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1.1 Antecedentes

La Terapia Fotodinamica (TFD) es una técnica innovadora con aplicaciones
biomédicas que utilizan sustancias activadas por una fuente de luz de una longitud
de onda especifica. La foto activacion induce una cascada de eventos
fotoquimicos y fotobioldgicos que causan cambios irreversibles en las células
expuestas y eventualmente las llevan a la muerte (Espinosa 2015).

Aunque ya en la antigledad muchas culturas usaban tratamientos que, consistian
en colocar hierbas en partes del cuerpo y posteriormente colocarlas en donde les
diera la luz del sol, se dice que la TFD fue descubierta accidentalmente hace mas
de 100 afos por Oskar Rabb y Hermann Von Tappeiner pertenecientes a la
Universidad de Munich, cuando observaron que paramecios tefidos con naranja
de acridina murieron cuando fueron colocados en una zona muy iluminada.
Posteriormente, encontraron que la naranja de acridina se vuelve toxica bajo
iluminacion visible. Usando este hecho Von Tappeiner utilizo la TFD para tratar
carcinoma de piel (Espinosa 2015).

La TFD ha sido desarrollada principalmente para luchar contra las lesiones
cancerosas, esta terapia se puede emplear para el tratamiento de varias
condiciones, incluyendo enfermedades infecciosas. Una amplia gama de
microorganismos, incluyendo bacterias Gram positivas y Gram negativas, virus,
protozoos y hongos han demostrado la susceptibilidad a la terapia fotodinamica
antimicrobiana. Este tratamiento puede ser una alternativa al tratamiento de las
infecciones fungicas. La terapia fotodinamica anti fungica se ha empleado con
éxito contra Céandida albicans y otras especies de Candida y también contra
dermatofitos (Pereira 2011).

Las dermatofitosis, comunmente llamadas tifias, son un conjunto de micosis
superficiales que afectan a la piel, especificamente a la epidermis, y sus anexos
(uAas y pelos). Son causadas por un grupo de hongos parasitos de la queratina
llamados dermatofitos. Las mas habituales son las que afectan a las uias, ingle,
planta y espacios interdigitales de pies, cuero cabelludo y cualquier zona de piel
lampifia en cualquier localizacion anatomica. Los romanos acufaron el término
tinea, que significa "Apolillado”, mismo que fue utilizado por Cassius en el siglo V
para referirse al cuadro clinico de la tinea capitis quien creia que era causado por
insectos o gusanos (Alexandro, 2000).
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Estos dermatofitos afectan la capa cérnea de la piel, pelos y ufas. Los
dermatofitos se dividen en tres géneros que se distinguen por las caracteristicas
morfolégicas de sus macroconidios:  Trichophyton,  Microsporum vy
Epidermophyton. En la actualidad se consideran 40 las especies causantes de
enfermedad, de las cuales cinco son las mas frecuentes: T. rubrum, T.
mentagrophytes, T. tonsurans, M. canis, E. floccosum. El dermatofito que causa el
80-90% de esta micosis es T. rubrum. La mayoria de los dermatofitos tienen una
amplia distribucion mundial, aunque algunos estan geograficamente restringidos,
como T. concentricum. (Manzano-Gayosso, 2015)

En los anos 60, investigadores de la Clinica Mayo advirtieron que al administrar
hematoporfirina a pacientes con cancer aparecian puntos de luz fluorescente en
los tumores toracicos cuando se iluminaban con luz ultravioleta. A partir de esta
observacion se intensificé la busqueda de sustancias que marcaran mejor los
tumores. Mas adelante se logré inducir la necrosis de tumores en pacientes con
cancer a los que se les administré derivados de la hematoporfirina y
posteriormente fueron expuestos a una dosis de energia luminica (Moreno et al.,
2007).

En 1978, Dougherty TJ desarrollo la extraccion de la porcion mas fotosensible de
los derivados de la hematoporfirina, el llamado porfimero sédico (Dougherty et al.,
1998) que actualmente se encuentra en el mercado como Photofrin, el cual se usa
en la terapia fotodinamica con el objetivo de tratar o aliviar los sintomas del cancer
de esofago y el cancer de pulmén de células no pequenas.

1.2 Planteamiento del Problema

La Terapia Fotodinamica es un tratamiento donde se tienen resultados muy
favorables, en México esta terapia es poco aplicada e investigada debido a que es
poco conocida. Es comun utilizar luz laser en las aplicaciones de los tratamientos,
pero resulta costoso.

¢, Qué le sucede al hongo con la Terapia Fotodinamica?
¢, Qué efectos desencadena el Fotosensibilizador con la luz?

¢ Qué cantidades de luz y azul de metileno son suficientes para tener un efecto
anti fungico?

¢, Qué ventaja tiene cambiar una fuente de luz laser a una de luz emitida por
diodos (LED)?
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1.3 Justificacién

Resulta interesante desarrollar este tema ya que en México la TFD es algo
relativamente nuevo con aplicaciones innovadoras, con la ventaja de que se
incursiona en una rama de la biologia aplicando la electrénica. La intervencién de
la electrénica en la aplicacion de la TFD, vuelve a estd mas econdémica y eficiente.

Por otra parte, es relevante mencionar que la TFD es un tratamiento que ayuda a
combatir algunas enfermedades. Algunos tratamientos que llegan a ser agresivos
para el cuerpo podrian ser remplazados por dicha terapia, por ejemplo en el caso
del tratamiento de la dermatitis (enfermedades de la piel), al usar colorantes
inocuos estos no generan ningun tipo de alergia o reaccidn secundaria no
deseada.

1.4 Propuesta de Solucion

Disefar una fuente de luz que consista en un dispositivo electrénico con LEDs
para lograr obtener una dosis de luz igual o mayor que la que se tiene con un
laser, con un menor costo.

1.5 Objetivos
1.5.1 Objetivo General

- Disenar un dispositivo LED para la aplicacion de la terapia fotodinamica en
hongos dermatofitos con una metodologia de optimizacion

1.5.2 Objetivos Especificos

« Desarrollo de la metodologia para la preparacién de medios de cultivo,
soluciones y para la manipulacion de hongos.

- Establecer la metodologia de referencia para la TFD utilizando una fuente de
luz laser.

« Calcular los valores de las variables (voltaje, intensidad, resistencia y
potencia) para el uso de LEDs en la terapia fotodinamica.

1.6 Hipétesis

Con la aplicacion de la TFD a una cantidad de fotosensibilizador definida y una
dosis de luz aplicada con laser en la cepa del hongo T. Mentagrophytes se obtiene
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un efecto anti fungico. Usando el dispositivo LED propuesto se obtiene el mismo
resultado en la TFD bajo las mismas condiciones.

1.7 Metodologia

Se realiz6 un experimento el cual consistia en realizar varias repeticiones de la
TFD, observandose que tanto afectaba a una cepa especifica de hongo.

Para el desarrollo experimental se trabajo con la cepa de un hongo dermatofito
aplicandole la terapia fotodinamica usando un laser, y posteriormente con un
dispositivo LED para que pudiera radiar mas muestras al mismo tiempo, asi como
al momento de pasar de un tratamiento in vitro a uno in vivo fuese mas practico y
comodo para el paciente. Para el disefio y elaboracion del dispositivo se simulo el
circuito por medio del software Proteus, considerando distintos tipos de LEDs
para poder realizar mediciones de potencia luminosa y asi realizar el prototipo con
el cual se replico los experimentos de la TFD.
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2.1 Laluz

Al referirse a luz se debe tomar en cuenta que esta se comporta de dos
aproximadas y paraddjicas maneras, una de ellas es el modelo ondulatorio de la
luz, el cual la define como una onda electromagnética donde continuamente se
generan campos eléctricos y magnéticos mientras se propagan en el vacio o
cualquier otro medio a una velocidad caracteristica aproximada de 3:10% m/s
(Gonzales, 2008). A esta forma de ver la luz como una onda electromagnética se le
denomina Espectro Electromagnético.

Mientras que el modelo corpuscular de la luz dice que esta cuenta con una
particula elemental llamada fotébn que es capaz de “chocar’ con un electrén y
entregarle toda su energia, poniéndolo en movimiento. A este choque entre fotén y
electron se le conoce como efecto fotoeléctrico (Gonzales, 2008).

2.1.1 Espectro Electromagnético

El espectro electromagnético es un conjunto de distintas clases de radiaciones
electromagnéticas (Figura 1). Estas pueden ser: los rayos césmicos que proceden
del sol y tienen la mayor energia, las mayores frecuencias y las menores
longitudes de onda; los rayos Y (rayos gamma) son emitidos por los nucleos de
ciertos elementos radiactivos; los rayos X, con energia algo menor que los rayos
g, son menos dafinos, excepto en grandes dosis; la luz ultravioleta (UV),
componente de la luz solar; la luz visible es la radiacion electromagnética que
vemos; la radiacién infrarroja se percibe como calor; las microondas se
aprovechan para cocinar y también en el radar; las ondas de radio poseen la
menor energia de las distintas clases de radiacion electromagnética (Yurkanis,
2008).

Figura 1 El espectro electromagnético (Yurkanis, 2008).

10
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La luz visible es la radiacion del espectro electromagnético a la cual el ser humano
estd mas acostumbrado, pues es la que podemos percibir con nuestros ojos sin
necesidad de algun agente externo, su rango comprende desde los 390 nm hasta
los 750 nm, como se ve en la Tabla 1, en donde se pueden encontrar colores
como el violeta, azul, cian, verde, amarillo, anaranjado y rojo. Cada uno de estos
colores cuenta con su respectivo rango de longitudes de onda, el rojo por ejemplo
va desde los 618 nm a los 780 nm (Hecht, 2000).

Tabla 1 Rangos de frecuencia de la luz visible (Hecht, 2000).

Color Ao (nm) v(THz)*
Rojo 780-622 384-482
Naranja 622-597 482-503
Amarillo 597-577 503-520
Verde 577-492 520-610
Azul 492-455 610-659
Violeta 455-390 659-769
*1 Tera hertzio (THz) = 10?2 Hz, 1 nanémetro (nm) = 10-° m.

2.2 Laser

La palabra laser es un acrénimo en inglés para Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation, que en espariol significa Amplificacién de Luz por Emisién
Estimulada de Radiacion. La clave del Laser es la emision estimulada, que parte
del principio de que un fotén interaccione con un atomo excitado (cuando el
electron ocupa un nivel de energia superior) para que decaiga a su estado
fundamental (cuando el electron se encuentra en el nivel de menor energia) y
emita un nuevo foton, el cual se caracteriza por tener las mismas propiedades
idénticas al fotén inicial. En la Figura 2 se ve este proceso (Alonso et al., 2010).
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Figura 2 Interaccién del fotén con el atomo (Alonso et al., 2010).

Para que un laser funcione correctamente, deben de haber mas atomos excitados
que en su estado fundamental, ya que en promedio debe haber mas fotones
agregandose que absorbidos. A este estado se le conoce como inversion. Para
lograr este estado, los atomos se mantienen en un estado excitado por "bombeo”
del laser con algun agente externo. Esto puede derivar en un proceso de
avalancha, si pensamos que el aumento del numero de fotones estimulara aun
mas la emisidén en otros atomos excitados del medio (Laserlab Europe, 2015).

La luz que es emitida por un laser se caracteriza por ser monocromatica y
coherente. Que la luz sea monocromatica implica que debe de estar compuesta de
paquetes de ondas electromagnéticas que tienen la misma longitud de onda, por
ende, la misma frecuencia y esto hace que se emita un solo color. La coherencia
se logra cuando las amplitudes relativas de la onda del rayo de luz que se emite,
estan en fase, esto quiere decir, que un laser genera luz que viaja en la misma
direccion de manera muy ordenada en tiempo y espacio (Molpeceres, 2010).

Los laseres se pueden clasificar en diferentes maneras: segun la forma de
excitacién, segun el tipo de medio activo, segun la longitud de onda que emite,
segun la potencia de salida, entre otros. Dentro del medio activo a su vez se
pueden clasificar por laseres gaseosos, de estado sélido, eximieres y liquidos; los
laseres gaseosos generan un haz de luz por un gas o una mezcla de gases.
Ejemplos de este tipo de laseres son el Laser Helio-Nedn (He-Ne) que emite una
longitud de onda en 633 nm, continuo y de baja potencia; el Laser Argon idnico
(Arf) que emite a 514 y 488 nm, continuo y de alta potencia; el Laser Dioxido de
Carbono (COz2) que emite en infrarrojo, puede ser continuo o pulsado, de baja y
alta potencia (Torres, 2011).
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2.3 LEDs

Los Diodos Emisores de Luz (LEDs por sus siglas en inglés) son tecnologia de
iluminacion en estado solido, que generan luz al pasar una baja corriente por dos
capas de material semiconductor a diferencia de otras fuentes de luz que calientan
un filamento de metal a grandes temperaturas debido a la resistencia que se
genera por el paso de la corriente eléctrica. Los LEDs generan fotones de luz en
un reducido rango de frecuencias que dependen del material del semiconductor y
el tipo de dopaje que se utilice, el semiconductor se coloca en un una caja epoxi
(polimero termoestable) que funciona de manera paralela como una lente para
enfocar la luz producida (GREANPEACE, 2008).

Aunque fisicamente la arquitectura de los LEDs sea diferente, tipo alfiler o de
montaje superficial los componentes que permiten su funcionalidad son los
mismos, siendo estos el elemento LED, el cuerpo conductor, el alambre de unién,
el material de fusion y la resina de encapsulamiento.

Elemento LED: Es un tipo de dispositivo electronico que convierte corriente
eléctrica en luz, construido basicamente por una unién de capas de
semiconductores tipo P y N, tipicamente por compuestos tales como GaAs, GaP,
AlGalnP y InGaN. Para convertir la energia de los electrones en energia luminosa,
se aplica una corriente eléctrica al elemento y se inyecta corriente en la uniéon P-N
haciendo que los electrones en el semiconductor tipo n se unan con los huecos de
electrones en el semiconductor tipo p. Cuando los electrones y los huecos de
electrones se recombinan, sus cargas eléctricas se anulan, pero la energia
sostenida por el electron se libera al mismo tiempo en forma de ondas
electromagnéticas y se expulsa como luz. En la Figura 3 se puede ver un ejemplo
basico de la configuracion del elemento LED.

Figura 3 Elemento LED (Stanley Electric Co., Ltd, 2008).
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Cuerpo conductor: Estos componentes mantienen el elemento LED vy le
proporcionan las conexiones eléctricas para una fuente de alimentacion externa.
Estan hechos de una aleacion de cobre y de hierro, teniendo un recubrimiento de
plata altamente reflectante en la parte mas cercana al elemento LED para
minimizar la absorcion de la luz. También juegan un papel importante en la
disipacion del calor del elemento LED ya que se encuentran conectados
directamente al elemento y forman un canal importante para que el calor generado
por el elemento escape.

Alambre de union: En la mayoria de los casos se usa en alambre de oro para
conectar el electrodo del elemento LED a una seccion conductora del cuerpo
conductor. Se utilizan ondas ultrasénicas para realizar la conexién y se calienta la
punta del alambre con una descarga eléctrica para fundirla con el elemento LED.
En la Figura 4 se puede apreciar el alambra de unién.

Figura 4 Alambre de unioén (Stanley Electric Co., Ltd, 2008).

Material de Fusién: Este es el material utilizado para fijar el elemento LED en el
marco de derivacion. Debido a que la mayoria de los elementos LED estan
construidos de tal manera que la corriente fluye desde las capas semiconductoras,
el elemento esta situado en el camino eléctrico para el cuerpo conductor. El hilo de
unién se funde entonces al elemento LED para suministrar energia. El material de
fusién mas comunmente utilizado es una pasta de plata compuesta de granulos de
plata suspendidos en una resina epoxi y una vez que este material se endurece
tiene excelente conductividad eléctrica y térmica.

Resina de encapsulamiento: La resina llena y sella el area alrededor del elemento
LED protegiéndolo de la humedad y los impactos externos. La resina usada es
clara o, al menos, es una que es altamente transparente a las longitudes de onda
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de luz emitidas. La construccién mas sencilla es la que se utiliza para los LEDs
tipo alfiler, en los que la resina soporta toda la estructura del dispositivo, utilizando
en la mayoria de los casos una resina epoxi de alta resistencia. La resina también
se utiliza para formar una lente en forma de cupula que enfoca la luz emitida por el
elemento LED. Agentes difusores se pueden mezclar en la resina para controlar
las caracteristicas de distribucion de luz. En LEDs de montaje superficial, debido a
que la construccion esta soportada por un bastidor moldeado, pueden usarse
resinas de silicio que son mas flexibles que las resinas epoxi pero son mas
resistentes a la degradacion.

En la Figura 5 se muestra una comparacion de donde se ubican estos
componentes en LEDs de montaje superficial o tipo alfiler, se puede apreciar de
igual manera el tamafio que estos pueden llegan a tener con respecto al LED en
Si.

Figura 5 Comparacion entre tipo de LEDs (Stanley Electric Co., Ltd, 2008).

2.4 Parametros de la Terapia

La Terapia Fotodinamica (TFD) es una técnica innovadora con aplicaciones
biomédicas que utilizan sustancias activadas por una fuente de luz de una longitud
de onda especifica (Espinosa et al., 2015). Esta sustancia que se quiere activar se
denomina como “Fotosensibilizador” que normalmente es un colorante inocuo,
pero no todos los colorantes pueden ser fotosensibilizador, estos deben de poder
alcanzar un nivel de excitacion triplete al ser radiados con luz.
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Este nivel de excitacion es cuando los electrones de una molécula acceden a
orbitales moleculares desocupados de mas alta energia. Si los electrones toman la
misma orientacion del spin como estado fundamental, el spin resultante es cero y
el estado excitado es llamado singulete. Si el spin tiene un valor total a uno, el
estado excitado se denomina triplete y que por lo general ocasionan
fosforescencia (Cabriales, 2004).

2.4.1 Fotosensibilizador

Lo que se busca al activar el fotosensibilizador, como se ve en la Figura 6, es la
formacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) que incluyen iones de
oxigeno, radicales libres y peréxidos. El azul de Metileno (MB) tiene un gran
potencial para ser usado como fotosensibilizador, ya que tiene una fuerte
absorciéon de luz en el rango visible, una formacion relativamente alta de ROS y
tiene una larga historia de seguridad en tratamiento humano sin efectos
secundarios dafiinos (Redmound & Gamlin, 1999).

Figura 6 Excitacion triplete (Espinosa et al., 2015).

2.4.2 Dosis de Luz

La cantidad de luz que se aplique en la TFD necesita ser medida y controlada para
que solo tenga los efectos deseados, dado que no solo se puede aplicar la terapia
con luz visible (Choi, 2012), es necesario tener en cuenta que una sobre exposicion
a radiaciones concretas puede desencadenar reacciones llegan a ser
perjudiciales.

La dosis de luz es igual a la cantidad de energia aplicada en una superficie, lo cual
puede expresarse como J/cm?. Aqui el tiempo juega un papel muy importante,
pues mientras mas tiempo se tenga una fuente de luz radiando una superficie,
mayor sera la dosis de luz final. Por lo que podemos decir que la dosis de luz
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(J/lcm?) es igual al flujo radiante de la fuente (W) por el tiempo de la sesion (s)
entre la superficie radiada (cm?). La formula es la siguiente:

DOSlS(en ] )_W(Potencia) Por T (en segundos)

5 )= —
cm Superficie (en cm?2)

Con un simple despeje se puede obtener la formula de cuanto tiempo se necesita
radiar una superficie para poder obtener una dosis de luz definida (Rodriguez,
2001).

2.4.3 Efectos de los Oxigenos Reactivos

Las células en un ambiente aerobio generan constantemente ROS, estos pueden
regular la trascripcion (proceso genético mediante el cual se transfiere la
informacion contenida en la secuencia del ADN) y también como defensa contra
infecciones patogenas. Si existe una excesiva produccién de ROS se puede llegar
al estrés oxidativo, dafio intracelular de moléculas y membranas, y finalmente a la
muerte celular por necrosis, apoptosis o autofagia. Sin embargo una de las
principales ventajas de la TFD, es que los colorantes usados como
fotosensibilizador no tocan el ADN, sino que, cuando una mitocondria se ve
afectada por un colorante fotosensibilizador lo que sucede es que los ROS
perforan pequefios orificios en la membrana mitocondrial, lo que permite que se
libere citocromo C, este citocromo C inicia un proceso de apoptosis. Cuando el
fotosensibilizador no entra en las mitocondrias sino que se queda en la membrana
celular, entonces la muerte sera necrotica porque estara afectando directamente a
la membrana, rompiéndola (De Toro, 2006).

2.5 Muerte Celular

La muerte celular es un tipo de lesion celular irreversible, en el cual la célula no
logra producir una reparacion, que se produce por: necrosis resultante de una
agresion aguda que produce la muerte de un érgano por degradacion celular y la
apoptosis o muerte celular programada, realizada por agentes inmunitarios propios
del organismo. La autofagia es una lesion celular reversible en la cual la célula
puede recobrar su integridad estructural y funcional una vez retirado el agente
agresor (Uri, 2014).
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Los procesos de muerte celular se pueden apreciar gracias al uso de equipo de
microscopio, en la Figura 7 se muestran estos procesos en accion en ceélulas
epiteliales humanas (células que forman el tejido de los érganos). En A se observa
la necrosis por estrés oxidativo se ve la ruptura de la membrana, hinchazén de los
organelos y perdida de la estructura mitocondrial; en B por apoptosis inducida por
radiacion se observa condensacién de la integridad de la cromatina; en C la
autofagia se nota la formacidbn de vesiculas autofagicas siendo D una
amplificacion de C donde se puede ver la doble membrana caracteristicas de los
autofagosomas.

Figura 7 Comparacion de muerte celular en microscopio de Celulas Epiteliales de Mama
(Herrero, 2008).

2.5.1 Apoptosis

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada, en la que se eliminan
células innecesarias para el organismo, este proceso se encuentra mediado por el
sistema inmunitario y las citoquinas propias del organismo. Como se puede ver en
la Figura 8, el proceso consiste en la disminucién progresiva del citoplasma, junto
con una condensacién nuclear, se produce pérdida de tamafo de la célula (fase
1), el reticulo endoplasmatico liso forma pequefos cuerpos (fase 2) los cuales son
fagocitados ya sea por células cercanas o por macrofagos (fase 3), donde son
digeridos sin producir ningun proceso inflamatorio (Jordan, 2003).
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Figura 8 Diagrama de la Muerte por Apoptosis (Herrero, 2008).

2.5.2 Necrosis

La necrosis es la muerte patologica de las células o tejidos del organismo que se
origina por una lesion aguda, irreversible, derivada de una situacion no fisiologica
y que no puede ser reparada por mecanismos de adaptacion y de resistencia. Se
considera un proceso violento ya que las células se hinchan, se deterioran las
estructuras celulares, y se paralizan funciones criticas para la vida por la rotura de
la membrana plasmatica con la consecuente liberacion al exterior de los
organelos, danando al tejido en el que se encuentra como se ve en la Figura 9. La
liberacion del contenido celular puede provocar a su vez reacciones inflamatorias
(Lizarbe, 2007).

Figura 9 Diagrama de la Muerte por Necrosis (Kumar et al., 2013).
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2.5.3 Autofagia

Es un mecanismo adaptativo que permite mantener las funciones vitales a falta de
nutrientes, que promueve la supervivencia celular, removiendo los organelos
danados, metabolitos toxicos y patdogenos intracelulares, que puede actuar como
una forma de muerte celular cuando ocurre una excesiva auto-digestion vy
degradacion de constituyentes celulares esenciales. El primer paso de la autofagia
consiste en la formacion de autofagosomas, que son estructuras con doble
membrana que contienen organelas y otros elementos citoplasmaticos, que al
fusionarse con lisosomas y el contenido interno son degradadas por enzimas
hidroliticas (Teijo, 2012).

Figura 10 Diagrama del proceso de autofagia (Araguiz et al., 2006).

En la Figura 10 podemos observar como es el proceso de la autofagia, la cual al
ser un mecanismo de supervivencia, donde la excesiva auto digestion sucede en
el autolisosoma, tiene una probabilidad de que la célula se pueda regenerar por lo
que se desearia que se produzca un proceso apoptotico mas que uno necrotico al
aplicarse la TFD debido a la inflamacién que este ultimo pude producir.

2.6 Hongo Dermatofito

Trichophyton Mentagrophytes es un hongo dermatofito que invade el estrato
cérneo de la epidermis y estructuras como el cabello y ufias, causando micosis
cutaneas comunmente conocidas como tineas (Lépez et al., 2016).
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2.7 Medio de Cultivo

Un medio de cultivo es un conjunto de componentes que crean las condiciones
necesarias para el desarrollo de los microorganismos. Este medio puede contener
compuestos como: macronutrientes, micronutrientes y factores de crecimiento, los
cuales a su vez contienen elementos quimicos y vitaminas (Doménech & Garcia
Valdés).

El medio de cultivo que fue utilizado se llama Agar Dextrosa Sabouraud, ya que
este es un medio no selectivo para el cultivo y mantenimiento de hongos
patégenos y no patdégenos, en especial dermatofitos. EI cual contiene
aproximadamente por cada litro de agua purificada: 5 g de digerido péptico de
tejido animal, 40 g de dextrosa y 15 g de agar (Becton, Dickinson and Company,
2015).
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Capitulo 3: Desarrollo Experimental

En este capitulo se explicara de manera detenida el proceso que se realizd para la
adecuada aplicacion de la terapia fotodinamica en la cepa del hongo T.
Mentagrophytes.

3.1 Seguridad en el Laboratorio

Es importante tener en cuenta algunas medidas de seguridad al trabajar en
cualquier laboratorio para evitar posibles accidentes y contratiempos, al trabajar
con material biolégico estas medidas se intensifican. Algunas recomendaciones
son:

1. Siempre utilizar bata de laboratorio, esto debido al uso de sustancias que
pueden ser corrosivas o perjudiciales para la piel.

2. Utilizar siempre guantes y cubre bocas.

3. Utilizar material estéril cuando se trabaje con hongos, para no contaminar la
muestra.

4. Depositar los utensilios que hayan estado en contacto con hongos en
contenedores especiales.

5. Mantener siempre limpio el material de laboratorio.

6. Estar siempre atentos al trabajo que se esté realizando.

3.2 Aplicaciones de la TFD con Laser

Segun los resultados obtenidos por (Spezzia-Mazzocco, 2016) se tiene que la cepa
del hongo T. Mentagrophytes fue necesario radiarla a 60 J/cm? para obtener un
efecto antifungico. Debido a esto, los experimentos en los que se participod
consistieron en reducir la dosis de luz pero teniendo el mismo porcentaje de
muerte celular, para esto se propuso radiar la muestra 2 o 3 veces con dosis
menores. Asimismo, se acordd de que las sesiones que se hicieran para encontrar
esto se aplicaran con una fuente de luz laser.

El reporte de las aplicaciones de la TFD con laser se puede dividir
convenientemente en 2 partes: desarrollo de la TFD y parametros de las sesiones.
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3.3 Desarrollo de la TFD
3.3.1 Medio de Cultivo

El medio de cultivo fue lo primero que se preparé dado que el hongo necesita un
lugar en donde pueda proliferar, una vez hecho y puesto sobre la placa Petri su
manipulacion es mas sencilla. Ya que la preparacion del medio de cultivo es un
proceso tardado, pues debe enfriarse y solidificarse es necesario hacerse unos
dias antes de las radiaciones. La forma de preparacion de este medio se realizd
de la siguiente manera:

1. Pesar en una balanza de laboratorio 35 gramos de Agar Dextrosa
Sabouraud.

2. En un vaso de precipitado agregar el Agar y agua destilada hasta medir 500
ml.

3. Medir el pH de la solucién, esta debe de tener 5.6, puesto que un bajo pH
favorece el crecimiento de hongos, en especial los dermatofitos, con efecto
ligeramente inhibidor para las bacterias contaminantes. (Becton, Dickinson
and Company, 2015)

4. Vaciar la solucion en Matraces, llenandolos solo hasta la mitad de estos.
5. Colocar los matraces en un autoclave a 15 Lb de presion por 15 min.
6. Servir la solucion en placas Petri.

Se uso6 un medidor de pH para verificar si la solucion estaba en el nivel deseado,
dado que con esta marca de agar se tiene un nivel mas alto al de 5.6, asi que fue
necesario agregar un poco de Acido Clorhidrico (HCI) para poder bajar el pH de la
solucion.

Después de sacar la solucién de la autoclave, esta presento un color un poco mas
obscuro (es de color marrén) y se dejé enfriar por unos 15 min para
posteriormente poder vaciarla en las placas Petri (aproximadamente 20 placas).
Es importante sefialar que algunos procedimientos, como es el vaciado del medio
en las placas Petri, se requiere tener un area de trabajo donde el riesgo de
contaminacion sea minimo ya que cualquier bacteria o moho podria crecer dentro
del medio de cultivo. En este caso en particular se colocaron mecheros de alcohol
para delimitar dicha area de trabajo, como se ve en la Figura 11, se trabaja en la
zona rodeada por los mecheros.
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Figura 11 A) Area de Trabajo. B) Medio de cultivo en placa Petri. [Imagen en colaboracion
con Luis Daniel Luna Hernandez]

Una vez vaciado el medio en las placas se dejaron reposar hasta que estas se
gelificaron. En la figura 11 parte B se muestra el medio en la placa.

3.3.2 Inoculacién del T. Mentagrophytes

Contando ya con las placas del medio de cultivo listas se procedioé a inocular la
cepa del hongo para poder trabajar con ellas en el momento que estas tengan una
mayor produccion de esporas. Particularmente en esta investigacidon se usaron
hongos con 15 dias después de su inoculacién.

Existen muchos métodos para la inoculacion, la técnica que se aplicé en este caso
en particular fue la “inoculacién masiva”, la cual consiste en usar un asa metalica
con la cual se raspa en los bordes de una cepa ya crecida para poder recolectar
una muestra de este y asi poder pasarla a una placa limpia con medio de cultivo
pasando el asa formando lineas por toda la placa, esto para que el hongo puede
crear colonias en toda el area disponible y crecer de una forma rapida. Otro
meétodo consiste en enterrar el asa con la muestra del hongo en la mitad del medio
de cultivo, esta permite ver el crecimiento del hongo de forma diferente.

Después de este proceso, la placa inoculada con el hongo se pone en una
incubadora para que se mantenga en una temperatura constante de 30 °C en la
obscuridad y asi pueda crecer. Después de unos dias, aproximadamente 4 o 5 si
se realizd6 de forma correcta, el hongo deberia de haber crecido sin
contaminaciones y abarcando gran cantidad del medio de cultivo. Como ya se
menciono, la ventaja de inocular haciendo rayas con el asa, es la velocidad de
crecimiento del hongo, pero si la placa llegase a contaminarse la cepa no serviria
para su uso en la terapia.
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3.3.3 Recoleccion de Esporas

Una vez que el hongo sembrado crecioé se dispuso a recolectar esporas que no
hayan germinado, para esto se realizé un proceso el cual consiste en agregar 10
ml de una solucion que no contamine la cepa donde las esporas queden
suspendidas y recolectarlas con ayuda de una pipeta. Se usé un buffer fosfato
salino o por sus siglas en ingles PBS (phosphate buffered saline), el cual esta
compuesta por 2015 mg de NaCl, 55 mg de KCI, 287.5 mg de NazHPO4 y KH2PO4
en 250 ml de agua destilada.

Una vez obtenido el PBS, se agregaron 10 ml con ayuda de una pipeta (Accumax
PRO) al interior de la placa donde se encontraba la cepa desprendiéndola con
cuidado del agar, para que asi la solucion se mezclase solo con el hongo. Al
conseguir la solucién PBS mezclada con el hongo con ayuda de la misma pipeta
se recolectaron las esporas. Dado que solo se queria tener esporas que aun no
hayan germinado se pasé por un papel filtro hacia un frasco esterilizado para
poder separalas de las que ya estaban germinadas, este proceso de filtrado puede
tardar un par de dias en terminar, por lo que con la ayuda de un guante estéril se
oprimio el filtro.

Una vez teniendo la muestra ya filtrada, se conté la cantidad de esporas que se
tienen por ml con una camara de Neubauer, que se muestra en la Figura 12-A, y
un Microscopio de Contraste de Fase Leica DMI3000B, esto se realiza porque la
cantidad por ml es directamente proporcional al numero de colonias que pueden
crecer en la parte final de la terapia, para determinar esta cantidad lo que se hizo
fue poner 10 pl en la parte central superior y 10 ul en la parte central inferior de la
camara de Neubauer para asi contar las esporas encontradas en 10 cuadros
consecutivos de la camara, sacar el promedio de estas y multiplicar por 250000
que es el factor para los cuadros especificos de la camara de Neubauer que se
contaron, en la Figura 12-B se muestra como es que se ven los cuadros con las
esporas en la camara, si la cantidad de esporas por ml es muy grande no se
podria realizar el conteo de colonias al término de la TFD, puesto que dara como
resultado una cifra en el orden de los miles, dicho eso se sugiere reducir el valor
diluyendo la muestra para obtener un nimero x10° esporas existentes en 1 ml.
Esta dilucion solo consta en agregar mas PBS a la muestra, tantos mililitros de
PBS por tantos mililitros de muestra.
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Figura 12 A) Camara de Neubauer. B) Cuadricula vista por microscopio.

Para poder saber si la aplicacion de TFD a una muestra fue efectiva se necesita
tener algo con que comprarla, por lo que no solo se realiza una radiacion a una
unica muestra, generalmente las radiaciones se realizan por duplicado esto debido
a la posibilidad de contaminacién de la muestra o anomalias que pudieran
presentarse en el crecimiento de las esporas del hongo. Por lo que en todas las
sesiones se realizaron diferentes trabajos a las muestras, los cuales se mencionan
a continuacion:

- Tratamiento: Consiste en afadir MB a la muestra, radiarla e incubarla (TFD)

« Control de Luz: Solo se radia la muestra sin anadir MB con la misma dosis
de luz que el tratamiento.

« Control de Hongo: No se radia, ni se le agrega MB, representara el total de
crecimiento del hongo.

« Control MB o control de toxicidad en oscuridad: Se afilade MB pero no se
radia, para conocer si existe algun efecto sin necesidad de aplicar luz

Cuando se obtiene la muestra diluida se colocan 50 pl en una de las cavidades de
una microplaca de 96 pozos, la cual se muestra en la Figura 13. Gracias a que
esta microplaca tiene un codigo alfanumérico para identificar cada uno de los
pozos, se puede designar un pozo para poner un control o un tratamiento de la
muestra.
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Figura 13 Microplaca de 96 pozos.

Ya que a los tratamientos y a los controles de MB se les agrega 50 ul de solucion
de fotosensibilizador a una concentracion de 40 pM, estos se deben de dejar
reposar antes de la primera radiacion para que asi las moléculas del azul de
metileno tengan tiempo de penetrar en las mitocondrias de las células del hongo.

La fuente de luz con las que se hicieron las sesiones fue un laser Helio-Nedn de la
marca Uniphase, con una longitud de onda 633 nm y una potencia luminica de 17
mW. Se hizo un arreglo con el laser para la realizacién de las radiaciones a las
muestras (controles y tratamientos), se ocupd un espejo para reflejar el haz de luz
hacia la microplaca y un objetivo de microscopio 10x para que el haz de luz
abarcara el area de uno de los pozos de la microplaca, esta area es de 0.32 cm?.
Las radiaciones de igual manera se realizaron dentro del area rodeada de
mecheros para evitar la contaminacién de las muestras, por ultimo, se colocé tinta
china en los pozos que rodean el pozos con muestra para que la radiaciéon no
afecte las muestras adyacentes. Este arreglo se puede apreciar en la Figura 14.
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Figura 14 A) Espejo; B) Objetivo de Microscopio; C) Microplaca con muestra; D) Mechero
de alcohol; E) Laser He-Ne. [Imagen en colaboracién con Luis Daniel Luna Hernandez]

3.4 Parametros de las Sesiones

3.4.1 Primera Aplicacion de la TFD con Laser

En esta primera aplicacion de la terapia se propuso que se le aplicara a la misma
muestra cuatro diferentes dosis de luz, usando Azul de Metileno (MB) como
fotosensibilizador a una concentracion de 40 uM, las dosis de luz fueron 20 J/cm?,
10 Jicm?, 5 J/lcm?y 3 J/cm?. Se realiz6 una corrida de la terapia, tanto tratamientos
como controles, con una sola radiacion de luz y otra corrida para 2 radiaciones,
con 30 min de incubacién entre radiaciones.

Se procedid a obtener la cantidad de esporas por cada ml de una cepa crecida
con la que ya se contaba, dando como resultado que habian 6.57 x10° esporas
por ml por lo que fue necesario diluir la muestra, por lo que se dividié la cantidad
resultante entre 20 dando como resultado 3.3 x10°. Esto dio la pauta a que por
cada tanto que se pusiera de la muestra se necesitarian 19 tantos mas de solucion
PBS, por lo que se tomaron 100 pl de la muestra y 1900 ul de PBS los cuales se
colocaron en un frasco esterilizado y se mezclaron. Usando la formula de la dosis
de luz se obtuvo que los tiempos de exposicion fueron de 6 min 2s, 3 min 1 s, 1
min 30 s y 45 s respectivamente.

Tratamientos: Usando las pipetas se colocaron 50 uyl de muestra y 50 ul de
solucion de MB en un pozo de la microplaca por cada tratamiento. Como ya se
menciono, todos los procesos con las muestras se tienen que hacer por duplicado,
por lo tanto, de la corrida de una radiacion por cada dosis de luz fueron 8
tratamientos y de la corrida de 2 radiaciones por cada dosis de luz fueron otros 8
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tratamientos, dando un total de 16 tratamientos. Una vez que las muestras
estuvieron en contacto con el MB se dejaron incubar por 30 minutos antes de
pasar a radiarla con la dosis de luz correspondiente. Después de la incubacion se
procedid a radiar los tratamientos, tomando el tiempo con un cronémetro y
acoplando el haz de luz de tal forma que abarcara solo el area del pozo de la
microplaca. Para las corridas de una sola radiacion, después de administrar la
dosis de luz y con ayuda de una pipeta se recolectaron los 100 yl de muestra para
su inoculacion en una placa Petri con medio de cultivo. Para las corridas de dos
radiaciones, lo que se hizo fue dejar la muestra en incubacion por otros 30 minutos
después de la primera radiacion, radiarla una segunda vez e inocularla en una
placa Petri con medio.

Control de luz: Para estos controles con ayuda de la pipeta se agregaron 50 pl de
muestra y 50 ul de PBS para que se radiara una cantidad igual a los tratamientos.
Al no contener fotosensibilizador, estos controles no se tuvieron que incubar antes
de la radiaciéon. Se realizaron 8 controles de luz en total, 2 por cada dosis de luz,
dado que solo se queria saber si existia algun efecto anti fungico al aplicar la luz
sin el MB solo se hizo la corrida de una radiacion. Al igual que los tratamientos
después de las radiaciones las muestras se inocularon en placas con medio.

Control de MB: Este control, al igual que los controles de luz, se realiza para saber
si el fotosensibilizador tiene algun efecto anti fungico por si solo sin radiacion. Se
colocaron 50 ul de muestra y 50 ul de MB en un pozo de la microplaca para
ponerlo a incubar por 30 min antes de su inoculacién en una placa con medio.

Control de Hongo: Se realiza este control para tener un punto de comparaciéon ya
que este representara el total de colonias que forma el hongo, por lo que no se
radia y no se le agrega MB. Se inoculan en una placa con medio 50 pl de muestra
y 50 ul de PBS, esto para que sea el mismo volumen de indculo entre tratamientos
y controles.

Después de la inoculacion en placas Petri con medio de cultivo, tanto de controles
como de tratamientos, se dejan en la incubadora unos dias para que las esporas
del hongo germinen y formen colonias.

Luego de 3 dias de la aplicacién de la TFD se realizé un conteo de colonias a las
placas Petri guardadas en la incubadora, esto se realizd poniendo las placas a
contra luz, contando y marcando las unidades formadoras de colonias o UFC del
hongo, las cuales tienen forma de un asterisco de color blanco. Después se les
tomo foto a las placas para realzar una imagen comparativa entre ellas, la cual se
explicara en el siguiente capitulo.
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Figura 15 A) Control de Hongo. B) Tratamiento 20 J/cm? con MB a 40 uM con 2
radiaciones.

La parte A de la Figura 15 muestra la placa de control de hongo con colonias
creciendo y la parte B el tratamiento con el mejor efecto en esta sesion el cual fue
la dosis de luz de 20 J/cm? con 2 radiaciones, como se muestra, esta placa no
contiene ninguna colonia.

3.4.2 Segunda Aplicacion de la TFD con Laser

Tomando en consideracion los resultados de la primera aplicacion se propuso
hacer otra sesién de TFD con la misma concentracion de MB pero solo aplicando
dosis de luz de 3 y 20 J/cm?, dado que se observo que las terapias en las que se
aplicé una segunda radiacion de luz tuvieron un mejor efecto anti fungico, se
decidio realizar corridas de la terapia a 2 y 3 radiaciones para poder observar si es
que este efecto incrementa de forma considerable con cada repeticion.

De igual manera se dispuso revisar, si el incremento del tiempo de incubacién que
se le da a las muestras podria tener alguna alteracion en la respuesta del hongo a
la TFD, proponiendo que se hiciera una corrida con las mismas dosis de luz (3 y
20 j/cm?) a 2 radiaciones pero con 60 min de incubacion entre repeticiones.

Los procesos que se llevaron a cabo para esta aplicacion de la TFD fueron muy
similares a los de la primera aplicacion, se acordd en realizar tratamientos,
controles de luz, control MB y control de hongo para cada corrida. Después del
conteo de esporas por ml y de la dilucion de la muestra, se repartio de la siguiente
manera:

Tratamientos: Usando las pipetas se colocé 50 yl de muestra y 50 ul de solucion
MB a 40uM en un pozo de la microplaca por cada tratamiento. Teniendo un total
de 12 tratamientos, 4 para la corrida de 2 repeticiones, 4 para la corrida de 3
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repeticiones y 4 para la corrida de 2 repeticiones con 60 min de incubacién. Una
vez que las muestras estuvieron en contacto con el MB se incubaron el tiempo
asignado, 8 muestras a 30 min y 4 muestras a 60 minutos, antes de pasar a
radiarla con la dosis de luz correspondiente. Después de la incubacion se procedio
a radiar los tratamientos, tomando el tiempo con un cronometro y acoplando el haz
de luz de tal forma que abarcara solo el area del pozo de la microplaca, repitiendo
este proceso de incubar-radiar hasta que se cumpliese las radiaciones necesarias
para cada tratamiento. Una vez concluido con las radiaciones, con la ayuda de la
pipeta se recogieron los 100 yl de cada pozo, inoculando en placas Petri con
medio de cultivo, las cuales se rotularon y se metieron en la incubadora para que
las colonias crecieran.

Controles de Luz: Para estos controles con ayuda de la pipeta se agregaron 50 pl
de muestra y 50 pyl de PBS para que se radiara un volumen igual a los
tratamientos. Al no contener fotosensibilizador, estos controles no se tuvieron que
incubar antes de la radiacion. Siendo 12 controles en total, en este experimento se
decidio radiarlos conforme a los tratamientos, esto es, para 2 y 3 radiaciones con
incubacion de 30 y 60 min segun sea el caso. Una vez concluido con las
radiaciones y con la ayuda de la pipeta se recogieron los 100 pl de cada pozo,
inoculandolos en placas Petri con medio de cultivo.

Control de MB: Este control, al igual que los controles de luz, se realiza para saber
si el fotosensibilizador tiene algun efecto anti fungico por si solo sin radiacion. Se
colocaron 50 yl de muestra y 50 yl de MB en un pozo de la microplaca para
ponerlo a incubar por 30 min antes de su inoculacién en una placa con medio.

Control de Hongo: Se realizé este control para tener un punto de comparaciéon ya
que este representara el total de colonias que forma el hongo, por lo que no se
radia y no se le agrego solucién de MB. Se inoculé en una placa con medio 50 pl
de muestra y 50 pl de PBS, esto para que sea el mismo volumen entre
tratamientos y controles. Se inoculé en una placa Petri con medio de cultivo.

Al igual que en la primera aplicacion, pasado 3 dias de incubacién se realizd un
conteo de UFC a las placas Petri puestas en incubacion, esto se realizdé poniendo
las placas a contra luz contando y marcando las esporas germinadas del hongo,
las cuales tienen forma de un asterisco de color blanco. Después se les tomo foto
a las placas para realzar una imagen comparativa entre ellas, la cual se explicara
en el siguiente capitulo.

31



Capitulo 3: Desarrollo Experimental

Figura 16 A) Control Hongo. B) Tratamiento 20 J/cm? con MB a 40 uM con 2 radiaciones.

En la parte A de la Figura 16 se muestra la placa de control de hongo con el total
de UFC y en la parte B el tratamiento mas eficiente con respecto a los otros en
esta sesion, el cual fue la dosis de luz de 20 J/cm? a 2 radiaciones, como se puede
observar esta placa presenta muy pocas colonias creciendo.

3.4.3 Tercera Aplicaciéon de la TFD

A pesar de que se vio en la primera y segunda aplicacion de la TFD que 20 J/cm?
de luz laser son suficientes para tener un efecto anti fungico en la cepa del hongo,
se considero la posibilidad de que suministrando una dosis de 10 J/cm?en 2y 3
radiaciones se pudiera tener un efecto similar, planificandose asi una sesion de
TFD con esta dosis de luz, con la concentracion de MB con la que se trabajo
anteriormente con 30 min de incubacion. Al mismo tiempo que se hacia una
corrida con incubaciones de 60 min con 2 radiaciones para corroborar si en
realidad existe una ventaja el aumentar el tiempo de incubacion.

Se empez6é de la misma manera en que se realizaron las otras sesiones,
comenzando por el conteo de las esporas por ml para poder diluirla y asi realizar
los tratamientos y controles.

Tratamientos: Usando las pipetas se colocaron 50 uyl de muestra y 50 ul de
soluciéon de MB a 40 uM en un pozo de la microplaca por cada tratamiento. Fueron
6 tratamientos en total, 2 para la corrida de 2 radiaciones, 2 para la de 3
radiaciones y 2 para 2 radiaciones con 60 min de incubacién. Siguiendo el mismo
procedimiento que se ha estado trabajando, una vez que las muestras estuvieron
en contacto con el MB se incubaron durante el tiempo asignado, 4 muestras a 30
min y 2 muestras a 60 minutos antes de pasar a radiarla con la dosis de luz
correspondiente. Después de la incubacion se procedid a radiar los tratamientos,
tomando el tiempo con un cronometro y acoplando el haz de luz de tal forma que
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abarcara solo el area del pozo de la microplaca, repitiendo este proceso de
incubar-radiar hasta que se cumpliese las radiaciones necesarias para cada
tratamiento. Una vez concluido con las radiaciones, con la ayuda de la pipeta se
recolectaron los 100 pl de cada pozo, inoculando en placas Petri con medio de
cultivo las cuales se rotularon para identificarlas.

Controles de luz: Para estos controles con ayuda de la pipeta se agregaron 50 pl
de muestra y 50 ul de PBS para que se radiara un mismo volumen igual a los
tratamientos. Al no contener fotosensibilizador, estos controles no se tuvieron que
incubar antes de la radiacion. Solo se realizaron 2 controles por cada tiempo de
incubacion, aplicandoles las mismas radiaciones que los tratamientos. Una vez
concluido con las radiaciones y con la ayuda de la pipeta se recogieron los 100 pl
de cada pozo, inoculandolos en placas Petri con medio de cultivo.

Control de MB: Este control, al igual que los controles de luz, se realiza para saber
si el fotosensibilizador tiene algun efecto anti fungico por si solo sin radiacién. Se
colocaron 50 yl de muestra y 50 yl de MB en un pozo de la microplaca para
ponerlo a incubar por 30 min antes de su inoculacién en una placa con medio.

Control de Hongo: Se realizé este control para tener un punto de comparacién ya
que este representara el total de colonias que forma el hongo, por lo que no se
radio ni se le agregod solucion de MB. Se inoculan en una placa con medio 50 pl de
muestra y 50 ul de PBS, esto para que sea el mismo volumen entre tratamientos y
controles. Se inocul6 en una placa Petri con medio de cultivo.

Pasado 3 dias de incubacion se realiz6 un conteo de UFC a las placas Petri
puestas a incubar, esto se realizé poniendo las placas a contra luz, contando y
marcando las esporas germinadas del hongo, las cuales tienen forma de un
asterisco de color blanco. Después se les tomo foto a las placas para realzar una
imagen comparativa entre ellas, la cual se explicara en el siguiente capitulo.

Figura 17 A) Control Hongo. B) Tratamiento 10 J/cm? con MB a 40 uM con 3 radiaciones.
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En la Figura 17 parte A se muestra la placa de control de hongo que representan
el total de CFU y en la parte B el tratamiento mas eficiente con respecto a los otros
en esta sesion, el cual fue la dosis de luz de 10 J/cm? con MB a 40 uM con 3
radiaciones, como se muestra esta placa no contiene ninguna colonia creciendo.

3.5 Disefio del Dispositivo

La decision de realizar un dispositivo que se centrara en un arreglo de LEDs para
la aplicacion de la TFD, fue debido a que algunos autores han reportado el uso de
estos diodos en experimentos in vivo (da Silva, 2015) e in vitro (ARBOLEDA, 2014).
No solo se traté de remplazar la fuente de luz LASER por una de luz LED, sino
que se busco que este cambio resultara en un menor consumo de energia y que
se pudiera reducir los tiempos de radiacion a las muestras en experimentos in
vitro.

El disefio se realizd en colaboracion con Luis Daniel Luna Hernandez, quien era
alumno de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo (UAEH), y que para
fines practicos fue el encargado de la seleccién del tipo de LEDs que se utilizarian
en el dispositivo, dejando la parte de la alimentacion de estos a mi cargo. De igual
manera se contd con asesoramiento por parte el M. en C. Julian Ramirez Ramirez
del departamento de Optica del INAOE

3.5.1 Seleccién de LEDs

Al querer buscar que la eficiencia del proceso de la aplicacion de la TFD fuese
mejor al cambiar el tipo de fuente de luz, se tuvo que pensar en qué tipo de diodo
emisor de luz era mas conveniente utilizar, debido a que en el mercado existen
una gran variedad de opciones. Dado que el unico parametro que se cambiaria se
trataba de la potencia luminosa que suministra la fuente de luz, se requirié buscar
LEDs que pudieran superar los 17.1 mW que suministraba el laser.

Se pens6 en utilizar LEDs SuperFlux (igual llamados pirafia) de color rojo, los
cuales funcionan de 3.3 V a 3.8 V (Volts) y 30 mA a 50 mA (Ampere), se muestra
en la Figura 18 uno de estos. No se utilizaron LEDs tipo pin, aunque estos sean
los que mas abundan en el mercado, dado a que se creyd que los pirana
entregarian una mayor potencia luminosa.
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Figura 18 LED SuperFlux (pirana).

Para saber que potencia entregaban los LEDs se midi6 utilizando un luxémetro de
la marca Newport, colocando el sensor de luz enfrente de un solo LED a una
distancia a la cual, la luz pudiera cubrir toda el area del sensor, asi como se ve en
la Figura 19. Los resultados de la medicion arrojaron que la potencia fue de 0.264
mW lo que en comparacion a la potencia del laser es muy poca y se tendria que
concentrar la luz de varios de estos LEDs para poder alcanzarla.

Figura 19 Medicién de potencia del LED. [Imagen en colaboraciéon con Luis Daniel Luna
Hernandez]

Debido a lo anterior, se supuso que LEDs con consumos similares, de voltaje y
amperaje, entregarian una potencia luminosa menor a la del laser, por lo que se
decidié optar por el uso de LEDs de alta potencia (Figura 20). El tipo de diodo que
se dispuso para trabajar, se consigue en el mercado como “LED de 1W?”, el cual
trabaja de 1.8 V - 2.6 V a 350 mA y que puede llegar a consumir 1 Watt de
potencia (no luminosa) de ahi su nombre, algunos modelos pueden poseer un
disipador de calor. Se realizé la medicion de la misma manera que con el LED
anterior y dio como resultado que la potencia luminosa otorgada por este diodo
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emisor de luz fue de 27.5 mW superando la del laser, por lo que se decididé que se
trabajaria con este tipo de LED para seguir con los experimentos in vitro.

Figura 20 LEDs de alta potencia.

3.5.2 Disposicion de los LEDs

Debido al bajo costo de los diodos emisores de luz que se decidieron usar (costo
aproximado por unidad de $50 MNX en el 2017) se pudo pensar en realizar un
arreglo de 12 LEDs capas de radiar 12 muestras en la mircoplaca de 96 al mismo
tiempo. Como se mencioné mas arriba en este capitulo, en las aplicaciones con
laser de la TFD solo se podia radiar un solo pozo de la microplaca debido al
arreglo que se realiz6 con dicho laser.

Se considerd usar mas LEDs para radiar mas muestras pero dado el tamario de la
microplaca, la distancia entre pozos, el tamafo de los diodos con su disipador y el
hecho de que la luz que reflejaran las muestras pueden inferir en otras muestras
adyacentes, se optd que solo se usaran 12 LEDs acomodados de tal manera
tomando en cuenta lo ya mencionado.
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Figura 21 Boceto de disposicion de los LEDs.

La Figura 21 muestra el boceto de la forma en la que se acomodarian los LEDs
para que coincidieran con los pozos de la microplaca. Acomodando los diodos de
esta manera se puede radiar 24 muestras por placa pero solo 12 al mismo tiempo,
esto se planted que se lograria girando el dispositivo una vez construido. Los
circulos sombreados representan los pozos donde se colocaria la tinta china, los
circulos tachados es donde irian las muestras, los circulos azules donde se
pondrian muestras una vez volteado el dispositivo y los pozos en blanco son los
gue no se ocuparan.

3.5.3 Alimentacién del Dispositivo

Una vez que se definié la cantidad de LEDs que conformarian el dispositivo se
tuvo que realizar el circuito que lo alimentaria. A diferencia de los convencionales,
el LED de 1W debe ser alimentado con una corriente constante de 350 mA o
mayor, por lo que limitar la corriente por medio de una resistencia no es
conveniente.

Tomando en consideracion lo anterior se pensé en poner los LEDs en conexién en
serie para que el voltaje se dividiera, pero la corriente se mantuviera igual para
todos, y dado que estos diodos fisicamente no son ideales y llegan a presentar
variaciones en su funcionamiento fue necesario disenar un Driver, o regulador de
corriente, capaz de entregar mas de 350 mA.

Se hizo uso de un software de simulacion para realizar el disefo del driver y asi
tener mayor seguridad de que esté funcionaria al momento de realizarlo
fisicamente. Los componentes con los que se simulé el driver fueron un MOSFET
IRF530, un transistor BC548, una resistencia de 47 KQ y una de 2 Q.
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Figura 22 Simulacién del driver para LEDs. [Imagen en colaboracion con Luis Daniel Luna
Hernandez]

La simulacién de este driver se muestra en la Figura 22, en la cual se puede
apreciar la corriente que entrega el circuito, los LEDs encenderan cuando el gate
del MOSFET recibe una tensién positiva a través de la resistencia de 47 KQ,
produciendo una caida de tensién en la resistencia de 2 Q. Si la corriente
aumenta, también aumenta la caida de tensién y si la tension de umbral de la base
del transistor es superada, este ultimo, empieza a conducir disminuyendo la
tensién del gate del MOSFET y reduciendo como consecuencia la corriente sobre
los LEDs. Debido a que el voltaje se va a repartir entre los componentes del
circuito, la simulacion se realizé con una fuente de 35 V ya que solo los LEDs
pueden llegar a consumir de 24 V a 31 V. De la misma manera se simul6 el driver
junto con los LEDs para asegurar que este lograra encenderlos sin ninguna
complicacion, lo que se puede ver en la Figura 23.
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Figura 23 Simulacién del driver con LEDs encendidos. [Imagen en colaboracién con Luis
Daniel Luna Hernandez]

Una vez que se comprobo6 que el diseio del driver era suficiente para prender los
LEDs, se penso en disefar una fuente de alimentacién que nos otorgara los 35 V
que se necesitaban para el driver, dado que se consideré que seria estorboso
para los experimentos tener que manipular una fuente de poder variable regulada.
Nuevamente con la ayuda del software de simulacién se realizé esta fuente de
alimentacion, se ocupd un transformador de 26 VAC, un puente de diodos y dos
capacitores electroliticos de 4700uF-30V.

Figura 24 Simulacion de fuente de alimentacion. [Imagen en colaboracion con Luis Daniel
Luna Hernandez]

La Figura 24 muestra la fuente de alimentacién simulada, donde el alternador
(primer componente de la izquierda) representa la Corriente Alterna (AC) que
suministra la Comisién Federal de Electricidad en México que es de 127 V a 60
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Hz, la cual al pasar por el transformador baja hasta 26 V aun como AC hasta que
llega al puente de diodos que se encarga de rectificar la sefial transformandola a
Corriente Directa (DC) pero aun con variaciones de 0 a 26 V cada medio ciclo. Los
capacitores son cargados filtrando la sefal, disminuyendo las variaciones de
voltaje hasta que se obtiene los 35 V deseados. La simulacion del circuito
completo se muestra en la Figura 25 el cual no presento ningun problema en
encender los 12 LEDs.

Figura 25 Simulacién de circuito completo. [Imagen en colaboracién con Luis Daniel Luna
Hernandez]

Después de la simulacion se procedié a conseguir los componentes para poder
armar el circuito. La fuente de alimentacién y el driver se montaron sobre una
placa fendlica perforada, se le afiadié un disipador de calor al MOSFET dado que
este consumiria una potencia que se perdera en forma de calor. Los LEDs se
colocaron separados del resto del circuito sobre una placa de metal que
funcionara como disipador de calor y ayudara a la manipulacion de estos, esto se
muestra en la Figura 26.

Figura 26 Placa de metal con LEDs. [Imagen en colaboracion con Luis Daniel Luna
Hernandez]
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Una vez que se tuvo el circuito armado, se procedié a medir la potencia luminosa
nuevamente de los LEDs de la misma manera que la primera vez, los resultados
arrojaron que esta habia disminuido a 25.1 mW Ilo que aun fue aceptable
comparado con la potencia que entregaba el laser.

3.6 Primera Aplicacién de la TFD con LED

Se decidié hacer una sesion de la TFD con el dispositivo LED como fuente de luz
para verificar su funcionamiento en la terapia, se planificé hacer varias corridas
con distintas dosis de luz a 2 y 3 radiaciones. Dos corridas con 20 J/cm? de dosis
de luz a 2 y 3 radiaciones respectivamente, y otras dos corridas con 5 J/cm? de
dosis de luz a 2 y 3 radiaciones igualmente. Se usaron 50 pl de solucién de MB a
la misma concentracion de 40 yM con la que se hicieron las aplicaciones con
laser, asi como el mismo tiempo de incubacion, el cual fue de 30 min para todas
las corridas.

De la misma manera en que se realizaron las otras sesiones, se comenzo por el
conteo de las esporas por ml de una placa con la cepa del hongo crecida, para
poder diluirla y asi realizar los tratamientos y controles.

Tratamientos: Haciendo uso de las pipetas se colocaron 50 ul de muestra y 50 pl
de MB en un pozo de la microplaca por cada tratamiento. Fueron 8 tratamientos
en total, 4 para la corrida de 2 radiaciones de las dos dosis de luz y otras 4 para la
de 3 radiaciones de las mismas dos dosis de luz. Siguiendo el mismo
procedimiento que se ha estado trabajando, una vez que las muestras estuvieron
en contacto con el MB se incubaron 30 min antes de pasar a radiarla con la dosis
de luz correspondiente. Después de la incubacion se procedié a radiar los
tratamientos, tomando el tiempo con un crondmetro y acoplando el dispositivo LED
para que cubrieran correctamente los pozos de la microplaca, repitiendo este
proceso de incubar-radiar hasta que se cumpliese las radiaciones necesarias para
cada tratamiento. Una vez concluido con las radiaciones, con la ayuda de la pipeta
se recogieron los 100 pl de cada pozo, inoculando en placas Petri con medio de
cultivo las cuales se rotularon.

Controles de luz: Para estos controles, con ayuda de la pipeta se agregaron 50 ul
de muestra y 50 uyl de PBS para que se radiara un volumen igual a los
tratamientos. Al no contener fotosensibilizador, estos controles no se tuvieron que
incubar antes de la radiacion. Realizando 2 controles para cada dosis de luz
aplicandoles las mismas radiaciones que los tratamientos. Una vez concluido con
las radiaciones y con la ayuda de la pipeta se recogieron los 100 ul de cada pozo,
inoculandolos en placas Petri con medio de cultivo.
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Control de MB: En esta sesion no se realizé este tipo de control.

Control de Hongo: Se realizé este control para tener un punto de comparacién ya
que este representara el total de UFC del hongo, por lo que no se radié y no se le
agrego solucion de MB. Se inoculan en una placa con medio 50 pl de muestra y 50
Ml de PBS, esto para que sea el mismo volumen entre tratamientos y controles. Se
inoculd en una placa Petri con medio de cultivo.

Al igual que las aplicaciones anteriores después de 3 dias de incubacién se hizo
un conteo de UFC a las placas Petri puestas a incubar, esto se realizd6 poniendo
las placas a contra luz contando y marcando las esporas germinadas del hongo,
las cuales tienen forma de un asterisco de color blanco. Después se les tomo foto
a las placas para realzar una imagen comparativa entre ellas.

Figura 27 A) Control Hongo. B) Tratamiento 20 J/cm2 con MB a 40 uM con 2 radiaciones.

En la Figura 27 parte A se muestra la placa de control de hongo que representan
el total de crecimiento de colonias y en la parte B el tratamiento mas eficiente con
respecto a los otros en esta sesion, el cual fue la dosis de luz de 20 J/cm2 con MB
a 40 yM con 2 radiaciones, como se muestra, esta placa contiene pocas UFC
creciendo a comparacion del control de hongo.
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Capitulo 4: Discusion Y Resultados

En el capitulo anterior se hacia mencion al tratamiento que mostraba un mejor
efecto anti fungico en cada una de las aplicaciones de la TFD, esta era
determinada por el conteo de UFC que realizaba a las diferentes corridas en cada
una de las sesiones. Como ya se ha mencionado el conteo de UFC se realizd
después de 3 a 5 dias de la aplicacion de la TFD y se les tomé una foto a las
placas para hacer una imagen comparativa entre ellas.

4.1 Resultados de la Primera Aplicacion con Laser

Los resultados que arroj6 la primera aplicacion de la TFD fueron de mucha ayuda
ya que asi se dio la pauta de saber con qué dosis de luz se seguirian trabajando,
los cuales fueron los siguientes:

Tabla 2 Conteo de UFC de la primera aplicacion.

Conteo de UFC (Op 2)
Dosis de Luz 20 J/cm? 10 J/cm? 5 J/cm? 3 J/cm?
Repeticiones 1 2 1 2 1 2 1 2
Control de ” 51 44 34
Luz 59 58 43 32
91 1 49 9 14 5 16 5
TFD
41 9 51 11 52 11 4 8
176
Control MB
187
Control de 220
Hongo 192

En la Tabla 2 se puede apreciar que el tratamiento de 20 J/cm? presenta un
conteo de UFC menor a comparaciéon de los demas tratamientos cuando se
aplican dos radiaciones a la misma muestra. Otro tratamiento con el que se tiene
una inhibicion de crecimiento considerable es la de 3 J/cm? aplicando igual dos
radiaciones. En las siguientes imagenes se muestra la comparacién de las
distintas placas Petri donde se puede apreciar el efecto que tuvo la TFD sobre los
tratamientos y controles.
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Figura 28 Colonias de Controles. A) Op2 sin tratamiento de TFD. B) Control de Hongo
con MB 40 uM, C) Control de Luz a 2 J/cm?. D) Control de Luz a 5 J/cm?. E) Control de
Luz a 10 J/cm?. F) Control de Luz a 20 J/cm?.

Figura 29 Colonias de Terapias con MB 40 uM. A) Op2 sin tratamiento de TFD. B) Control
MB. C) Tratamiento a 2 J/cm? con 1 radiacion. D) Tratamiento a 2 J/cm? con 2
radiaciones. E) Tratamiento a 5 J/cm? con 1 radiacion. F) Tratamiento a 5 J/cm? con 2
radiaciones. G) Tratamiento a 10 J/cm? con 1 radiacion. H) Tratamiento a 10 J/cm? con 2
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radiaciones. |) Tratamiento a 20 J/cm? con 1 radiacién. J) Tratamiento a 20 J/cm? con 2
radiaciones.

En la Figura 28 se muestran las comparaciones de las UFC de cada uno de los
controles de luz que se realizaron en esta aplicacién de la TFD con laser. Mientras
que en la Figura 29 se muestran las comparaciones de las UFC de la primera
aplicacion de TFD con laser, donde se puede observar que los tratamientos con 2
radiaciones presentan menos UFC a de los que solo se les radio una sola vez.

4.2 Resultados Segunda Aplicacion con Laser

Se esperaba que los resultados de esta aplicacion fueran similares a los de la
primera, al igual que se comprobaba si el tiempo de incubacion influia de manera
positiva a la terapia por lo que se realizé la corrida con 60 min de incubacion entre
radiaciones. El conteo de colonias que se realiz6 a las placas dio lo siguiente:

Tabla 3 Conteo de Colonias de la segunda aplicacion.

Conteo de Colonias (Op 2)
Dosis de luz 20 J/cm? 20 J/cm? 5J/cm? 5 J/cm?
Incubacién 30 min 60 min 30 min 60 min
Repeticiones | 1 | 2 3 |1 2 3 1 2 3 1 2 3
Control de 202 | 215 456 594 | 251 556
Luz 353 | 282 460 572 | 277 446
1 0 180 364 | 174 654
TFD
2 4 296 360 78 356
458
Control MB
268
Control 626
Hongo 1162

En esta aplicacion la cantidad de colonias que hay en el Control de Hongo el cual
representa el total del crecimiento, es mayor que la primera aplicacion como se
muestra en la Tabla 3, esto nos permite ver que el tratamiento con dosis de luz de
20 Jicm? con MB a 40 uM sigue alcanzando una mayor de inhibicién de
crecimiento con 2 radiaciones con 30 min de incubacion en comparacién a los
otros tratamientos. Asi mismo el tratamiento con 3 radiaciones mostré un bajo
conteo de UFC similar al de 2 radiaciones, pero no presenta una ventaja
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considerable. Por el contrario el tratamiento con dosis de luz de 5 J/cm? disminuyd
la cantidad de UFC comparado con el de la primera aplicacion.

Con respecto al incremento del tiempo de incubacidn no se mostré ninguna
ventaja en esta sesion. En las siguientes imagenes se muestra esta comparacion
entre controles de luz y tratamientos:

Figura 30 Colonias de Controles, 30 min de incubacion. A) Op2 sin tratamiento de TFD.
B) Control MB. C) Control de Luz a 3 J/cm? con 2 radiaciones. D) Control de Luz a 3 J/cm?
con 3 radiaciones. E) Control de Luz a 20 J/cm? con 2 radiaciones. F) Control de Luz a 20

J/lcm? con 3 radiaciones.

En la Figura 30 se muestran las comparaciones de las UFC en los controles de
luz, que fueron puestos a incubar por 30 min, de la segunda aplicacién de la TFD
con laser.

Figura 31 Colonias de Tratamientos con MB 40uM y 30 min de incubacion. A) Op2 sin
tratamiento de TFD. B) Control MB. C) Tratamiento a 2 J/cm? con 2 radiaciones. D)
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Tratamiento a 2 J/cm? con 3 radiaciones. E) Tratamiento a 20 J/cm? con 2 radiaciones. F)
Tratamiento a 20 J/cm? con 3 radiaciones.

En la Figura 31 se muestran las comparaciones de las UFC de los tratamientos
puestos a incubar por 30 min, de la segunda aplicacion de la TFD con laser. Se
puede observar que entre 2 y 3 radiaciones no existe una gran ventaja, como ya

se comento.

Figura 32 Colonias de Controles, 60 min en incubacion. A) Op2 sin tratamiento de TFD.
B) Control MB. C) Control de Luz a 3 J/cm? con 2 radiaciones. D) Control de Luz a 20
J/cm? con 2 radiaciones.

En la Figura 32 se muestran las comparaciones de las UFC en los controles de
luz, que fueron puestos a incubar por 60 min, de la segunda aplicacion de la TFD

con laser.

Figura 33 Colonias de Tratamientos con MB 40uM a 60 min en incubacion. A) Op2 sin
tratamiento de TFD. B) Control MB. C) Tratamiento a 3 J/cm? con 2 radiaciones. D)
Tratamiento a 20 J/cm? con 2 radiaciones.
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En la Figura 33 se muestran las comparaciones de las UFC de los tratamientos
puestos a incubar por 60 min, de la segunda aplicacion de la TFD con laser.
Aumentar el tiempo de incubacion no mostré una mejora en la terapia, al menos
en este caso en particular.

4.3 Resultados de la Tercera Aplicacion con Laser

Como ya se menciono en el capitulo anterior en el de esta aplicacién, se quiso
verificar si una dosis de luz de 10 J/cm? con repeticion de radiaciones podia llegar
a tener un efecto similar al que presentan los tratamientos de 20 J/cm? con menor
numero de radiaciones. El conteo de colonias que se realizé a las placas dio lo
siguiente:

Tabla 4 Conteo de UFC de la tercera aplicacion.

Conteo de UFC (Op 2)

Dosis de luz 10 J/cm? 10 J/cm?
Incubacion 30 min 60 min
Repeticiones 1 2 3 1 2 3
205 160 306
Control de Luz
217 173 285
26 0 32
TFD
37 2 22
296
Control MB
287
175
Control Hongo
189

Como se aprecia en la Tabla 4, en esta sesién de la aplicacién de la TFD a 10
Jlcm? con 3 radiaciones, tiene un efecto similar al que presenta la de los
tratamientos a 20 J/cm? con 2 radiaciones, siendo esto una posible ventaja a
considerar ya que menor tiempo de radiacidon comprende un menor consumo de
energia y no solo eso, se busca realizar la TFD con el minimo requerimiento tanto
de fotosensibilador como de dosis de luz, pensando en ser lo menos invasivo
posibles para futuras aplicaciones en pacientes. Asi mismo los tratamientos con
60 min de incubaciéon no presentaron una ventaja significativa con esta dosis de
luz, lo mismo que paso en la anterior sesion, por lo que se consideré no volver a
realizar otra sesidn aumentando el tiempo de incubacion.
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Figura 34 Colonias de Controles a 30 min de incubacién. A) Op2 sin tratamiento de TFD.
B) Control MB. C) Control de Luz a 10 J/cm? con 2 radiaciones. D) Control de Luza 10
J/cm? con 3 radiaciones.

En la Figura 34 se observan las comparaciones de las UFC en los controles de
luz, que fueron puestos a incubar por 30 min, de la tercera aplicacion de la TFD
con laser.

Figura 35 Colonias de Tratamiento con MB 40 uM a 30 min de incubacion. A) Op2 sin
tratamiento de TFD. B) Control MB. C) Tratamiento a 10 J/cm? con 2 radiaciones. D)
Tratamiento a 10 J/cm? con 3 radiaciones.
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En la Figura 35 se muestran las comparaciones de las UFC de los tratamientos
puestos a incubar por 30 min, de la tercera aplicacion de la TFD con laser. Como
se puede observar el tratamiento de 10 J/cm? con 3 radiaciones no muestra
ninguna UFC.

Figura 36 Colonias de Control y Tratamiento con MB 40uM a 60 min de incubacion. A)
Op2 sin tratamiento de TFD. B) Control MB. C) Tratamiento a 10 J/cm? con 2 radiaciones.
D) Control de luz a 10 J/cm? con 2 radiaciones.

Se muestra en la Figura 36 la comparacion entre las UFC existentes de los
controles de luz y los tratamientos con 60 min de incubacion. No se mostré ningun
beneficio en aumentar el tiempo de incubacion.

4.4 Resultados Primera Aplicacion con LED

Una vez que se realizd el conteo de colonias de la primera aplicacién de la TFD
con el dispositivo LED como fuente de luz, los resultados que se esperaban
obtener tenian que ser similares a los de la primera y segunda sesion, esto para
que se asegurara que el cambio de fuente de luz fuese posible. El conteo arrojo lo
siguiente:
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Conteo de Colonias (Op 2)
Dosis de luz 20 J/lcm?2 5J/cm2
Repeticiones 2 3 2 3
Control de Luz 1900 1428 1500 836
TFD 11 49 1046 14
Control de Hongo 2196

En esta sesion igual se conté con una cantidad grande de colonias en el Control
de Hongo para representar el total del crecimiento de este, lo que permite ver con
claridad el efecto antifungico de la terapia con estas dos dosis de luz. Los
tratamientos a 20 J/cm? con 2 y 3 repeticiones llegan a alcanzar el 99% de
inhibicion de crecimiento de las colonias asemejandose a los tratamientos
realizados con laser, asi mismo los tratamientos a 5 J/cm? Las imagenes
comparativas entre los controles y los tratamientos son las siguientes:

Figura 37 Colonias de controles y tratamientos con MB 40uM. A) Op2 sin tratamiento de
TFD. B) Control de Luz a 5 J/cm? con 2 radiaciones. C) Control de Luz a 5 J/cm? con 3
radiaciones. D) Tratamiento a 5 J/cm? con 2 radiaciones. E) Tratamiento a 5 J/cm? con 3
radiaciones.
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En la Figura 37 se muestran las comparaciones de las UFC de la primera
aplicacion de TFD con LED, tanto de control de luz y de tratamiento de 5 J/cm?en
donde se puede apreciar que el tratamiento con 3 radiaciones fue el que presento

menor UFC.

Figura 38 Colonias de controles y tratamientos a 20 J/cm?. A) Op2 sin Tratamiento de
TFD. B) Control de Luz a 20 J/cm?con 2 radiaciones. C) Control de Luz a 20 J/cm? con 3
radiaciones. D) Tratamiento a 20 J/cm? con 2 radiaciones. E) Tratamiento a 20 J/cm? con

3 radiaciones.

Se pueden observar en la Figura 38 las comparaciones de las UFC de la primera
aplicacién de TFD con LED, tanto de control de luz y de tratamiento de 20 J/cm2
en donde se aprecia que con 2 radiaciones se alcanza una cantidad baja de UFC
similar al que se alcanza con 3 radiaciones.
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Capitulo 5: Conclusiones

A lo largo de la presente investigacién sobre el disefio de un dispositivo LED para
la aplicacion de la terapia fotodinamica en la cepa de hongo T. Mentagrophytes
con una metodologia de optimizacion, se ha llegado a lo siguiente:

La menor cantidad de UFC que se cont6 fue radiando las muestras 2 veces
con una dosis de luz de 20 J/cm? y usando una solucién de azul de metileno
(MB) a 40 yuM como fotosensibilizador.

El cambio de fuente de luz laser por una de luz LED no afecta de manera
negativa a la TFD, dando por entendido que no es necesario que la luz sea
coherente, mientras su longitud de onda no varié mucho (x5 nm) para que
esta pueda formar Oxigenos Reactivos (ROS) con el fotosensibilizador.

El uso de LEDs de alta potencia disminuye el tiempo de exposicion de la
superficie radiada al tener una potencia luminosa mayor, en comparacion del
Laser He-Ne con el que se contaba. Asi mismo aumento el numero de
muestras que se podian radiar al mismo tiempo, pasando de una con el laser
a 12 con el dispositivo LED.

Las principales ventajas de utilizar el dispositivo LED para la aplicacion de la
TFD en lugar de un laser fueron: su bajo costo, su portabilidad y su
manipulacion.
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Glosario

Aerobio: es aquel que se utiliza para caracterizar a todos los eventos, fendmenos
0 elementos que se vinculan con el aire.

Agua Destilada: Es aquella a la que se le han eliminado las impurezas e iones
mediante destilacion.

Apoptosis: Es una via de destruccion o muerte celular programada o provocada
por el mismo organismo, con el fin de controlar su desarrollo y crecimiento.

Asa: Es un instrumento de laboratorio que consta de una base que puede estar
hecha de platino, acero, aluminio y un filamento que puede ser de nicromo,
tungsteno o platino que termina o en un arito de 5 mm o en punta.

Autoclave: Aparato para esterilizar por vapor que consiste en un recipiente
cilindrico, de paredes resistentes; metalico, y con cierre hermético.

Azul de Metileno: Compuesto quimico heterociclico aromatico.

Camara de neubauer: Es un instrumento utilizado en medicina y biologia para
realizar el recuento de esporas y células en un medio liquido, que puede ser; un
cultivo celular, sangre, orina, liquido cefalorraquideo, liquido sinovial, etc.

Cepa: Conjunto de organismos de la misma especie, colonia o cultivo, que tienen
las mismas propiedades.

Colonias: Término utilizado ampliamente como un grupo de seres vivos
organizados bajo bases cooperativas.

Diodo Laser: Es un dispositivo semiconductor similar al led pero que bajo las
condiciones adecuadas emite luz laser.

Esporas: en biologia designa un cuerpo microscopico unicelular o pluricelular que
se forma con fines de dispersion y supervivencia por largo tiempo en condiciones
adversas.

Fotosensibilizador: Agente que tiene una respuesta exagerada a la luz. Este
reacciona de manera distinta con diferentes longitudes de onda.

Fungico.- Del hongo o relacionado con él.
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Hongos Dermatofitos: Son hongos filamentosos que afectan a la epidermis vy
anejos cutaneos. La principal caracteristica de ellos es que invaden las capas
superficiales queratinizadas de la piel, pelos y ufias.

Irradiacion.- Emision de radiaciones luminosas, térmicas, magnéticas o de otro
tipo.

Laser.- Del inglés light amplification by stimulated emission of radiation,
amplificacion de luz por emisién estimulada de radiacion.

LED: Un led (del acronimo inglés LED, light-emitting diode: ‘diodo emisor de luz’)
es un componente opto-electronico pasivo y, mas concretamente, un diodo que
emite luz.

Medio de Cultivo: Un medio de cultivo es una técnica de laboratorio que consta de
un gel o una soluciéon que contiene los nutrientes necesarios para permitir, en
condiciones favorables de pH y temperatura, el crecimiento de Vvirus,
microorganismos, células, tejidos vegetales o incluso pequenas plantas.

Necrosis: Es el patron morfolégico de la muerte patolégica de un conjunto de
células o de cualquier tejido en un organismo vivo, provocada por un agente
nocivo que causa una lesion tan grave que no se puede reparar o curar.

Organelos: Diferentes estructuras contenidas en el citoplasma de las células,
principalmente las eucariotas, que tienen una forma determinada.

PH: Coeficiente que indica el grado de acidez o basicidad de una solucién acuosa.

Pipeta: Tubo de vidrio, generalmente graduado y mas ancho por la parte central,
usado en los laboratorios para transvasar pequefas porciones de liquido

Solucion PBS: Es una solucidon tampoén o buffer empleada en la investigacion
biolégica, bioquimica y de inmunologia diagndstica. Es una solucion acuosa y
salina que contiene cloruro sdédico, fosfato sodico, cloruro de potasio y fosfato de
potasio.
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