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RESUMEN

La terapia fotodinamica es un método que pretende tratar afecciones del cuerpo humano de la
manera menos invasiva posible, de la mano de ésta un factor que resulta representativo son los
dispositivos a través de los cuales es aplicada. Actualmente el dispositivo principal consta de un
arreglo de laser, pero en el desarrollo de esta investigacion se implemento el uso de un dispositivo
de LED’s.

Los experimentos llevados a cabo fueron sobre muestras de hongos dermatofitos, por medio de
luz laser y también luz LED, en los cuales se observé como estas son afectadas al aplicar la
terapia fotodinamica con distintos parametros de tiempo y cantidad de luz. Para utilizar la luz
LED hubo que medir la potencia luminosa de estos elementos electronicos para encontrar el

que fuese adecuado para desarrollar un dispositivo de terapia.

Dichos experimentos fueron realizados desde la creacién del medio de cultivo, la siembra de la
cepa del hongo y hasta la aplicaciéon de la terapia fotodindmica con laser y LED’s
respectivamente. LLos conteos de colonias que se realizaron posteriormente a la aplicacién de la

terapia fotodinamica permitieron visualizar la inhibicién del hongo en cada prueba realizada.

Al finalizar se obtuvo la dosis letal media de la muestra del hongo y se observo la factibilidad de
utilizar un dispositivo con luz LED para la terapia fotodinamica, en lugar de la luz laser, logrando
su optimizacion.



CAPITULO I. INTRODUCCION

En la actualidad abundan ciertas enfermedades que afectan directamente el 6rgano mas grande
en el ser humano, la piel, muchas de estas enfermedades se dan por la presencia de organismos

fangicos que se alojan como huéspedes en ésta y crecen provocando diversos malestares.

Los tratamientos que brindan solucion a estas enfermedades van desde medicamentos hasta lo
que hoy se conoce como Terapia Fotodinamica.

La terapia fotodinamica da solucion a estos padecimientos de una manera en la que el cuerpo
humano no es invadido por algin medicamento que pudiera llegar a provocar efectos
contraproducentes en el paciente. El uso de un colorante y la radiacién de la correcta longitud
de onda en un haz de luz permiten a la terapia fotodinamica eliminar en cierta cantidad de
sesiones las lesiones en la piel del paciente. Sin embargo, un factor que afecta hoy difa el uso de
ella es la cantidad de tiempo de las sesiones, la cantidad de estas y su costo. Es visible que la

terapia fotodinamica requiere de optimizarse para que pueda expandirse por completo.

Hoy en dia y con los avances tecnolégicos se cuenta con dispositivos que permiten reducir gastos
de energfa y dinero obteniendo incluso mejores resultados, uno de ellos es el dispositivo LED.

Un dispositivo disefiado con tecnologia LED para la aplicaciéon de la terapia fotodinamica
ayudarfa a que esta pueda optimizarse exponencialmente ya que su costo de produccion seria
bajo y por lo tanto mas pacientes tendrfan a su alcance dicho tratamiento. Ademas, el hecho de
ser portable permitirfa que una sesion pudiese llevarse incluso hasta el hogar del paciente y
brindarfa incluso una mayor comodidad para el mismo.
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1.1. ANTECEDENTES

1.1.1 ANTECEDENTES DE LA FOTODINAMICA

El origen de la luz como una terapia en la medicina y en la cirugia se puede remontar desde la
antigiedad hasta los tiempos modernos. La fototerapia comenzé en el antiguo Egipto, Grecia y
en la India, pero desaparecié durante muchos siglos y fue redescubierta por la civilizacion
occidental a principios del siglo XX. La captacion selectiva de un fotosensibilizante por un tejido
neoplasico o un microorganismo y su excitacion a través de la irradiacion subsiguiente que llevan
a la destruccién celular es el principio basico de la terapia fotodinamica (PDT), no es una idea
nueva. La utilizaciéon de diversos productos vegetales con el objeto de mejorar los resultados de
la fototerapia data del 1400 a.C. y es descrita en un libro indio sagrado, Atharva Veda.
(McDonagh, 2001).

Figura 1: Termas romanas expuestas a la luz, solar. (Robledo, 2014).

Hace tiempo, se pensé que la luz del sol era el tnico aspecto en la cura de los trastornos como
el vitiligo, psoriasis, el raquitismo, cancer de piel, incluso la psicosis. Este proceso de tratamiento
es conocido como fototerapia, antes llamada helioterapia. Sin embargo, con el paso del tiempo
y el avance de la ciencia, se descubrié que por lo general existen sustancias endégenas que se
presentan en la curacién de dichos trastornos y que el proceso fotodinamico presenta un medio
mas preciso para explicar las capacidades curativas de la luz. (Robledo, 2014) (Fig. 1).
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1.1.1.1 FOTOTERAPIA MODERNA

La fototerapia comenzé a florecer de nuevo a finales de 1800 y principios de 1900. El médico y
sanador natural de Suiza, Arnold Rikki, volvié a introducir los poderes curativos de la luz solar
que habfa caido en el olvido durante muchos siglos. En este sentido, es por lo que se le considera
el pionero de la fototerapia moderna. Siguiendo los mismos procesos de evolucion, los intentos
de tratamiento comenzaron con la utilizacion de la luz solar que mas tarde se reemplazoé por las
fuentes de radiacion artificial ultravioleta. En el primer cuarto del siglo XX, la fototerapia se hizo
famosa y se aplicaba ampliamente en el norte de Europa y en ciudades de Norteamérica. Una
gran contribucién para la fundacién de la fototerapia moderna fue la del médico danés Niels
Ryberg Finsen (1860-1904). Duefio de un instituto médico en Copenhague donde trataba a sus
pacientes con la luz del sol en un intento por curar el lupus vulgaris (tuberculosis de la piel) y
prevenir la cicatrizacién en pacientes con viruela (Fig. 2)(Robledo, 2014) (Daniell & Hill, 1991).

Figura 2: Juego de aparatos ideado por Finsen para tratar el lupus.(Robledo, 2014)

En sus primeros intentos utilizé la luz solar pero pronto cambié a fuentes de luz artificial o luz
solar filtrada. En 1893 se dio cuenta que los pacientes con viruela mostraron mejores resultados
con la luz roja. Mas tarde, en 1903, demostr6 el efecto beneficioso de los rayos UV en el cuerpo
humano, lo que le llevé a la generacion artificial de rayos UV.

Hoy en dfa, se puede utilizar una amplia gama de fuentes de luz coherentes (laser) y no
coherentes (LED?’s). Las fuentes de luz laser incluyen: los laseres de colorante bombeado por
argoén o laseres de vapor de metal y laseres de neodimio dopado con granate de itrio y aluminio
y de frecuencia doblada (Nd: YAG). Las fuentes no laser incluyen el filamento de tungsteno, el
arco de xenodn, los halogenuros metalicos y las lamparas fluorescentes. También se estan
utilizando nuevos desarrollos como los diodos emisores de luz (LEDs) y laseres en
femtosegundos. (Robledo, 2014)
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1.1.2 FOTOSENSIBILIZANTES

En 1900, Oscar Raab y cols. describieron la captacion de algunos colorantes, como el naranja de
acridina, para sensibilizar microorganismos, como el paramecio, para su destruccion por una
exposicion posterior a una fuente de luz. Ademas, descubrieron que esta reacciéon necesitaba de
la presencia de oxigeno y Von Tappeiner, director del Instituto de Farmacologia de la
Universidad de Munich, le dio el nombre de “accion fotodinimica” o “efecto fotodinamico”.

En 1905, Von Tappeiner y Jodblauer fueron los primeros en aplicar la PDT para el tratamiento
del cancer de piel. Ademas, esta accion fotodinamica comenzé a estudiarse para el tratamiento
de otras enfermedades cutaneas como condylomata lata, lupus vulgar, herpes simples, wolluscum
contagiosum, pitiriasis versicolor, psoriasis. Al inicio se usaba la eosina como fotosensibilizador y

la irradiacion empleada era la fuente de luz blanca.

En los afios posteriores, fueron ensayadas varias sustancias fotosensibilizantes, principalmente,
las porfirinas. Los primeros experimentos fueron realizados, en 1911, con la hematoporfirina vy,
desde entonces, las porfirinas se mantuvieron como las sustancias mas eficaces y mas estudiadas
en la PDT.

Posteriormente, a principios de los 60, en la Clinica Mayo, Lipson y Schwartz demostraron que
la administracién intravenosa de hematoporfirina en pacientes con cancer, conducia a su
acumulacion preferencial en los tejidos tumorales. El problema de estos fotosensibilizadores era
que la acumulacion cutanea estaba asociada a un lento aclaramiento de la piel, lo que llevaba a
una fotosensibilidad a largo plazo que requeria fotoproteccion durante las 4-6 semanas
posteriores a la realizacion de la PDT. En el intento de evitar este efecto adverso los
investigadores comienzan a estudiar formulaciones topicas de porfirinas. (Robledo, 2014)

(Moan, 1990)

1.1.3 MEDIOS DE CULTIVO

Se puede decir que la microbiologia empieza su verdadero desarrollo como ciencia en el
momento en que se descubre el microscopio y comienza la observacion de los primeros
microorganismos, pero es indudable que la puesta a punto de los medios de cultivo y la
utilizaciéon del agar como solidificante, marcan dos importantes puntos de inflexién en su

evolucion.

La primera noticia de la utilizacién de medios de cultivo llega del mic6logo Brefeld, que consiguié
aislar y cultivar esporas de hongos en medios solidos realizados a base de gelatina. En el afio
1882 tiene lugar uno de los grandes avances de la microbiologia en relaciéon con los medios de
cultivo: el médico aleman Walter Hesse introduce el agar-agar (polisacarido extraido de algas
rojas) como solidificante. (Universidad de Buenos Aires, 2010).
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1.1.4 DISPOSITIVO LASER

El 16 de mayo de 1960, Theodore Maiman, de los Laboratorios de Investigacion Hughes,
consigui6 fabricar el primer laser operativo. (Fig. 3) El logro ponia fin a una carrera que habia
ocupado a investigadores y laboratorios durante varios afios. Segin la version de los Laboratorios
Bell, el acontecimiento clave se remonta a 1958. En diciembre de ese afio aparecia en Physical
Review Letters un articulo en el que Arthur L. Schawlow y Charles H. Townes sentaban los
principios de un hipotético amplificador de luz basado en el fenémeno de emision estimulada
de radiacion. (Miller, 2010)

Por aquel entonces, Gordon Gould, estudiante de doctorado de la Universidad de Columbia, en
Nueva York, ya habia desarrollado sus propias ideas para la fabricacion de un laser. Su trabajo
data de 1957, como demuestra el registro notarial que hizo de sus apuntes, donde acufiaba el
término "laset" como acréonimo de Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation.

Figura 3: Componentes del primer laser (Miiller, 2010)

En su articulo, Schawlow y Townes proponian la idea de disponer espejos en los extremos de
una cavidad en la que un medio 6ptico previamente excitado emitirfa luz. La radiaciéon se
reflejarfa sucesivamente en los espejos, con lo que todos los fotones se alinearfan en una misma

direccion.

Theodore Maiman fue uno de los lectores del articulo que decidié comprobar la viabilidad de la
idea. Eligi6 un cristal de rubi como medio 6ptico y lo emplazé entre dos espejos de plata. Para
conseguir la excitacién en el cristal, dispuso a su alrededor una potente lampara de destellos. El
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dispositivo funcioné. Por fin, el laser se habia convertido en algo mas que un proyecto teérico
basado en un postulado sugerido por Albert Einstein en 1917. Al poco tiempo, los Laboratorios
Bell mejoraron el prototipo de Maiman con la fabricacién de un laser que operaba de manera
continua en vez de pulsada. Con independencia de su polémico origen, la aparicion del laser
desencadend una avalancha de patentes e innovaciones que aun continta hasta el dia de hoy.

(Miller, 2010).

1.1.5 DIODO EMISOR DE LUZ

El 9 de octubre de 1962 el cientifico estadounidense Nick Holonyak fue pionero de un
dispositivo que revolucioné la tecnologfa de iluminaciéon y con el tiempo hizo que las lamparas
incandescentes se volvieran obsoletas. Un LED (siglas en inglés de Diodo Emisor de Luz) es un
componente electrénico de dos terminales que permite la circulacién de la corriente eléctrica a
través de ¢l sin intermediacion de un gas, como sucede en los bombillos tradicionales. Los LED
que desarroll6 Holonyak emitfan una luz roja de baja intensidad. (BBC, Mundo, 2012)

En un principio, los bombillos LED invadieron la industria de la decoraciéon navidefia. Pero con
el desarrollo del LED de varios colotes, ahora son la fuente de iluminacion de televisores,
estadios y casinos. (Fig. 4)

Figura 4: Lamparas LED de distintos colores. (BBC, Mundo, 2012)

Se trata de un desarrollo revolucionario, porque ha permitido generar luz a menor costo y por
mas tiempo que con la tradicional iluminaciéon de radiacién infrarroja. Los bombillos ya no
tardan minutos en prenderse, no se calientan y rara vez se funden. (BBC, Mundo, 2012).

1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hoy en dia los tratamientos para afecciones de la piel como lo es la terapia fotodinamica
representan un gran avance en la ciencia biomédica, esto debido a que su principal objetivo es
tratar afecciones en el ser humano por medio de un tratamiento no invasivo, es decir, que no
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penetran fisicamente en el cuerpo. Aunado a esto, por ser un tratamiento nuevo este tiene un
inconveniente:

- Los dispositivos para efectuar la terapia fotodinamica resultan caros debido al uso de
laser y por ende la terapia puede representar un problema que afecte la economia de los
pacientes.

1.3 JUSTIFICACION

La terapia fotodinamica representa un medio por el cual se evita invadir fisicamente el cuerpo
humano para poder tratar algunas enfermedades. Actualmente se tratan el acné, afecciones por
hongos en la piel y se hacen pruebas con células de cancer de piel, incluso en un futuro se tiene
planteado contribuir en el area de la neurologfa.

Como se puede ver, estamos frente a un gran avance en medicina, que, aunque no esté designado
para todas y cada una de las enfermedades, representara un punto de partida para el desarrollo
de mas tratamientos en el futuro.

Es por todo lo anterior que trabajar en la optimizacién de estos tratamientos es de gran
importancia, ya que de esta manera se puede lograr expandirla a més lugares y ponerla al alcance
de la mayoria de las personas que requieran de su aplicacion.

1.4  HIPOTESIS

El disefio de un dispositivo basado en un arreglo de LED’s ayudaria a la optimizacion,
innovacién y mejora de la terapia fotodinamica, haciendo que esta sea mas accesible, eficaz y
versatil.

1.5 PROPUESTA DE SOLUCION

Hoy en dia los LED's se conocen como una fuente de luz que consume menor energia a un
precio mas accesible con resultados de calidad bastante altos. Para la optimizacion de la Terapia
Fotodinamica se pretende sustituir el dispositivo laser por uno que incluya los LED's adecuados
para proporcionar la potencia luminosa necesaria para la irradiaciéon de muestras in vitro en
laboratorio.
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1.6 OBJETIVOS

1.6.1 OBJETIVO GENERAL

Optimizar la terapia fotodinamica aplicada en hongos dermatofitos por medio de la seleccion de
los LED’s adecuados para la mejora de costos, portabilidad y tiempo.

1.6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Desarrollar metodologia para la preparacion de medios de cultivo, soluciones y la
manipulacion de hongos.

> Aplicar terapia fotodinamica a muestras de hongos para establecer una referencia
mediante el dispositivo laser.

> Realizar pruebas con LED’s para observar su funcionalidad en experimentos in vitro de
terapia fotodinamica.

> Analizar la viabilidad del uso de LED’s en estudios 7 vitro sobre la terapia fotodinamica
para trabajos futuros.
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CAPITULO II. MARCO TEORICO

21 HONGOS DERMATOFITOS

Los dermatofitos son un grupo de hongos taxonémicamente relacionados que tienen capacidad
para invadir el tejido queratinizado (piel, pelo y ufias) del hombre y animales y producir una
infeccion, dermatofitosis, llamada comunmente tifia. (Fig. 5) (Rubio, Rezusta, Tomas, & Ruesca,

1999)

Figura 5: Tifia corporal. (Gayosso, 2017)

2.1.2 TIPOSY CARACTERISTICAS DE LOS HONGOS DERMATOFITOS

Los dermatofitos se dividen en tres géneros que se distinguen por las caracteristicas de sus
macroconidios, en el género Trichophyton, el género Microsporum y el género Epidermophyton.
(Rubio, Rezusta, Tomas, & Ruesca, 1999).

Los hongos del género Trichophyton tienen macroconidios alargados cuya porcion distal es
redondeada y presentan una pared delgada y lisa. Miden de 8 a 50 pm y tienen entre 4 y 6 septos
(pared que divide dos cavidades o dos masas de tejido). Los hongos del género Microsporum tienen
macroconidios fusiformes y presentan una pared gruesa y rugosa con hoyuelos o prominencias
que semejan equinulas (tubérculos). Miden de 8 a 15 mem y suelen tener entre 5y 15 septos. Los
hongos del género Epidermophyton tienen forma de mazo o baston y son redondeados en su polo
distal. Tienen la caracteristica de nacer individualmente o en racimos y presentan pared gruesa y
lisa. (Bonifaz, 2000).
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Los dermatofitos se dividen en tres grupos de acuerdo con su preferencia por un ambiente
(dermatofitos antropofilicos, zoofilicos y geofilicos), se cree que la especificidad por un
hospedero animal se debe a las diferencias de queratina. (Bonifaz, 2000).

2.1.3 DERMATOFITOS ANTROPOFILICOS

Los dermatofitos antropofilicos, como su nombre indica, tienen preferencia por el tejido
humano. Entre los dermatofitos antropofilicos encontramos a 1. rubrum, causante de pie de atleta
y dermatofitosis cronicas. Los dermatofitos antropofilicos pueden ser transmitidos de manera
directa (a través de contacto con lesiones activas en otro individuo) o indirecta (por peines,
calcetines, ropa, toallas, etc.). Entre las especies mas representativas encontramos al T. rubrum y
T. mentagrophytes. (Fig. 6) (Gayosso, 2017)

B

Fignra 6: A) Cultivo de 'T. Rubrum; B) Morfologia microscipica de 'I. rubrum(Gayosso, 2017).

2.1.4 DERMATOFITOS ZOOFIiLICOS

Este tipo de dermatofitos coloniza a mamiferos y aves. Cuando el humano es infectado por este
tipo de hongos desarrolla una respuesta inmunitaria mayor. M. canis infecta perros y gatos
ocasionando que las particulas infectantes se depositen en el ambiente doméstico provocando
infecciones familiares. Los dermatofitos zoofilicos de importancia médica son: M. canis, T.
mentagrophytes, entre otros. (Fig. 7) (Bonifaz, 2000)

19



Figura 7: A) Cultivo de M. Canis; B) Morfologia microscdpica de M. Canis. (Gayosso, 2017).

2.1.5 DERMATOFITOS GEOFILICOS

Los dermatofitos geofilicos son un grupo de dermatofitos que viven en el suelo y tienen la
habilidad de colonizar sustratos con queratina, por ejemplo, pelos, plumas, escamas de piel y
ufias. Al ser un ambiente no favorable para estas especies su sobrevida esta mermada por agentes
biéticos (pH, nutrientes, humedad y sales) y abidticos (temperatura, luz, clima, altitud). (Bonifaz,
2000).

2.2 MEDIOS DE CULTIVO

Figura 8: Medio de cultivo Agar Dextrosa Sabonrand en placa de Petri.

Un medio de cultivo es un conjunto de componentes que crean las condiciones necesarias para
el desarrollo de los microorganismos. (Fig. 8).
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2.3 TRATAMIENTOS EXISTENTES

Este tipo de tratamientos requieren en primera instancia de la identificaciéon del hongo
dermatofito a tratar, una vez hecho esto se elige el antimicético tépico o sistémico adecuado
para este y se le administra al paciente. En este tipo de tratamiento el diagnoéstico es muy
importante ya que de este depende el funcionamiento correcto del mismo.

- SISTEMICO: El tratamiento sistémico est4 indicado en afectaciones extensas cutineas

(no susceptibles por tanto al tratamiento topico). Algunos de los medicamentos

utilizados son:

0]

(0]

0]

0]

(0]

Griseofulvina

Itraconazol

Ciclodextrina

Fluconazol

Terbinafina

- TOPICO: El tratamiento topico de las dermatofitosis es posible en lesiones limitadas,

se debe utilizar en pacientes embarazadas o durante la lactancia. Este tipo de tratamiento

puede administrarse como adyuvante al sistémico o bien para evitar recurrencias post-

tratamiento. Al penetrar en la dermis, los diversos compuestos topicos retardan el

crecimiento de los dermatofitos. Algunos de los utilizados son los siguientes.

0]

(0]

0]

0]

(0]

Bencilamina
Ciclopiroxolamina
Griseofulvina Tépica
Haloprogin

Pémada de Whitfield

La correcta aplicacion e ingesta de los tratamientos anteriores es importante para obtener buenos

resultados de curacién. La mayoria de los fallos en estos casos se presentan debido a un mal

diagnostico, tratamientos simultineos con alguna otra medicacion o no se absorbe
adecuadamente. (Palacio, Garau, & Cuétara, 2002)
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24 TRATAMIENTO DE TERAPIA FOTODINAMICA

La terapia fotodinamica (PDT) es una técnica innovadora con aplicaciones biomédicas que
utiliza sustancias activadas por una fuente de luz de una longitud de onda especifica. La
fotoactivaciéon induce una cadena de efectos fotoquimicos y fotobiolégicos que provocan
cambios irreversibles en las células expuestas, eventualmente llevandolas a la muerte. Debido a
la accesibilidad de la piel, gran parte de las aplicaciones de la terapia fotodinamica se han
desarrollado en dermatologia. (Fig. 9) (Lyon, Moreira, Moraes, Santos, & Resende, 2011)

Figura 9: Colonias de Candida (sp) después de irradiacion con Terapia Fotodindmica (Arboleda, y otros, 2014)

2.41 MECANISMO DE ACCION

El mecanismo de accion de la PDT resulta de la interacciéon de fotones de luz visible a una
longitud de onda especifica con las moléculas de un fotosensibilizante. Se generan especies
reactivas por la interaccion entre la luz y el tejido bioldgico causando un estrés oxidativo. El
estrés oxidativo representa un disturbio en el balance entre los pro-oxidantes (causantes del
dafo) y los antioxidantes, lo cual lleva a las células a la muerte. (Lyon, Moreira, Moraes, Santos,
& Resende, 2011)

2.4.2 FOTOSENSIBILIZACION

La generacién de moléculas en estado excitado o activado, es decir, con exceso de energfa lo cual
provoca que estas sean mas reactivas, es denominada fotosensibilizaciéon. Dicho proceso

requiere la utilizacién de colorantes denominados sensibilizadores o fotosensibilizantes.
(Fresnadillo, 2012)
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2.4.3 ESTADOS EXCITADOS Y FOTOSENSIBILIZACION

El estado energético fundamental de cualquier molécula corresponde a su configuracién o
distribucion electrénica de menor energia. Los estados electronicamente excitados se forman
cuando estas absorben energfa, normalmente en forma de luz. (Fig. 10). En ellos, las moléculas
tienen configuraciones electronicas diferentes y mas energéticas que la del estado fundamental.

Fignra 10: Estado fundamental de una molécula y estados excitados que se forman por absorcion de energia a partir del
estado fundamental. (Fresnadillo, 2012)

Los estados excitados o activados, a diferencia del estado fundamental, presentan
configuraciones electrénicas que tienen una duracion limitada, por lo que tienden a regresar a la
configuraciéon de minima energfa del estado fundamental pasado un corto lapso. Este periodo,
que puede tener una duracién entre los picosegundos (107% s) y los milisegundos (107 s), esta
caracterizado por el tiempo de vida media (o simplemente tiempos de vida) (T), tiempo requerido
para que el nimero de moléculas excitadas caiga a una fraccién (1/e) de su valor original. El
tiempo de vida media es caracteristico de cada estado excitado y del medio que circunda a las
moléculas.

Una molécula presenta un estado energético de caracter singulete cuando sus dos electrones mas
externos se encuentran apareados, es decir, cuando tienen nimeros cuanticos de espin opuestos.
Asi mismo, una molécula presenta un estado energético de caracter triplete cuando sus dos
electrones mas externos se encuentran desapareados o paralelos, esto es, cuando tienen numeros
cuanticos de espin iguales. Normalmente, el estado fundamental de la mayoria de las moléculas
presenta un caracter singlete (Sp), mientras que los estados excitados de cualquier molécula
pueden presentar caracter singlete (S1) y/o triplete (T4). (Fig. 11)
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Figura 11: Estado fundamental singlete (80) y estados excitados singlete (S1) y triplete (82). Los simbolos (11) y (11)
representan electrones apareados y desapareados. (Fresnadillo, 2012)

Normalmente, toda molécula que absorbe un fotén de luz puede alcanzar cualquiera de sus
estados excitados. Sin embargo, las leyes de la mecanica cuantica establecen que, en ciertos casos,
la probabilidad de la absorcién de un fotén para alcanzar la excitacion es baja, e incluso puede
ser nula. Aqui es donde se recurre al proceso de fotosensibilizacion, en el cual se transfiere la
energia de excitacion electrénica de una molécula a otra.

La fotosensibilizacion supone que, mediante la absorcion de luz, se genere el estado excitado de
un colorante (fotosensibilizante), de manera que éste, durante el periodo de vida que se encuentre
excitado, sea capaz de ceder o transferir su exceso de energfa a otra molécula que se encuentre
dentro del mismo medio circundante, obteniendo asi un estado excitado de ésta. (Figs. 12, 13).
La nueva molécula excitada puede reaccionar a otras especies quimicas (QQ) que existan dentro
del medio, dando lugar a productos de reaccién, o en caso de que este no sea el caso, regresara
a su estado fundamental después de liberar su exceso de energfa (AE) en el medio circundante
(la energia puede liberarse en forma de fluorescencia, fosforescencia y en menor proporcion
como calor). (Fresnadillo, 2012).

Figura 12: Representacion del proceso de fotosensibilizacion para un fotosensibilizante (Sens). Estados excitados (%).
(Fresnadille, 2012)
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Fignra 13: Diagrama de Jablonski sobre la excitacion triplete(Espinosa Texis, Vagquez Cruz, Sanchez Alonso, Péreg
Munive, & Larviba Calle, 2015)

2.4.4 FOTOSENSIBILIZANTES

Los fotosensibilizantes son colorantes con la capacidad de absorber energfa luminosa y
transferirla a otra molécula. Un fotosensibilizante efectivo deberfa ser altamente lipofilico, con
minima o ninguna toxicidad en oscuridad, bajo potencial mutagénico y alta estabilidad quimica.
Deben tener la habilidad para acumularse preferentemente en el tejido o célula blanco y ser
rapidamente eliminados para prevenir fotosensibilizaciéon prolongada. Usualmente se ocupan
ftalocianinas, porfirinas y otros. (Tabla 1) (Moan, 1990)

Tabla 1: Fotosensibilizantes empleados de forma clinica y experimental en Terapia Fotodindmica.(Robledo, 2014)

- Cloroaluminumtetrasulfophtalocianina
- Cinc II phtalocianina
Ftaloacininas

- Silicona naphtalocianina

- Aluminum sulfonado phtalocianina

- Monoaspartilclorina es (MACE)
- Diaspartir clorina e (DACE)

Derivados de - N-aspartil-clorina es (Npe6)

lorina . . . . .
Clo - Anadil-clorin es sodium bacterioclorina a

- Clorin e monoetileno acido diamino-monohidroclérico

- Detivado anilo monodcido A de Benzopotfirina (BPD-MA; Verteporfin®)
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- Tin etiopurpurin

- Meso-tetra (hidroxifenil)-clorina (Termopotfina, m-THPC; Foscan®)

Potficenos

- 9-Acetoxi-2, 7, 12, 17-tetra-N-propilporficeno

- 2-Hidroxietil-7, 12, 17-tris (metoxietil) porficeno

- 23-Carboxi-24-metoxicarbonilbenzol [2,3]-7, 12, 17-tris (metoxietil) porficeno

- Bis-hidroxietil-7, 12-di-N-propilporficeno

Porfirinas

- Detivado de la hematopotfirina: Fotofrin® y sus detivados denominados
Photoheme y Photosan

- Dihematopotfirin éster/éter

- Porfimero sodico

- Tetrasodio-meso-tetrafenilporfirinsulfonato
- Metalotetra-azaporfirina

- 5,20-bis(4-sulfofenil)-10, 15-bis(2-metoxi-4-sulfofenil)-21-tioporfirina(21-
tiaporfirina)

Precursores de

- Acido 5-aminolevulinico

Porfirinas i . . . . o
- Acido 5-aminolevulinico-metil, -propil, -etiléster
Feoforbides Feoforbide a, bactetiofeoforbide
- Fluoresceinas (fluorescencia sédica, tetrabromfluoresceina-eosina); Antracenos
(antraquinona, acridina naranja, amarilla); Hipericina; Furocumarinas (5-, 8-
o metoxipsolarenos); Derivados de clorofila; Purpurinas (metalopurpurina, tin-
tros

etiopurpurina SnET?2); Fenotiazinas; Azul, violeta o verde de metileno;

Hipocrelina; Rosa de bengala; Tetraclorosalicilinalida, Verding; Rhodamina 123,

Lutetium texafirinas (Lu-Tex).
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Actualmente se evalian nuevos compuestos naturales con propiedades fotosensibles. Los
trabajos de (LN, y otros, 2011)donde se ve la susceptibilidad de Candida hacia un pigmento
denominado curcumina que es fotosensible a los 408-430 nm de longitud de onda extraida de la
planta Curcuma longa es un ejemplo de ello.

Es importante mencionar que, aunque hay un numero significativo de compuestos
fotosensibilizantes, solo unos cuantos han sido aprobados para su uso en seres humanos.
(Mazzocco, Garcfa, & Juan, 2015)

2.4.5 DOSIS DE LUZ

La cantidad de luz que se aplica en la PDT 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 que pueden llegar a ser perjudiciales.

La dosis de luz es igual a la cantidad de energfa 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 J/cm?) es igual al flujo radiante de la fuente (W) por el
tiempo de la sesion (s) entre la superficie radiada (cm?). La férmula es la siguiente:

Dosis de luz (]/sz) _ Potencia (W) por Tiempo (s) (1)

Area de la superficie (cm?2) ~*°

Con un simple despeje en (1), se puede obtener la férmula de cuanto tiempo se necesita radiar
una superficie para poder obtener una dosis de luz definida. (Rodriguez Martin, 2001)
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2.4.6 DOSIS DE COLORANTE (FOTOSENSIBILIZANTE)

La dosis utilizada en las pruebas de terapia fotodindmica es de 40 uM de azul de metileno,
obtenida de una soluciéon PBS con 200 uM del colorante. Esta solucion se obtiene a partir de la
férmula de molaridad y el peso molecular del azul de metileno que es 319.85 g/mol.

Esta solucion madre se diluye de 1:5 y de ese modo se obtienen 40 uM que al combinarse en los
experimentos con la muestra de hongo en 50 micro litros cada uno, esta se diluye a 20 uM.
(Spezzia Mazzoco, Torres Hurtado, Ramirez San Juan, & Ramos Garcia, 2010)

2.47 MUERTE CELULAR

Para que la célula pueda mantenerse viva en el medio en que habita, debe permanecer en
constante estado de homeostasis, produciendo de esta manera una respuesta adaptativa, la cual
varfa segun el tipo, la agresividad o la duracion del agente causal de algun estimulo. Dentro de
las respuestas que este puede producir se encuentran la adaptacion o la lesién celular, que
posteriormente puede ocasionar la muerte de la célula.

La lesion celular, puede ser de dos tipos: reversible, en la cual la célula puede recobrar su
integridad estructural y funcional una vez retirado el agente agresor (autofagia); e irreversible, en
la cual la célula no logra producir una reparacion, por lo tanto este proceso deriva en muerte
celular, que se produce por: necrosis resultante de una agresion aguda y la apoptosis o muerte
celular programada, realizada por agentes inmunitarios propios del organismo. (Flores, 2014)
Estas pueden tener un agente causal comun o en ocasiones la apoptosis suele evolucionar a
necrosis y la muerte celular en el proceso de autofagia puede presentar muchas de las
caracteristicas de la apoptosis. (Dubin & Stoppani, 2000)

2.4.8 APOPTOSIS

La apoptosis o muerte celular programada, es un proceso en el que se eliminan células
innecesarias para el organismo. Dicho proceso se encuentra regulado por el sistema inmunitario
y las citoquinas del organismo.

El proceso consiste en una disminucién gradual del citoplasma en la célula, a su vez se produce
una condensaciéon del nucleo, se genera una salida de electrolitos con posterior pérdida de
tamafo de la célula, el reticulo endoplasmico liso forma pequefias membranas llamadas cuerpos
apoptosicos, los cuales a su vez son digeridos ya sea por células cercanas o por macréfagos sin
producir ningin proceso inflamatorio, esto debido a que se mantienen factores que siguen
siendo identificados como propios del organismo. (Fig. 14)
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Figura 14: Proceso de Apoptosis en la célula.(Ormaza, 2015)

En el proceso de apoptosis se encuentran las siguientes estructuras:
> Receptores de muerte: Estas se encargan de transmitir sefiales de apoptosis.

> Proteinas Bc 1-2: Familia de proteinas relacionadas con la respuesta apoptosica, algunas
de estas son proapoptosicas a diferencia de otras que son antiapoptosicas; las apoptoticas
pueden actuar como sensores de dafo celular.

> Proteina P53: Esta proteina es la que se encarga de ejecutar la apoptosis en respuesta a
agentes que danan el ADN.

> Caspasas: Son las principales proteinas responsables del proceso de apoptosis. (Flores,
2014)

Dentro del proceso de apoptosis se involucra la mitocondria de la célula, esta se encarga de
mantener la vida celular a través de la produccion de ATP (Adenosin Trifosfato) y provocar la
muerte por medio de la liberacion de proteinas. (Jordan, 2003)

Se sabe que la célula en ciertos ambientes genera de manera constante ROS (Reactive oxygen
species, Especies Reactivas de Oxigeno), la generaciéon excesiva de estos productos o
compuestos provoca un estrés oxidativo, dafio intracelular de moléculas y membranas. Esto
puede llevar a la apoptosis y la detencién del ciclo celular. (Toro, 2000)

2.4.9 ESPECIES REACTIVAS DE OXiGENO

Las moléculas (ROS), se forman a partir del oxigeno molecular (O,). Los ROS regulan varios
procesos celulares como produccién de hormonas, comunicacién entre células, unién de
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proteinas, por citar algunos. Sin embargo, la produccién excesiva de ROS resulta nociva para los
organismos ya que induce la muerte celular debido al estrés oxidativo generado. (Marquez, 2012)

2.4.10 NECROSIS

Este tipo de muerte celular se considera como aquel sin signos de apoptosis o autofagia. La
necrosis abarca un conjunto de cambios morfoldgicos consecuencia de una desnaturalizaciéon de
proteinas intracelulares, lo cual afecta a la digestion de enzimas por parte de la célula, derivandose
en un dafio mortal con pérdida de la membrana celular y producto de este proceso se produce
el derramamiento (extravasacion) de su contenido.(Fig. 15) Durante el proceso de necrosis la
célula suele adquirir distintos patrones de lesién que se diferencian de acuerdo a su forma de
desarrollo o morfologia. (Flores, 2014)

Figura 15: Representacion grdfica del proceso de necrosis en la célula. (Investigacion, 2014)

2.4.11 AUTOFAGIA

La autofagia es un proceso de degradacion celular en el cual los organelos son secuestrados en
una vesicula simple o de doble membrana y liberados en el interior de un organelo degradativo,
vacuola/lisosoma, pata la ruptura y reciclaje de las macromoléculas resultantes. (Fig. 16)

Este proceso es esencial para mantener la homeostasis celular, esto involucra la degradacion de
proteinas en ausencia prolongada de nutrientes como fuentes de energia y la remocion de
organelos dafiados para su posterior reposicion. (Boya, 2017)
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Figura 16: Proceso de Autofagia en la célula. (Boya, 2017)

2.4 ELEMENTOS UTILIZADOS EN LA TERAPIA FOTODINAMICA

2.41 DIODO EMISOR DE LUZ

Un LED es un componente opto electrénico pasivo y, mas concretamente, un diodo que emite
luz. (Espanola, 1952)

Son convencionalmente utilizados como fuentes luminosas aproximadamente monocromaticas,
ofreciendo las ventajas de ser compactas, durables y econémicas. (Camacho, Schmid, &
Viazquez, 2004) (Fig. 17)

Figura 17: Diodo Emisor de Luz. (Bernarde, 2014)

Un LED genera luz de una manera radicalmente diferente a otras fuentes luminosas, como
lamparas incandescentes o las lamparas fluorescentes. En los LED’s, un bajo voltaje de corriente
continua circula a través de dos capas de material semiconductor, resultando en la generacion de
fotones de un limitado rango de frecuencias. (BBC, BBC, 2015)

El color de la luz depende del material semiconductor utilizado y del tipo de dopaje que se realice
en este. Las combinaciones mas comunes incluyen InGaAIP (Indio Galio Aluminio Fosfuro),
AlGaAs (Arseniuro de Galio y Aluminio), AlGaP (Fosfuro de Aluminio y Galio). Un LED
reduce su intensidad luminosa de manera gradual con el tiempo. Aun asi, se estima que la vida
de los dispositivos LED alcanza las 50,000 horas de funcionamiento. (Greenpeace, 2008)
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2.4.2 LASER

Un laser es un dispositivo que emite luz a través de un proceso de amplificacién 6ptica basado
en la emision estimulada de radiacion electromagnética. El término “laser” se originé como un
acrénimo para “amplificacion de luz por emision estimulada de radiacion”. (Gould, 1959)
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CAPITULO III. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Parte de esta seccion fue elborada en colaboracion con el alumno Erick Ivan Barros de la Cruz
de la Licenciatura en Ingenieria en Electronica y Telecomunicaciones, quién ha realizado de igual
manera un trabajo de tesis que tiene como base la Terapia Fotodinamica.

31 PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

Un medio de cultivo es un sustrato o una solucién de nutrientes que permite el desarrollo de
microorganismos. En las condiciones de laboratorio, se debe sembrar sobre el medio de cultivo
elegido las muestras en las que los microorganismos van a crecer y multiplicarse para dar
colonias.

Para trabajar con el hongo Trichophyton mentagrophytes se realizaron medios de cultivo de agar
dextrosa sabouraud, éste se distingue por ser utilizado para el cultivo de mohos y levaduras
patogenas y no patogenas.

La preparacion del medio requirié diluir 75 gramos de agar dextrosa sabouraud en un litro de
agua destilada, se recomiendé diluir en un inicio en 500 ml ya que el volumen aumenta conforme
se agrega el agar y al final se tuvo mas de un litro de medio.

Una vez que se tuvo el medio bien disuelto se ajustd el pH de este a 5.6, esto ayuda al mejor
crecimiento de agentes fungicos e incrementa la inhibiciéon del crecimiento de bacterias que
pudiesen contaminar el cultivo. Al realizar la medicién el indicador de pH (Fig. 18) mostr6 una
cantidad menor a 5.0, entonces se tuvo que alcanzar ese valor agregando alguna solucién base
(NaOH, Hidréxido de Potasio), en el caso contratio se agregd una solucién acida (HCI, Acido
Clorhidrico) para disminuitlo.

Figura 18: Medidor de pH (Servo Vends, 2017).

Antes de vaciar el medio de cultivo este tuvo que esterilizarse, para esto se colocé en un matraz
(Fig. 19), se tap6 con papel aluminio y se coloco dentro de un autoclave. Dentro de este se
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mantuvo por 15 minutos a una presion de 15 libras durante 15 minutos. La presion debe
respetarse para no caramelizar la dextrosa del medio si se sobrepasan las 15-16 libras.

Fignra 19: A) Medjo de cultivo preparado para esterilizarse. B) Autoclave para esterilizacion. Foto en colaboracion con
Erick Ivan Barros de la Cruz.

El vaciado del medio se realizé dentro de un area esterilizada que puede ser una campana de
flujo o una superficie limpia con algunos mecheros de alcohol colocados alrededor, como en
este caso. Cada que se destapaba el matraz la boquilla debié pasarse por el fuego para
descontaminarse, el contenido se virtié en las placas de Petri hasta cubrir toda su superficie
(aprox. 25 ml). (Fig. 20) Al termino de esto, se colocaron las placas en un recipiente cerrado para
evitar que se contaminaran y esperar a que el medio se cuajase para sembrar hongo dentro de
ellas.

Fignra 20: A) Zona esterilizada por medio de mecheros de alcobol. Foto en colaboracion con Erick Ivin Barros de la
Cruzy B) Placas de Petri estériles.
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3.2 INOCULACION DE ESPORAS EN MEDIOS DE CULTIVO.

Una vez que se tuvieron las placas de Petri con medio de cultivo se procedié a sembrar dentro
de ellas las esporas del hongo que vamos a ocupar para la PDT. Este proceso se realizé dentro
de un area estéril por medio de mecheros para evitar que, si llegaran a volar esporas, estas no
contaminaran el area adyacente o las mismas placas.

Por medio de un instrumento llamado asa se tomaron las esporas, antes que nada, se quemo la
punta de esta en un mechero para eliminar cualquier contaminante presente en ella. Para enfriar
el asa y no matar las esporas basté con sumergirla un poco en el medio de cultivo. El hongo se
encuentra mas activo en la parte mas externa (debido a su crecimiento radial), o micelio, de ah{
se tomo la muestra y se trasladé con cuidado a la placa de Petri; es posible colocarlas de dos
maneras: estrias o por puncion, en esta tesis utilizamos la forma estriada. Al terminar de sembrar
se quemo una vez mas el asa para evitar contaminar y guarde las placas de Petri al interior de un
horno con temperatura de 30° centigrados cubierto por completo para evitar el paso de luz. Esto
ultimo ayuda al mejor crecimiento de las cepas, ocurriendo esto en aproximadamente 14 dias
para que estas maduren. (Fig. 21)

Fignra 21: A) Placa de Petri con cepa de hongo para recoleccion de esporas; B) Placa de Petri con medio de cultivo para
siembra de esporas.
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3.3 RECOLECCION DE MUESTRA PARA APLICACION DE PDT

La realizacion de una prueba de PDT requirié tomar una muestra de hongo proveniente de las
cepas que se sembraron en el medio de cultivo. Para la realizacion de esto se tomo una placa con
hongo de 14 dias de crecimiento y por medio de una pipeta Accumax PRO (Fig. 22) se agregaron
10 mililitros de soluciéon PBS (solucién buffer de fosfatos)(esta solucion se logréd al mezclar 2015
mg de NaCl (Cloruro de Sodio), 55 mg de KCI (Cloruro de Potasio), 287.5 mg de Na,HPO,
(Fostato Disédico) y KH.PO4 (Fosofato Monopotasico) en 250 ml de agua destilada,
aumentando su pH a 7.4 y puesto en el autoclave a 15 Lb por 15 min para esterilizar)
directamente sobre la placa evitando tocar el hongo con la punta (esto es para no contaminar la
solucion PBS del frasco mientras se coloca en la placa).

A B

Fignra 22: A) Pipeta Accumax PRO; B) Puntas utilizadas en la pipeta Accumax PRO

Una vez que tenemos los 10 mililitros en la placa, se procedi6 a raspar con la punta de la pipeta
toda la superficie para resuspender las esporas.

Figura 23: Papel filtro.

Acabando de raspar toda la muestra, ésta se colocé dentro de un papel filtro (Fig. 23) para captar
solamente las esporas que aun no germinan dentro de un frasco y trabajar de una mejor manera
en el microscopio. El filtro tiende a pasar de manera muy lenta el liquido a través de él asi que

se debe colocar un guante completamente estéril y apretar por fuera el filtro para ayudar a que
este proceso sea mas rapido.
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Se obtuvo una muestra del hongo deseado, pero puede que en ella se tuvieran demasiadas
esporas que podrian dificultar el conteo de colonias en los resultados después de la PDT, asi que
por medio de una camara de neubauer se hizo un conteo de las esporas que pudiesen haber
dentro de un mililitro de muestra a través de un microscopio de contraste de fase (Leica
DMI3000 B) (Fig. 25), para determinar esta cantidad lo que se hizo fue utilizar la férmula de la
camara de Neubauer asociada a los recuadros numero 3 de ésta. (Fig. 24)

Fignra 24: Division de recuadros de la camara de Nenbaner. (Celeromics, 2017).

Tomando en cuenta las caracteristicas de 4rea (mm?) y volumen (ml) de los recuadros se utiliz6
la siguiente férmula:

Area = 0,2 mm x 0,2 mm = 0,04 mm?® ... (2)
Volumen = 0,04 mm®x 0,1 mm = 4 x 10-3 mm’ = 4 x 10-6 ml... (3)

Una vez obtenida la concentracion de espora, se diluy6 hasta obtener una concentracion cercana
a5 x 10°, se prefiere esta concentracion ya que reduce significativamente la cantidad de colonias
que lleguen a crecer dentro de las placas Petri, puesto que se tenfan 6.57 x10° esporas por ml se
propuso que se dividiera entre 20 dando como resultado 3.3 x10°. Esto dio la pauta a que por
cada tanto que se pusiera de la muestra con esporas se necesitarfan 19 tantos mas de solucion
PBS. Conociendo lo anterior, se tomaron 100 ul de la muestra y 1900 pl de PBS los cuales se
colocaron en un frasco y se revolvieron para lograr diluir nuestra muestra. Ademas, de que es
necesario que todos los experimentos se realicen a la misma concentracion.
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Fignra 25: A) Cdmara de Neubaner; B) Microscopio de Contraste de Fase 1.eica DMI3000B.

3.4 TRATAMIENTO CON TERAPIA FOTODINAMICA

La muestra diluida que se obtuvo de la cepa se colocé junto con una soluciéon de azul de metileno
con una concentracion de 40 uM dentro de una microplaca de 96 pozos (Fig. 26), en una cantidad
de 50 microlitros por cada uno. A continuacion, se procedio a colocar la placa en incubacion

durante 30 minutos a 30° C, esto para que el fotosensibilizante penetre en las células del hongo.

Fignra 26: Microplaca de 96 pozos.

Una vez incubado el hongo, este se irradié en la microplaca durante cierto tiempo dependiendo
de la cantidad de luz que quiera dosificarse a la muestra por medio de un laser He-Ne de luz roja
(633 nm de longitud de onda) a una potencia de 17 mW de la marca Uniphase.

Para la realizacion de las irradiaciones se hizo un arreglo con el laser, un espejo para desviar el
haz de luz hacia la microplaca, un objetivo de microscopio 10x para hacer mas grande el haz de
luz y que este abarcara por completo cada pozo de la microplaca, también se incluyé un mechero
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de alcohol para mantener el area libre de contaminacion y por tltimo, se colocé alrededor de los
pozos con muestra tinta china para que al momento de irradiar no se afectaran las muestras
adyacentes con la luz del laser. (Fig. 27)

Para los experimentos a realizar en relacion con la dosis letal media (LD50) se utilizaron
diferentes cantidades de luz para irradiar la muestra de hongo, las cuales fueron desde 10 J/cm®
hasta 100 J/cm® aumentando la cantidad de luz en 10 J por cada expetimento.

Figura 27: A) Espejo; B) Obyjetivo de Microscopio; C) Microplaca con muestra; D) Mechero de alcobol; E) Ldser He-
Ne Uniphase. Foto en Colaboraciin con Erick Ivin Barros de la Cruz.

Por dltimo, se inocularon las muestras en placas de Petri estériles, que en un lapso de 3 a 4 dias
permitieron ver los resultados del tratamiento. De igual manera se inocul6 una muestra de hongo
sin tratamiento como control para efectos comparativos.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 RESULTADOS DE APLICACION DE PDT CON DISPOSITIVO LASER

A continuacién, se muestran los resultados que se obtuvieron en las placas de Petri luego de un
lapso de 3 a 4 dias de incubacién a 30° C. (Fig. 28-38)

Figura 28: Cultivo de Hongo Microsporum canis sin Figura 30: Cultivo de Hongo Microsporum Canis
tratamiento de PD'T. irradiado por ldser de 633nm a una cantidad de 20
J/ eni?.
Fignra 29: Cultivo de Hongo Microsporum Canis Figura 31: Cultivo de Hongo Microspornm Canis
irradiado por laser de 633nm a una cantidad de 10 irradiado por laser de 633nm a una cantidad de 30
J/ en?. J/en.
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Fignra 32: Cultivo de Hongo Microsporum Canis Figura 34:. Cultivo de Hongo Microspornm Canis

irradiado por laser de 633nm a una cantidad de 40 irradiado por laser de 633nm a una cantidad de 60
]/ en2. J/ eni?.

Figura 33: Cultivo de Hongo Microsporum Canis Figura 35: Cultivo de Hongo Microspornm Canis

irradiado por ldser de 633nm a una cantidad de 50 irradiado por laser de 633nm a nna cantidad de 70
]/ ont?. J/en.
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Figura 36: Cultivo de Hongo Microsporum Canis irradiado por liser de 633nm a una cantidad de 80 ]/ cn.

Figura 37: Cultivo de Hongo Microsporum Canis irradiado por laser de 633nm a una cantidad de 90 ]/ cn.

Figura 38: Cultivo de Hongo Microsporum Canis irradiado por laser de 633nm a una cantidad de 100 ]/ cn.
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4.2 CONTEO DE COLONIAS POSTERIOR A TERAPIA FOTODINAMICA (LD50)

Una vez que se realizaron cada una de las radiaciones con diferentes cantidades de luz las placas se
incubaron por 3 dias y se procedi6 a realizar el conteo de las colonias en cada placa de Petri. Este
procedimiento trata de tomar la placa de Petri de manera que la luz de una lampara pase a través de
ella haciendo que pequefios puntos blancos (colonias) puedan verse. Luego de esto se marca cada una
de las colonias para no contarla al doble, si la placa cuenta con demasiadas colonias y estas se
encuentran esparcidas de forma uniforme en la superficie del agar, se puede contar la mitad de la placa
y al final multiplicarla esta cantidad por dos.

A continuacion, se muestra una tabla en la que se han registrado los datos anteriores incluyendo la luz
radiada, la cantidad de colonias en las placas Petri y el porcentaje de colonias de cada tratamiento
respecto al control del hongo (placa sin tratamiento de PDT).

Tabla 2: Conteo de colonias en placas de Petri y su porcentaje respecto a la placa sin tratamiento de

PDT
Sepa Trataca Microsporum Canis (Op 6) Conteo de Conirol de Hongo
Dosisdeliz |CFUPiacal |[CFUPiaca2 |Promedio | Porcentaje de acuerdo al control de hongo
10Jem2 20 &0 &5 7620%
20 Jom2 3 318 T8 21%%
30 Jem2 % 2 85 710%
0Jom2 2 1 15 01%% 0
80 Jom2 3 0 15 01%%
70 Jom2 4 1 25 021%
80 Jom2 0 0 0 000
%0 Jom2 0 0 0 000%
100Jcm2 0 0 0 000

Tomando en cuenta la tabla anterior se puede estimar la dosis letal media de luz que se debe dosificar
para eliminar el 50% del hongo, graficando la dosis de luz contra el porcentaje de hongo que quedaba
en las placas después del tratamiento. (Fig. 39)
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Inactivacion de esporas
90.00%

80.00%

76.20%
70.00%
60.00%
50.00%

40.00%

30.00% 29.13%
20.00%

10.00%

10J/em2  20]/cm2  30J/ecm2  40]/cm2  60J/cm2  70]/cm2  80J/cm2 90 J/cm2 100 J/cm2
Cantidad de Luz Irradiada

7.10% \0.12% 0.12% 0.21% 0.00% 0.00%  0.00%

Porcentaje de acuerdo al Control del Hongo

Figura 39: Grdfico que representa la inactivacion de esporas conforme a la cantidad de luz, irradiada.

Si se observa atentamente el grafico y se hace una extrapolacion, aproximadamente se esta eliminando
el 50% de las esporas con 16 J/cm® de luz con una concentracién de 40 uM de fotosensibilizante.

4.3 PRUEBA EN TERAPIA FOTODINAMICA UTILIZANDO LOS DIODOS
EMISORES DE LUZ

Antes de disefar un dispositivo para terapia fotodinamica a partir del diodo emisor de luz en
sustitucion del laser, se hicieron algunas pruebas para saber si éste era factible para la terapia
fotodinamica.

En primera instancia se intentaron utilizar LED’s convencionales (superflux o tipo pirafia) (Fig. 40),

ya que son de los mas baratos en el mercado.

Figura 40: LED Superflux: (tipo piraiia).
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En primer lugar, hubo que medir la intensidad luminosa de estos LED’s ya que si esta es mucho menor
que la potencia que entrega el laser no resultarfa factible su utilizacion para el disefio del dispositivo.
Por medio de un luxémetro (Fig. 41) es que se logré medir la potencia luminosa en Watts que entrega
cada LED. En este caso la potencia luminosa que se midi6 en cada LED superflux fue de 0.26 mW,
por lo tanto, si se toma en cuenta que el laser utilizado en los experimentos anteriores entrega una
potencia de 17 mW concluimos que este tipo de LED’s no es factible para su uso en la terapia
fotodinamica. Si se tratara una muestra con este tipo de LED’s tendriamos que irradiarla por
aproximadamente 3 horas.

Fignra 41: A) Detector del Luxcometro; B) Fotodetector; C) LLED. Foto en colaboracidn con Erick Ivin Barros de la Cruz,

Entonces, lo que se pensé para solucionar este problema de falta de luminosidad fue usar LED’s de
alta potencia (Fig. 42). Este tipo de dispositivos tienen un disefio mas completo y debido a esto brindan
una mayor luminosidad, en la medicién con el luxémetro se obtuvieron 25.1 mW. El uso mas comin
de estos LED’s se aprecia comunmente en presentaciones exteriores arquitectonicas para brindar
efectos de color. El precio de estos LED’s definitivamente no es igual o menor que el de los anteriores,
pero, si es considerablemente mas barato que un laser. Estos LED’s se encuentran con un valor

aproximado de $50.°° pesos mexicanos cada uno.
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Figura 42: 1.LED de alta potencia.

Lo que se hizo a continuacion fue disefiar un circuito con LED’s de potencia (Fig. 43-44) para realizar
pruebas en el laboratorio y tener asi una prueba concreta de que en realidad son factibles para la terapia
fotodinamica. Lo primero que se hizo fue una simulacién del circuito.

TR1

D21
LED-RED

D14 D22

LED-RED LED-RED

BRIDGE

TRAN-2F28

D15 D23

LED-RED LED-RED

D24

LED-RED

Figura 43: A) Diagrama de circuito de LLEDs en serie interconectados al driver. Foto en colaboraciin con Erick lvin Barros de

la Crug

Figura 44: Circuito de LED's fisico. Foto en colaboracion con Erick Ivan Barros de la Crug.
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Para la alimentacién de estos LED’s que necesitan cada uno de 2-2.6V para encender se utilizé un
driver, el cual se encarga de administrar una corriente estable al circuito (300mA aproximadamente),
ya que, si esta corriente varfa, entonces la potencia luminosa también lo harfa. Ya que los LED’s no
trabajan con corriente alterna sino con corriente continua, el driver transforma la tension adaptandola
al voltaje que se necesita y la corriente de alterna a continua para alimentar correctamente el circuito.

Ahora lo que se prosigui6é a realizar fueron pruebas en muestras de hongo, esta vez #ichophyton
mentagrophytes y el experimento fue por medio de repeticiones de irradiacién. Lo anterior consiste en
realizar una irradiacién con cierta cantidad de luz sobre la muestra y después de poner a incubar esta
muestra por media hora a 30° C para después volver a irradiar con la misma cantidad de luz las veces
que se consideren necesarias. Las pruebas realizadas con el dispositivo LED fueron de Control de Luz
(sin colorante) a 20 J/cm? 5 J/cm® ambas con 2 y 3 repeticiones.

En la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos del conteo de esporas en las muestras de
hongo tratadas después de 2 a 3 dfas de incubacién. Se incluyen los conteos de Control de luz, de las
muestras tratadas con Terapia Fotodinamica y el Control de hongo. Este tltimo no fue tratado de
ninguna forma y se utilizé solo como referencia.

Tabla 3: Conteo de Colonias en terapia fotodinamica con LED’s

Contea de Colonias (Op 2) FECHA
Tipo de Control Cantidad de Luz Irradiada
20 Jem2 5Jem2
2Rep. 3Rep. 2Rep. 3Rep. )
Contral de Luz T80 48 150 Fe3 07-ul-17
FoT 7 ® 1046 T
SinIrradiacién de Luz
Control de Hongo 2196

Se analizaron los datos y se aprecié claramente como la Terapia Fotodinamica aplicada por medio de
un dispositivo LED funciona de manera aceptable. Como se ve en la tabla anterior, la muestra que no
fue tratada de ninguna manera tuvo un conteo de colonias de 2196 unidades; los mejores resultados
obtenidos con el tratamiento de Terapia Fotodindmica a 20 J/cm® con 2 repeticiones y 5 J/cm* con 3
repeticiones presentaron 11 y 14 UFC; se inactivaron las esporas del hongo en un 99.37% y en un
99.5% respectivamente.

En los resultados que se obtuvieron en la estimacion de la dosis letal media con el dispositivo laser, el
mas acercado a los obtenidos con el dispositivo LED fue la irradiacién con 70 ] /cm®dejando 4 colonias
de 1160 unidades que tuvo su Control de Hongo, eliminando en un 99.79% el hongo.

Ahora, si se analiza esto en cuestiones del tiempo se tiene que cada irradiacion tarda:

- 5]J/cm* 1 min. 4 s. rad. x 3 rep + 1hr 30 min de incubacién = 1 hr 33 min 12 s.
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- 20]J/cm* 4 min 14 s. rad. x 2 rep. + 1 hr de incubacién = 1 hr. 8 min. 28 s.
- 70 J/cm* 22 min rad. x 1 rep. + 30 min incubacién = 52 min. (laser)
Para dosis letal media:
16 J/cm® (laser): 5 min 1 s rad + 30 min incubacién = 35 min 1 s.

16 J/cm® (LED): 3 min 25 s rad + 30 min incubacién = 33 min 25 s.

Se observa que de entre las irradiaciones con LED’s si hay una diferencia considerable de tiempo al
final del tratamiento, por lo tanto, serfa mis beneficioso utilizar los 20 | /cm® en 2 repeticiones a pesar
de que es mayor tiempo de irradiacién. Después de esto se aprecia que ahora el tratamiento realizado
con el dispositivo laser con 70 J/cm® de luz abarca un tiempo de solo 52 minutos. La diferencia de
tiempo con el dispositivo LED a 20 J/cm® no es muy grande y siendo asi el uso de este es muy viable.
Se puede notar como con una sola exposicién con el dispositivo se tarda mucho menos que con un
laset, lo cual reduce la invasividad del tratamiento en cuanto a la densidad de luz irradiada, reduciendo
al minimo posibles efectos secundarios en personas sensibles.

Ahora bien si analizamos los datos para una misma cantidad de luz en ambos dispositivos basados en
la dosis letal media antes calculada tenemos que el tiempo de radiacion se reduce de 5 min 1 s a 3 min
25 s, representando una disminucién de tiempo de aproximadamente el 32%.

La figura 45 representa las placas de Petri que se irradiaron para las pruebas anteriores. En primera se
observa la placa que contiene el Control de Hongo sin ningin tratamiento seguida de las pruebas que
se realizaron con 5y 20 ] /cm®. Como se aprecia el tratamiento funciona con el dispositivo LED como
se habia mencionado anteriormente.
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Figura 45: A) Control de Hongo (referencia); B) Muestra tratada a 5 ]/ cni? con 2 repeticiones; C) Muestra tratada a 5 ]/ cm?
con 3 repeticiones; D) Muestra tratada a 20 ]/ cn? con 2 repeticiones. Foto en colaboracion con Erick Ivan Barros de la Cruz.
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CONCLUSIONES

- Se obtuvo a partir de experimentos realizados con el dispositivo laser que la dosis letal media
para muestras de Microsporum Canis y Trichophyton Mentagrophytes, es de aproximadamente 16
J/em2 con azul de metileno como fotosensibilizante a una concentracién de 40 pM.

- Se logré apreciar la optimizacion de la terapia fotodinamica en hongos dermatofitos siendo el
uso del LED mucho mas viable que el laser al realizar la comparacién de los tiempos de terapia
para la dosis letal media entre ambos, obteniendo una reduccién de tiempo de irradiacion del
32%.

TRABAJO FUTURO

Un dispositivo sencillo ha podido realizar un gran cambio en un ambito de salud y eso resulta bastante
importante ya que de esta manera mas personas podran acercarse a estos métodos nuevos para tratar
multiples afecciones. La creacion de un dispositivo dirigido hacia la terapia in vivo serfa un gran avance
en el futuro, con LED’s aun mas pequefios que permitiesen la flexibilidad del mismo para adaptarse a
los tejidos a tratar dependiendo de la afeccion. Es vital seguir haciendo investigaciones de este tipo,
para mejorar en la ciencia, pero también para ayudarnos como seres humanos.
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GLOSARIO

Adenosin trifosfato: Es un nucleétido fundamental en la obtencién de energfa celular.
Agua destilada: Es aquella a la que se le han eliminado las impurezas e iones mediante destilacion.

Apoptosis: Es una via de destruccién 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.

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.

Citoquinas: Son los agentes responsables de la comunicacion intercelular, proteinas que regulan la

funcién de las células que las producen sobre otros tipos celulares.

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

cooperativas.

Desnaturalizacion: Cambio estructural de las proteinas o acidos nucleicos, donde pierden su

estructura nativa y su éptimo funcionamiento.

Distribucion electronica: Indica la manera en la cual los electrones se estructuran o se modifican en

un atomo de acuerdo con el modelo de capas electronicas.

Dopaje: Proceso intencional de agregar impurezas en un semiconductor extremadamente puro
(intrinseco) con el fin de cambiar sus propiedades eléctricas.

Epoxi: Una resina epoxi o poliepoxido es un polimero termoestable que se endurece cuando se mezcla
con un agente catalizador o endurecedor.

Especies Reactivas de Oxigeno (ROS): Son un producto secundario frecuente de multitud de vias
de obtencion de energfa y para el metabolismo de nutrientes.
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Fotosensibilizante: Agente que tiene una respuesta exagerada a la luz. Este reacciona de manera
distinta con diferentes longitudes de onda.

Hifa: Red de filamentos cilindricos que conforman la estructura del cuerpo de los hongos

multicelulares.

Homeostasis: Conjunto de fenémenos de autorregulacién, conducentes al mantenimiento de una
relativa constancia en la composicion y las propiedades del medio interno de un organismo.

Hongos dermatofitos: Son hongos filamentosos que afectan a la epidermis y anejos cutaneos. La
principal caracteristica de ellos es que invaden las capas superficiales queratinizadas de la piel, pelos y

unas.
Irradiar: Despedir o emitir radiaciones luminosas, térmicas, magnéticas, etc.

LED: Un LED (del acrénimo inglés LED, light-emitting diode: ‘diodo emisor de luz’) es un

componente optoelectronico pasivo y, mas concretamente, un diodo que emite luz.
Lipofilico: Capaz de disolver lipidos, ser disuelto en ellos o absorbetlos.
Lipéfilo: Que tiene tendencia a combinarse con los lipidos.

Macroéfagos: Los macréfagos son un tipo de glébulo blanco que se comen el material extrafio en el

cuerpo.

Macromolécula: Es una molécula de alto peso molecular conformada por subunidades mas pequefias

como lo pueden ser acidos nucleicos, proteinas o carbohidratos.

Medio de cultivo: Un medio de cultivo es una técnica de laboratorio que consta de un gel o una
solucién que contiene los nutrientes necesarios para permitir, en condiciones favorables de pH y
temperatura, el crecimiento de virus, microorganismos, células, tejidos vegetales o incluso pequefias

plantas.
Micelio: El micelio es la masa de hifas que constituye el cuerpo vegetativo de un hongo.

Necrosis: Es el patron morfoldgico de la muerte patoldgica 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 curat.

Nucleotidos: Los nucledtidos son un tipo de biomoléculas formadas por la unién de una base

nitrogenada, una pentosa y una molécula de 4cido fosforico.
Oncosis: Muerte celular accidental con hinchamiento.

pH: Coeficiente que indica el grado de acidez o basicidad de una solucién acuosa.
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Pipeta: Tubo de vidrio, generalmente graduado y mas ancho por la parte central, usado en los
laboratorios para transvasar pequefias porciones de liquido

Solucién PBS: Es una solucion tampoén o buffer empleada en la investigacion bioldgica, bioquimica
y de inmunologia diagnostica. Es una solucién acuosa y salina que contiene cloruro sédico, fosfato
sodico, cloruro de potasio y fosfato de potasio.
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