de hipericina que produce la
disminucion de las 6 unds. Log. es 20uM a 18 J/cm? y a 37 J/cm? 10 uM. La
concentracion de azul de metileno que produce la disminucion de las 6 unds. Log. es
640 UM a 18 J/cm? y a 37 J/cm? 160 pM.

4.3. Fotoinactivacion de la combinacion de HYP vy el AM.

Se realizd estos experimentos con la Lampara de halogenuro metalico de luz blanca,
con espectro de emisidn entre 420 a 700 nm. Y por tanto los resultados obtenidos son

diferentes a los presentados anteriormente.

4.3.1. S. sanquis

S.sanguis S.sanguis
18 J/cm? 18 J/icm?
9] -o- Hiperici 9
ipericina 5
81 P o -o- Azul de metileno
s - Sinergia (Hyp + Am .
6 gia (Hyp ) £ ! -#- Sinergia (Hyp + Am)
5- S
G °
4- N—r
3 s ]
— 3_
24 g 24
14 — 1
e e h e P oS
QY ©7 o N’L q (09 > Q N Qb \;ﬁo q,<° %QQ
[IFSuM [1FS uM

En S. sanguis la concentracion de HYP que produce la disminucion de las 6 unds.
Log. es 10uM a 18 J/cm?. La combinacién con AM hace que esta concentracion se

reduzca a 0,6 pM.

La concentracion de AM que produce la disminucion de las 6 unds. Log. es 5uM a
18 J/cm?, mientras que la combinacién con hipericina la reduce a 1,25 uM.
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4.3.2. S. mutans

S. mutans
18J/cm?

-o- Hipericina

-# Sinergia (Hyp + Am)

Log ;0 (CFU/mL)

Log 19 (CFU/mL)

S. mutans
18J/cm?

-o- Azul de metileno

-# Sinergia (Hyp + Am)

[]FS uM

En S. mutans la concentracion de HYP que produce la disminucion de las 6 unds.

Log. es 40uM a 18 J/cm?. La combinacién con AM reduce dicha a 1,25 uM

La concentracion de AM que produce la disminucién de las 6 unds. Log. es 10 uM a

18 J/cm?, mientras que su combinacién con HYP la reduce a 5 puM.

4.3.3. Candida albicans ATCC

C. albicans
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En C. albicans, la concentracion de HYP que produce la disminucion de las 6 unds.
Log. es 10uM a 18 J/cm?. La combinacién con AM reduce esta concentracion a 0,3 M.

La concentracion de AM que produce la disminucién de las 6 unds. Log. es 320 uM
a 18 J/cm?, mientras que su combinacion con HYP la reduce a 10 uM.

4.4. Localizacion celular de hipericina en Candida ATCC 10231

4.1. Unién de HYP a C. albicans ATCC 10231

Iméagenes con objetivo de 63x: A) C. albicans en campo claro, B) C. albicans +HYP

4.2. Demostracion de la entrada de HYP en C. albicans ATCC 10231 por

coalescencia con cell-trackergreen:

10um

HYP +CTG
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Iméagenes con objetivo de 63x: A) C. albicans en campo claro, B) C. albicans C) C. albicans + CTG, D) C. albicans
+HYP + CTG.

4.3. Desmostracion de la no entrada de HYP en el interior del ndcleo de las

levaduras por la no co-localizacion con DAPI:

10um 10um

HYP + DAPI

Iméagenes con objetivo de 63x: A) C. albicans+ CTG, B) C. albicans +HYP + DAPI

Mediante estas fotos se observa como el HYP penetra en el interior de la levadura
aungue parece no colocalizarse con DAPI, marcador del nucleo.

4.5. Localizacion celular de hipericina en células humanas

4.5.1. Barrido de tiempos de incubacién en fibroblastos:

Se observa que la hipericina esta en el interior de los fibroblastos. Desde el inicio de
la incubacion como se ve en la imagen tras 30 minutos y hasta las 24 horas Se puede
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observar que la hipericina se distribuye por el citoplasma y sobre todo alrededor del

nucleo.

4.5.2. Demostracion co-localizacion HYP + DIOC e HYP + Lisotracker

HaCat + DIOC HaCat + HYP HaCat + DIOC + HYP

La primera imagén es el control de la localizacion del DIOC en queratinocitos que
se puede ver una localizacion por el citoplasma en granulos, en la siguiente foto se
puede apreciar la localizacién de HYP que sobre todo se encuentra alrededor del nucleo

y en la Gltima se observa la co-localizacion de ambos.

HaCat + Lisotracker HaCat + HYP HaCat + Lisotracker + HYP

En estas imagenes, en la primera se puede apreciar la distribucion del control del

Lisotracker, esta mas localizado alrededor del ndcleo pero en una parte. La segunda foto
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la localizacién de HYP muestra una situacion muy parecida a la del Lisotracker,
alrededor del nucleo pero en una parte. Por ultimo, en la tercera foto se parecia esa co-

localizaciéon de ambos.

4.5.3. Desmostracion de la no entrada de HYP en el interior del ndcleo de las células
humanas, fibroblastos, por la no co-localizacién con DAPI:

Con respecto a estas imagenes se puede observar la distribucion de HYP en

fibroblastos, que es por el citoplasma y claramente la no penetracion en el nlcleo de las

células.

4.6. Efecto de la terapia fotodinamica de células humanas

Como se observa en las siguientes figuras, la hipericina ejerce un efecto fototoxico
tanto en queratinocitos (A) como en fibroblastos (C). Dicho efecto es dependiente tanto
de la concentracion del fotosensibilizante como de la dosis de luz administrada.
Concentraciones superiores a 5 uM junto a fluencias iguales o superiores a 18 J/cm2
inducen una mortalidad del 100% de células. Sin embargo, la hipericina sin luz no tiene

efecto citotdxico sobre queratinocitos (B) ni fibroblastos (D).
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Graficas: A) viabilidad celular en HaCat y C) en hNDF a diferentes fluencias, 8, 18 y 30 J/cm?. C) viabilidad

celular en HaCat y (D) hNDF a diferentes tiempos de incubacion 15, 30, 60 min en oscuridad. Estos estudios fueron

realizados por el grupo de investigacion del Prof. S. Nonell en los laboratorios del 1QS Universidad Ramon Llull,

Barcelona, Spain en colaboracién con nuestro grupo
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5. Discusion

La TFD antimicrobiana con HYP como FS ejerce un efecto biocida sobre todas las
cepas estudiadas.

La concentracién necesaria de FS provoca de un efecto fototdxico produciendo la
reduccion del crecimiento microbiano hasta en 6 unidades logaritmicas, depende de la
especie microbioldgica sobre la que se aplica la terapia, y, por tanto, de la complejidad
del microorganismo. Estos resultados constatan con ensayos preliminares desde los afios
60, el AM probaba su efectividad sobre diferentes virus (58).

Los estudios posteriores han revelado el potencial del AM sobre microorganismos
de mayor complejidad como bacterias que ademas posean mecanismos como bombas de
expulsion de resistencia a antibi6ticos comunes (59).

Por otro lado, teniendo en cuenta a la HYP como agente antibacteriano, se
demuestra también su efectividad sobre especies de S. aureus en estudios como los de
Engelhardt et al (60) donde se prueba la actividad fototdxica de la HYP concentraciones

menores de FS que las empleadas en este proyecto pero también fluencias mayores.

La fluencia empleada en la terapia influye en su eficacia, de tal forma que se con
mayores fluencias se necesitan menores concentraciones de FS. No obstante, este hecho
no se cumple en todas las ocasiones, y se observa que hay cepas que requieren
concentraciones similares empleando diferentes fluencias, como es el caso de S. mutans.
En otros estudios como los de Rolim et al (17) se prueba la actividad fototoxica de
varios fotosensibilizantes como el azul de toluidina (TBO) y verde de malaquita (MG)
eosina (EOS), eritrosina (ERI) y rosa de bengala (RB) viendo que el TBO y MG fue
eficaz en la reduccion de los recuentos de S. mutans por 3 logs a una concentracion de
163,5UM a 24 J/cm?.

Respecto a la comparacién entre cepas de Candida albicans sensibles y resistentes
a antifangicos azdlicos, no existen diferencias en cuanto a su sensibilidad a la terapia
fotodindmica con hipericina. Estos resultados contrastan con los obtenidos por Dovigo
et al en 2011 sobre biofilms de cepas de Candida azol resistentes donde se evidencia
una sensibilidad mayor de las cepas reistentes a fluconazol frente a las no resistentes
(61).
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Al comparar la HYP con el AM, que es el fotosensibilizante que habitualmente se
esta utilizando en la TFD clinica, especialmente en odontologia (62) destaca que
mientras que este Ultimo es mas eficaz en los Streptoccocus spp., la HYP es més eficaz
en C. albicans, tanto en las especies resistentes a antifingicos como en las sensibles.
Con este hecho se demuestra que aunque la TFD en general es eficaz frente a todo tipo
de gérmenes, existen FS que ejercen un efecto fototoxico de mayor importancia sobre
unas especies que sobre otras, lo que demuestra sensibilidades diferentes a la TFDA
segun el FS empleado. Si bien podria deducirse de esto que la TFDA no podria atacar
equitativamente a un amplio espectro de microorganismos filogenéticamente diferentes,
es posible asegurar una maxima cobertura en el tratamiento de todas las cepas
estudiadas empleando ambos FSs siempre que usemos concentraciones y fluencias

suficientes.

Un aspecto novedoso de la presente investigacion, es testar la combinacion de dos
fotosensibilizantes, que a la vista de nuestros resultados actuan de forma sinérgica. Asi,
en todas las cepas se produce una potenciacion de la eficacia de ambos FSs, ya que hay
una clara disminucién de la concentracién fungicida o bactericida al combinarlos. El
hecho de que se potencie el efecto fototdxico en la combinacion de ambos FSs
demuestra que su mecanismo de accion es aditivo. Esta consecuencia se deberia al
hecho de que cada FS posee, vias de penetracion, localizacion y accion fototdxica
diferentes al otro, lo que los convierte en bioguimica y fototoxicamente
complementarios (63,56, 64).

Uno de los factores que pueden determinar el diferente y complementario
mecanismo de accion de nuestros fotosensibilizantes tanto en las bacterias como en las
levaduras estudiadas es la localizacion de los mismos. En cuanto a la localizacion
celular en Candida albicans, con los experimentos realizados se puede observar como la
hipericina penetra en las levaduras aunque no podamos precisar en qué organelas se
localiza; solo se puede demostrar, visualizando las imagenes que no penetra en el
nucleo. Sin embargo, el azul de metileno se acumula en el citoplasma y el nicleo (56).
Considerando la baja movilidad e intensa reactividad de los ROS generados dentro de la
célula esto podria explicar una accién diferente de los FS en la célula. Si bien este hecho
no puede extrapolarse a bacterias, dada la gran diferencia de complejidad estructural
entre ambos tipos de células, sigue resultando una de las razones de peso por las que el
mecanismo de sinergia es positivo. Otro factor que puede influir es la diferente
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produccion de especies reactivas del oxigeno durante el proceso fotodinamico, ya que
en el caso del azul de metileno la principal es el oxigeno singlete (17).mientras que en el
caso de la hipericina es el peréxido de hidrégeno, segun nuestro grupo ha demostrado
recientemente (48).

A partir de estos experimentos y técnicas utilizadas de localizacion celular en
levaduras solo se puede decir que la hipericina sufre una diseminacion intracelular salvo

en el nacleo lo que hace que exista una doble ventaja:

-La TFD antimicrobiana con hipericina podria tener multiples dianas celulares, ya
que se localiza de una forma difusa en el interior de la célula, lo que minimiza la
posibilidad de aparicidn de resistencias.

-La hipericina no penetra en el nlcleo por lo que se evitan las mutaciones en el
DNA, lo que también contribuye a impedir el desarrollo de resistencias.

Una de las limitaciones de nuestro estudio con microscopia de fluorescencia es que
los fluoroforos utilizados son validos para células eucariotas animales. Las levaduras
son células eucariotas pero poseen una complejidad menor con respecto a las células
animales. Todos estos marcadores funcionaron satisfactoriamente excepto el
mitotracker, que en la mayoria de los casos no solo se encontr6 en las mitocondrias,

sino que se disemind por todo el citoplasma celular.

En la localizacion en células humanas con los experimentos realizados se puede
observar como la hipericina penetra en las células y co-localiza con el Lisotracker y
también, pero en menos medida con el DIOC. Se demuestra que no penetra en el nucleo
ya que no es capaz de atravesar la membrana nuclear; La hipericina no penetra en el
nucleo por lo que se evitan las mutaciones en el DNA y por lo tanto la probabilidad de
desarrollo de cancer en relacién con la TFD.

Se abre una nueva linea de estudio debido a la toxicidad de los FSs que producen en
células humanas sanas. Es utilizar nanoparticulas donde se unan estos compuestos y
hacer que la TFD sea mas selectiva ya que precisamente uno de los objetivos que se
buscan es un tratamiento selectivo que “ataque” Gnicamente al microorganismo

causante de la infeccidon y mantenga intactas las células sanas (65).
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6. Conclusiones

1. LaHYP es eficaz en la fotoinactivacion de los gérmenes responsables de la
mayoria de las infecciones de la cavidad oral, S. mutans, S sanguis y C.
albicans.

2. La HYP es menos eficaz que el azul de metileno en la fotoinactivacion del
Streptococcus y més eficaz en Candidas.

3. Las cepas y especies de Candida resistentes a azoles son susceptibles in vitro
a la TFD con HYP sin diferencias respecto a las cepa sensible a azoles

4. Lacombinacion de HYP y AM tiene un efecto sinérgico en la
fotoinactivacion tanto de bacterias como de levaduras.

5. Lalocalizacion de HYP en levaduras se encuentra en el citoplasma, pero no
Ilega a pasar la membrana nuclear.

6. La localizacion de HYP en células humanas se distribuye en el citoplasma, y
sobre todo alrededor del nlcleo co- localizando con el Lisotracker y con el
DIOC.

7. LaHYP ejerce un efecto fototoxico en células humanas pero es dependiente

de la concentracion del fotosensibilizante y la dosis de luz administrada.
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