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Abreviaturas

0, : oxigeno singlete

%0, : oxigeno triplete

'TMPyP,: singlete en estado fundamental de la TMPyP
'TMPyP;: singlete excitado de la TMPyP

*Hip: hipericina triplete

*TMPyP;: triplete de la TMPyP

ADN: acido desoxirribonucleico

Aire

1. tiempo de vida media en solucién saturada de aire
Alrs: tiempo de vida media en solucién saturada de argén
ATCC: American Type Culture Collection

BCA: 4cido bicinconinico

BSA: albumina de suero bobino

CAT: catalasa

CECT: coleccion espafiola de cultivos tipo

CES: cruce entre sistemas

Cuip: concentracion de hipericina

CMI: concentracion minima ihibitoria

Cnme: concentracion de NMB

Crs: concentracion del fotosensibilizador

CTG: CellTracker Green®

Crmpye: cONcentracion de TMPyP

DAPI: 4',6-diamidino-2-fenilindol dihidrocloruro

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMMB: dimethylmethylene blue

DMSO: dimetil sulféxido

DO: densidad 6ptica

DOgoo: densidad éptica medida a 600 nm
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Sumario

Se ha evaluado mediante estudios in vitro la viabilidad de la terapia fotodinamica
antifingica para el tratamiento clinico de infecciones causadas por las especies
fungicas patégenas Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida krusei y
Trichophyton mentagrophytes. El objetivo es optimizar esta técnica para proporcionar
una alternativa a los farmacos antifungicos usados en los tratamientos clasicos
actuales y erradicar asi las micosis superficiales. Se ha evaluado la capacidad
citotoxica de tres fotosensibilizadores con propiedades fotoquimicas distintas, la
hipericina, la 5,10,15,20-tetraquis(N-metil-4-piridil)-21H,23H-porfina y el cloruro de 3,7-
Bis(etilamino)-2,8-dimetilfenotiacina-5-io, induciendo todos la inactivacién celular sobre
las distintas especies fungicas. Para evaluar si la técnica produce dafios significativos
sobre las células epidérmicas humanas se han realizado estudios sobre queratinocitos

y fibroblastos humanos.

Se han evaluado los mecanismos de accién de los tres fotosensibilizadores
mediante estudios espectroscopicos y cinéticos de formacion y desaparicion de sus
estados excitados y oxigeno singlete. En el caso de la hipericina también se han
descrito los intermedios que se forman al irradiar, caracterizandose la accesibilidad de

los tripletes al oxigeno.
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Sumari

S'ha avaluat mitjancant estudis in vitro la viabilitat de la terapia fotodinamica
antifingica per al tractament clinic d'infeccions causades per les espécies fungiques
patdogenes Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida krusei i Trichophyton
mentagrophytes. L'objectiu és optimitzar aquesta tecnica per proporcionar una
alternativa als farmacs antifangics utilitzats en els tractaments classics actuals i
eradicar aixi les micosis superficials. S'ha avaluat la capacitat citotoxica de tres
fotosensibilitzadors amb propietats fotoquimiques diferents, la hipericina, la 5,10,15,20-
tetraquis(N-metil-4-piridil)-21H,23H-porfina i el clorur de 3,7-Bis(etilamino)-2,8-
dimetilfenotiacina-5-io, induint tots la inactivacio cel.lular sobre les diferents espécies
fungiques. Per avaluar si la técnica produeix danys significatius sobre les cél.lules

epidérmiques humanes s'han realitzat estudis sobre queratinocits i fibroblasts humans.

S'han avaluat els mecanismes d'accié dels tres fotosensibilitzadors mitjancant
estudis espectroscopics i cinétics de formacié i desaparicié dels seus estats excitats i
oxigen singlet. En el cas de I'hipericina també s'han descrit els intermedis que es

formen en irradiar, caracteritzant l'accessibilitat dels triplets a l'oxigen.
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Abstract

Has been evaluated by in vitro viability studies of photodynamic therapy for
clinical fungal infections caused by pathogenic fungal species Candida albicans,
Candida parapsilosis, Candida krusei and Trichophyton mentagrophytes. The goal is to
optimize this technique to provide an alternative to the antifungal drugs used in current
classical treatments and thus eliminate superficial mycoses. We assessed the cytotoxic
capacity of three photosensitizers with different photochemical properties, the
hypericin, 5,10,15,20-tetrakis(N-methyl-4-pyridyl)-21H,23H-porphine and 3,7-
Bis(ethylamino)-2,8-dimethylphenothiazin-5-ium chloride, inducing all cell inactivation
on different fungal species. To assess if the technique produces significant damage to

human epidermal cells, studies with human fibroblasts and keratinocytes were carried.

We evaluated the mechanisms of action of the three photosensitisers by
spectroscopic and kinetic studies of formation and disappearance of excited states and
singlet oxygen. In the case of hypericin have also been described intermediates formed

by irradiating, characterized accessibility of triplet oxygen.
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1.1 Infecciones fungicas

1.1.1 Definicién

Las micosis, superficiales o profundas, es el término general que se utiliza para
denominar las infecciones fungicas producidas por los hongos, organismos saprofitos
0 parasitos naturales con capacidad patégena frente al hombre. Las micosis
superficiales, de localizaciéon cutanea y/o mucosa, es una de las enfermedades mas
comunes en humanos, y con menos incidencia, las infecciones sistémicas graves
causadas por estos microrganismos [1]. Estas enfermedades estan provocadas por
algunas especies de hongos patégenas o con la capacidad de convertirse en
patégenas, situacion que se da cuando el individuo estd bajo la influencia de
determinados factores de riesgo, como el uso prolongado de ciertos tipos de farmacos,
como antibiéticos de amplio espectro, si padece algun tipo de enfermedad (diabetes
mellitus, el SIDA, cancer, etc.), la depresion de las funciones fagociticas o cuando se
dan alteraciones locales del sistema gastrointestinal [2,3]. Se trata de infecciones
frecuentes que tienen una elevada repercusion social debido a los problemas estéticos

gque ocasionan, las molestias que provocan o bien a su capacidad de contagio.

1.1.2  Tipos de micosis superficiales
1.1.2.1 Dermatofitosis

Son infecciones cutaneas producidas por dermatofitos, hongos patégenos del
tipo queratinofilico y del género anamorfo Trichophyton, Microsporum o
Epidermophyton. Estos hongos filamentosos invaden tejidos queratinizados como la
piel, ufias y pelo debido a que poseen una enzima, la queratinasa, que les permite
degradar este tipo de tejidos y utilizarlos como nutrientes. Las condiciones Optimas

para que estos hongos parasiten un tejido y desarrollen una infeccion se dan cuando
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aumenta la temperatura y la humedad, asi como si se produce maceracion u oclusion

cutanea como ocurre en los pies o los pliegues corporales.

En la Tabla 1.1 se detallan las dermatofitosis (tifias) tal y como se clasifican
clinicamente segun el tipo de tejido que coloniza el dermatofito, ya que en funcion de
la especie presentan queratinasas especificas que tienen capacidad de invadir los

tejidos especificos queratinizados de las diferentes estructuras colonizables [4].

Tabla 1.1 Clasificacion de las dermatofitosis en funcién de la zona

infectada
Tipo de tifia Zona Infectada
Tinea pedis Pies
Tinea cruris Ingles
Tinea capitis cuero cabelludo
Tinea corporis Cuerpo
Tinea unguium Uhas
Tinea manuum Manos
Tinea barbae Barba
Tinea faciei Cara
Tifla de la piel lampifia Cuerpo sin pelo

La respuesta inmunoldgica frente al hongo provoca en el huésped un proceso
inflamatorio, generando lesiones cutaneas que se extienden gradualmente hasta

inducir un cuadro descamativo, o ampolloso si se trata de una infeccion aguda.
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1.1.2.2 Candidiasis

Las candidiasis cutdneas, mucosas o sistémicas, son infecciones producidas por
especies de hongos sapréfitos del género Candida. De las mas de cien
documentadas, las especies saprdéfitas que pasan a ser patdgenas con potencial para
producir candidiasis son: C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis, C. glabrata,
C. tropicalis, C. kefyr, C .lusitaniae, C. dubliniensis, C. guillermondii, C. rugosa y C.
famata [5]. En un individuo sano viven como huéspedes en las membranas mucosas
de la boca, la garganta, el tracto digestivo y la piel. Sin embargo, estas especies
desarrollan su virulencia y causan lesiones en las mucosas, infecciones cutaneas
graves o bien difusién sistémica invasiva cuando se dan alguno de los siguientes

casos [5-7]:

- Pacientes enfermos: déficit inmunolégico, enfermedades
endocrinometabdlicas, alteracion de los fagocitos, linfomas o leucemias.

- Individuos con modificaciones dietéticas: déficit de hierro o vitaminas, dietas
extremas, malnutricion.

- Grupos de alto riesgo: ancianos, embarazadas, heonatos o mujeres en etapa
premensual.

- Factores extrinsecos: tratamientos antibiéticos, corticoides, anticonceptivos o

inmunosupresores.

En este tipo de infecciones, la respuesta inmunolégica frente a la levadura
provoca en el individuo reacciones muy diversas, desde aparicion de nédulos blancos-
amarillentos, inflamacién, picor, dolor, edema o eritema. Las infecciones epidérmicas
predominan en zonas humedas como los pliegues cutaneos, zonas interdigitales o

ingles.



Capitulo 1

Las candidiasis también se pueden clasificar clinicamente segun el tipo de tejido

gue coloniza la especie de Candida, tal y como se muestra la Tabla 1.2.

Tabla 1.2. Clasificacion de las candidiasis en funcién de la zona infectada

Tipos Zona Infectada

Candidiasis oral boca

pecho, abdominales, ingles,
Candidiasis de los pliegues
gluteos, axilas, orejas, dedos

Candidiasis anogenital genitales, vagina

Paroniquias y oniquias ufa
Foliculitis foliculo piloso

Granuloma candididsico superficie corporal

1.1.2.3 Pitiriasis versicolor

Son micosis producidas por levaduras lipofilicas basidiosporadas del género
Malassezia, levaduras que se caracterizan por formar parte de la microbiota normal de
la piel. La infeccion se produce cuando se da un desequilibrio en dicha microbiota
cutanea, generando lesiones asintomaticas, a excepcion de algun ligero picor. Las
infecciones se caracterizan por la aparicion de maculas de distinta tonalidad (rosa,
blanco, marrén, etc) que al ir extendiéndose forman grandes placas con bordes
delimitados y con una descamacion tan ligera que en ocasiones no se puede apreciar.
Las condiciones Optimas de crecimiento de este hongo se dan cuando
simultdneamente aparecen los factores calor y humedad, siendo la zona predominante

el tronco del individuo, los hombros y el cuello [8].
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1.1.3  Tratamientos clasicos de las infecciones fungicas

Los antifingicos o antimicoticos son farmacos que se utilizan para el tratamiento
de la infecciones fangicas invasoras, inhibiendo mediante distintos mecanismos las

estructuras vitales para la integridad y el desarrollo de la célula fungica.

A principio de los 50 se sintetizaron por primera vez los antifingicos tépicos y
sistémicos [9] para el tratamiento de infecciones fungicas superficiales, cutaneas o
mucosas. A lo largo de los afios (Figura 1.1) han ido desarrollandose farmacos de
administracion oral, parenteral o tépica con el fin de mejorar su eficacia, espectro de

accion, su tolerabilidad y tiempo de tratamiento.

CASPOFUNGINA

ANFOTERICINA B KETOCONAZOL

ITRACONAZOL VORICONAZOL
FLUCITOCINA FLUCONAZOL

RAVUCONAZOL

I POSACONAZOL

| | | : | — ————
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N
~
MICAFUNGINA

=t ANIDULAFUNGINA

ANFOTERICINA

Figura 1.1. Evolucion histérica de los farmacos antifungicos [7]

Estos farmacos actian bloqueando el crecimiento del hongo, o bien

provocandole la muerte celular mediante distintos mecanismos [10]:

inhibicion de la mitosis

inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos

- inhibicién de la sintesis de proteinas
- inhibicién de la respiracion
- inhibicién del metabolismo del fosfato

- inhibicién de la sintesis del ergosterol
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- disrupcion de la membrana plasmética

- inhibicién de la sintesis de la pared celular

Existen una gran variedad de sustancias que se utilizan como antimicéticas,
clasificAndose en funcién de su estructura quimica, su diana de accion (pared celular,
membrana citoplasmatica o nucleo), su origen sintético (quimico o bioldgico) o su
espectro de accién (amplio o restringido). Estos farmacos pueden tener una accion

fungistética y fungicida, es decir, que inhiben el crecimiento del hongo o que provocan

la muerte celular, respectivamente [7].
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Para tratamientos sistémicos, en dermatologia solo se utilizan actualmente
cuatro tipos de antifingicos orales: griseofulvina, fluconazol, itraconazol y terbinafina.
Sin embargo, el nUmero de antifungicos tépicos es mayor. A continuacion, en la Tabla

1.3 se muestra un listado de estos antifungicos tépicos usados en la actualidad [11].

Tabla 1.3. Antifingicos topicos

Estructura Quimica Compuesto Quimico Nombre Comercial

Polieno Nistatina Mycostatin®
Piridonas Ciclopirox Ciclochem®
Bifonazol Mycospor®
Clotrimazol Canesten®

Eberconazol Ebemet®

Econazol Pevaryl®

Flutrimazol Micetal®

Azoles

Ketoconazol Panfungo®l
Miconazol Daktarin®
Oxiconazol Salongo®
Sertaconazol Dermofix®

Tioconazol Trosid®

Morfolinas Amorolfina Locetar / Odenil®

Alilaminas Terbinafina Lamisil®

1.1.4 Necesidad de tratamientos alternativos

Los antifungicos, al igual que los antibitticos, tienen su principal inconveniente
en la resistencia que generan los microorganismos frente a dichos farmacos [12,13].
La resistencia antifungica se da cuando el hongo el hongo no es inhibido por el

farmaco o solo es inhibido por una concentracién de farmaco superior a la que es
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necesaria para inhibir a los miembros de su misma cepa silvestre. Existen tres tipos de

resistencia a los antifungicos [7,14]:

Resistencia intrinseca: cuando ninglin miembro de una especie es sensible a
un antifiingico.

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

Resistencia adquirida secundaria: cuando una cepa sensible al antifingico

adquiere resistencia al mismo tras haber estado en contacto con él.

Los mecanismos mediante los cuales los hongos pueden generar resistencia a

los antifungicos pueden ser [15,16]:

10

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

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

Modificacion del target: la actividad el farmaco depende de su afinidad con el
target, asi que esta resistencia se da cuando este target (metabolico o
estructural) se modifica, o disminuye su expresion por mutaciones genéticas

y el farmaco no puede realizar su funcion. De este modo, si no existe la diana
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para la cual el antifingico estd disefiado pues este pierde su utilidad y
eficacia.

- Disminucién de la activacion del farmaco: algunos farmacos son pro-
farmacos y necestitan ser activados por el microrganismo mediante enzimas.
Esta resistencia se da cuando la enzima encargada de esta funcién deja de

tener afinidad por el farmaco o bien deja de expresarse.

Mediante alguno de estos mecanismos disminuye la eficacia del tratamiento para
erradicar la infeccién fungica debido a que la accion del farmaco se ve interrumpida

por estas vias de defensa del microorganismo.

Estos farmacos antimicéticos presentan otras desventajas, como la escasa
eficacia sobre infecciones de tinea capitis y tinea barbae. En el caso de las
onicomicosis, el uso de antifungicos debe combinarse con el desbridamiento de la
lesibn mediante una reduccion del grosor de la ufia. Ademas, los antifingicos
generalmente son poco eficaces en tratamientos sobre infecciones extensas de piel o

en los tratamientos de larga duracion en micosis ungueales [9].

11
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1.2 Microbiologia de las infecciones fungicas

1.2.1 La célula fungica

Los hongos pertenecen al reino Fungi y segln sus caracteristicas morfolégicas,
genéticas y patrones reproductivos se subdividen en cinco phylas: quitridiomicetos,
zigomicetos, glomeromicetos, ascomicetos y basidiomicetos. Son organismos
eucariotas que, en el caso de ser microorganismos, pueden crecer como filamentos
pluricelulares (mohos) o bien como organismos unicelulares (levaduras). Estos
microorganismos pueden ser aerobios 0 anaerobios facultativos y poseen un
metabolismo quimioheterétrofo, ya que necesitan compuestos organicos como fuente

de energia y de carbono [10,17].

Algunos hongos producen infecciones micéticas graves, pero también pueden
ser seres beneficiosos. En general, los hongos son imprescindibles en la cadena
alimentaria ya que descomponen, mediante enzimas extracelulares, la materia vegetal
muerta reciclando asi elementos vitales. También son importantes debido a que la
mayoria de las plantas dependen de estos hongos simbidticos para formar las
micorrizas, estructuras que contribuyen a que sus raices absorban minerales y agua
del suelo. Por dltimo, los seres humanos utilizan los hongos como alimentos (setas
comestibles), para producir productos alimenticios (pan, cerveza, vino, queso, etc) y

sustancias farmacoldgicas (alcohol y antimicrobianos).

En la Figura 1.2 se muestra la estructura de una célula fungica, desglosando su
pared celular y su membrana celular. La funcién de la pared celular no es solo
estructural, es decir, mantener la morfologia de la célula, sino que también actta de
reservorio energético, controla la permeabilidad de sustancias, aporta proteccion frente

a cambios osmoéticos e interacciona con el medio externo mediante receptores.

12
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La membrana celular regula el paso de sustancias hacia el interior y el exterior
de la célula. El factor comun en todas las células eucariotas es que esta estructura
dindmica y fluida esta formada por una bicapa lipidica y por proteinas. Una diferencia
fundamental entre las células animales frente a las células fungicas esta en la
proporcion de esteroles, encargados de aportar rigidez a la célula y modular la
permeabilidad de moléculas pequefias, siendo mayoritario el colesterol en células

animales y el ergosterol en células fungicas [18].

Manoproteinas

Pared

B-(1,6)-glucano
celular

B-(1,3)-glucano

Quitina
Membrana
Bicapa celular

Fosfolipidica

Célula Fingica Ergosterol ® B (1,3)-glucano sintasa

Figura 1.2. Esquema de la pared celular y la membrana celular de una

célula fungica [19].

La pared celular es una estructura esencial para todos los aspectos de la
biologia y la patogenia del hongo. Estudios llevados a cabo indican que existen
variaciones considerables en la composicion de la pared celular entre distintos tipos de
hongos, aunque en todos los casos, los componentes mayoritarios son los
polisacéaridos [10]. La quitina, los glucanos y mananoproteinas son mayoritarios en los
Ascomicetos (filo que incluye a muchos dermatofitos) y en los Basidiomicetos; el
quitosano, la quitina y el acido poliglucorénico en los Zigomicetos; la celulosa y otros
glucanos en los Oomicetos. La quitina es un polisacarido lineal que proporciona a la
estructura celular resistencia y rigidez, asi como la propiedad de que sea insoluble en
agua y en solventes organicos. Los glucanos son los polisacaridos ramificados

estructurales mas importantes, actuado también como reservorio energético [20]. Las

13
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manonoproteinas son las responsables de la porosidad e interaccion con el medio.
Segun el equilibrio de Gibbs-Donnan, las proteinas se comportan como polianiones, es
decir, los grupos fosfato atraen a moléculas cargadas positivamente para que el

equilibrio de carga a ambos lados de la membrana sea neutro.

1.2.2 Levaduras

La caracteristica principal de las levaduras es que son hongos unicelulares no
filamentosos, con forma oval o esférica y con tamafo celular que generalmente oscila
entre 2 y 4 um. Algunas de ellas se encuentran en la superficie de plantas y animales,
actuando frente a las bacterias como potenciales competidores por los nutrientes
presentes en el medio, principalmente hidratos de carbono y productos fermentables.
En la mayoria de los casos la reproduccion es asexual, con una division asimétrica o
por gemacion a partir de la célula madre. Por el contrario, algunas levaduras poseen
reproduccion sexual por conjugacion, en la que se fusionan dos células para rendir un

zigoto que formara esporas sexuales por reduccién meiotica [21].

Algunas especies de hongos relevantes clinicamente pertenecen al género
Candida. La colonizacién de diferentes tejidos de estas especies puede generar una
infeccion facilitada por la proliferacion endégena del microorganismo, provocando
desde candidiasis localizadas benignas hasta invasiones sistémicas letales [6,22]. La
alta biodiversidad fenotipica de Candida spp. y la alteracion de las defensas del
huésped provocan esta conducta patogénica oportunista, variando asi su
comportamiento y generando nuevas y amplificadas propiedades invasivas. En este
proceso infeccioso sobre el individuo se producen multiples factores de virulencia
como: (1) adherencia a células epiteliales y endoteliales, (2) producciéon de enzimas
hidroliticas (proteasas), (3) transicion dimorfica por conversion morfogenética de la
forma levaduriforme a la forma patégena micelial (hifas o tubos germinales), (4)

variabilidad antigénica, (5) habilidad de cambiar entre diferentes fenotipos celulares,

14
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(6) adhesion a sustratos bioldégicos e inertes y (7) inmunomodulacién de los

mecanismos de defensa del huésped [23,24].

El género Candida incluye numerosas especies. Entre ellas destacan por su
interés clinico: C. albicans, comensal de la biota habitual del tracto intestinal del ser
humano, C. krusei comensal que se encuentra generalmente en las mucosas [25] y C.
parapsilosis, levadura que se ha detectado principalmente en las manos de
trabajadores sanitarios, siendo la segunda especie de Candida mas aislada en
hemocultivos (cultivo microbiolégico en muestras de sangre) [26]. Estas tres especies
de Candida se distinguen entre ellas por presentar diferencias entre sus caracteristicas
morfoldgicas, fisioldgicas y desde el punto de vista patogénico, por las diferentes
enfermedades que producen sobre el individuo. Por orden de frecuencia, de entre las
levaduras C. albicans, C. parapsilosis y C.guillermondii han sido descritas en la
literatura como responsables de estos cuadros clinicos [27,28]. C. albicans ha sido
descrita como la tercera causa de infecciones del torrente sanguineo y candidiasis
diseminada, asociada a mas del 25% de muerte en Inglaterra, en un estudio realizado
por la British Society for Medical Mycology durante dos afios sobre pacientes
hospitalizados en cuidados intensivos [29], asi como la principal causa de infecciones
nosocomiales (infecciobn contraida en hospitales) [30]. Ademas, estas especies
presentan un problema particular ya que tienen la capacidad de crecer en forma de
biofilms en los dispositivos médicos implantados, generando asi una resistencia casi

total a los farmacos antifangicos [31-33].

1.2.3  Hongos dermatofitos

Los dermatofitos, del genero Trichophyton, Microsporum o Epidermophyton, son
hongos filamentosos de morfologia y fisiologia parecida. TaxonOmicamente se
engloban en la division Ascomycota y pertenecen a la clase Plectomycetes, orden

Onygenales y familia Arthrodemataceae [34].
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Estos hongos estan considerados patdégenos para el ser humano debido a que
tienen la capacidad de invadir el estrato corneo de la epidermis y tejidos
queratinizados, como la piel, el pelo o las ufias. Esta colonizaciéon causa una variedad
de infecciones superficiales en seres humanos y animales, denominadas
dermatofitosis o tifias, la infeccién cutanea mas comun en todo el mundo [35,36]. Igual
gue en las micosis causadas por las levaduras, las tifias son frecuentes en individuos
inmunodeprimidos [37,38]. Se estima que entre el 20 y el 25% de la poblacién mundial
esta infectada por dermatofitos [39]. El tipo de dermatofitosis, sus agentes etioldgicos y
el patron anatdmico de la infeccién es funcién de la ubicacién geogréfica, factores
ambientales y culturales, viéndose incrementada por la migracién, el turismo o la
situacion socioeconémica de la poblacion. Las dermatofitosis son infecciones que
tienen un gran impacto social ya que pueden producir desfiguraciones, teniendo
también la desventaja de que son recurrentes y dificiles de eliminar con tratamientos
antifingicos de larga duracién. Asi que, constituyen un asunto sanitario y social de

enorme interés.

Segun un estudio realizado por el Mycology Service of the Dermatology Clinic,
University of Bari (ltalia) durante el periodo 2005-2010, los dermatofitos T. rubrum
(64%), M. canis (14%) y Trichophyton mentagrophytes (10%) fueron los agentes
etiolégicos mas comunes de la tinea unguium, u onicomicosis, en los paises de la
Europa central, siendo con el 39% del total la dermatofitosis mas extendida [40].
Ademas, T. mentagrophytes (50%) es también el dermatofito responsable de causar
en mayor proporcion la tinea pedis, o “pie de atleta” (afecta a los pliegues interdigitales

o los laterales o planta del pie), seguido de T. rubrum (47%) y E. floccosum (3%) [41].
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1.3 Terapia fotodinamica antimicrobiana

La terapia fotodinamica antimicrobiana (TFA) surgié hace mas de 100 afios pero
no prosperd debido a la aparicion de los antibidticos, ya que se creia que mediante
estos se iba a solucionar la problematica de las infecciones bacterianas. Desde la
primera publicacién en 1970 [42] a lo largo de estos afios se ha ido desarrollando la
terapia fotodindmica (TFD) en terapia oncoldgica [43,44] para el tratamiento de
algunos tipos de cancer debido a la necesidad de una alternativa a la cirugia de
carcinomas, teniendo como limite la capacidad de penetracion en la piel, motivo por el
cual la hace inefectiva en el tratamiento de tumores invasivos. Actualmente, existe el
problema de la resistencia de hongos y bacterias a los antibiéticos y antifingicos y es
en este momento cronolégico en el que se retoma la TFD como técnica
antimicrobiana. Desde entonces, ha ido incrementando el interés por el desarrollo de
la TFA para el tratamiento de infecciones locales, enfatizando sobre el tipo de
fotosensibilizador a utilizar y su estructura [45-48]. La TFD ha sido aprobada por la
Agencia Europea del Medicamento para el tratamiento de ciertos tipos de céncer
cutaneo no melanoma como el carcinoma basocelular, enfermedad de Bowen o la
queratosis actinicas. Ademas, fuera de indicacion se ha demostrado su utilidad en el

tratamiento del acné[49,50].

1.3.1  Terapia fotodindmica antimicrobiana en la préactica clinica

La TFD es una técnica terapéutica que mediante irradiacion con luz visible sobre
el tejido a tratar produce la excitacion de un fotosensiblilizador (FS), endégeno o
exdgeno, que en presencia de oxigeno molecular produce la muerte celular. Después
de la absorcion de luz, el FS excitado puede retornar a su estado fundamental
mediante colisiones con el oxigeno, generando especies reactivas del oxigeno (EROs)
como el oxigeno singlete. Esta cascada de reacciones fotoquimicas actian

directamente sobre las células produciendo dafio tisular, o bien de forma indirecta
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sobre el sistema produciendo dafio vascular, la desestabilizacibn de la matriz
extracelular o un proceso inflamatorio. Los procesos por los cuales se da la muerte
celular son la apoptosis, si el FS ha sido acumulado en la mitocondria, o bien la
necrosis, si el FS ha sido acumulado en la membrana plasmatica. Estos procesos
fotocitotéxicos son funcion de las propiedades fisico-quimicas del FS y su distribucién

intracelular.

Las ventajas que ofrece la TFD frente a otros tratamientos son las siguientes: (a)
no produce efectos adversos sistémicos. No se han detectado valores significativos de
FS en el plasma, pudiéndose aplicar repetidamente; (b) al ser una técnica no invasiva,
después del tratamiento se obtiene una minimizacién en las cicatrices; (c) puede
combinarse con la cirugia para obtener resultados exitosos en el tratamiento; (d)

especificidad en el tejido a tratar; (e) puede utilizarse como terapia paliativa.

La TFA conceptualmente no difiere de la TFD del cancer, ya que tiene como
fundamento fotooxidar biomoléculas indispensables para la integridad celular. Sin
embargo, existen diferencias entre estas dos técnicas: los tipos de FS utilizados y las
dianas a tratar. La TFD antifungica es una modalidad de TFA que se utiliza para el
tratamiento de infecciones producidas por hongos patdgenos, en concreto los
dermatofitos [51] y algunas especies de levaduras, como las del género Candida [52].
La Figura 1.3 muestra el amplio espectro de infecciones localizadas que podrian ser

tratadas clinicamente con TFA.
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Figura 1.3. Infecciones que podrian tratarse con TFA [53]

En la TFA, los estudios fotodinamicos in vitro se realizan en modelos que
mimetizan el microambiente de la posible infeccion clinica, encontrandose ensayos en
modelos celulares o proteicos [54], modelos en sangre [55-57], modelos en piel [58],
modelos en mucosas estomacales [59] o en dientes [60]. Sin embargo, los modelos in
vivo se asemejan mas a la infeccion real, realizdndose ensayos en modelos animales
donde se simulan infecciones en heridas [61,62], quemaduras [63], tejidos blandos
[64], infecciones bucales o dentales [65], leshmaniasis [66], infecciones por

micobacterias [67] o virus [68], otitis [69] u osteomielitis [70].
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1.3.2 Fotosensibilizadores y mecanismos de accion

Los FS suelen ser moléculas organicas, con un cromdforo central y cadenas
auxiliares y con un grado alto de conjugacion aromatica de dobles enlaces que permite
la deslocalizacidon de sus electrones 11, caracteristicas moleculares necesarias para
poder realizar los procesos fotoquimicos. Tanto en la TFD del cancer como en la TFA,
los FS que han sido estudiados son estructuras formadas por un nucleo tetrapirrélico
(porfirinas, clorinas, bactericlorinas, ftalocianinas, porficenos, porfinas y texafirinas)
[71-73], moléculas halogenadas de xanteno [74] (Rosa de Bengala, poly-L-lisina
clorina, coryngated PI-ce6), sales de fenotiacina (azul de toluidina y azul de metileno)
[52,75-77], conjugados de poly-L-lisina clorina [78], quinonas (hipericina, hypocrellin A)
[79-81], fullerenos catidnicos (Cgo) [82,83] 0 psoralenos (furanocumarinas) [84]. Sin
embargo, en la actualidad, solo hay cinco FS autorizados por la Agencia Europea del
Medicamento para su uso clinico en TFD oncoldgica, siendo el metil aminolevulinato el

Gnico aprobado para aplicaciones dermatoldgicas (Figura 1.4) [49].
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Figura 1.4. Farmacos aprobados para su uso en TFD y su nombre
comercial. Entre paréntesis el nombre INCI (International Nomenclature

Cosmetic Ingredient).

En funcién de las caracteristicas fisico-quimicas del FS (tamafio, distribucion de
carga y solubilidad), este se acumulara en un organulo o en otro, produciendo de este
modo distinta efectividad en la TFD en funcién de la estructura biolégica que fotooxide.
En TFD oncolégica, se han estudiado los mecanismos de captacion intracelular que se
pueden dar en el proceso de incorporacion del FS por la célula, siendo distintos en
funcion de la polaridad o la distribucién de carga del FS. En el caso de FS lipofilicos
(eg. hipericina) son incorporados a través de la membrana celular mediante transporte
pasivo por difusion, y en el caso de los FS hidrofilicos (eg. TMPyP o NMB) son

interiorizados mediante transporte en masa por endocitosis, del tipo pinocitosis. La
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distribucién de carga provoca que FS cationicos se acumulen preferentemente en
mitocondrias, induciendo apoptosis, mientras que los aniénicos se acumulan en los
lisosomas, produciendo los primeros mayor dafio celular. En el caso en que el FS se
acumule en la membrana plasmatica causaria la muerte celular por necrosis y la
formacion de un proceso inflamatorio. En funcion de su localizacion intracelular, los FS
producen distintos dafios celulares, asi que, lo FS lipofilicos producen inactivacion de
enzimas de membrana, aumentan la permeabilidad o rompen las membranas,
detienen la division celular, interrumpen el proceso respiratorio y producen la lisis
celular. En cambio, los FS hidrofilicos producen la liberacion de hidrolasas lisosomales
y si el FS se libera antes o durante la irradiacion, pueden dafar otros organulos

celulares [49].

En resumen, la efectividad del tratamiento fotodinAmico depende de las
caracteristicas y cualidades fisico-quimicas del FS. A continuacion se muestran los

requisitos del FS idéneo para TFD [49,85]:

- Fotoestable y de sintesis simple

- Lipofilia; para buena difusién a través de las membranas bioldgicas

- Activacion con una A de alta penetracion para tratar lesiones profundas

- Alto rendimiento fotodindmico para una maxima produccion de EROs

- Capacidad de localizarse especificamente en el tejido o las células diana

- Distribucion homogénea en el tejido diana

- Minimo tiempo de incubacién y concentracién

- Vida media corta y rapida eliminacién de los tejidos sanos

- Administracion versétil: topica, oral, inhalada o intravenosa

- Ausencia o minimizacion del dolor durante o después del tratamiento y escasos
efectos adversos

- Combinable con otros tratamientos como la cirugia, la radioterapia o la

guimioterapia

22



Introduccién

- Ausencia de toxicidad sin exposicion a la luz

- No mutagénico ni carcinégeno

1.3.3 Fuentes de luz

La eleccion del FS fijara tanto la penetraciéon de la luz en el tejido a tratar como la
fuente de luz que se debera utilizar en el tratamiento de la infeccion. Esto es debido a
que en funcién de la zona del espectro donde se excite el FS se necesitard una mayor
o menor longitud de onda, lo que fijara la distinta capacidad de penetracion de la luz
en el tejido tisular. En TFD del cancer los farmacos pueden estar localizados en el
interior del tumor si se han administrado via intravenossa (disuelto, o si es poco
soluble emulsionado o en liposomas) o bien intralesional. En cambio, en TFA si la
lesion esprofunda el FS puede ser inyectado pero por lo general se aplica topicamente

y su localizacion es mas externa.

La penetracion de la luz en el tejido depende de la morfologia de dicho tejido y
de la longitud de onda de la luz a la que se irradia la zona, ya que a mayor longitud de
onda mayor penetracién, aunque a mayor penetracion la intensidad disminuye de
forma exponencial. La penetracion real de la luz en el tejido es menor a la luz emitida

por la lampara debido a tres factores [86]:

(a) la absorcion de croméforos enddgenos, como la hemoglobina (absorbe por
debajo de 600 nm), el agua (absorbe por encima de 1200 nm) o la melanina (absorbe
en todo el espectro visible).

(b) la dispersion oéptica de la luz que produce el propio tejido, obteniéndose
valores de penetracion de 1-2 mm entre 400-500 nm, de 5-10 mm a 630 nm y de 10-
20 mm entre 700-850 nm. Asi, con lamparas no coherentes se obtiene una
penetracion real en el tejido de unos 5 mm si se irradia a 630 nm o de 1-2 cm si se

irradia entre 700-800 nm.
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(c) la absorcion del propio FS impide que toda la luz emitida por la ldmpara

penetre en el tejido.

Si a estos factores se le suma que a longitudes de onda superiores a 850 nm el
FS no genera estados triplete suficiente energéticos para producir O,, la ventana
terapéutica 6ptima para una buena eficacia de la TFD estaria acotada en un rango de
longitudes de onda comprendidas entre 600 y 850 nm. Si el FS no absorbe en el
margen de longitudes de onda comprendidas dentro de la ventana terapéutica optima
para producir el mayor rendimiento de la luz emitida por la lampara, entonces aquellos
FS que absorban en la zona del azul tendran un alto rendimiento energético pero poca
penetracion tisular o bien aquellos FS que absorban en la zona del rojo seran menos
energéticos pero podra penetrar mejor en el tejido colonizado por el microorganismo

(Figura 1.5).

epidermis
dermis

hipodermis

Figura 1.5. Esquema del tejido subcutaneo y la penetracién de la luz en funcién

de la longitud de onda con la que se irradie.
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Una vez detallados los parametros que vienen fijados por el FS, puede
seleccionarse la fuente de luz éptima para la fotoinactivacion fingica en funcion de la
longitud de onda de absorcion del FS, el proceso clinico a tratar y su localizacion, o el
ndamero y tamafio de las lesiones. En dermatologia, para tratar lesiones cutaneas se
utilizan dos tipos de fuentes de luz: laseres o lamparas de luz no-coherente,
subdividiéndose estas Ultimas en lamparas fluorescentes, lAmparas de haluro metalico
a alta presién, de luz pulsada intensa o de diodos emisores de luz. Los laseres
permiten seleccionar la longitud de onda a la que absorbe el FS y las luces no-
coherentes permiten tratar areas mas extensas, aunque son de menor intensidad. Asi
mismo, la efectividad de la TFD también depende del tiempo de irradiacion, de la
intensidad de la luz a la que emita la lampara y de la distancia a la que esta se coloque

de la lesion [49].

1.3.4 Bases moleculares de la TFD

A continuacion, se muestran las bases moleculares que explican las reacciones
fotoquimicas que producen el 'O, y otras EROs, especies encargadas de producir la
muerte celular por fotooxidacion de biomoléculas vitales para la vida del individuo,

como proteinas, lipidos insaturados o acidos nucleicos.

1.3.4.1 Creacion y desactivacion de estados excitados

Inicialmente el FS se encuentra en su estado fundamental, es decir, en estado
singlete con todos sus electrones con espines apareados y en orbitales de baja
energia. Al ser irradiado a su longitud de onda de absorcion, el FS absorbe un fotén y
se promueve a un estado electronicamente excitado, pudiéndose desactivar y regresar
a su estado fundamental retornando su energia en forma de calor, mediante los

siguientes procesos no radiativos:
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- Relajacion vibracional: el FS excitado disminuye su energia vibracional
dentro de un mismo estado electrénico.

- Conversiéon interna: el FS excitado disminuye su energia vibracional
mediante una transicién entre dos estados electrénicos con la misma
multiplicidad de espin, generalmente seguida de una relajacién vibracional.

- Cruce entre sistemas: el FS excitado disminuye su energia vibracional
mediante una transicion entre dos estados electronicos con distinta

multiplicidad de espin, generalmente seguida de una relajacién vibracional.

Sin embargo, después de que el FS absorba un foton y se promueva en un
estado electronicamente excitado este también puede desactivarse para regresar a su
estado fundamental retornando su energia en forma de radiacion electromagnética,

mediante los siguientes procesos radiativos:

- Fluorescencia: emision espontanea de radiacién durante la transicion entre
dos estados electronicos con la misma multiplicidad de espin.
- Fosforescencia: emision espontanea de radiacion durante la transicion entre

dos estados electrénicos con distinta multiplicidad de espin.

1.3.4.2 Generacioén de formas activas de oxigeno

Quando el FS no se desactiva por procesos radiativos ni en forma de calor, este
puede liberar su energia de excitacion transfiriéndola a otra molécula presente en el
medio por transferencia de energia triplete-triplete, por sensibilizacion del oxigeno
singlete (*O,) o bien por reacciones fotoquimicas, como la transferencia de carga o

abstraccion de H en el estado excitado [87].

La fotosensibilizacién es un proceso por el cual una alteracion fotoquimica o

fotofisica de una entidad molecular ocurre como resultado de una inicial absorcién de
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radiacion por otra entidad molecular, el FS. El proceso que se da en TFD es un caso
particular de la fotosensibilizacién, donde la entidad que sufre la alteracién fotoquimica

o fotofisica es el oxigeno molecular (*0,), pudiendo ocurrir dos posibles mecanismos:

- Mecanismo tipo I: el FS en su estado excitado singlete o triplete reacciona
con un substrato (R) para formar radicales libres via (a) transferencia
electrénica o (b) abstraccién de hidrogeno. Estos rdpidamente reaccionaran
con el oxigeno molecular para formar radicales peréxidos que iniciaran

reacciones en cadena y formaran EROs.

FS + hv > FS*

(a) Transferencia electrénica: FS* + R > FS"+R™"

Es el caso de la formacion del anion radical superéxido:
FS*+°0, > FS''+0, "
El superéxido por si mismo no es muy reactivo debido a que vuelve a
oxidarse facilmente a oxigeno molecular. Sin embargo, la forma protonada,
el radical hidroperéxido, sufre una dismutaciébn espontanea que genera

oxigeno molecular y peroxido de hidrégeno:

x2
O, "+ H'>HOO" = H,0, + 0,

.y a su vez, el peroxido de hidrégeno puede formar el radical hidroxilo en
sistemas bioldgicos a través de la reaccion de Fenton:
H,0, + Fe** > OH+OH+Fe*"

Las EROs tienen la capacidad de extraer electrones de macromoléculas
bioldgicas, siendo el OH’ el radical mas reactivo. Sin embargo, en estos
sistemas biolégicos se reduce su reactividad debido a la presencia de
enzimas como la superéxido dismutasa (que desactiva el O,”), la catalasa

(que desactiva el H,0O,) o bien por péptidos antioxidantes como el glutatiéon o
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azucares antioxidantes como el acido ascorbico (ambos desactivan el OH")
[88].
(b) Abstraccion de hidrogeno: FS* + RH, 2 FS-H '+(RH)’

(RH)'+ %0, RH-00°

Mecanismo tipo II: el FS, en su estado excitado, transfiere su energia al
oxigeno molecular dando lugar al FS en su estado fundamental y a *O,, una
de las especies mas reactivas del oxigeno cuando en el medio se encuentra
substratos ricos en electrones como los alquenos, anillos aromaticos,
fenoles, aminas y tioéteres que se encuentran en biomoléculas como los

lipidos insaturados, colesterol, a-amino&cidos, proteinas, ADN y ARN.

FS*+°0, > FS+1'0,

El 'O, es un reactivo muy téxico para la célula pero tiene una limitacion: su
vida corta y su radio de accion (5-20 nm), lo que provoca que solo pueda

recorrer distancias pequefias en la célula fungica (diametro levaduras: 2-4

pm).

A continuacion, en la Figura 1.6, se muestra mediante el diagrama de Jablonski

un resumen de los procesos fotoquimicos radiativos, no radiativos y mecanisticos (tipo

I'y tipo 1) que pueden darse durante el proceso de TFD [87].
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Figura 1.6. Diagrama de Jablonski: base molecular y mecanismos de

accion fotodinamica

Por ultimo, en estudios de TFD tiene que tenerse en cuenta el proceso de

fotoblanqueamiento que puede sufrir el FS cuando esta expuesto a irradiaciones de

larga duracién, mecanismo por el cual el FS puede ser descompuesto tanto por el *O,

como los productos de oxidacién celulares, produciendo una disminucién en la

efectividad de la terapia.
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1.4 Biologia Celular

La TFD antifungica pretende ser una técnica selectiva frente a células fungicas,
pero el tratamiento de la infeccion cutanea produce también un efecto adverso sobre la
zona colindante al tejido a tratar, es decir, sobre las células humanas de la epidermis,
de entre ellas, los queratinocitos y fibroblastos. Por este motivo, en la presente tesis
doctoral se han realizado estudios para evaluar sobre estas células humanas cémo
afecta la dosis del FS, el tiempo de contacto del FS y el tiempo de irradiacion,

requeridos para producir la muerte celular fungica mediante TFD antifungica.

1.4.1  Queratinocitos

El queratinocito es el tipo celular predominante en las mdiltiples capas de la
epidermis interfolicular, y en menor proporcidn se encuentran melanocitos, células de
Langerhans y células de Merckel. Los queratinocitos se originan en el estrato
epidérmico basal, y al abandonar este estrato y localizarse en el estrato corneo pasan

a cumplir dos actividades esenciales [89]:

- Producen queratina, la principal proteina estructural de la epidermis. La
queratina constituye casi el 85% de los queratinocitos diferenciados por
completo. Esta proteina es la fuente de alimento de dermatofitos como el
T. mentagrophytes.

- Participan en la formacion de la barrera de la epidermis contra el agua.
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En la Figura 1.7 puede observarse queratinocitos humanos cultivados en 2

dimensiones:

Figura 1.7. Queratinocitos humanos cultivados en dos dimensiones. A:
superposicion de A y B, B: tincién con faloidina (rojo; tifie las fibras de

actina) y C: tincion con Dapi (azul; tifie el nacleo).

Las caracteristicas de estas células son distintas segun en el estrato de la
epidermis en el que se encuentren; basal, espinoso, granuloso, licido, cérneo y
disyuntivo (Figura 1.8). Las células migran desde el estado germinativo hasta el
disyuntivo, la descamacion, en aproximadamente 4 semanas. Los queratinocitos del
estado basal contienen abundantes ribosomas libres, filamentos intermedios de
gueratina, aparato de Golgi, mitocondrias y reticulo endoplasmatico rugoso. La
diferenciacién entre células pertenecientes a cada capa esta causada por los
ribosomas, encargados de sintetizar la queratina; en el estado basal sintetizan
moléculas de queratina que posteriormente se ensamblardn en filamentos de
queratina y estos en granulos de queratina. Conforme aumenta la cantidad de
granulos en el citoplasma, se inicia la conversion de las células granulosas en células
cornificadas, caracterizadas por la desintegracion de su nucleo y el engrosamiento de
la membrana plasmatica. Por ultimo las células se exfolian de la superficie del estrato

corneo [90].
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Figura 1.8. Estratificacion de la Epidermis [91]

14.2 Fibroblastos

Los fibroblastos son las células principales del tejido conjuntivo. Son basdfilas,
grandes, fusiformes o aplanadas, con numerosas prolongaciones que se extienden
entre haces de fibras extracelulares que la misma célula sintetiza, aunque su
morfologia varia segun su estado funcional. Si el fibroblasto se encuentra en su forma
activa, sus componentes celulares estan compuestos de un ndcleo de cromatina laxa,
un reticulo endoplasmatico rugoso y un aparato de Golgi. Si se encuentra en estado
de reposo, denominado célula reticular o elastocito, tiene un desarrollo menor de sus
organulos y la cromatina nuclear se torna heterocromatica. En este estado se
especializa en sintetizar fibras de reticulina a partir de tropocoldgeno, proteina fibrosa

gue su polimerizacién extracelular da origen a fibras colagenas y de reticulina [92].
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En la Figura 1.9 puede observarse un cultivo en dos dimensiones de fibroblastos

humanos:

Figura 1.9. Fibroblastos humanos cultivados en dos dimensiones. A:
superposicion de A y B, B: tincién con faloidina (rojo; tifie las fibras de

actina) y C: tincion con Dapi (azul; tifie el nacleo).

Cuando esta activo, su funcién es sintetizar compuestos que formaran la matriz
extracelular, como tropocolageno, elastina, fibrilina, glucoproteinas y proteoglucanos.
De este modo participan en la remodelacion de la matriz extracelular, ya sea
endocitando y destruyendo los componentes estructurales o transformandose en
células cargadas de filamentos contractiles para favorecer los mecanismos de

cicatrizacion.
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Objetivos

El principal objetivo de esta tesis es evaluar la capacidad de la TFD para su uso

en el tratamiento de micosis superficiales causadas por diferentes especies de hongos

patogenos para el ser humano: Candida albicans, Candida krusei, Candida

parapsilosis y Trichophyton mentagrophytes. Para ello se pretende estudiar los

siguientes aspectos:

34

Evaluar la eficacia de la hipericina, TMPyP y NMB como FS para su uso en
TFD antifungica sobre cepas de levadura, mediante ensayos de viabilidad
celular e incorporacién del farmaco.

Estudiar el mecanismo de los procesos fotoquimicos intracelulares con
hipericina, TMPyP y NMB incorporados en las levaduras con la finalidad de
describir el proceso y obtener datos de localizacion del FS. Se realizar4
mediante espectroscopias de absorbancia y fluorescencia, fosforescencia del
oxigeno singlete y del FS, fluorescencia resuelta en el tiempo del FS,
absorcion de los estados transitorios del FS, desactivadores de EROs y
microscopia de fluorescencia confocal de hipericina incubada en levaduras.
Evaluar, mediante ensayos de incorporacion del farmaco y viabilidad celular
si el protocolo de TFD antifungica optimizado para erradicar levaduras afecta
a los queratinocitos y fibroblastos humanos.

Evaluar la eficacia del NMB como FS para su uso en TFD antifingica sobre

T. mentagrophytes, mediante ensayos de viabilidad celular.
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Técnicas y métodos

2.1 Técnicas de microbiologia

2.1.1 Cepas fangicas

Las cepas de Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida krusei ATCC 6258 y
Candida albicans ATCC 10231 fueron obtenidas de la American Type Culture
Collection (ATCC; Rockville, MD, USA). La cepa de Candida albicans CECT 1001 y
del dermatofito Trichophyton mentagrophytes CECT 2956 fueron obtenidos de la

Coleccioén Espariola de Cultivos Tipo (CECT; Universidad de Valencia, Espafa).

2.1.2  Preparacion de la suspension de células fungicas

Los microorganismos se almacenan en cultivos stock. Estos consisten en cepas
estandares que cumplen las caracteristicas bioquimicas, morfolégicas vy fisiologicas de
la especie a la que representan. Para mantener su integridad genética, estas cepas
deben conservarse en neveras a 4° C, durante periodos cortos, o bien congeladas a
-80° C, con glicerol al 15% (v/v) en PBS pH=7.4 (composicion: Na,HPO, ¢« 2H,0 0.01

M, NaCl 0.138 M y KCI 0.0027 M.), durante periodos largos.

2.1.2.1 Preparacion de las suspensiones de levaduras

Se siembra un loop de cultivo stock, en una placa de petri con agar de caldo
Sabouraud glucosado al 2% (w/v) (SB; pepona de carne 5.0 g/L, peptona de caseina
5.0 g/L, D(+) glucosa 20.0 g/L) estéril y se incuba a 26° C durante 2 dias. Una vez
crecidas las colonias, se prepara el cultivo Over Night (ON) inoculando una de ellas en
3 mL de caldo SB estéril y se incuba a 26° C y en agitacién a 120 rmp. Pasadas 16
horas se prepara el subcultivo del ON transfiriendo 1 mL del cultivo ON a 50 mL de
caldo SB estéril y se incuba en las mismas condiciones. Cuando el valor de densidad
optica (DO), medido con el espectrofotébmetro, es de 0.6 se detiene la incubacién y se

retira el medio de cultivo. Para ello se realizan 3 lavados con PBS de pH=7.4,
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centrifugando a 1398 g durante 5 minutos. La suspension de levadura que se obtiene
tiene una concentracién de aproximadamente 10° unidades formadoras de colonia por

mL (ufc/mL).

2.1.2.2 Preparacion de la suspensién de hongo filamentoso

Se siembra un loop de cultivo stock en un matraz de erlernmeyer con agar
Sabouraud glucosado al 2% (v/w) y se incuba a 26° C durante 14 dias. Una vez
crecidas las colonias, estas se desprenden de la superficie del medio de cultivo sélido
por agitacion manual mediante 20 mL de solucién salina estéril (SSE; NaCl 0.85%
(w/v)) que contiene bolas de cristal de 2 mm de diametro. Posteriormente, se transfiere
la suspensién por decantacién a un recipiente estéril y se obtiene la suspension

fungica de trabajo.

2.1.3 Recuento de células viables: unidades formadoras de colonias

Una célula viable es aquella capaz de dividirse y originar descendencia, sobre un
medio soélido adecuado, creciendo y dividiéndose hasta formar una colonia; siendo el
namero de colonias proporcionales al nimero de células o de ufc. A partir del nUmero
de colonias, y mediante el calculo que se muestra a continuacion (Ecuacion 2.1) se

obtienen el nUmero de ufc/mL:

ufc #colonias * factor de dilucién

mL mL sembrados

(Ecuacion 2.1)

Se han utilizado dos métodos de siembra para el recuento de viables:

- Método de siembra de superficie mediante asa de Digralsky: consiste en
sembrar 100 pL de suspension celular sobre una placa de petri y agotar el

volumen por friccién entre el asa y el MC. El nimero de colonias debe oscilar
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entre 30 y 300 ya que asi se asegura que el calculo estadistico es
significativo y se evitan estimaciones erréneas por fusion de colonias

- Método de siembra de superficie mediante pipeta multicanal: se realiza un
banco de diluciones seriadas de la suspension celular en una placa de 96
pocillos y se pipetean 10 pyL simultaneamente de todas las diluciones con
una pipeta multicanal. Se siembran en una placa de petri cuadrada que
contiene medio de cultivo y que se encuentra inclinada, provocando que la

muestra se agote por gravedad.

2.1.3.1 En levaduras: Curva de crecimiento

Con la finalidad de conocer las ufc/mL se realiza una curva de crecimiento.
Consiste en medir la turbidez de la suspension celular mediante un espectrofotometro,
a 600 nm, en funcién del tiempo. Cuando la luz pasa a través de la muestra, se
detecta el descenso de luz no dispersada causada por la suspension celular,
expresado en unidades de DO .Como resultado, se obtiene un gréfico de DO frente a
las ufc/mL, donde la funcién exponencial ajustada retorna valores de ufc/mL en funcién
de la DO que se mida en ese instante de tiempo. De este modo, se conoce la zona de
crecimiento de la levadura y se asegura estar trabajando siempre en ella, excluyendo

las zonas de latencia y de envejecimiento.

Se prepara la suspension de levadura. A diferentes tiempos de incubacion, se
van tomando alicuotas del subcultivo ON y se mide la DOgqo. Para obtener las ufc/mL a
cada tiempo se siembra cada una de las alicuotas sobre placas de agar de SB estéril,
se incuban a 26° C durante 2 dias y se cuentan las colonias mediante el Método de
siembra de superficie mediante asa de Digralsky. A partir del valor de DO y del nUmero
de ufc/mL se construye la funcion que describe el comportamiento de crecimiento de la

levadura.
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2.1.3.2 En hongos filamentosos: Método de diluciones de suspensiones

celulares

En organismos unicelulares, como las levaduras, la DO es proporcional al
namero de células debido a que su tamafio permite que la dispersion de la luz se
produzca a partir de una sola célula. En el caso de los mohos, al ser pluricelulares, su
mayor tamafio no permite utilizar este método turbidimétrico para realizar el recuento
de células viables. ElI motivo es que la luz dispersada por una célula no llega al
detector ya que resulta redispersada por otra, provocando medidas erréneas e incluso
la saturacion de la fotocélula del equipo. El recuento de viables en hongos
pluricelulares se realiza mediante el método de las diluciones seriadas de
suspensiones celulares. Consiste en determinar el numero de células de la muestra
que es capaz de crecer y dividirse hasta formar una colonia sobre un medio sélido
adecuado. De este modo el nimero de colonias y el nimero de células son

proporcionales.

Consiste en realizar diluciones decimales seriadas de la muestra a estudio. Para
realizar la dilucion 10™ se introduce 1 mL de la suspensién fangica de trabajo en un
tubo que contiene 9 mL de SSE. Posteriormente, la dilucion de 107 se prepara
introduciendo 1 mL de la dilucién de 10™ en otro tubo con 9 mL de SSE. Del mismo
modo, se va realizando diluciones sucesivas hasta alcanzar el nimero de diluciones
deseadas. A continuacion, se siembran 0.1 mL de cada dilucién en placas de agar de
SB estéril utilizando un asa de extension. Cada placa se incuba a 26° C y pasados 14

dias se cuentan las colonias.

2.1.4  Viabilidad celular

Las distintas experiencias para evaluar la viabilidad celular se disefian con la
finalidad de conocer qué efecto tienen las variables, y sus interacciones, sobre la

respuesta de viabilidad celular después del tratamiento fotodinamico. Las variables a
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estudio que se han seleccionado como relevantes en la optimizacion de la TFD
antifingica son: la concentracién del FS (Cgs), el tiempo contacto entre el FS vy el

hongo (tcontacto) Y €l tiempo de irradiacion (tiadiacion)-

Se introduce la suspension flngica en una placa de petri estéril de 3 cm de
didmetro y posteriormente se adiciona el FS a la concentracion deseada. Se deja a 37°
C, con agitacion y a oscuras durante diferentes periodos de tiempo de incubacion.
Posteriormente se irradia mediante una fuente de LEDs durante el tiempo de
irradiacion seleccionado para la prueba. Se siembran 0.1 mL de la suspensién en una
placa de agar de SB estéril y se incuba a 37° C durante 2 dias. La viabilidad celular se
determina por recuento de las colonias formadas después del tratamiento
fotodinamico. La toxicidad a oscuras del FS se evalia del mismo modo, pero

eliminando el paso de irradiacién de la muestra.

Para definir la actividad bactericida se ha adoptado la definicién de la actividad
fungicida, es decir, una reduccion de ufc/mL del inéculo inicial del 99.9% o 3 logio [1].
Con el fin de evaluar el alcance de la técnica, se adoptdé también un criterio mas

estricto con una reduccién del 99.9999% o de 6 log; de las ufc/mL del inéculo inicial.

El tratamiento matematico de los resultados experimentales consiste en calcular
las ufc/mL a partir del recuento de colonias (Ecuacion 2.1). Se grafican los resultados

como logaritmo de las ufc/mL en funcion de la concentracion de FS.

2.1.5 Incorporacion del fotosensibilizador por las levaduras

El proceso de incorporacion celular del FS en la levadura se obtiene mediante
medidas de fluorescencia del FS en funcién del tiempo. Se introduce la suspension
fungica, que se encuentra disuelta en PBS pH=7.4, en un tubo falcon estéril, se
adiciona el FS a la concentracion deseada y se incuba, a 37° C con agitacion y a

oscuras, durante los distintos tiempos a los que se quiere estudiar la incorporacion. Se
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retira el FS en exceso mediante centrifugaciones de 5 minutos a 1398 g y lavados con
PBS. Con la finalidad de lisar las células y liberar en el medio el FS incorporado se
aflade SDS (2% (w/v) en H,O) al pellet, se agita durante 24 h y se mide la

fluorescencia del FS con un espectrofluorimetro a la A de emision del FS.

El tratamiento matematico de los resultados experimentales consiste en calcular,
para cada tiempo de incorporacion, el area bajo la curva de cada espectro de
fluorescencia mediante el software Graphpad Prism. Se grafican los resultados como

fluorescencia del lisado celular frente al tiempo.
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2.2 Técnicas de biologia celular

2.2.1  Células epidérmicas humanas

Las células humanas que se han utilizado en la presente tesis doctoral son
gqueratinocitos (HaCaT: human adult high calcium low temperature) y fibroblastos
(hNDF: human normal dermal fibroblasts). Son células primarias obtenidas de la

Universidad Autbnoma de Madrid y del Hospital Central de Asturias, respectivamente.

2.2.2  Preparacion celular en dos dimensiones

Los hNDF y los HaCAT se encuentran congelados en criotanques de N, liquido a
-196° C. El proceso de descongelacion consiste en introducir el criobial que contiene
las células en un bafio a 37° C durante 5 minutos. Una vez descongelado se trasvasa
todo el contenido a un tubo falcon estéril con 10 mL de medio de cultivo (MC)
equilibrado previamente a 37° C. Se centrifuga a 60 g durante 5 minutos, se
resuspende el pellet en 1 mL de MC y se traspasa a un flask (frasco de cultivo de
tejidos) T-25 para queratinocitos o un T-75 para los fibroblastos, que contiene MC
previamente equilibrado a 37° C. Se cultivan a 37° C y a 5% de CO, durante 2 dias,
que es el tiempo necesario para que se dé una division celular y obtenerse un cultivo

confluente para ser utilizado en el experimento que se desee.

Composicion del medio de cultivo:

- 44 mL DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium 1x; Glucosa, Piruvato,
Rojo Fenol)

- 5 mL FBS (10% Fetal Bovine Serum; Lonza, South American Origin)

- 500 mL L-Glutamina (200 mM, 100 x, PAA)

- 500 mL Penicilina / Estreptomicina (100 x, Penicilina 10000 unidades/mL,

Estreptomicina 10 mg/MI, PAA)

55



Capitulo 2

2.2.3  Expansion del cultivo celular: tripsinizacion

Pasados 2 dias del sembrado celular, el cultivo confluente se encuentra listo
para realizar otra division celular y asi aumentar el nimero de células mediante la
expansion. Las células se encuentran adheridas en la base del flask y mediante el
proceso de tripsinizacion se disociardn de éste. La tripsina, una enzima peptidasa
producida en el pancreas, rompe los enlaces entre las proteinas de membrana y la

base de flask. De este modo las células se desprenden del recipiente.

El procedimiento experimental consiste en aspirar el MC del interior del flask y
realizar un lavado con 1 mL de tripsina-EDTA (0.05% (v/v)), volver a aspirar, afiadir 1 o
2 mL de tripsina-EDTA al flask T-25 o T-75, respectivamente, e incubar a 37° C
durante 4 minutos. Se monitoriza el desprendimiento de las células mediante un
microscopio, y una vez se han desadherido de la base del flasck se afiaden 4 0 8 mL
de FBS (T-25 y T-75 respectivamente) para bloquear el efecto de la tripsina, ya que
ésta con el tiempo degradaria la célula por completo. Se introduce la suspensién en un
tubo falcon estéril y se centrifuga a 60 g durante 5 minutos. Posteriormente se aspira
el sobrenadante, se resuspende el pellet en 2 mL de MC, se introduce 1 mL en cada

flask y se incuba a 37° C durante 2 dias.

2.2.4  Recuento microscépico directo: hematocitometro

Para controlar la cantidad de células que se siembran en cada pocillo, es
necesario contarlas previamente y obtener asi la densidad celular. Para ello es
necesario un hematocitémetro: porta-objetos con dos camaras de superficie 1x1 mm
que contienen una cuadricula para facilitar el recuento de células. La cdmara esta
dividida en 9 subcuadriculas, donde las 4 de los extremos estan divididas en 16

cuadrados y la central en 256 cuadrados (Figura 2.1).
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Figura 2.1. Camara de un hematocitbmetro con zoom en la subcuadricula

central.

Se coloca un cubre objetos sobre el hematocitometro y se introducen 10 L de la
suspension celular (pellet obtenido de la expansion de la suspensién celular, apartado
2.2.3)) en cada una de las camaras. Con un microscopio y un contador manual
mecanico se cuentan el nimero de células de las subcuadriculas de los 4 extremos y
la central, para cada camara. De este modo se obtienen 10 valores, se calcula su

promedio y se obtiene estadisticamente el nUmero de células (Ecuacion 2.2).

Densidad Celular = #células * Vyjicyotq * Vsuspension
(Ecuacion 2.2)
Donde,
#células: promedio del nimero de células contadas en las 2 cAmaras
Vaticuota : Volumen introducido en la camara (10 ul)

Vsuspension: volumen total de la suspension celular

2.2.5 Sembrado de células en placas de distintos didmetros

En funcién del experimento que se quiere realizar, el sembrado celular se
cultivara en microplacas con pocillos de distintos tamafos. Para calcular la densidad

celular que debe sembrarse en cada pocillo, debe tenerse en cuenta el diametro de
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éste. Si en un flask T-25 (superficie de 25 cm?) de hNDF hay 1-10° células y en un T-
75 (superficie de 75 cm?) de HaCaT hay 2-10° células, sabiendo el diametro del pocillo
se calcula cuantas células creceran con la misma densidad celular que un flask.
Posteriormente se divide el nimero de células que se ha obtenido por 2, ya que cada
célula realizara una division celular y originard dos células idénticas a ella. En la Tabla
2.1 se muestra la densidad celular que debe sembrarse en funcién del diametro del

pocillo.

Tabla 2.1 Densidad celular que debe sembrarse en funcion de la

microplaca de sembrado

hNDF HaCaT

Area Dacillo #células (#células #células (# células

Microplaca Jem? /pocillo /pocillo)/2 /pocillo /pocillo)/2
6 pocillos 9.62 128000 64000 769000 300000
24 pocillos 1.77 23600 11800 141600 70800
48 pocillos 1.13 15066 7533 45200 22600

Una vez conocido el total de células requeridas para el experimento se
tripsinizan los flasks necesarios, se centrifuga la suspension celular, se resuspende el
pellet en MC y se realiza un recuento de células. Sabiendo el numero de células que
deben sembrarse en cada pocillo, el nimero de células obtenido en el recuento y el
volumen de suspension celular que se afadira en cada pocillo, se calcula el MC que
debe afadirse al pellet para obtener la densidad celular deseada. Posteriormente se
afade la suspension celular en cada pocillo y se incuba a 37° C y a 5% de CO,

durante 2 dias
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2.2.6  Preparacion de muestras para el microscopio de fluorescencia

Para observar la localizacion del FS en las células por microscopia de
fluorescencia, confocal o de campo claro, deben prepararse las muestras siguiendo los
protocolos estipulados de fijacién de células. Esta microscopia de contraste se basa
en utilizar distintos tintes en funcién del organulo que se quiera monitorizar ya que
cada sonda se une especificamente a un tipo de estructura celular y al ser excitada

provoca una emision de luz que se detecta por microscopia de fluorescencia.

La preparacion de la muestra consiste en incubar las células sobre cubreobjetos
durante 2 dias a 37° C y 5% de CO,. Las células se fijan al cubreobjetos debido a que
ha sido tratado previamente con glicerina durante 30 minutos a 37° C. Cuando las
células estan confluentes, se realizan 3 lavados con PBS pH= 7.4 para retirar el MC.
Se afiade la sonda celular a la concentracion de trabajo establecida y se incuba con
agitacion orbital a la temperatura de incubacién y tiempo establecido segun el
protocolo, siempre a oscuras. Se vuelven a realizar 3 lavados con PBS pH= 7.4, se
extrae el cubreobjetos del pocillo, se deposita una gota de glicerol sobre el
portacbjetos y se coloca el cubreobjetos invertido sobre el portaobjetos. En este

momento las muestras ya estan preparadas para ser examinadas en el microscopio.

Si el tinte necesita una etapa, previa o posterior de fijado celular, se realiza
afiadiendo al cubreobjetos p-formaldehido al 2% (v/v) durante 30 minutos, con
posterior lavado con PBS pH= 7.4. En el caso de que se quiera permeabilizar la
membrana celular, se afiade Tritén X-100® al 0.1% (v/v) en PBS pH= 7.4, durante 30

minutos, con posterior lavado con PBS pH=7.4.
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A continuacion se describen las caracteristicas de cada sonda celular:

2.2.6.1 Tincién de DAPI [2]

El DAPI (4’,6-Diamidino-2-phenylindole) es una sonda fluorescente azul que tifie
el nucleo celular debido a que al unirse a los acidos nucleicos del ADN de doble
cadena aumenta su fluorescencia unos 20 ordenes de magnitud. La concentracién de
trabajo del DAPI es de 300 nM en PBS y el tiempo de incubacién a oscuras de 5
minutos. La longitud de onda de excitacion en el UV es de 358 nm y la de emision en

el visible de 461 nm.

2.2.6.2 Tincién de Mitotraker ® Green FM [3]

El Mitotraker es una sonda fluorescente verde que tifie las mitocondrias. Una vez
ha difundido a través de la membrana plasmética, éste se acumula en las
mitocondrias, se oxida y posteriormente reacciona con las proteinas o péptidos para
formar un complejo que emite fluorescencia verde. La concentracion de trabajo del
Mitotraker es de 100 nM en PBS y el tiempo de incubacion es de 30 minutos a 37° C y
a oscuras. La longitud de onda maxima de excitacion es de 490 nm y la de emisién de

516 nm.

2.2.6.3 Tincién de LysoTracker ® Green [4]

El LysoTracker es una sonda fluorescente verde que tifie los lisosomas. Es una
amina débilmente basica unida a un fluoréforo, que una vez en el interior celular se
acumula selectivamente en organulos acidos, como los lisosomas. La concentracion
de trabajo del Lyso Tracker es de 75 nM en PBS y el tiempo de incubacion es de 30
minutos, a 37° C y a oscuras. La longitud de onda maxima de excitacion es de 504 nm

y la de emisién de 511 nm.
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2.2.7  Cuantificacion de proteinas [5]

El método “Pierce BCA Protein Assay Kit” (Thermo Scientific) permite cuantificar
el nUmero de proteinas totales en muestra por deteccién colorimétrica. El fundamento
consiste en la reduccion del Cu** a Cu'* realizada por la proteinas presentes en la
muestra en un medio alcalino. EI complejo purpura entre el cation cuproso y el 4cido
bicinconinico (BCA) se detecta por absorbancia a 562 nm, en un rango de linealidad
gue se encuentra entre 20 y 2000 ug/mL de proteina. La concentracion de proteinas
se determina frente a una proteina estandar de referencia, la BSA (Albumin from

Bovine Serum) mediante una serie de diluciones de concentracion conocida de ésta.

Preparacion de los estandares de BSA

Se prepara el banco de diluciones de BSA mediante la tabla que se muestra a
continuacién (Tabla 2.2). El diluyente debe ser el mismo con el que estaran disueltas

las muestras celulares, SDS al 2% (w/v) en agua.

Tabla 2.2. Esquema de las diluciones de estandares de BSA

_ Volumen Volumen y fuente Concentracion Final
vl Diluyente/ pl de BSA /L BSA/ ug/mL

A 0 300 BSA stock 2000

B 1.25 375 BSA stock 1500

C 3.25 325 BSA stock 1000

D 175 175 vial B 750

E 325 325 vial C 500

F 325 325 vial E 250

G 325 325 vial F 125

H 400 100 vial G 25

I 400 0 0
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Preparacidon de Reactivo de trabajo BCA

El kit para realizar el ensayo esta formado por dos reactivos de composicion no
publicada por el fabricante el BCA Reagent A y el BCA Reagent B, que se mezclaran
en la proporciéon 50:1, respectivamente, dando como resultado el reactivo de trabajo
(RT). Mediante la Ecuacion que se muestra a continuacién (Ecuacién 2.3) se calcula el

volumen total de este reactivo de trabajo:

Vrr= [(#estandares BSA * #repeticiones) + (#muestras * #repeticiones)] * Vrrjpocilo
(Ecuacion 2.3)
, siendo el numero de repeticiones 3 y el volumen del RT introducido en cada

pocillo 200 pL.

Procedimiento experimental

Debe medirse la absorbancia de las 8 diluciones de estandar de BSA y del total
de muestras celulares a determinar la cantidad de proteina. Para ello, se introducen 25
UL de cada estandar y de la muestra celular en una microplaca de 96 pocillos, asi
como sus tres repeticiones. Posteriormente se afiaden 200 uL del RT a cada pocillo y
se incuban mediante agitacion orbital a 37° C durante 30 minutos o 2 horas, para
concentraciones celulares elevadas o para concentraciones diluidas, respectivamente.
Una vez la microplaca esta a temperatura ambiente se mide la absorbancia a 562 nm

con un espectrofotometro de microplacas (ELx808, Biotek).

Se representa la recta patron de los estandares de BSA (ug mL™) frente a la
absorbancia, restandole previamente la absorbancia del blanco (vial | de laTabla 2.2).
En la Ecuacion de la recta que se obtiene se interpola la concentracion de proteina (ug

mL™) de la muestra celular para cada valor de absorbancia experimental.
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2.2.8 Recta patrén de concentracion de proteinas frente al nimero de células

El objetivo de este experimento es obtener una Ecuacidon que describa la
relacién entre la concentracion de proteinas, mediante el método de Cuantificacion de
proteinas (apartado 2.2.7) frente al nimero de células, mediante el método Recuento

microscopico directo (apartado 2.2.4).

Se tripsinizan el nimero de flasks necesarios, se resuspende el pellet en 10 mL
de medio de cultivo y se cuentan las células en el microscopio. Posteriormente se

realiza el siguiente banco de diluciones de esta suspension celular:

- hNDF: 10°/5-10%/ 10°/ 4-10%/10* células

- HaCaT: 5-10%/10°%/5-10°/ 10°/ 5-10* células

Se centrifuga cada tubo a 60 g durante 5 minutos, se retira el sobrenadante y se
afiade al pellet 10 mL de SDS al 2% (w/v) que lisa las células y libera su contenido
proteico. En este momento se realiza el método de Cuantificacion de proteinas y se
representa el valor de concentracion de proteina obtenido frente al nimero de células
que contiene cada dilucién. La Ecuacién de la recta que resulta de graficar los valores
se utilizara en posteriores experimentos para interpolar el numero de células a partir

de un valor de proteina obtenido experimentalmente.

2.2.9 Ensayo de viabilidad con MTT [6,7]

El objetivo de este ensayo es determinar el efecto citotoxico del FS sobre el
cultivo celular que se produce después del tratamiento fotodinamico. Este ensayo
colorimétrico consiste en la reduccién metabdlica de la MTT realizada por una enzima
mitocondrial, la succinato-deshidrogenasa, a formazan (purpura). El resultado de esta
prueba es una medida de viabilidad celular ya que solo las células con actividad

mitocondrial seran capaces de formar los cristales de formazan.
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El experimento se realiza del siguiente modo: se aspira el MC, se adiciona medio
de cultivo fresco y pasadas 24 horas se incuban las células con MTT (0.5 mg mL™ en
PBS) durante 3 horas a 37° C y 5% CO,. Se aspira la MTT, se afaden 500 pL de
DMSO vy se agita a oscuras durante 15 minutos para asegurar el lisado completo de
las células y la disolucion de los cristales de formazan. Posteriormente se transvasan
200 pL a una microplaca de 96 pocillos y se realiza la lectura de la absorbancia, a 550
nm, espectrofotometro de microplacas (ELx808, Biotek). Por ultimo, se calcula la

viabilidad celular mediante la siguiente Ecuacién (Ecuacion 2.4):

Abs — ABS
%Viabilidad celular = AbsmueStm 1BS blanco , 100
control — blanco

(Ecuacion 2.4)
, siendo:
Absestra: @bsorbancia de la muestra celular a la que se le ha afiadido FS
AbSpjanco: @bsorbancia del DMSO

Absonioi: @bsorbancia de la muestra celular a la que no se le ha afadido FS

2.2.10 Viabilidad celular frente al fotosensibilizador

La viabilidad celular de los hNDF y los HaCaT frente al FS con posterior
irradiacion se realiza debido a la necesidad de conocer si las condiciones de TFD
antifingica que se han optimizado para eliminar las levaduras afectan toxicamente a
dichas células. La cantidad de células vivas que se obtiene después del tratamiento
fotodinamico se evalia mediante el ensayo de la MTT. El disefio experimental consiste
en evaluar las distintas concentraciones del FS, los distintos tiempos de contacto del

FS en las células y los distintos tiempos de irradiacion.

En los ensayos con TMPyP y NMB se tiene en cuenta una cuarta variable, el
lavado o no del FS antes de la irradiacion. A continuacién se muestra la metodologia

experimental en funcién del caso:
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Irradiacién sin lavado previo del FS

Se cultivan las células en microplacas de 48 pocillos a 37° C durante 2 dias. Se
aspira el MC y se afiaden 200 L del FS a la concentracion deseada disuelto en MC
sin FBS. Se elimina el FBS debido a que las proteinas que contiene podrian
interaccionarian con el FS y desactivarlo, dando como resultado una menor
incorporacién de éste por parte de las células. Se adiciona el FS, se incuban las
células a 37°C durante 15 minutos (o sin incubacion a tiempo 0), a la longitud de onda
de excitacion del FS y durante el tiempo establecido segun el disefio experimental.
Posteriormente se realizan 3 lavados con PBS, se incuban a 37 °C durante 24 h y se

realiza el ensayo de la MTT.

Irradiacién con lavado previo del FS

Se cultivan las células en microplacas de 48 pocillos a 37° C durante 2 dias. Se
aspira el MC y se afladen 200 pL del FS disuelto en MC sin FBS. Se incuban a 37° C
durante el tiempo establecido segun el disefio experimental (0 o 15 minutos). Se
realizan 3 lavados con PBS para retirar el FS en exceso y se irradian las células, a la
longitud de onda de excitacion del FS, durante el tiempo establecido segun el
experimento. Posteriormente, se incuba a 37° C durante 24 h y se realizar en ensayo

de la MTT.

Para realizar la toxicidad a oscuras del FS, se cultivan las células en microplacas
de 48 pocillos a 37° C durante 2 dias. Se aspira el MC y se afladen 200 pL del FS
disuelto en MC sin FBS. Se incuban a 37° C durante 0, 15, 30, 45 y 60 minutos.
Posteriormente, se realizan 3 lavados con PBS para retirar el FS en exceso, se incuba

a 37° C durante 24 h y se realiza en ensayo de la MTT.
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Por ultimo, para cada uno de los casos descritos anteriormente se grafica el %
viabilidad celular (Ecuacién 4) frente a la concentracién de FS, mostrandose como

desviaciones estandares de las tres repeticiones.

2.2.11 Incorporacion del fotosensibilizador por las células

Mediante medidas de fluorescencia se describe el proceso de incorporacién
celular del FS en funcion del tiempo. Se cultivan las células en microplacas de 6
pocillos a 37° C durante 2 dias. Se aspira el MC y se afiaden 700 uL del FS disuelto en
MC sin FBS y se incuban a 37° C durante los distintos tiempos a los que se quiere
evaluar la incorporacion del FS. Se realizan 3 lavados con PBS para retirar el FS en
exceso Y, sin retirar el PBS del dltimo lavado, se rascan las células con la ayuda de
una rasqueta. Durante el rascado, se comprueba con el microscopio que estas se han
desprendido de la base del pocillo. Se transvasa la suspension celular a un tubo falcon
estéril, se limpia el pocillo con 1 mL mas de PBS y se centrifuga a 60 g durante 5
minutos. Se elimina el sobrenadante, se afiade al pellet 1 mL de SDS al 2% (w/v) y se
sbnica durante 10 minutos para que se dé la lisis celular completa y se libere el FS que
habia sido incorporado por las células. De esta suspensién se retiran 100 pL para
realizar el ensayo de Cuantificacion de proteinas (apartado 2.2.6) y el resto se utiliza
para medir la fluorescencia del FS mediante un espectrofluorimetro (Jobin Yvon-Spex

FLUOROMAX-4).

El tratamiento matemético de los resultados experimentales consiste en calcular,
para cada tiempo de incorporacion, el area bajo la curva de cada espectro de
fluorescencia mediante el software Graphpad. Paralelamente se ha calculado también,
para cada tiempo de incorporacion, la cantidad de proteina total en muestra. Mediante
la Ecuacion de la recta patron que relaciona el contenido proteico con el nimero de
células (apartado 2.2.7), se realiza una conversion de los datos para obtener valores

de numero de células. Por ultimo se divide el area bajo la curva por el nimero de
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células y se grafican los resultados como Fluorescencia del lisado celular normalizada

por el nUmero de células, frente al tiempo.
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2.3 Técnicas Fotoquimicas

Las suspensiones de cultivo ON de levadura fueron cultivadas aerdbicamente a
37° C en medio de cultivo caldo de SB hasta una DO de 0.6 (~10° ufc/mL). Se retir6 el
medio de cultivo con lavados de PBS pH=7.4 mediante centrifugados de 5 minutos a
1398 g y se resuspendieron en PBS estéril. Se adicioné el FS a las suspensiones de
levadura justo antes de las mediciones espectroscopicas con hipericina o bien con 1 h
de incubacion para mediciones con TMPyP o NMB. Para realizar las medidas en PBS
deuterado (D-PBS), las suspensiones de levadura se centrifugaron dos veces a 1398 g
durante 5 min y se resuspendieron en D-PBS. Las mediciones espectroscépicas se
llevaron a cabo en cubetas de 1 cm de cuarzo (Hellmut, Alemania) a temperatura

ambiente bajo agitacion suave.

2.3.1  Espectros de absorcion, excitacion y emision

El espectro de absorcién del estado fundamental, tanto del FS solo como del FS
incorporado en levaduras, fue obtenido realizando un barrido desde 300 a 800 nm
mediante un espectrofotometro Varian Cary 6000i (Varian Inc., Palo Alto, CA). Los
espectros de excitacibn y de emision de fluorescencia se realizaron con un
espectrofluorometro Spex Fluoromax 4 (Horiba Jobin-Ybon, Edison, NJ) a las

siguientes longitudes de onda siguientes (Tabla 2.3):

Tabla 2.3. Longitudes de onda de espectros de excitacion y emision

Espectro Excitacién Espectro Emisién
Excitacion Emision Excitacion Emision
Hipericina 320-570 600 530 550-750
TMPyP 350-620 650 430 600-800
NMB 400-730 750 590 600-800
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2.3.2 Cinética de fluorescencia resuelta en el tiempo

Los decaimientos de fluorescencia resueltos en el tiempo son ensayos que
consisten en irradiar el FS incorporado en las levaduras y recoger la cinética de esta
fluorescencia a una longitud de onda constante, su longitud de onda de emisién, en
vez de realizar un barrido de longitudes de onda. La cinética y el tiempo de vida del FS
excitado seran distintos en funcion de si el FS esta incorporado en las células o bien si
se encuentra disuelto en un disolvente. Ademas, si se obtiene mas de un tiempo de
vida del FS excitado significa que existen diferentes poblaciones de FS, lo que indica

que este se acumula en zonas distintas dentro de la célula.

Para ello, se incuba el FS en las levaduras durante 1 hora, con agitaciéon y a
oscuras. Posteriormente se realizan tres lavados con PBS mediante centrifugaciones
de 5 minutos a 1398 g para eliminar el FS en exceso que se encuentra en el
sobrenadante. Los decaimientos de fluorescencia resueltos en el tiempo del FS
incorporado en las levaduras fueron obtenidos con un sistema de conteo de fotones
individuales (Fluotime 200, PicoQuant GmbH, Berlin, Alemania) equipado con un
fotomultiplicador sensible al rojo. La fluorescencia fue excitada a 596 nm para la
hipericina y 405 nm para la TMPyP, mediante LEDs pulsados con una tasa de
repeticiones de 10 MHz, y fue observada a 655 nm tanto para la hipericina como para
la TMPyP y, manteniendo la frecuencia de conteo por debajo del 1%. El decaimiento
de fluorescencia fue analizado usando el software de analisis de datos PicoQuant

FluoFit 4.0.

2.3.3 Absorcion de los estados transitorios

El estudio de la absorcién de las especies transitorias de la hipericina, el estado
triplete (°*Hip) o el radical anién (Hip™-), formadas en las levaduras se realiza mediante
experimentos de absorcion transitoria, aprovechando los diferentes espectros de

absorcion que presentan ambos intermedios [8].
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El objetivo es producir estos intermedios en muestras saturadas de argon, ya
que cuando el oxigeno se encuentra en el sistema las sefales desaparecen por
completo porque desactiva al reaccionar con ellos. Una vez incubadas las levaduras
con hipericina se desgasifica la muestra mediante una corriente de argén y se
detectan los transitorios de la hipericina mediante un equipo de flash fotdlisis provisto
de un laser de nanosegundos [9]. La longitud de onda de excitacion de la hipericina es
532 nm y la absorciéon de los transitorios se detecta a las longitudes de onda de
absorcion del estado triplete (520 nm) o del radical anién (740 nm), con la finalidad de
realizar el seguimiento de estas especies [8]. Debe tenerse en cuenta que la
monitorizacion del decaimiento a 740 nm no solo muestra la absorcion del radical
anion, sino que muestra dos componentes: una de tiempo de vida corta
correspondiente al estado triplete y una segunda componente de tiempo de vida larga

(orden milisegundos) correspondiente al radical anion.

2.3.4  Cinética de fosforescencia de oxigeno singlete

La deteccion de la luminiscencia en el infrarrojo cercano resuelta en el tiempo del
'0, formado en las células puede monitorizarse mediante su fosforescencia a 1275 nm
[10-16]. La fosforescencia de 'O, fue detectada mediante un sistema customizado, el
Fluotime 200 (PicoQuant GmbH, Berlin, Alemania) [10]. Para la excitacién de la
muestra se utiliz6 un laser pulsado Nd:Yag de bombardeo de diodos (FTSS355-Q,
Crystal Laser, Berlin, Alemania) trabajando con una tasa de repeticiones de 10 kHz y a
532 nm (12 mW, 1.2 pJ por pulso). Se colocé un filtro de corte de 1064 nm (Edmund
Optics, UK) en el puerto de salida del laser para eliminar cualquier componente
residual de la emision fundamental en la region del IR cercano. La luminiscencia
emitida por la muestra se filtr6 mediante un espejo frio (IVC Melles Griot, USA) y un
filtro de interferencia a 1273 + 86 nm (Interferenzop-tik Elektronik GmbH, Alemania), y

se focaliz6 en un tubo fotomultiplicador sensible al IR cercano (H9170-45, de
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Hamamatsu Foténica, Hamamastsu, Japon). El conteo de fotones se realizd con un

multicanal NanoHarp Escalador 250 (PicoQuant, Alemania). Las sefales de emision

resueltas en el tiempo fueron analizadas usando el programa de analisis de datos

FluoFit 4.0 con la finalidad de extraer los valores de vida media de las especies.

Se incuba el FS (disuelto en PBS) en las levaduras (disueltas en PBS) durante 1

hora (con agitacion y a oscuras) y posteriormente mediante lavados con PBS

(centrifuga a 1398 g durante 5 minutos) se elimina el FS en exceso que se encuentra

en el sobrenadante. Se irradia la muestra mediante un laser pulsado a 532 nm y se

recoge la sefial emitida de luminiscencia a 1275 nm, correspondiente al 'O,. Para

asignar esta sefial de forma inequivoca al 'O, se realizan los siguientes controles:

Se recoge la sefial a 1325 nm, dando como resultado la desaparicion de la
sefial ya que a esta longitud de onda el 'O, no emite fosforescencia.

Se centrifuga a 1398 g durante 5 minutos y se mide el sobrenadante a 1275
nm, dando como resultado la desaparicion de la sefial, pudiendo asignar que
la sefial obtenida se debe al 'O, intracelular o unido a la pared celular de la
levadura.

Se centrifuga a 1398 g durante 5 minutos y se resuspende el pellet en PBS
deuterado (D-PBS). Se recoge la sefial a 1275 nm y el tiempo de vida de
emisién obtenido en D-PBS aumenta en relacién al obtenido en PBS [17].

A la muestra disuelta en D-PBS se le afiade BSA 0.75 mM (albumina de
suero bovino en D-PBS) y se realiza la medida a 1275 nm. Se obtiene una
disminucién del tiempo de vida media del *O, (relativo a la medida en D-PBS)
producido por el FS unido a la pared celular ya que esta proteina solo
desactiva el 'O, extracelular debido a que su gran tamafio (65 kDa) no le
permite penetrar la célula [18], desactivando asi el 'O, extracelular pero no el

intracelular.
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En el caso de la TMPyP se realiza la medida de la muestra en PBS y a 960

nm con el objetivo de monitorizar la fosforescencia de este FS.
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Uso de la hipericina en TFD in vitro contra especies de Candida

3.1 Introduccién

Candida spp. es un habitante comudn de la boca, la garganta, el tracto digestivo,
los genitales y la piel. Sin embargo, al ser un hongo oportunista puede convertirse en
patdgeno en presencia de determinados factores, produciendo infecciones que
provocan desde lesiones cuténeas leves hasta candidiasis sistémicas severas [1]. De
hecho, en pacientes inmunocomprometidos la candidiasis orofaringea es una de las

infecciones oportunistas mas comunes [2,3].

Muchos farmacos antifungicos, como el fluconazol, las equinocandinas o la
anfotericina-B, estan actualmente disponibles en el mercado, utilizandose uno u otro
en funcién de la especie de Candida patégena a tratar y de la metodologia clinica que
se desee realizar. Se conoce que Candida albicans es la especie mas susceptible a
todas las familias de agentes antifingicos y Candida parapsilosis es la que tiene los
mayores indices de CMI (concentracibn minima inhibitoria) en farmacos del tipo
equinocandinas (antifungicos que inhiben la sintesis de glucano en la pared celular) [4-
6]. En cambio, Candida krusei es la especie mas susceptible al fluconazol y a la
flucitosina [3,7]. Estas terapias son eficaces, pero la recurrencia de la candidiasis es
comun. Otra problematica de estas terapias son los efectos adversos, como la
resistencia a los antifingicos, las interacciones de estos farmacos con otros
tratamientos médicos y el deterioro de algunos 6rganos debido a la toxicidad que estos
producen. Por ejemplo, la anfotericina-B es conocida por causar graves y letales
efectos secundarios cuando se administra por via intravenosa. La reduccion de la
toxicidad, mejorar la biodisponibilidad y la resistencia a los antifingicos son

problematicas aun por solucionar de este tipo de tratamientos.

La TFD antifungica se basa en el uso de un farmaco fotosensible que en
presencia de oxigeno produce especies reactivas del oxigeno, mediante previa

activacion con luz de longitud de onda correspondiente a su espectro de absorcion [8].
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Debido a su naturaleza altamente oxidante, una vez generadas las EROs estas
pueden posteriormente reaccionar con moléculas de su entorno directo causando la
destruccién de las células diana [9,10]. La TFD antifingica es un alternativa muy
prometedora frente a los tratamientos antimicrobianos convencionales en infecciones
tépicas [11], asi como en el desarrollo de nuevos y eficaces fotosensibilizadores [12].
La TFA es un area de la medicina en constante investigacion [13] ya que los FS
aprobados actualmente han sido disefiados principalmente para aplicaciones en
tratamientos oncolégicos. Varios estudios han demostrado que Candida spp. puede
ser sensibilizada de modo efectivo in vitro mediante la administraciéon de
fotosensibilizadores como fenotiazinas, porfirinas, ftalocianinas o el acido
aminolevulinico (precursor del FS protoporfirina IX, en el que acaba transformandose
metabdlicamente) [14-17]. Ademdas de su eficacia contra los hongos en general, la
TFD antifingica ha puesto de manifiesto otros beneficios. En primer lugar, los FS
utilizados son altamente selectivos. En segundo lugar, todos los FS investigados no
tienen actividad genotdxica y mutagénica. Por ultimo, ain no se ha dado ningun caso

de cepas fungicas resistentes a los FS [18-20].

La hipericina (Figura 3.1) es una naftodiantrona aromatica policiclica aislada de
ciertas especies de plantas del género Hypericum [21]. Las soluciones de hipericina en
disolventes organicos muestran bandas de absorcion en el espectro visible con
méximos a 550 y 588 nm y bandas de emision de fluorescencia alrededor de 600 nm,
ambos en etanol [22]. En cambio, en soluciones acuosas la hipericina no se disuelve y
forma agregados de alto peso molecular que no son fluorescentes debido a que las
moléculas de hipericina empaquetadas pierden la posibilidad de rotar y emitir energia
en forma de fluorescencia. Ademas, este FS puede asociarse a macromoléculas,
como la polivinilpirrolidona o varios tipos de proteinas (ej. albimina, fibras amiloides y
lipoproteinas de baja densidad), produciendo monémeros fluorescentes en la region

del rojo [23,24]. La hipericina es un prometedor agente oncoldgico en TFD, de hecho
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se ha demostrado su utilidad en el diagnostico o en la terapia de células tumorales de
vejiga urinaria [25], cancer nasofaringeo [26], cancer de piel de tipo no melanoma [27]
o linfoma cutaneo [28] entre otros. Relacionado con su actividad antimicrobiana, se ha
demostrado que varias especies de extractos de Hypericum tienen un efecto inhibitorio
contra bacterias gram positivas, bacterias gram negativas y C. albicans, aunque sin
activacion previa del FS mediante luz [29]. La actividad de la hipericina como agente
antiviral también ha sido estudiada en virus con envuelta, como el virus del herpes

simple, en citomegalovirus o el VIH [30].

OH O OH
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Figura 3.1. Estructura quimica de la hipericina

Debido a que el objetivo de este trabajo es estudiar el efecto de la hipericina
como antifungico para TFD antifiingica in vitro contra varias especies patégenas de
Candida que pueden provocar micosis superficiales, se evallan también los posibles
efectos secundarios sobre queratinocitos y fibroblastos humanos. Los queratinocitos
son el tipo de célula predominante en la capa mas externa de la epidermis y los
fibroblastos son los principales componentes celulares de los tejidos conectivos y
organos del cuerpo. La capacidad de los fibroblastos para producir y organizar la
matriz extracelular y, de comunicarse con otras células, las convierte en uno de los

componentes principales del tejido dérmico [31].
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3.2 Parte experimental

3.2.1 Cepas fungicas y células humanas

Las cepas de levadura estudiadas en este capitulo son Candida parapsilosis
ATCC 22019, Candida krusei ATCC 6258, y Candida albicans ATCC 10231, obtenidas
de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC: American Type Culture Collection;
Rockville, MD) y Candida albicans CECT 1001 procedente de la Coleccién Espafiola

de Cultivos Tipo (CECT,; Universidad de Valencia, Espafia).

Las células humanas que se han utilizado son queratinocitos (HaCaT: human
adult high calcium low temperature) y fibroblastos (hNDF: human normal dermal
fibroblasts), que se obtuvieron de la Universidad Autonoma de Madrid y del Hospital

Central de Asturias, respectivamente.

3.2.2 Reactivos quimicos

La hipericina (Hypericin®), el PBS (Sterile dulbecco's Phosphate Buffered Saline
pH 7.4), el DMSO (dimetil sulf6xido) y el SDS (dodecil sulfato sdédico) fueron
comprados en SIGMA-Aldrich. La MTT (bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolio) fue adquirida en HWI Analytik GMBH (Ruelzheim, Alemania). El
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium 4.5 g/L glucosa), el FBS (Fetal Bovine
Serum), la Penicilina Estreptomicina, la L-glutamina para los ensayos biolégicos con
células humanas fueron obtenidos en Lonza (Sur América). El “Pierce BCA Protein

Assay Kit” fue proporcinada por Thermo Scientific.

El medio de cultivo fungico, agar de Sabouraud (SB), fue preparado a partir de
Sabouraud Dextrose Agar®, comercializadopor Oxoid. El medio de cultivo de células
humanas (MCH) fue preparado a partir de DMEM suplementado con FBS 10%,

Penicilina estreptomicina 1% (v/v) y L-glutamina 2 mM. La hipericina stock fue
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preparada en etanol (Alcohocel® 70°) o DMSO (Dimetilsulfoxido, Panreac®) y diluida
con PBS (para experimentos con levaduras) o con MCH sin FBS (para experimentos
con células humanas), hasta la concentracion deseada. Las concentraciones de
trabajo de hipericina se prepararon entre 0.032 hasta 640 uM y se almacenaron a 4° C

y a oscuras.

3.2.3 Fuentes de luz

Las distintas especies de Candida fueron irradiadas en el laboratorio
microbioldgico con una lampara LED con emision a 602 + 10 nm y una irradiancia de
10.3 mW cm®. Las células humanas fueron irradiadas en el laboratorio de cultivos
celulares con una lampara LED con una emisién a 593 + 10 nm y con una irradiancia
de 9 mW cm™. Dado el amplio espectro de absorcién de la hipericina, las pequefias
diferencias entre las dos fuentes de luz no tienen ninguna influencia sobre los

resultados de las dos series de experimentos.

3.2.4 Inactivacion fotosensibilizada de las suspensiones celulares fungicas

Este ensayo (Figura 3.2) fue realizado por Manuel P. Paz-Cristobal® y dirigido
por el Dr. Antonio Rezusta®® y la Dra. Yolanda Gilaberte®®, del Departamento de
microbiologia del Hospital universitario Miguel Servet®, del Instituto de Ciencias de la
Salud de Aragén® y del Departamento de Dermatologia del Hospital San Jorge de

Huesca®.

Las suspensiones de cultivo ON de levadura cultivadas hasta alcanzar una
turbidez de valor 0.5 0 4 en la escala de McFarland en agua destilada, fueron
incubadas con diferentes concentraciones de hipericina (entre 0.325 a 640 uM) a
oscuras y a 35° C durante diferentes periodos de tiempo (0, 15, 30 y 60 min, 3y
24 h) para evaluar la influencia del tiempo de contacto en el tratamiento

fotodinamico. Posteriormente, las células fueron irradiadas durante 30 o 60
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minutos (18 o 37 J cm?, respectivamente) y, posteriormente incubadas a 35° C
durante 48 h. La viabilidad celular de las levaduras después del tratamiento
fotodinamico con hipericina se evalu6 mediante el recuento de las colonias para
poder transformar los datos en ufc/mL [32]. Los experimentos se realizaron por
triplicado para cada condicién. Los resultados se expresan como logaritmo de las
cfu/mL frente a la concentracdén de hipeicina, mediante la media + desviacién
estandar. Los valores de concentracidn de hipericina se expresan como la media +
la desviacion estandar. Las diferencias entre las medias se analizan mediane el
test estadistico Mann-Whitney U-test. La significancia estadistica se asume a

P<0.05.

3.25 Efectos secundarios: tratamiento fotodinamico en células humanas

La viabilidad celular se evalla mediante el ensayo de la MTT. Se cultivan los
HaCaT y hNDF (~2:10° y 1'10° células respectivamente) durante 2 dias a 37° C y 5%
CO, en placas de 48 pocillos. Se adicionan concentraciones crecientes de hipericina
(0, 0.5, 1, 5y 10 uM) y se irradian durante 15, 30 y 60 min (fluencia de 8, 18 y
37 J cm?, respectivamente). Se elimina el exceso de FS, se adiciona medio de cultivo
fresco y pasadas 24 horas se incuban las células con MTT (0.5 mg mL™ en PBS)
durante 3 horas a 37° C y 5% CO,. Se aspira la MTT, se afiaden 500 uL de DMSO y
se agita durante 15 min para posteriormente leer la absorbancia a 550 nm mediante un

lector de microplacas (Biotek ELx808).

3.2.6  Incorporacioén de hipericina en levaduras

La evaluaciéon de la incorporacion de la hipericina en las levaduras se obtiene
mediante medidas de fluorescencia del lisado celular. Se centrifuga la suspension
stock de levadura (~10° ufc/mL) a 1398 g durante 3 min y se lava con PBS para
eliminar el medio de cultivo. Se adiciona hipericina 2.5 UM y se incuban las muestras,

con agitacion y a oscuras, a distintos periodos de tiempo (de 30 minutos a 24 horas) a
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37° C. Para cada tiempo de incorporacion, se realizan tres lavados con PBS para
eliminar el exceso de hipericina y posteriormente se adiciona al pellet 1 mL de SDS
(2% (w/v) en agua) y se agita durante 24 horas, a oscuras y a temperatura ambiente
para obtener el lisado celular. La cantidad de hipericina incorporada por las células se
obtiene por espectroscopia de fluorescencia del lisado celular, excitando a 530 nm y
registrando la sefial de emision entre 550 y 750 nm (espectrofluorimetro FluoroMax
Jobin Yvon-Spex 4). Para obtener la fluorescencia del lisado celular se calcula el area
bajo la curva del espectro de emisién por integracion. Los experimentos se realizaron

por triplicado para cada condicion.

3.2.7 Incorporacién de hipericina en células humanas

Del mismo modo que en levaduras, la incorporacion de la hipericina en células
humanas se obtuvo mediante medidas de fluorescencia del lisado celular. Se cultivan
los queratinocitos y los fibroblastos durante dos dias a 37° C y 5% CO, hasta obtener
una densidad celular de ~2:10° y 1-10° células por pocillo, respectivamente. Se retira el
medio de cultivo mediante lavados con PBS, se adiciona hipericina 2.5 uM en DMEM vy
se incuban a oscuras durante distintos periodos de tiempo (de 30 minutos a 24 horas)
a 37 ° Cy5% de CO,. Para cada tiempo de incorporacién, se realizan tres lavados
con PBS para eliminar el exceso de hipericina. Posteriormente se desprenden las
células mediante raspado, se resuspenden en 1 mL de SDS (2% (w/v) en agua) y se
agitan durante 24 horas a oscuras y a temperatura ambiente. La cantidad de hipericina
incorporada por las células se obtiene por espectroscopia de fluorescencia como se ha
descrito anteriormente en levaduras. Con la finalidad de corregir las variaciones entre
las muestras debido al crecimiento celular independiente entre pocillos, se normalizan
los valores de intensidad de fluorescencia obtenida para cada muestra por el nimero
total de células en cada pocillo (Pierce BCA Protein Assay Kit [33]). Los experimentos

se realizaron por triplicado para cada condicion.
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3.3 Resultados

3.3.1 Inactivacion fotosensibilizada de las suspensiones celulares fungicas

Para este ensayo, se adopto el criterio que define la actividad bactericida para
definir la actividad fungicida, es decir, se considera un efecto fungicida cuando se logra
una reduccion del 99.9% o de 3 log;o de las ufc/mL. Asi, si se parte de un inoculo
inicial de células fungicas de turbidez equivalente al ndmero 0.5 McFarland (~10°
ufc/mL) se obtiene una reduccion del 99.9% o de 3 log;, ufc/mL cuando tras el
tratamiento ninguna colonia se desarrolla sobre el agar de cultivo. Este criterio ha sido
utilizado previamente para evaluar la actividad antifingica de fotosensiblizadores
frente a Candida spp. [34]. Con el fin de evaluar el alcance de la técnica, se adoptd
también un criterio mas estricto con una reduccion del 99.9999% o de 6 logy, de las
ufc/mL, partiendo de un inoculo inicial de 4 McFarland (~10" ufc/mL) de las células

fungicas.

El tratamiento fotodinamico con hipericina inhibié el crecimiento de las diferentes
cepas de Candida produciendo un efecto fungicida. El control de citotoxicidad de la
hipericina realizado en ausencia de luz dio como resultado una inactivacion menor al
10% en todas las levaduras, exceptuando el experimento realizado con C. krusei a la
concentracion mayor de hipericina debido a la alta cantidad de DMSO procedente de

la disolucion stock de FS.

El efecto del tiempo de preincubacion de las células de Candida spp. con
hipericina antes de irradiar demostré que un tiempo de incubacion corto (<1 min) es
suficiente para producir fotoinactivacion en todas las cepas (Figura 3.2). Los tiempos
de incubacién que fueron estudiados (0, 15, 30, 60 min, 3 y 24 h) no provocaron

aumento en la eficacia del tratamiento fotodinamico.
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En la Figura 3.2 puede observarse el efecto fototoxico que presenta la hipericina

frente a todas las especies de Candida, siendo el grado de fotoinactivacién celular

dependiente de la especie de Candida que se desea inactivar, la concentracion del FS

0 en algun caso la dosis de luz recibida.
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Figura 3.2. Efecto de la fluencia y la concentracién de hipericina sobre la

fotoinactivacion de especies de Candida. Los graficos (A) y (B) se refieren

a los experimentos con valores iniciales de 0.5 McFarland (A: 18 J cm ?, B:

37 J cm ?), mientras que los paneles (C) y (D) se refieren a los

experimentos a partir de

(C:18Jcm™ D: 37 Jcm™)

los valores

iniciales de 4.0 McFarland

160 320 640

A partir de valores iniciales de 0.5 McFarland, se obtuvo un efecto fungicida de 3

logio en las dos cepas de C. albicans y C. parapsilosis, a concentraciones de

hipericina inferiores a 0.625 y 1.25 uM, respectivamente, y tanto para fluencias de luz
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de 18 y 37 J cm™. Una mayor concentracion de hipericina, 40 pM con una fluencia de
18 J cm™? 0 20 uM con 37 J cm, fue necesaria para producir un efecto fungicida de 3
logio en C. krusei. La concentraciones de hipericina necesarias para obtener un efecto
fungicida de 3 log;, para valores de 0.5 y 4.0 McFarland no fueron significativamente
diferentes para ambas cepas de C. albicans (P> 0,1) pero si lo fueron para C.
parapsilosis (P <0,002) y C. krusei (P <0,05), tanto a 18 y 37 J cm™ para todas las

cepas.

Para producir un efecto fungicida de 6 logio en de la viabilidad celular de las
levaduras, a partir de valores iniciales de 4.0 McFarland, fue necesario aumentar la
concentracion de hipericina, asi como la dosis de luz (Figura 3.2). Este incremento fue
menor para ambas cepas de C. albicans. (5 uM y 37 J cm™) que para C. parapsilosis
(320 pM y 37 J cm®) o C. krusei (320 pM y 37 J cm™). Las concentraciones de
hipericina necesarias para producir una reduccion en la viabilidad celular de 3 o0 6 logio
a partir de valores de 4.0 McFarland fueron significativamente diferentes para todas las

cepas, tanto para fluencias de 18 0 37 J cm™ (P <0,05).

3.3.2 Efectos secundarios: tratamiento fotodindmico en células humanas

Una vez identificadas las condiciones que producen la muerte celular en las
levaduras, se evalua el efecto del tratamiento fotodinamico en HaCaT y hNDF (Figura
3.3). Los resultados muestran que la viabilidad en células humanas es superior al 90%
en las mismas condiciones que se necesitan para fotoinactivar las dos cepas de
C. albicans. En el caso de C. krusei y C. parapsilosis, si se aplican las mismas
condiciones de fotoinactivacion de estas especies, se produce inevitablemente dafio
celular sobre los hNDF y los HaCaT. Sin embargo, la toxicidad a oscuras de la

hipericina sobre estas células es practicamente insignificante.
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Figura 3.3. Viabilidad celular de HaCaT (A) y hNDF (C) después de la
fotoinactivacién a diferentes concentraciones de hipericina y a diferentes
fluencias (rojo: 8 J cm®; azul: 18 J cm™; verde: 37 J cm™). También se
muestra la toxicidad a oscuras en las mismas condiciones para los HaCaT
(B) y hNDF (D) durante distintos tiempos de contacto (rosa: 15 min,

turguesa: 30 min, lila: 60 min)

Para cada ensayo, los controles de toxicidad del FS (sin luz) y de la luz (sin FS)
se realizaron con la misma concentracion de hipericina y dosis de luz,
respectivamente. Los experimentos se realizaron por triplicado para cada condicion.
Los resultados se expresan como logaritmo de las cfu/mL frente a la concentracion de

hipericina, mediante la media + desviacién estandar.
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3.3.3 Incorporacioén de hipericina en levaduras

A continuacién (Figura 3.4) se muestran los graficos de incorporacién de
hipericina en funcidon del tiempo obtenidos para todas las especies de Candida

estudiadas:

100+

—— C.albicans CECT
—— C.albicans ATCC

Fluorescencia lisado celular / u.a.

04 C.krusei
—— C.parapsilosis
0 ; ' ' '
' : 10 15 20 25

Tiempo/ h

Figura 3.4. Evolucién temporal de la incorporacién de hipericina por
levaduras. C. albicans CECT 1001 (rojo), C. albicans ATCC 10231 (azul),
C. krusei (verde) y C. parapsilosis (rosa), expresado como fluorescencia

del lisado celular normalizada.

Tal y como muestra la Figura 3.4, la absorcién para todas las levaduras va
aumentando de manera constante hasta las 7 h, donde se produce un maximo y a
partir del cual va disminuyendo levemente la incorporacion de hipericina hasta las 22 h

monitorizadas.
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3.3.4 Incorporacién de hipericina en células humanas

A continuacion (Figura 3.5) se muestran los gréficos de incorporacién de

hipericina en funcion del tiempo obtenidos para ambas lineas celulares humanas:

1004

0 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo / h

Fluorescencia lisado celular / u.a.

Figura 3.5. Evolucién temporal de la incorporacion de hipericina en HaCaT
(verde) y hNDF (rosa), expresado como fluorescencia del lisado celular

normalizado por el nimero de células.

Tal y como muestra la Figura 3.5, la incorporacion de hipericina por las células
humanas HaCaT muestra un aumento gradual en la absorcién hasta las 6 horas,
momento en el que se observa un maximo. Posteriormente, la incorporacion del FS
disminuye con el tiempo, probablemente debido a la expulsion o metabolizaciéon del FS
por las células. Para los hNDF, la absorcion aumenta de modo constante con el tiempo

de contacto, con un maximo transitorio alrededor de 1 hora.
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34 Discusiodn

La utilidad de la TFD en la inactivacion de microorganismos patégenos esta
siendo reconocida cada vez mas, siendo la evaluacion de distintos FSs el objeto de
este estudio. La hipericina es interesante debido a que es un producto natural ya
utilizado en la medicina tradicional y conocido por sus propiedades fotosensibilizantes.
Este trabajo demuestra que todas las especies de Candida que se han estudiado
pueden ser fotoinactivadas con éxito utilizando hipericina como FS. Sin embargo se
dan diferencias en la susceptibilidad entre las especies, siendo C. albicans las mas
susceptibles y C. krusei la mas resistente. Por otra parte, el presente estudio también
demuestra que la hipericina fotosensibiliza las levaduras rapidamente, es decir,
inmediatamente después de la adicién de este FS a las células. Asi que, aumentar el
tiempo de preincubacién no aumenta la eficiencia en el tratamiento, de acuerdo con

las observaciones de otros FS [35].

En cuanto a la dosis de luz fungicida, la fluencia efectiva minima necesaria para
alcanzar un efecto fungicida de 3 log,, fue de 18 J cm™, tanto para C. albicans como
para C. parapsilosis, tal y como sucede en otros estudios bibliograficos con otros FS
[36]. El control realizado solo con luz (602 nm) y sin FS no provocé ningun efecto
considerable sobre las levaduras, de acuerdo con otros trabajos [20,36], a pesar de
que Souza et al. [17] encontrd que a energias de irradiacion bajas (15.8 y 39.5 J cm?)

a 660 nm se producia un efecto antimicético en C. albicans.

Los estudios bioldgicos in vitro demuestran que la hipericina induce un efecto
fototoxico considerable sobre los queratinocitos y fibroblastos humanos en funcién de
la concentracion del FS y dosis de luz. Sin embargo, es posible utilizar la hipericina en
TFD antifangica siempre y cuando la concentracion y la dosis de luz se mantengan por
debajo de 1 uM y 37 J cm? respectivamente. Estos resultados in vitro son

consistentes con datos clinicos [28] obtenidos en pacientes sanos tratados con
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hipericina administrada via topica, donde la dosis de luz fototoxica minima fue de

4 Jcm?

El tratamiento fotodindmico debe preservar el tejido del paciente y los procesos
inflamatorios locales de las zonas infectadas, siendo la funcion de éstos ultimos la de
proteger y reparar las areas dafiadas. Dicha funcién la desempefian los leucocitos
[37], en patrticular los neutrofilos (glébulos blancos del tipo granulocito que se encargan
de fagocitar bacterias y hongos). En este sentido, se ha demostrado recientemente
qgue algunos FS, como el azul de toluidina-O o el azul de metileno, no dafian a los
neutrofilos, obteniéndose un efecto terapéutico considerable in vivo en infecciones
microbianas localizadas [38]. En el caso de hipericina, otros estudios han demostrado
que la formacién de superdxido, procedente del mecanismo tipo I, no afecta a los
neutrdéfilos porque es inhibido mediante mecanismos de fotosensibilizacion oxigeno-
dependientes [39]. Por lo tanto, queda por comprobar si las condiciones necesarias

para impedir la funcion de los neutréfilos impide un efecto fungicida eficaz.

En el presente estudio se compara por primera vez la capacidad fungicida de la
hipericina en TFD usando el criterio de valoracién microbiologica de reduccion de
3 log,o de ufc/mL [34] con el criterio aln mas estricto de reduccién de 6 log,o. Las
diferencias en las concentraciones de hipericina necesarias para lograr cada uno de
los valores de reduccién logaritmica son estadisticamente significativas para todas las
cepas y para todas las fluencias de luz. Segun los datos obtenidos, las infecciones
producidas por C. albicans, la especie més frecuente implicada en infecciones clinicas
causadas por levaduras, podria ser tratada mediante TFD antifungica con hipericina
reduciendo in vitro 3 logg, pero no 6 log;e, causando un dafio minimo sobre las células
cutaneas humanas. En el caso de la especie C. parapsilosis, sélo la reduccién de
3 logy a partir de los valores de 0.5 McFarland, podria obtenerse sin inducir
fototoxicidad significativa sobre las células cutdneas. Es discutible si es realmente

necesario eliminar por completo toda la infeccion fungica aplicando un solo tratamiento
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de TFD antifingica o si es mejor usar dosis mas bajas en sucesivos tratamientos de

esta terapia, con la finalidad de preservar el tejido dérmico del paciente

En el presente estudio, se compara el efecto fungicida in vitro de la hipericina
aplicando TDF sobre especies de Candida a partir de inoculos iniciales de levadura de
distinto valor, 0.5 y 4 McFarland. Segun los resultados obtenidos, el valor del in6culo
inicial a partir del cual se realizan los experimentos es una variable que influye en la
eficacia de la TFD antifingica. Sin embargo, las especies de C. albicans parecen ser
especialmente sensibles a la hipericina sin diferencias significativas en la
concentracion de FS cuando se da una reduccién de 3 log,o tanto partiendo de un
in6culo inicial de 0.5 o bien de 4 McFarland. Este resultado podria ser un valor afiadido
para apoyar el uso clinico de la hipericina en TFD antifingica para las infecciones

causadas por C. albicans.

Anteriormente se ha publicado para otros FSs la distinta susceptibilidad a la TFD
antifingica que presentan diversas especies de Candida, siendo C. albicans la especie
mas sensible [36]. Por ejemplo, Bliss et al. [40] encontr6 que la C. glabrata muestra
menor sensibilidad a la fotoinactivacion que C. albicans. Esto se ha atribuido a la
limitacion del area de contacto entre las células de C. glabrata y el FS [3,41] debido al

fenédmeno de la coadhesion de los blastoconidios.

En cuanto a la incorporacion celular del FS, el tiempo de incubacion con
hipericina antes de la irradiacion no aumenta el efecto fungicida de la TFD, aunque la
incorporacién va aumentando en todas las levaduras antes de las 24 h de incubacion.
Asi que, segun estos datos, la incorporacion de hipericina no se correlaciona con su
fototoxicidad. Teniendo en cuenta que la localizacion subcelular del FS es fundamental
para el resultado terapéutico de la TFD antifungica y que la hipericina es capaz de
focalizarse en la membrana celular rdpidamente, podrian también afectar factores

relacionados con los cambios en la distribucion intracelular del FS [42].
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Por otro lado, también se ha observado que a pesar de que la incorporacion de
hipericina por C. parapsilosis fue superior a la de cepas de C. albicans, el efecto
fototdéxico fue mayor en esta Ultima. Estos resultados son consistentes con los
publicados por Mikes et al. [43], quien demostro que a pesar de la mayor acumulaciéon
de hipericina en células epiteliales de colon humanas respecto a las células de
adenocarcinoma de colon HT-29, los efectos citotdéxicos fueron més pronunciados en

esta Ultima linea celular.

Anteriormente, otros estudios han demostrado la actividad in vitro de distintos FS
contra Candida spp. [15,17, 20, 35, 36, 44-46]. Sin embargo, es dificil comparar los
resultados obtenidos en este capitulo con los de estos estudios anteriores ya que las
especies 0 cepas de Candida y las condiciones de fotoinactivacién fueron distintas
[17,36]. Otros FS con reconocido efecto fotodinAmico antimicrobiano, tales como azul
de metileno [17], el azul de toluidina [47], el ALA [15] o el BAM-SiPc [35] requieren
concentraciones mas altas y mayores tiempos de incubacién para lograr el mismo
efecto fungicida (reduccién de 3 log,g) en C. albicans que lo que se requiere en el
presente estudio utilizando hipericina como FS [20]. Por lo tanto, la hipericina parece
responder a muchas de las cualidades necesarias para poder ser utilizada en PDT

contra algunas levaduras.
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35 Conclusiones

Este estudio muestra que la hipericina, como FS para TFD antifingica, esta
dotada de potencial antifungico frente a Candida spp., aunque la susceptibilidad
depende de la especie. Teniendo en cuenta la selectividad de esta terapia y de
acuerdo con los experimentos obtenidos in vitro, s6lo C. albicans puede ser
efectivamente dafiada sin causar dafio considerable sobre las células epidérmicas
humanas, como los queratinocitos y los fibroblastos. Por ello, la investigacion con este
farmaco en infecciones experimentales o ensayos clinicos queda justificada para
evaluar su potencial en el tratamiento de infecciones causadas por esta levadura in

Vivo.
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Mecanismo de fotoinactivacion de especies de Candida con hipericina

4.1 Introduccién

La hipericina se ha estudiado como posible farmaco para el tratamiento de
diversos tipos de cancer [1-4], como agente antiviral [5] o como antibacteriano [6,7].
Recientemente, en la presente tesis doctoral también se han realizado estudios que
demuestran que mediante la TFD antifiingica algunas especies patdégeno-oportunistas
de Candida, como C. albicans, C. parapsilosis y C. krusei, pueden ser inactivadas por

este FS [8].

La hipericina (Figura 4.1) en estado monomérico tiene un alto rendimiento
cuantico de formacion de estado triplete (0.5 - 0.7) [9,10] y, consecuentemente, la
capacidad de foto-oxidar sustratos biologicos a través de mecanismos de tipo | y tipo Il
[11]. Mediante distintas técnicas fotoquimicas o de microscopia es posible monitorizar
los intermedios radicales generados tanto en reacciones de hidrégeno o transferencia
de electrones, la formacion de oxigeno singlete molecular (*O,) mediante el proceso
de transferencia de energia [12] o bien los procesos de desactivacion de los estados

excitados del FS.

De este modo, estas técnicas permiten el estudio y la comprensién del
mecanismo que sucede al aplicar la TFD antifingica, la posible localizacion del FS
intracelular debido a que la cinética del proceso es funcién del microambiente o bien
qgue tipo de radical libre es el responsable del dafio celular durante el proceso de

fotosensibilizacion del microrganismo.

107



Capitulo 4

OH O OH

HO ‘ . ‘ CHs
HO ] l l CHs
OH O OH

Figura 4.1. Estructura quimica de la hipericina

El objetivo de este capitulo es describir y profundizar en el mecanismo de la
fotoinactivacion de Candida spp. utililizando hipericina como FS, con el fin de
identificar las especies intermedias implicadas en el proceso y los factores que podrian

explicar la diferente susceptibilidad de las especies de Candida a la TFD antifangica.
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4.2 Parte experimental

4.2.1 Cepas fungicas

Las cepas de levadura que se han utlizado en este capitulo son Candida
parapsilosis ATCC 22019, Candida krusei ATCC 6258 y Candida albicans ATCC
10231), que fueron obtenidas de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC:

American Type Culture Collection; Rockville, MD).

4.2.2 Reactivos quimicos

La hipericina (Hypericin®), el PBS (Sterile Dulbecco’s phosphate-buffered saline
pH 7.4), el DMSO (dimetilsulfoxido), la catalasa y el superdxido dismutasa fueron
comprados a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO), mientras que la azida soddica, el
dimetilsulféxido (DMSO) y el etanol (Alcohocel® 70°) en Panreac (Espafia). El
MitoTracker Green® (MTG, Ref. M7514), el CellTracker Green® (CTC, Ref. C2925) y el

DAPI (Ref. D3571) fueron comprados en Molecular Probes (InvitrogenT, USA).

El medio de cultivo flngico, Sabouraud (SB), fue preparado a partir de
Sabouraud Dextrose Agar® (Merck). El 6xido de deuterio (D,O, 99.9%) fue comprado
en Solvents Documentation Synthesis (Peypin, Francia). EI PBS deuterado fue
preparado disolviendo el PBS en el 6xido de deuterio. La hipericina stock fue
preparada en etanol o DMSO, y diluida con PBS hasta la concentracion deseada. Las
disoluciones de trabajo de hipericina se prepararon a oscuras y se almacenaron a 4°

C.

42.3 Fuentes de luz

Los estudios de fotoinactivacion fueron realizados con una lampara LED con una

emision a 602 + 10 nm y una irradiancia de 10.3 mW cm™.
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4.2.4  Preparacion de la muestra

Las suspensiones de cultivo O.N. de levadura fueron cultivadas aerébicamente a
37° C en medio de cultivo SB hasta una densidad 6ptica de 0.6. Las suspensiones de

indculo stock fueron preparadas en PBS estéril.

Se adicion6 hipericina, en un rango de concentracion de 10-60 uM a las
suspensiones de levadura en PBS pH=7.4 (~10° ufc/mL) inmediatamente antes de las
mediciones espectroscopicas. Para mediciones en PBS deuterado (D-PBS), las
suspensiones se centrifugaron dos veces a 1398 g durante 5 min y se resuspendieron
en D-PBS. Las mediciones espectroscopicas se llevaron a cabo en cubetas de 1 cm

de cuarzo (Hellmut, Alemania) a temperatura ambiente bajo agitacion suave.

4.2.5 Espectros de absorcion y fluorescencia

El espectro de absorcién del estado fundamental fue obtenido mediante un
espectrofotébmetro Varian Cary 6000i (Varian Inc., Palo Alto, CA). Los espectros de
emision de fluorescencia (A excitacisn = 530 nm) se realizaron con un espectrofluorometro

Spex Fluoromax 4 (Horiba Jobin-Ybon, Edison, NJ).

42.6 Cinética de fluorescencia

Los decaimientos de fluorescencia resueltos en el tiempo fueron obtenidos con
un sistema de conteo de un solo foton (Fluotime 200, PicoQuant GmbH, Berlin,
Alemania) equipado con un fotomultiplicador sensible al rojo. La fluorescencia fue
excitada a 596 nm, mediante un LED pulsado y fue observada a 655 nm. El
decaimiento de fluorescencia fue analizado usando el software de analisis de datos

PicoQuant FluoFit 4.0.
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4.2.7  Microscopia de fluorescencia

Estos estudios fueron realizados por Manuel P. Paz-Cristobal en la unidad de
Microscopia e Imagen del Instituto de ciencias de la salud de Aragon y dirigidos por

Maria Royo Cafias.

Los experimentos fueron realizados primero, con hipericiha 5 pM vy
posteriormente a la concentracion de hipericina fungicida para cada cepa
(C. albicans 1.25 uM, C. parapsilosis 2.5 yM y C. krusei 40 puM). Las
suspensiones de levadura (~106 ufc/mL) fueron incubadas 1 y 30 minutos,
centrifugadas a 10 000 rmp durante 5 minutos y lavadas usando solucién salina
fisioloégica a 37° C. Después de repetir este procedimiento de lavado tres veces,
los pellets fueron resuspendidos en medio SB liquido a 37° C y se afiadieron las
sondas fluorescentes MTG o CTG (5 uM). Después de la incubacién a oscuras
durante 40 min a 37° C, las muestras se lavaron tres veces. Los pellets
obtenidos se resuspendieron en una solucién de p-formaldehido al 3% y se
incubaron en la oscuridad durante 15 min a 37° C. Posteriormente, se eliminé el
p-formaldehido mediante dos lavados con solucion salina fisiol6gica. Finalmente,
se adicionaron 500 pL de las suspensiones finales en un pozo que contenian un
cubreobjetos de vidrio tratado con polilisina y se centrifugé durante 30 min a
3000 rpm con el fin de fijar las células sobre los cubreobjetos. A continuacion se
montaron sobre 2 placas de vidrio, utilizando medio de montaje Mowiol que
contiene DAPI (5 uM) para la tincién nuclear. Las muestras se visualizaron con
un microscopio de fluorescencia confocal de barrido FV10i Olympus o Leica SP2
AOBS. Las imagenes fueron tomadas con el microscopio en modo secuencial
60x 0 100x con una lente de inmersion en aceite (Plan de S-APO 60xO, NA y
HCX PL APO 100 x, NA 1.40, respectivamente) y un promedio de linea de 8 y un

formato de 1024 x 1024 pixeles. El orificio confocal fue de 1 unidad Airy.
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4.2.8 Espectros de absorcion de transitorios

Los experimentos de absorcién de las especies transitorias de la hipericina (*Hip
y Hip'-)se realizaron con un equipo de flash fotdlisis provisto de un laser pulsado de
nanosegundos [13]. Para generar los estados transitorios se irradié la muestra con un
laser pulsado a la longitud de onda de excitacion de la hipericina (532 nm). Para
monitorizar el decamimineto los estados transitorios se detect6 la absorcion del estado

triplete (*Hip) a 520 nm o del radical anién (Hip™-) a 740 nm [14].

4.2.9 Cinética de oxigeno singlete

La fosforescencia de oxigeno singlete fue detectada mediante un sistema
customizado, el Pico Quant Fluotime 200 [15], tal y como se detalla en el apartado

2.3.4 del capitulo 2 de técnicas y métodos.

4.2.10 Efecto de los inhibidores de especies EROs

Estos estudios fueron realizados por Manuel P. Paz-Cristobal en el
departamento de Microbiologia del Hospital Universitario Miguel Servet de la

Universidad de Zaragoza y dirigidos por el Dr. Antonio Rezusta.

A las suspensiones de levadura (~10° ufc/mL), se adicioné azida sédica 80 mM
(desactivador de 'O,), Catalasa 1880 U/mL (CAT, desactivador de H,0,) o
superoxido dismutasa 200 U/mL (SOD, desactivador de 02") y se mantuvieron a
oscuras durante 15 min a 37° C (levaduras y desactivadores en tampén PBS a pH
7.4). Posteriormente, se afiadié hipericina a la concentracién requerida para
producir una reduccién de 3 log,, en las ufc (C. albicans ATCC 1.25 uM, C.
parapsilosis 2.5 uM y C. krusei 40 uM) [8] y se irradiaron las células durante 30
min (18 J cm?®). Los cultivos de levadura que crecieron bajo las mismas

condiciones, pero sin atenuadores, se utilizaron como controles. Después del
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tratamiento, las muestras y controles se incubaron en agar de SB a 37° C durante
48 h, determinandose el efecto antifiingico contando el niUmero de ufc presentes

en la placa de cultivo.
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4.3 Resultados

4.3.1  Espectros de absorcién y fluorescencia

Los espectros de absorcién y fluorescencia de la hipericina en diferentes
disolventes y suspensiones de levadura se muestran en la Figura 4.2. Comparando
con los espectros en etanol, la absorcion de las suspensiones de las especies de
Candida resultaron mas amplios, con las bandas desplazadas hacia el rojo y con

diferentes maximos y amplitudes relativas.
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Figura 4.2. Espectro de absorciéon (A) y fluorescencia (B) normalizados.Se
muestra el espectro de absorcion de la hipericina (10 uM) en levaduras, en
etanol y en agua, y el espectro de fluorescencia de la hipericina en

levaduras y en etanol (A excitacisn = 530 nm).
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La fluorescencia también se desplazé hacia el rojo respecto al espectro en
etanol. Apenas no se detectd fluorescencia en PBS debido a la formacion de
agregados no fluorescentes de la hipericina [16]. Estas observaciones, similares a las
obtenidas recientemente en células HelLa [17], indican que la hipericina se une a las
levaduras y se localiza en dominios lip6filos, como se confirma posteriormente por
microscopia de fluorescencia confocal. No se observaron, sobre los espectros, efectos
notables de concentracién en un intervalo de hipericina de 10-60 uM debido a que el

comportamiento espectral fue similar en las distintas concentraciones de FS.

43.2 Cinética de fluorescencia

El decaimiento de fluorescencia en etanol (Figura 4.3) muestra una cinética de
primer orden con un tiempo de vida media de 5.0 ns, resultado que coincide con lo que
se reporta en la literatura [16]. No se detectdé decaimiento en PBS a pH 7.4,
confirmando que los agregados de hipericina en medio acuoso no son fluorescentes
[18]. En presencia de levaduras, el decaimiento de fluorescencia es multiexponencial,
los tiempos de vida y las amplitudes relativas de los componentes varian entre las
distintas levaduras (Tabla 4.1). El promedio de los tiempos de vida media siguen la
siguiente tendencia: C. parapsilosis < C. albicans « C. krusei, lo que sugiere
diferentes patrones de localizacion de la hipericina en cada una de las especies de

Candida.
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Figura 4.3. Decaimiento de fluorescencia resuelta en el tiempo de la
hipercina en levaduras, en PBS y en etanol. Las muestras fueron
irradiadas a 596 nm y la fluorescencia fue observada a 655 nm. La curva
roja es la sefial, la azul es la funcion de respuesta del instrumento y la

negra encima de la sefal es el ajuste de la funcion.
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Tabla 4.1 Resumen de los resultados fotofisicos de la hipericina. Longitud
de onda de emisién de fluorescencia de la hipericina (xf), tiempo de vida
media de la hipericina (zs); tiempo de vida media de la hipericina triplete en

soluciones saturadas en argén (*z;) y en aire (*"); tiempo de vida media
del oxigeno singlete en PBS (*®%t,) y en PBS deuterado (°F®St,); tiempo de

vida media del anion radical anién de la hipericina (i) €n suspensiones

de levadura saturadas en argén.

EtOH C. albicans C. parapsilosis C. krusei
Ae/nm? 590 598 597 598
/s 0.25 (59) 0.37 (61) -
, 5.0 (100) 4.1 (11) 2.0 (21) 3.1(23)
(% Amplitud) 7.3 (30) 6.6 (18) 6.4 (77)
Ts(promedio) / ns® 5.0 2.8 1.9 5.7
Ate/ s © B 4.8 (5) 2.1 (20) 2.9 (42)
(% Amplitud) 57 (95) 40 (80) 46 (58)
Arer /us © 0.2 (85
T - 0.9 (100) 0.8 (100) i ElS;
Airer / us -- 1.2 0.7 0.2
PBS. /us® = 4.3 4.8 4.0
D-PBST. /ps® - 27 40.0 28
Trip- / HS© -- 800 890 1100

Procedencia experimental de los valores mostrados en la tabla:

% hexe = 530 nm.

b Aexe = 596 nm and Ay, = 655 nm; incerteza del £10%.

¢ Medidas de absorcion de transitorios a Ay, = 520 nm; incerteza del +20%.
4 Fosforescencia de '0, a Agps = 1275 nm; incerteza del +10%.

® Medidas de absorcion de transitorios a Ag,s = 740 nm en suspensiones
saturadas de argon; incerteza del +20%.

4.3.3  Microscopia de fluorescencia

La Figura 4.4 compara la distribucién de hipericina en las tres especies de
Candida mediante imagenes de microscopia confocal. Las imagenes mostraron que la
hipericina se localiza en el interior de las tres especies de levadura después de 1 min
de incubacién, y su distribucibn se mantiene estable durante 30 minutos de

incubacion.

117



Capitulo 4

Las muestras control, levaduras sin hipericina, no mostraron fluorescencia
residual de color rojo. Utilizando la concentracién fungicida para cada cepa, la
distribucion de la fluorescencia dentro de la célula fue la misma que si se incuban
todas las levaduras con hipericina 5 pM. La hipericina mostré una localizacion similar a
la sonda CTG (verde), que se localiza en el citoplasma, pero distinta al DAPI (azul),
una sonda nuclear. Sin embargo, la distribucion en el citoplasma fue diferente en las
tres cepas. En C. albicans, la hipericina se acumula principalmente en una Unica
mancha y en menor cantidad en pequefios puntos, mientras que C. parapsilosis
muestra un patrén de fluorescencia puntuado que colocaliza con la sonda MTG
mitocondrial. En C. krusei se distribuye de manera difusa en el citoplasma, claramente

mas que en C. albicans y en C. parapsilosis.
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Figura 4.4. Microscopia de fluorescencia de la hipericina en las tres

especies de Candida estudiadas. C. albicans: (A) Imagen de contraste de
fase; (B) fluorescencia de la hipericina (rojo) se localiza dentro de las
células, principalmente como una mancha y algunos puntos; (C)
fluorescencia de la sonda citoplasmatica CTG (verde); (D) imagen
fusionada (naranja); C. parapsilosis: (E) Imagen de contraste de fase; (F)
fluorescencia de la hipericina (rojo), distribuida en forma de puntos; (G)
fluorescencia de la sonda mitocondrial MTG (verde); (H) imagen fusionada
(naranja); C. krusei: (I) Imagen de contraste de fase; (J) la fluorescencia de
la hipericina (rojo) es més difusa que en las otras especies y no muestra un
determinado patrén intracelular; (K) fluorescencia de la sonda

citoplasmatica CTG (verde); (L) imagen fusionada (naranja).
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4.3.4  Experimentos de absorcidn de transitorios

La produccién del triplete y de anién radical de la hipericina en levaduras se
detectdé con experimentos de absorcion transitoria, aprovechando los diferentes
espectros de absorcion que presentan ambos intermedios [14]. En muestras saturadas
de argdn, todas las levaduras produjeron dos intermedios (Figura 4.5). El decaimiento
del ®Hip puede ajustarse adecuadamente a una funcién biexponencial en todas las
levaduras (Tabla 4.1). Los decaimientos de la Figura 4.5 muestran que la contribucion
del componente de menor vida media sigue la siguiente tendencia: C. albicans <C.
parapsilosis <C. krusei. En muestras aerobicas, todos los estados triplete de C.
albicans y C. parapsilosis se desactivan y decaen rapidamente, sin embargo la
componente de 2.9 us en C. krusei no se inactivd (Tabla 4.1). Asimismo, los
decaimientos a 740 nm mostraron dos componentes. El tiempo de vida de la
componente rapida coincide con el del estado triplete y es atribuido a esa especie. La
segunda, se atribuye al radical Hip’-, con una vida media mucho mas larga en el
intervalo de los milisegundos en soluciones saturadas de argén. Cuando el oxigeno se

encuentra en el sistema, las sefales desaparecen por completo.
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Figura 4.5. Absorcion de los transitorios de hipericina en suspensiones de
levadura saturadas de argon o de aire. Las sefiales obtenidas a 520 nm
corresponden al *Hip, mientras que las obtenidas a 740 nm corresponden

al *Hip (componente corta) y al Hip™ (componente larga).

4.3.5 Cinéticas de oxigeno singlete

La deteccién de luminiscencia en el infrarrojo cercano resuelta en el tiempo es
una poderosa herramienta para estudiar el proceso de fotosensibilizacion del O, en
células ya que éste puede ser directamente monitorizado mediante su fosforescencia a
1275 nm [15,19-24]. La Figura 4.6 muestra que la irradiacion de levaduras con
hipericina incorporada, mediante un laser pulsado a 532 nm, produce sefiales
inequivocas de luminiscencia a 1275 nm en todas las levaduras. La emision se asignha
al 'O, debido a la desaparicion de la sefial a 1325 nm, ya que el 'O, a esta longitud de
onda no emite fosforescencia, y por el incremento del tiempo de vida de emision en

PBS deuterado (D-PBS), relativo al PBS [25]. Estos datos cinéticos estan recogidos en
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la Tabla 4.1. Una clara diferencia puede observarse entre C. krusei y las otras

especies ya que la sefial de subida es muy rapida y no puede resolverse.

2.4x10°% A

C. albicans

1.6x10°

8.0x102 -+

9.0x102 ~

6.0x102 +

3.0x102 -+

Intensidad / cuentas

1.8x10° 4

1.2x103 4

6.0x102 -

Tiempo / us

Figura 4.6. Cinética de 'O, observada a 1275 nm y a 1325 nm (control

negativo) en PBS y D-PBS.
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4.3.6  Efecto de los inhibidores de especies EROs

El objetivo de este ensayo es evaluar el efecto de los desactivadores de EROs
(*0,, H,0, 0O,") producidos al aplicar la TFD antifingica sobre la viabilidad celular con
el fin de conocer el mecanismo que se produce durante el proceso de la terapia. Los
estudios de fotoinactivacién en condiciones de reducciéon de 3 log;q de ufc/mL [8] se
llevaron a cabo en presencia de desactivadores especificos de EROs, tal y como se
muestra en la Figura 4.7. La catalasa inhibe completamente la fototoxicidad de la
hipericina en C. albicans y C. parapsilosis. El efecto protector de este desactivador
sobre la viabilidad celular es menos importante en C. krusei, ya la supervivencia
todavia podria aumentar en relacién con suspensiones gue no contienen desactivador.
Los otros desactivadores de EROs, la azida sodica y el superéxido dismutasa, son
menos eficaces que la Catalasa, aunque pueden aumentar la supervivencia de la

levadura en aproximadamente 2 log (C. albicans y C. parapsilosis) y 1 log (C. krusei).

1000

Il Todas las cepas sin desactivador
[ Cparapsilosis
© [] c.albicans
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ac.) == [ [1 C krusei
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oo
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0.1 b s — — m e
catalasa SOS NaN,

Desactivador ERO

Figura 4.7. Inhibicion por distintos desactivadores de EROs sobre el efecto
fototoxico inducido por TFD antifingica con hipericina sobre Candida spp..
También se muestra el nivel de supervivencia en ausencia de

desactivadores de EROs.
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4.4 Discusiodn

Los detalles mecanisticos de la fotoinactivacion de Candida spp. han sido
estudiados para documentar los fotoprocesos que ocurren en la TFD antifungica
utilizando hipericina como FS, asi como determinar las diferencias observadas

previamente en la susceptibilidad de las distintas especies (capitulo 3) [8].

Los espectros de absorcion (Figura 4.2) revelan la presencia de agregados de
hipericina en las suspensiones de levadura, asi como en agua, tal y como indica el
ensanchamiento de las bandas y los cambios en su amplitudes relativas en
comparacion con el etanol. Los agregados no son fluorescentes tal y como muestra la
falta de fluorescencia en PBS. Estas observaciones son consistentes con articulos
anteriores, que reflejan la naturaleza hidréfoba de hipericina [16]. La fluorescencia en
las suspensiones de levadura después de 1 minuto de incubacion y las diferencias
entre los espectros de absorcion y fluorescencia indican que la hipericina es
incorporada por las levaduras y que la internalizacion de este FS restaura la
fluorescencia roja de su forma monomérica [26,27]. La fluorescencia resuelta en el
tiempo revela la presencia de diferentes poblaciones de hipericina, lo que sugiere un
patron de localizacion complejo dentro de las células y diferentes microambientes en
las distintas especies de Candida. El decaimiento de fluorescencia multiexponencial de
la hipericina ha sido observado también en otras células eucariotas [28], como asi en

lipoproteinas de baja densidad [29].

La microscopia de fluorescencia confocal confirma que la hipericina es
incorporada por todas las especies de Candida y que se localiza en organulos
citosélicos y no en el nucleo. Estos resultados estan en concordancia con los
publicados recientemente para el ftalocianina PC 4 [30]. La distribucién es diferente en
las tres especies y no se ve afectada por la concentracion o el tiempo de incubacion.

La mancha grande en C. albicans podria corresponder a la vacuola, un orgéanulo
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especifico bastante grande en C. albicans que tiene una funcion similar al lisosoma de
los mamiferos [31]. Asi, la acumulacion de hipericina en la vacuola corresponderia a la
acumulacién lisosomal descrita en algunas células de mamiferos [32,33]. En cuanto a
C. parapsilosis, la colocalizacion parcial con la sonda mitocondrial MTG podria indicar
una localizacion preferente en las mitocondrias, también descrita para la hipericina en
otros tipos de células [34]. En células de mamiferos, las mitocondrias y lisosomas son
los organulos mas eficaces para desencadenar la muerte celular después de un
tratamiento fotodindmico. La fluorescencia de la hipericina en C. krusei fue mas difusa
comparada con las otras especies de Candida. La hipétesis del presente trabajo es
que esto refleja la ultraestructura particular de C. krusei, que consiste en organulos
citosoélicos como pequefias vesiculas, gotas de lipidos, ribosomas y grupos de defensa

de granulos intracitoplasmaticos [35].

Los experimentos de absorcion de los transitorios mostraron la formacion de las
diferentes poblaciones del estado excitado triplete de la hipericina en todas las
levaduras (Figura 4.5) proporcionando la evidencia adicional de su compleja
localizacién. En el caso de C. albicans y C. parapsilosis, el oxigeno es capaz de
desactivar todos los tripletes, mientras que en el caso de C. krusei, una fraccion de
tripletes no pudo ser desactivado por el oxigeno, obteniéndose un valor de 2.4 us
(Figura 4.5 y Tabla 4.1). La fosforescencia caracteristica del 'O, en el infrarrojo
cercano y el aumento de los tiempos de decaimiento del triplete (Figura 4.6 Tabla 4.1)
y indican que se da una desactivacion, al menos parcial, por transferencia de energia

al oxigeno (Reaccion 4.1) [36,37]:

*Hip + %0, > Hip + 0, (Reaccion 4.1)

La situacion para C. krusei es diferente. Por un lado, una fraccion de los tripletes
no son desactivados por el oxigeno, lo que indica su ubicacion en compartimentos no

accesibles al oxigeno. Asi, estos tripletes son inefectivos para producir oxigeno
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singlete. Por otro lado, para los tripletes que se encuentran accesibles, la
descomposicién es mucho mas rapida que en C. albicans y C. parapsilosis, 0.2 us vs
0,9 ps (Tabla 4.1), lo que sugiere contribuciones adicionales al proceso de
desactivacion. La observacion de que la superoxido dismutasa es un desactivador de
EROs méas eficaz en C. krusei (Figura 4.7), sugiere que se dan procesos adicionales

en la formacion de superoxido mediante transferencia de electrones (Reaccion 4.2):

*Hip +°0, > Hip™ + O, (Reaccién 4.2)

En cuanto al papel del 'O, en el proceso de fotoinactivacion, puede obtenerse
una vision adicional mediante la evaluacién de los tiempos de vida media del 'O,
(Tabla 4.1). Por un lado, el tiempo de vida media del 'O, en las suspensiones de
levadura en PBS es un poco mas largo que en PBS puro (4-4.8 us vs 3.3 us).[38] Sin
embargo, cuando las levaduras son suspendidas en D-PBS el tiempo de vida
aumenta, pero sigue siendo mas corto que en D,O puro (27-40 ps vs 67us) [25]. Estos
resultados indican que 'O, gasta una parte importante de su vida Gtil dentro de las
células y en regiones hidrofébicas [29]. Por lo tanto, no es de extrafiar que la azida
sbdica, un desactivador soluble en agua, tenga un efecto protector de la viabilidad

celular limitado.

La absorcion de transitorios también muestra la formacion del radical anion de la
hipericina con una vida media cercana a 1 ms en las suspensiones desoxigenadas de
las levaduras (Tabla 4.1). La formacion del radical anién de la hipericina mediante
fotoactivacion se ha documentado previamente [34] mediante resonancia
paramagnética de electrones, aumentado en presencia de donadores de electrones.
En soluciones saturadas de aire, el anion radical se inactiva totalmente por el oxigeno,
de acuerdo con su constante de velocidad de desactivacion (3.8 x 102 M™* s en

acetonitrilo) [14]. Esto sugiere la formacion de superéxido (Reaccion 4.3):

Hip™ + 30, > Hip + O,'- (Reaccion 4.3)
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y es coherente con la observacion de que el superéxido dismutasa ejerce un
efecto protector (Figura 4.7). La produccion de superdxido por hipericina fotoactivada

es un proceso documentado en células de mamiferos [34].

Ademas del estudio del O, y O, ", los resultados muestran que el H,O, también
se produce después de la fotoactivacién de la hipericina en levaduras y, de hecho, la
catalasa muestra el mayor efecto protector (Figura 4.7). Otros estudios revelan que la
formacion de H,O, durante 1 hora de fotosensibilizacién de la hipericina produce una
reduccion de GSH (Glutation), un tripéptido localizado entre una cisteina y un
glutamato que tiene la funcién de antioxidante, protegiendo asi a las células de las
especies reactivas del oxigeno como el H,O, o los radicales libres [39]. Las vias que
conducen a la produccion de H,O, en levaduras a partir de O,y 'O, no son claras, a
pesar de que ha sido reconocido que el O, produce una rapida dismutacion, es decir,
se oxida y reduce en las células, para formar H,O, y *0,, e incluso 'O, dependiendo de
la condiciones [40]. Asimismo, también se ha demostrado que la produccion de H,O,
es un subproducto de la reaccion entre el 'O, con la metionina [41] y tirosina [42], o
bien como el resultado de la activacion de la NADPH-oxidasa por O, [43] Todas estas
EROs pueden interconvertirse mediante complejos mecanismos, siendo sus
cantidades relativas dependientes del sitio donde se generan. El hallazgo de que los
desactivadores de O, y 'O, tienen un efecto relativamente menos pronunciado en la
viabilidad celular que la catalasa, sugiere que la produccion de H,O,, o de sus
precursores inmediatos, debe ser mas réapida que la desactivaciéon de O, y 'O,y / o
se producen en sitios con baja accesibilidad para los desactivadores. Hay que tener en
cuenta que O,y 'O, son reactivos intermedios con un tiempo de vida corto y por lo
tanto, mas dificil de atrapar que el H,O,. Finalmente, es interesante observar que la
especie menos susceptible, C. krusei, es también aquella en la que el oxigeno es
menos capaz de atrapar a todos los estados triplete y también donde los

desactivadores de EROs muestran un efecto protector menor. Esto sugiere que la

127



Capitulo 4

muerte celular se produce, al menos parcialmente, por otros mecanismos menos
eficientes. Tomado en conjunto todos los resultados, estos son consistentes con la

menor susceptibilidad de C. krusei en TFD antifingica con hipericina.

128



Mecanismo de fotoinactivacion de especies de Candida con hipericina

4.5 Conclusiones

Se han estudiado los fotoprocesos involucrados en la TFD antifingica con
hipericina sobre las tres especies de Candida ensayadas. Se ha documentado la
formacién de O, ", 0, y H,O, en las tres especies. Las diferencias significativas que se
han encontrado en los fotoprocesos que ocurren en C. krusei, en relacion a las otras
especies de Candida, son debidas a que estos se producen en un patron de

distribucién intracelular distinto de la hipericina en esta levadura.
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51 Introduccién

Actualmente, se considera que la TFD antifingica es una alternativa interesante
para erradicar las micosis superficiales, una de las enfermedades mas comunes en
humanos causadas por estos microrganismos [1], siendo algunas especies de
Candida las responsables de estos procesos [2,3]. Existen varios estudios que
demuestran la capacidad fotodinamica de estos FS cationicos frente a un amplio
espectro de microorganismos. Por ejemplo, se conoce su actividad antibacteriana
frente bacterias gram positivas y gram negativas [5-9], como agentes antivirales [10],
como inhibidores de levaduras [11,12] u hongos filamentosos [13], asi como su

actividad frente a protozoos [14] u otros parasitos [15,16].

La TMPyP (Figura 5.1) es un fotosensibilizador tetra-cationico del tipo porfirinico
con elevada eficiencia fotodinamica ya que tiene un alto rendimiento cuantico de
produccion de 'O, de 0.77 [17]. Es importante conocer la localizacién celular del FS
una vez internalizado ya que en funcién del organulo en el que se acumule serd mas
eficaz produciendo la muerte celular de la especie que se desee tratar. Existen
estudios de localizacién intracelular de TMPyP en células humanas como fibroblastos
[18], células HelLa [19-21] o bien en neuronas del hipocampo de ratas Wistar [22-24]

gue demuestran que este FS una vez internalizado se localiza en el nucleo.

Las soluciones de TMPyP en agua tamponada (PBS a pH=7.4) muestran bandas
de absorcién en el espectro visible, bandas Soret a 420 nm y bandas Q a 530 nm, asi
como bandas de emision de fluorescencia a 680 nm. La longitud de onda de absorcion
de la TMPyP se encuentra dentro del rango de longitud de onda 6ptima de la ventana
terapéutica (600<Anax (NnM) <850) que proporciona una maxima penetracion de la luz

en el tejido tisular [25,26].
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Figura 5.1. Estructura quimica de la TMPyP

El objetivo de este capitulo es estudiar el efecto antifingico que tiene la TMPyP
en la TFD antifungica in vitro contra especies de Candida patégenas para el ser

humano, asi como los efectos adversos que produce dicha técnica sobre los

gueratinocitos y fibroblatos humanos.
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5.2 Parte experimental

5.2.1  Cepas fungicas y células humanas

Las cepas de levadura que se han utlizado en este capitulo son Candida
parapsilosis ATCC 22019, Candida krusei ATCC 6258 y Candida albicans ATCC
10231, todas ellas obtenidas de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC:
American Type Culture Collection; Rockville, MD) y C. albicans CECT 1001
procedente de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT, Universidad de

Valencia, Espafia).

Las células humanas que se han utilizado son queratinocitos (HaCaT: human
adult high calcium low temperature) y fibroblastos (hNDF: human normal dermal
fibroblasts), que se obtuvieron de la Universidad Autbnoma de Madrid y del Hospital

Central de Asturias, respectivamente.

5.2.2 Reactivos quimicos

La TMPyP (5,10,15,20-tetraquis(N-metil-4-piridil)-21H,23H-porfina), el PBS
(Sterile Dulbecco’s phosphate-buffered saline pH 7.4), el DMSO (dimetil sulfoxido) y el
SDS (dodecil sulfato sodico) fueron comprados en SIGMA-Aldrich. La MTT (bromuro
de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) fue comprada en HWI Analytik GMBH
(Ruelzheim, Alemania). EI DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium 4.5 g/L
glucosa), el FBS (Fetal Bovine Serum), la Penicilina Estreptomicina, la L-glutamina
para los ensayos biol6gicos con células humanas fueron comprados en Lonza (Sur

América). El “Pierce BCA Protein Assay Kit” fue comprado en Thermo Scientific.

El medio de cultivo flngico, Sabouraud (SB), fue preparado a partir de
Sabouraud Dextrose Agar®, comprado en Merck. El medio de cultivo de células

humanas (MCH) fue preparado a partir de DMEM suplementado con FBS 10%,
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penicilina estreptomicina 1% (v/v) y L-glutamina 2 mM. La disolucion stock de TMPyP
1 mM fue preparada en agua tamponada estéril (PBS a pH=7.4). Las disoluciones de
trabajo de TMPyP se disolvieron en PBS (para experimentos con levaduras) o con
DMEM suplementado con L-glutamina 2 mM y penicilina estreptomicina 1% (v/v) (para
experimentos con células humanas). Las disoluciones fueron preparadas a oscuras y

almacenadas a 4° C.

5.2.3 Fuentes de luz

Las especies de Candida y las células humanas (HaCaT y hNDF) fueron
irradiadas con la lampara LED Sorisa Photocare® con una emision entre 520 y

550 + 10 nm y una irradiancia de 15 mW cm™.

5.2.4 Inactivacion fotosensibilizada en suspensiones celulares fungicas
5.2.4.1 Sin lavado pre-irradiacion de la TMPyP

Se adiciona TMPyP (7.5, 12.5 y 25 uM en PBS) a la suspensiéon de levadura
(~10° ufc/mL) y se incuba a oscuras durante 15, 30 0 45 minutos a 37° C y 120 rmp.
Para excitar la banda-Q a 530 nm de la TMPyP, se irradia la muestra entre 520 y
550 nm mediante la fuente de LEDs Sorisa Photocare® a 15 mW cm™ y durante 15, 30
0 45 minutos, correspondiente a una fluencia de 14, 27 y 41 J cm™ respectivamente.
Se siembra la suspensién, se incuba a 37° C durante 2 dias y se realiza el recuento de
las colonias formadas después del tratamiento fotodinamico. Para cada ensayo se
realiza un control de toxicidad de la luz (sin FS) y toxicidad del FS (sin luz) en las
mismas condiciones en que se realizan todos los ensayos. Los experimentos realizan

por triplicado, dando los valores de viabilidad celular como desviaciones estandares.
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5.2.4.2 Con lavado pre-irradiacion de la TMPyP

Se adiciona TMPyP (2, 5y 7.5 uM en PBS) a la suspensiéon de levadura y se
incuba a oscuras durante 15 minutos a 37° C y 120 rmp. Se realizan 3 lavados con
PBS mediante centrifugaciones a 1398 g durante 3 minutos. Se irradia la muestra
entre 520 y 550 nm mediante la fuente de LEDs Sorisa Photocare® de 15 mW cm?,
durante 15, 30 o 45 minutos, correspondiente a una fluencia de 14, 27 y 41 J cm™
respectivamente. Se siembra la suspension, se incuba a 37° C durante 2 dias y se
realiza el recuento de las colonias formadas después del tratamiento fotodinamico. Los
experimentos se realizaron por triplicado, dando los valores de viabilidad celular como
desviaciones estdndares. El tratamiento fotodinamico se realiza tanto para

suspensiones iniciales de levadura de 10° o de 10° ufc/mL.

5.25 Efecto del tratamiento fotodinamico en células humanas

La viabilidad celular de los queratinocitos y fibroblastos después del tratamiento
fotodindmico se evalta mediante el ensayo de MTT. Se adiciona TMPyP (2,5y 7.5 uM
en MCH sin FBS) a los hNDF y HaCaT (~1-10°y 2-10° células, respectivamente) y se
incuba a oscuras durante 15 min a 37° C y 5% CO.,. Se irradia la muestra entre 520 y
550 nm mediante la fuente de LEDs Sorisa Photocare® de 15 mW cm™, durante 15,
30 o0 45 minutos (fluencia de 14, 27 y 41 J cm™, respectivamente). Se retira la TMPyP
en exceso mediante dos lavados con PBS, se adiciona medio de cultivo fresco y
pasadas 24 horas se incuban las células con MTT (0.5 mg mL™ en PBS) durante
3 horas a 37° C y 5% CO,. Se aspira la MTT, se afiaden 500 yuL de DMSO y se agita
durante 15 min para posteriormente leer la absorbancia a 550 nm mediante un lector
de microplacas (Biotek ELx808). Se retira la MTT mediante dos lavados con PBS y se
adicionan 500 pL de DMSO para lisar las células. Se agita a oscuras durante
15 minutos y se lee la absorbancia a 550 nm en un lector de microplacas (Biotek

ELx808).
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5.2.6  Incorporacion de TMPyP en levaduras

La incorporacion de la TMPyP en las levaduras en funcién del tiempo se realiza
mediante medidas de fluorescencia del lisado celular. Se adiciona a la suspension
fungica TMPyP 2.5 uM y se incuba a 37° C, con agitacion y a oscuras durante 1, 2, 4,
6 y 24 h. Se retira la TMPYP en exceso mediante lavados con PBS con
centrifugaciones de 5 minutos a 1398 g. Se afiade SDS (2% (w/v) en H,0) al pellet, se
agita a oscuras durante 24 h y se mide la fluorescencia del FS con un
espectrofluorimetro (Jobin Yvon-Spex FLUOROMAX-4), excitando a 430 nm vy

registrando la emision de la TMPyP entre 600 y 800 nm.

5.2.7 Incorporacion de TMPyP en células epidérmicas humanas

Del mismo modo que en levaduras, la incorporacion de la TMPyP en funcion del
tiempo se realiza mediante medidas de fluorescencia del lisado celular. Se afiade
TMPyP 2.5 uM al cultivo celular y se incuba a distintos tiempos (0.5, 1, 2, 6, 8, 18 y
24 h). Para cada tiempo de incorporacion, se rascan las células, se transvasan a un
tubo y al pellet resultante se le afiade SDS (2% (w/v) en H,O) que lisara las células,
liberando asi la TMPyP que habia sido incorporado por las estas. Para cada tiempo,
se realiza el ensayo de Cuantificacion de proteinas (apartado 2.2.7 del Materiales y
Métodos) y se mide la fluorescencia de la TMPyP (Jobin Yvon-Spex FLUOROMAX-4),

excitando a 430 nm y registrando la emision en un rango entre 600 y 800 nm.
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53 Resultados

5.3.1 Inactivacion fotosensibilizada en suspensiones celulares fungicas
5.3.1.1 Sin lavado pre-irradiacion de la TMPyP

En la Figura 5.2se muestra la respuesta al tratamiento fotodinAmico en funcién
de la especie, extraiéndose que C. krusei y C. parapsilosis son las especies mas
susceptibles, ya que se obtiene un efecto fungicida de 6 log,q en practicamente todas
las concentraciones de TMPyP y tiempos de irradiacion ensayados. Sin embargo, para
C. albicans ATCC y C. albicans CECT si que se observa que el grado de
fotoinactivacion celular depende de la concentracion del FS y de la dosis de luz. En
cambio, la respuesta fungicida en funcion del tiempo de incubacién tiene un
comportamiento muy similar para cada cepa a medida que va aumentando el tiempo

de incubacion.

Para el tiempo mayor de irradiacion, 45 minutos (41 J cm™), se observa que para
cualquier concentracion de TMPyP el efecto fungicida es de 6 log,o para las cuatro
cepas de Candida. Esto indica que cuando se trabaja a esta dosis de luz la respuesta
fotodinamica es independiente del tiempo de incubacion previo. En C. krusei no hay
practicamente diferencia en cuanto al efecto fungicida entre las distintas fluencias
aplicadas y en C. parapsilosis se observa un comportamiento similar a 14 y 27 Jem™.
Sin embargo, para las dos cepas de C. albicans, a medida que aumenta el tiempo de
irradiacion se obtiene mayor efecto fungicida. Para C. albicans CECT se obtiene que a
14 Jem™y 15 o0 30 minutos de incubacion se reducen aproximadamente 4 logs,, siendo
necesario aumentar la fluencia de luz a 27 o 41 Jcm™ para obtener una reduccién de 5
0 6logip a una concentracion de TMPyP de 7.5 o 12.5 puM, respectivamente. Para C.
albicans ATCC se obtienen resultados muy similares ya que a 14 Jcm™ se reducen 4 o

5 log;o @ 15 0 30 minutos de incubacion, respectivamente
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C.krusei C.albicans ATCC C.albicans CECT

C.parapsilosis
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A continuacibn se muestran los resultados obtenidos para este ensayo:
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Figura 5.2. Reduccién de unidades logaritmicas post-tratamiento

fotodinamico de la suspension inicial levadura. C. albicans CECT (A, B, C),
de C. albicans ATCC (D, E, F), de C. krusei (G, H, I) y de C. parapsilosis
(J, K, L) a distintos tiempos de incubacion: 15 (A, D, G, J), 30 (B, E, H, K) y
45 (C, F, I, L) minutos. Se grafican cuatro tipos de experimentos en funcién
del tiempo de irradiacion: muestra sin irradiar (toxicidad de la TMPyP; rojo),
fluencia de 14 J cm? (tiadiacisn=15 min; verde), fluencia de 27 J cm™

(tirradiacion=30 min; rosa), fluencia de 41 J cm™ (tirradiacisn=45 min; azul).
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En todos los casos se observa que la muestra sin irradiar (Figura 5.2, funcién
roja) no produce efecto fungicida significativo ya que no se obtiene reduccién
logaritmica de las ufc/mL a lo largo de todo el rango de concentraciones de TMPyP

ensayadas, asi que, este FS es toxico solo si combina con irradiacion.

5.3.1.2 Con lavado pre-irradiacion de la TMPyP

El resultado obtenido tras el tratamiento fotodinamico sobre suspensiones
iniciales de levadura de 10° ufc/mL es un cultivo totalmente confluente, asi gue, si se
realiza un lavado pre-irradiacién la respuesta a la irradiacion no produce muerte celular
para este rango de las concentraciones estudiadas de TMPyP (los resultados no se
muestran). Sin embargo, si que se obtiene un efecto fungicida para suspensiones

iniciales de levadura de 10° ufc/mL.

Tal y como se muestra en la Figura 5.3, en suspensiones iniciales de levadura
de 10%® ufc/mL se produce una respuesta citotoxica después del tratamiento
fotodinamico con TMPyP, aunque para ninguna de las levaduras y para ninguno de los
tiempos de irradiacién se produce una muerte celular total de 3 logo. Solo en el caso
de C. albicans ATTC y C. parapsilosis se observa una disminucion de alrededor de 1
logyo, siendo insuficiente para producir una respuesta fungicida del 9.99% sobre las

levaduras.
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Figura 5.3. Reduccién de unidades logaritmicas post-tratamiento
fotodindmico de la suspensién inicial (10° ufc/mL) levadura. C. albicans
CECT (A), de C. albicans ATCC (B), de C. krusei (C) y de C. parapsilosis
(D) a 15 min de tiempo de incubacién. Se grafican cuatro tipos de
experimentos en funcién del tiempo de irradiacion: muestra sin irradiar
(toxicidad de la TMPyP; rojo), fluencia de 14 J cm? (tiagiacien=15 min;
verde), fluencia de 27 J cm™? (tiradiacisn=30 min; rosa), fluencia de 41 J cm™

(tirradiacién=45 min; aZUI)-

5.3.2 Efecto del tratamiento fotodinamico en células humanas

Para cada tipo de célula y tiempo de irradiacion se realizan dos pruebas distintas
que difieren en si se realiza 0 no una etapa de lavado previa a irradiar la muestra, con
la finalidad de eliminar la TMPyP en exceso que no ha sido incorporada por las

células. Para cada ensayo se realiza un control de toxicidad de la luz y toxicidad a
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oscuras del FS en las mismas condiciones. Los experimentos se realizaron por

triplicado, dando los valores de viabilidad celular como desviaciones estandares.

La Figura 5.4 muestra la viabilidad celular de los hNDF y de los HaCaT después
de recibir el tratamiento fotodinamico durante 15, 30 y 45 minutos. Cuando las pruebas
se realizan con la etapa de lavado antes de la irradiacion (verde), la viabilidad celular
de los hNDF se mantiene alrededor del 90% cuando se irradian 15 minutos (A) y del
80% cuando se irradia 30 y 45 minutos (B, C). Los HaCaT tienen un comportamiento
similar, siendo su viabilidad del 95% cuando se irradian 15 y 30 minutos (E, F) y del

85% cuando se irradian 45 minutos (G).

En los resultados de viabilidad celular con la etapa de lavado después de la
irradiacion (rojo) se aprecia un comportamiento claramente diferenciado entre hNDF y
HaCaT. Mientras que las hNDF muestran una viabilidad celular entre el 70-80% a 15
min de irradiacion y 60% a 30 y 45 min de irradiacion, los HaCaT sufren una muerte
celular donde solo el 20% son viables después del tratamiento fotodindmico, ambos
tipos de células mantienen este comportamiento para todas las concentraciones de

TMPyP ensayadas.

En la Figura 5.4 también se puede observar los resultados de viabilidad celular
para la toxicidad a oscuras de la TMPyP a distintos tiempos de incubacion (0,15, 30,
45 y 60 min), obteniéndose para las hNDF (D) una viabilidad del 90% y para las
HaCaT (H) alrededor del 95%. Este resultado de citotoxicidad de la TMPyP indica que
para que este FS sea toxico debe combinarse necesariamente con luz, produciéndose

asi las espécies toxicas que producen la muerte celular.
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Figura 5.4. Viabilidad celular post-tratamiento fotodinamico de hNDF (A, B,
C, D) y HaCaT (E, F, G, H) en funcion de la concentracion de TMPyP.
Ensayos incubando 15 minutos a oscuras, irradiando 15 min (A, E), 30 min
(B, F) 0 45 min (C, G) y lavando el exceso de FS antes de la irradiacion
(verde) o lavando el exceso de FS después de la irradiacion (rojo).
Toxicidad a oscuras de hNDF (D) y HaCaT (H) a distintos tiempos de
incubacién (0 min, naranja; 15 min, verde; 30 min, lila; 45 min, rosa; 60

min, turquesa)
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5.3.3  Incorporacion de TMPyP en levaduras

Se calcula para cada tiempo de incorporacion el area bajo la curva de cada
espectro de fluorescencia y se grafican los resultados fluorescencia del lisado celular
normalizada frente al tiempo (Figura 5.5). Los experimentos se realizaron por

triplicado, mostrando valores de incorporacion del FS como desviacién estandar.
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Figura 5.5. Fluorescencia de la TMPyP procedente del lisado celular de
levadura a distintos tiempos de incubacion. C. albicans CECT (rojo), C.

albicans ATCC (verde), C. krusei (lila) y C. parapsilosis (azul).

De los resultados obtenidos se observa que las cuatro levaduras siguen un
mismo patron ya que tras 1h de incubacion han incorporado alrededor del 80% de
TMPyP vy posteriormente todas ellas evolucionan hacia una meseta, dejando de

incorporar FS hacia el medio intracelular.
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5.3.4 Incorporacion de TMPyP en células epidérmicas humanas

Se calcula el 4rea bajo la curva de cada espectro de fluorescencia obtenido para
cada tiempo. Paralelamente se calcula también la cantidad de proteina total en
muestra. Mediante la Ecuacion de la recta patron que relaciona el contenido proteico
con el numero de células (apartado 2.2.8 del Materiales y Métodos) se realiza una
conversion de los datos para obtener valores de numero de células. Por ultimo se
divide el area bajo la curva del espectro de fluorescencia por el nimero de células y se
grafican los resultados como Fluorescencia del lisado celular (normalizado por el

numero de células) frente al tiempo.
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Figura 5.6. Fluorescencia de la TMPyP procedente del lisado celular a

distintos tiempos de incubacién. HaCaT (rojo) y hNDF (azul).

Tal y como puede observarse en la Figura 5.6 los queratinocitos van
incorporando TMPyP con el tiempo hasta se da un maximo a las 6 h y a partir de este
punto la incorporacion del FS va disminuyendo gradualmente como consecuencia de

la metabolizacion o expulsion de la TMPyP del medio celular. En cambio, para la
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misma cantidad de TMPyP 2.5 pM adicionada en muestra, las HaCaT incorporan el FS

gradualmente con el tiempo, encontrandose un maximo al inicio alrededor de 1 h.
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54 Discusiodn

La TMPyP es un FS eficiente en TFD, debido a su alto rendimiento cuantico de
formacion de 'O, [27-30]. Sin embargo, esta eficiencia puede verse disminuida por la
localizacién del FS en el sistema biolégico, ya que el organulo celular donde se
acumula el FS puede tener distinta disposicion de O, disuelto en el medio,

produciendo que el rendimiento cuéntico de produccion el *O, disminuya.

Estudios recientes de Cormick et al [31] han demostrado que la TMPyP es un FS
eficaz en la fotoinactivacién in vitro de C. albicans, ya que obtienen una muerte celular
mayor al 99.999% (reduccién de 5 logy) a una concentracion de 5 uM, después de 30
min de irradiacion y sin lavado del FS. Quiroga et al [32] muestra resultados similares
de fotoinactivacion de C. albicans in vitro. Estos no obtienen la reduccion total del
99.99999% del cultivo, pero si irradian la muestra (~10° ufc/mL) sin previa etapa de
lavado durante 30 minutos con TMPyP 5 pM y con una lampara de 90 mW cm™ logran
una reduccion de 5 logio. Ademas, los estudios de Quiroga también apuntan que la
inactivacion fotosensibilizada aumenta con la concentracion del FS y con el tiempo de
irradiacién, pero disminuye con las etapas de lavado del FS debido a que disminuye la
cantidad de TMPyP unida a la pared celular. Si se comparan ambos resultados, a 30
minutos de tiempo de irradiacion y sin etapa de lavado, se observa que en el presente
trabajo se obtiene una mortalidad total del 99.99999% del cultivo (reduccion de 6 log
de una suspensién inicial 10° ufc/mL) de las cuatro especies de Candida con TMPyP
7.5 uM, probablemente una concentracion mayor debido a que la lAmpara que se ha
utilizado de 15 mW cm™ es de potencia menor que la utilizada en los estudios de

Cormick [31] y Quiroga [32] de 90 mW cm™.

154



Uso de TMPyP en TFA in vitro aplicada sobre especies de Candida

55 Conclusiones

Los resultados de TFD antifungica muestran que la TMPyP es un FS que
produce efectos antifingicos con distinta susceptibilidad y eficacia fotodinamica en
funcién del tipo de especie de levadura, de la concentracién celular de la suspension
inicial de levadura (10° o 10° ufc/mL) y de si existe 0 no una etapa de lavado previa a
la irradiacion, ya que se obtienen resultados de viabilidad distintos en funcion de estas
variables. Los experimentos realizados in vitro sobre queratinocitos y fibroblastos no
causan dafio significativo después del tratamiento fotodinAmico solo en el caso de que
se retire el exceso de TMPyP antes de irradiar la muestra. En estas condiciones, para
suspensiones iniciales de 10° ufc/mL no se produce efecto citotoxico y en
suspensiones iniciales de 10° ufc/mL solo se produce una disminucién de 1 logy, en
C. albicans ATTC y C. parapsilosis, siendo insuficiente para producir un efecto

fungicida en el individuo.
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6.1 Introduccién

Uno de los parametros que modulan la eficacia de la TFA es la cantidad del FS
acumulado en las células microbianas asi como el lugar donde se acumule, ya que las
especies toxicas que se forman, las EROs, presentan en general una baja movilidad
dando como resultado que el dafio producido por la fotooxidacion de estructuras
celulares[1-3] sea principalmente local. La importancia de la localizacion del FS es sin
embargo relativa ya que se ha demostrado frente a bacterias que la TFA es capaz de
producir dafio celular desde el exterior sin que el FS sea necesariamente internalizado

por la célula [4].

Después de la fotoactivacion del FS, las EROs se pueden producir mediante dos
mecanismos oxidativos simultaneos, siendo la proporcion entre ambos funcion del tipo
de FS, el sustrato y la naturaleza del medio. Estudios recientes demuestran mediante
técnicas de desactivacion de EROs que el 'O, es la principal especie toxica implicada
en el proceso de fotoinactivacién de C. albicans cuando se usa TMPyP como FS [5].
Mediante técnicas espectroscopicas pueden evaluarse el comportamiento fotoquimico
de la TMPyP y la cinética de formacion y desaparicion de 'O, para obtener asi

informacién sobre la localizacién intracelular del FS [4,6-8].

La TMPyP (Figura 6.1), cuando se encuentra disuelta en agua tamponada (PBS

a pH=7.4), muestra bandas de absorcion en el espectro visible- bandas Soret

(Amax = 420nm) y bandas Q (Amax = 530nm)- y bandas de emision de fluorescencia
(Amax = 680nm). La longitud de onda de absorcion de la TMPyP se encuentra dentro
del rango de longitud de onda 6ptima (Anax = 600-850 nm) de la ventana terapéutica
[9,10], aquella que proporciona una maxima penetracion de la luz en el tejido tisular.

La TMPyP es un eficiente FS, siendo su rendimiento cuantico de formacion de '0, de

0.77 [11].
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Figura 6.1. Estructura quimica de la TMPyP

A modo de obtener informacién complementaria al Capitulo 5, el objetivo de este
capitulo es documentar los procesos fotoquimicos que se producen al aplicar la TFD
antifingica, utilizando TMPyP como FS, mediante estudios de localizacién de la

TMPyP sobre especies de Candida utilizando técnicas espectroscépicas y fotofisicas.
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6.2 Parte experimental

6.2.1 Cepas fungicas

Las cepas de levadura que se han utilizado en este capitulo son Candida
parapsilosis ATCC 22019, Candida krusei ATCC 6258, y Candida albicans ATCC
10231, obtenidas a partir de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC:
American Type Culture Collection; Rockville, MD) y C. albicans CECT 1001 adquirida

en la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT; Universidad de Valencia, Espafia).

6.2.2 Reactivos quimicos

La TMPyP (5,10,15,20-tetraquis(N-metil-4-piridil)-21H,23H-porfina) y el PBS
(Sterile dulbecco's Phosphate Buffered Saline pH 7.4) fueron comprados en SIGMA-
Aldrich El medio de cultivo fungico, Sabouraud (SB), fue preparado a partir de
Sabouraud Dextrose Agar®, comprado en Oxoid. El 6xido de deuterio (D,O 99.9%) fue
comprado en Solvents Documentation Synthesis (Peypin, Francia). El PBS deuterado
fue preparado disolviendo el PBS en el 6xido de deuterio. Se preparé la disolucion
stock de TMPyP 1 mM en agua tamponada estéril (PBS, pH=7.4). Las disoluciones de

trabajo de TMPyP se prepararon a oscuras y se almacenaron a 4° C.

6.2.3 Fuentes de luz

Los estudios de fotoinactivaciéon fueron realizados con una lampara LED Sorisa
Photocare® con una emision entre 520 y 550 + 10 nm y una irradiancia de

15 mW cm™.
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6.2.4  Preparacion de la muestra

Las suspensiones de cultivo O.N. de levadura fueron cultivadas aerébicamente a
37° C en medio de cultivo SB hasta una densidad éptica de 0.6 correspondiente a
10° ufc/mL. Se retiré el medio de cultivo mediante una centrifugacion a 1398 g durante
5 min y se resuspendié en PBS estéril (pH 7.4). Se adicioné TMPyP 10 uM y se incubd
durante 1 hora a oscuras. Se retiro el FS en exceso con seis lavados con PBS,
mediante centrifugaciones a 1398 g durante 5 min. Para mediciones en PBS
deuterado (D-PBS), las suspensiones se centrifugaron dos veces a 1398 g durante
5 min y se resuspendieron en D-PBS. Las mediciones espectroscoépicas se llevaron a
cabo en cubetas de 1 cm de cuarzo (Hellmut, Alemania) a temperatura ambiente y

bajo agitacion suave.

6.2.5 Espectros de absorcion y fluorescencia

El espectro de absorcién del estado fundamental fue obtenido mediante un
espectrofotébmetro Varian Cary 6000i (Varian Inc., Palo Alto, CA). Los espectros de
emision de fluorescencia (A excitacisn = 430 nm) se realizaron con un espectrofluorometro

Spex Fluoromax 4 (Horiba Jobin-Ybon, Edison, NJ).

6.2.6  Cinética de fluorescencia

Los decaimientos de fluorescencia resueltos en el tiempo fueron obtenidos con
un sistema de conteo de un solo foton (Fluotime 200, PicoQuant GmbH, Berlin,
Alemania) equipado con un fotomultiplicador sensible al rojo. La fluorescencia fue
excitada a 405 nm, mediante un LED pulsado y fue observada a 655 nm. El
decaimiento de fluorescencia fue analizado usando el software de andlisis de datos

PicoQuant FluoFit 4.0.
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6.2.7  Cinética de oxigeno singlete

La fosforescencia de oxigeno singlete fue detectada mediante un sistema
customizado, el Pico Quant Fluotime 200 [12], tal y como se detalla en el apartado

2.3.4 del capitulo 2 de técnicas y métodos.
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6.3 Resultados

6.3.1  Espectros de absorcién y fluorescencia

En la Figura 6.2 se muestran los espectros de absorcién y excitacion de
fluorescencia de la TMPyP en PBS (pH= 7.4) y en las suspensiones de levadura. Si se
comparan los espectros de absorcién de la TMPyP en PBS frente a los obtenidos en
suspensiones de levadura, se observa que resultaron mas amplios en las levaduras y
que las bandas Soret a 430 nm mostraron un desplazamiento batocromico poco
pronunciado, de tan solo 2 nm. El espectro de emision de fluorescencia de la TMPyP
en PBS muestra una banda ancha sin estructura, caracteristica de la TMPyP
monomeérica en soluciones acuosas [13,14], mientras que la emisién de este FS en
suspensiones de levadura forma dos bandas, a 657 nm y 707 nm para C. albicans
CECT, 657 nm y 705 nm para C. albicans ATCC, 660 nm y 700 nm para C. krusei, y
660 nm y 709 nm para C. parapsilosis, correspondientes a las transiciones vibrénicas
(0-0) y (0-1) de la TMPyP, respectivamente. Estas dos bandas surgen del impedimento
estérico de la rotacion de los grupos piridinio respecto al macrociclo de porfirina y/o al
descenso de polaridad del microentorno cuando la TMPyYP se encuentra asociada con

la levadura.
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Figura 6.2. Espectro de absorcion (A) y fluorescencia (B) normalizados de
la TMPyP (10 uM). Se muestra el espectro de absorcion en levaduras y en
PBS, y el espectro de fluorescencia normalizado en levaduras y en PBS

()\ excitacion = 430 nm).

6.3.2 Cinética de fluorescencia

El decaimiento de fluorescencia de la TMPyP en PBS (pH=7.4) muestra una
funcion monoexponencial con un tiempo de vida media de 4.8 ns. Si se realiza la
medida de la TMPyP en una suspensién de levaduras en PBS, el decaimiento de
fluorescencia pasa de una cinética de ler orden a una cinética de 2do orden, con una
componente de tiempo de vida corto entre 3.1 y 3.3 ns y una componente de tiempo
de vida largo entre 9.9 y 10.9 ns. Se realizaron controles sobre el sobrenadante y
resulté no obtenerse sefial alguna, lo que indica que la sefal obtenida est4 producida
por TMPyP unida o internalizada en la célula. Los resultados experimentales para la
fluorescencia resuelta en el tiempo de la TMPyP se encuentran graficados en la

Figura 6.3 y tabulados en la Tabla 6.1.
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Figura 6.3. Decaimiento de fluorescencia resuelta en el tiempo de la
TMPyP en PBS (A) y en levaduras (B, C, D, E). Las muestras fueron
irradiadas a 405 nm y la fluorescencia fue observada a 655 nm. La curva
roja es la sefial, la azul la funcién de respuesta del instrumento y la negra

encima de la sefial es el ajuste de la funcion.
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Tabla 6.1 Resumen de los resultados fotofisicos de la TMPyP. Longitud de
onda de fluorescencia de la TMPyP en PBS (Ag), tiempo de vida media de
la fluorescencia resuelta en el tiempo de la TMPyYP en PBS (ts), tiempo de
vida media del triplete de la TMPyP en PBS medido a 960 nm ("®%t°%),
tiempo de vida media del oxigeno singlete en PBS medido a 1275 nm
("®%1,?™), tiempo de vida media del oxigeno singlete en PBS deuterado

medido a 1275 nm (°"®%¢,**)y tiempo de vida media del oxigeno singlete

en PBS deuterado medido a 1275 nm y con BSA en el medio (*

PBS+BSA _ 1275
TA )
PBS C. albicansCECT  C. albicansATCC C. parapsilosis C. krusei
668 657 657 660 660
Ae/nm’°
701 707 705 709 700
s/ ns® 10.9 (25) 10.0 (35) 10.0 (26) 9.9 (25)
4.8 (100)
(% Amplitud) 3.1 (75) 3.2 (65) 3.2 (74) 3.3(75)
2.3 2.9 2.9 35
PBS‘CTQGO/ us c _
21 27 22 18
PBSTA 2 T us € - 3.6 3.7 2.8 3.2
DPBSL? s = 65 65 68 68
D-PBS+BSATA1275 / us c 55 50 49 64

Procedencia experimental de los valores mostrados en la tabla:

? Espectro de excitacion de fluorescencia a Aey = 430 nm.

P Cinética de fluorescencia resuelta en el tiempo a Agye = 405 nm y Agys = 655 nm; incertidumbre
del £10%.

®Cinéticas de *0O,: fosforescencia de la 3TMPyP a Aops = 960 nm; incertidumbre del £10%.

¢ Cinéticas de 102; fosforescencia del 102 a Agps = 1275 nm; incertidumbre del £10%.

171



Capitulo 6

6.3.3  Cinética de oxigeno singlete

Como se ha descrito ya anteriormente, la monitorizacion del ‘O, mediante su
fosforescencia resuelta en el tiempo a 1275 nm es una técnica valiosa que se utiliza

para estudiar procesos de fotosensibilizacion del 'O, en células [4, 12, 15-19].

La irradiacion de suspensiones de levaduras (~10° ufc/mL) con TMPyP
incorporada se realizé con un laser pulsado a 532 nm, produciendo sefiales de
luminiscencia a 1275 nm y 960 nm en todas las especies de Candida, tanto en PBS
como en D-PBS. La fosforescencia obtenida de la emisién a 1275 nm siguié una
cinética tipica de subida y bajada (Figura 6.4 (A), Figura 6.5 (A), Figura 6.6(A), Figura
6.7(A)), con un tiempo de vida media de 3.6 us para C. albicans CECT, 3.7 us para C.
albicans ATCC, 2.8 us para C. parapsilosis y de 3.2 para C. krusei. Al retirar el PBS y
resuspender las levaduras en D-PBS aumentd el tiempo de vida media del 'O,
(relativo a su valor en PBS (3.3 ps)) hasta valores de 65-68 ps tipicos de 'O, en medio
deuterado (66 us), tal y como puede observarse en la Figura 6.4 (C), Figura 6.5 (C),
Figura 6.6(C) y Figura 6.7(C). Al adicionar la proteina BSA (albumina de suero bovino
0.75 mM en D-PBS) disminuy6 el tiempo de vida media del 'O, (relativo a la medida en
D-PBS) hasta valores de 49-64 us (Figura 6.4 (D), Figura 6.5 (D), Figura 6.6(D), Figura
6.7(D)). Los controles a 1325 nm no produjeron ninguna sefial debido a que a esta
longitud de onda el 'O, no emite fosforescencia (no se presentan graficados). El
sobrenadante del pellet celular no mostré sefial a 1275 nm, lo que indica que las
sefiales obtenidas en todas las medidas son producidas por el O, incorporado en las

levaduras

La emision de fosforescencia a 960 nm sigue una cinética biexponencial (Figura
6.4 (B), Figura 6.5 (B), Figura 6.6(B), Figura 6.7(B)), lo cual indica una doble
localizacién de la TMPyP en la célula fungica. Esta funcién biexponencial esta formada

por una componente corta que se desactiva con un tiempo de vida media de
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2.3-3.5 ps y una componente larga que decae con un tiempo de vida media mayor, de

18-27 ps. El sobrenadante del pellet celular no mostré sefial a 960 nm, lo que indica

que las sefiales obtenidas en todas las medidas son producidas por el 'O, incorporado

en las levaduras Estos datos cinéticos estan recogidos en la tabla 1.1.

Intensidad / cuentas

Intensidad / cuentas

1.7x104
C.albicansCECT / PBS C.albicansCECT / PBS | 1.9x10*
1275nm 960nm
1.6x10% - v
’ - 1.7x104
1.6x10% -
- 1.6x104
1.5x10% -
3.0x10° T T T T 1.4x10*
C.albicansCECT / D-PBS C.albicansCECT / D-PBS+BSA
2 610° 1275nm 1275nm | 2.8x10°
“IX. 1
- 2.7x10°
2.8x10° 4
- 2.6x10°
3
2.7x10 - 2.5x10°
2.6x10% T T T T 2.4x10°
0 10 20 30 10 20 30

Tiempo / ps

Tiempo / ps

Figura 6.4. C. albicans CECT: Cinética de 'O, observada a 1275 nm en

PBS (A), en D-PBS (C) y con la proteina BSA en D-PBS (D).

Fosforescencia de la TMPyP a 960 nm (B). En negro se observa la sefal y

en rojo el ajuste de dicha sefial.

Sejusnd / pepisualul

sejuana / pepisusly|
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Intensidad / cuentas

Intensidad / cuentas

174

1.9x10*

1.9x10* A

1.9x10* A

1.8x10* -

C.albicansATCC/ PBS

1275nm

5.0x104

C.albicansATCC / PBS
960nm

- 4.0x104

- 3.0x104

3.110°

C.albicansATCC / D-PBS

C.albicansATCC / D-PBS BSA

2.8x10° 1 1275nm 1275nm

- 3.0x10°
2.7x10° -

- 2.9x10°
2.6x10° ~ - 2.8x10°
2.5x108 T T T T 2.7x10°

0 10 20 30 10 20 30
Tiempo / ps Tiempo / ps

Figura 6.5. C. albicans ATCC: Cinética de 'O, observada a 1275 nm en

PBS (A), en D-PBS (C) y con la proteina BSA en D-PBS (D).

Fosforescencia de la TMPyP a 960 nm (B). En negro se observa la sefial y

en rojo el ajuste de dicha sefial.

sejuang / pepisuaiu|

sejuano/pepisualul
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Intensidad / cuentas

Intensidad / cuentas

L 4
B C.parapsilosis / PBS C.parapsilosis / PBS 3.94d0
3.1x10% 1 1275nm 960nm
- 3.6x104
3.0x10% 1 |
- 3.2x10*
4 4
2.9x10 5 6,10
2.9x10* T T T 2.5x10*
15510 4 C.parapsilosis /D-PBS C C.parapsilosis / D-PBS BSA
’ 1275nm 1275nm
- 1.5x104
1.4x10% 4
- 1.4x10%
1.4x10% A
1.4x104 T T T T 1.4x104
0 10 20 30 10 20 30
Tiempo / ps Tiempo / us

Figura 6.6 C. parapsilosis: Cinética de 'O, observada a 1275 nm en PBS

(A), en D-PBS (C) y con la proteina BSA en D-PBS (D). Fosforescencia de

la TMPyP a 960 nm (B). En negro se observa la sefial y en rojo el ajuste de

dicha sefial.

sejuang / pepisusiu|

sejuang J/ pepisualu|
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Intensidad / cuentas

Intensidad / cuentas

176

2.2x10* 1 C.krusei / PBS C.krusei/ PBS
1275nm 960nm | 6x10°4
2.0x104 -
- 451004
1.8x104
5 2)(1004
1.6x104 A
5.7x103
4.70x10°3 4
- 5.6x103
4.50x10°% 4
- 5.5x103
4.30x10% T T T T 5.4x103
0 10 20 30 10 20 30
Tiempo / us Tiempo / ps

Figura 6.7. C. krusei: Cinética de 'O, observada a 1275 nm en PBS (A),

en D-PBS (C) y con la proteina BSA en D-PBS (D). Fosforescencia de la

TMPyP a 960 nm (B). En negro se observa la sefial y en rojo el ajuste de

dicha sefial.

sejuano / pepisualul

sejuang / pepisualul
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6.4 Discusién

El objetivo del presente trabajo ha sido estudiar la fotoquimica que ocurre al
aplicar la TFD, utilizando TMPyP como FS, sobre especies de Candida. Mediante
estas medidas espectroscopicas y fotofisicas se pretende determinar la localizacion de
la TMPyYP vy, por consiguiente, el lugar donde se producen las EROs. De este modo se
procura entender el mecanismo de fotosensibilizacion que ocurre al producirse la

fotoinactivacion de las levaduras que posteriormente causard la muerte celular.

Los espectros de absorcion y emision de fluorescencia de la TMPyP en PBS o
en las suspensiones de levadura (Figura 6.2) muestran un cambio en el microambiente
de la TMPyP, indicando la incorporacion de este FS por las células fungicas. Este
cambio en la polaridad del microambiente de la TMPyP se refleja tanto en el cambio
de forma del espectro como en el desplazamiento hacia el rojo. Resultados similares
se han obtenido en estudios anteriores de nuestro grupo, sobre fibroblastos humanos
[8] y sobre Escherichia coli [4], indicando esta incorporacion y localizacion intracelular

de la TMPyP.

La fluorescencia resuelta en el tiempo revela la presencia de diferentes
poblaciones de TMPyP formadas en las levaduras, ya que el decaimiento de
fluorescencia pasa de una cinética monoexponencial en PBS (4.8 ns) a una cinética
biexponencial en levaduras, donde el tiempo de vida de la TMPyP excitada y las
amplitudes relativas de los componentes apenas varian entre las distintas especies de
Candida (Tabla 6.1). Esta cinética biexponencial indica que existen moléculas de
TMPyP unidas en distintas zonas de la célula, ya que se desactivan con distintos
tiempos de vida media. La componente de tiempo de vida corta (3.1-3.3 ns) indica que
parte de la la TMPyP no incorporada por las células esta en medio acuoso [14], es
decir, unida a la pared celular. La componente de tiempo de vida larga (9.9-10.9 ns)

sugiere que el resto de la TMPyP estd unida a &acidos nucleicos (probablemente en
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zona adenina-timina del ADN) [20,21]. Que los valores de tiempo de vida media de la
TMPyP incorporada sean tan parecidos entre todas las especies de Candida (tabla
1.1), indica que este FS, se localiza de forma similar en todas las especies,

probablemente la pared celular y el nacleo.

Los experimentos de fosforescencia resuelta en el tiempo muestran las cinéticas
de formacion de 'O, a 1275 nm y de las diferentes poblaciones del estado excitado
triplete del FS (*TMPyP,) a 960 nm, en todas las especies de Candida (tanto en PBS

como en D-PBS), segun refleja la siguiente cascada de reacciones fotoquimicas:

h9

'TMPyP, — 'TMPyP, (Reaccion 6.1)
1 CES 4 3 .
TMPyP, — "TMPyP; +°0, (Reaccion 6.2)
3 35 T 1 1 .,
TMPyP, +°0, - 'TMPyP, + 0, (Reaccion 6.3)
"TMPyPy +'0, 5 'TMPyP, + %0, (Reaccion 6.4)

De este modo se proporciona una evidencia adicional de su localizacion y de la
formacion de una especie citotoxica, el 'O,, debido a la transferencia de energia que
se da entre el oxigeno molecular y la TMPyP excitada, para volver asi a su estado
fundamental. La fosforescencia obtenida de la emisién a 1275 nm sigue una cinética
de primer orden con un tiempo de vida media de 2.8-3.7 ps, siendo del mismo orden
de magnitud al tiempo tabulado en la bibliografia [22] de 3.3 ps el que se asigna al 'O,
en medio acuoso. Los motivos que corroboran que esta sefial esta producida por el

0, son los siguientes:

(a) no se obtiene sefial a 1325 nm, ya que el 'O, a esta longitud de onda no

emite fosforescencia

(b) aumenta el tiempo de vida media del 'O, en D-PBS (relativo a su valor en
PBS (66 us)) debido a los efectos isotdpicos del deuterio [16,23] que producen que el

'0, se desactive mas lentamente.
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(c) la disminucién del tiempo de vida media del 'O, (relativo a la medida en D-
PBS) al adicionar la proteina BSA (albumina de suero bovino 0.75 mM en PBS
deuterado) ya que esta ejerce una funcién de desactivador de 'O, debido a que su
gran tamafio (65 kDa) no le permite penetrar la célula [6], desactivando asi el 'O,

extracelular pero no el intracelular.

La fosforescencia a 960 nm indica que existe una doble localizacion de la
TMPyP en levaduras debido a que los datos experimentales de decaimiento de este
FS incorporado en células fungicas se ajustan una funcion biexponencial. La emision
de esta fosforescencia se asigna al triplete de la TMPyP ya que a esta longitud de
onda no emite el 'O, pero si este FS. Esta cinética biexponencial esta formada por una
componente corta de 2.3-3.5 s, siendo la reportada en la bibliografia de 2.5 us para la
fosforescencia de la TMPyP en ambientes aerébicos acuosos [24,25]. Este dato indica
que hay parte de la TMPyP unida a la pared celular de la levadura, reafirmando asi el
resultado obtenido en los experimentos de fluorescencia resuelta en el tiempo
(apartado 3.2). A 960 nm, la componente larga decae con un tiempo de vida media de
18-27 pus y se asigna a moléculas de TMPyP unidas a acidos nucleicos, en

concordancia con los datos reportados en la bibliografia (~20 us) [4, 8, 14, 25].

Estudios de microscopia de fluorescencia realizados en neuronas de hipocampo
de rata [6,7,26], células HelLa [27,28], o fibroblastos humanos [8] aseguran que la
localizacién preferencial de la TMPyP se da en el nucleo, lo que estaria en
concordancia con los resultados obtenidos en los presentes experimentos de
fluorescencia resuelta en el tiempo, cinéticas de oxigeno singlete y fosforescencia de
la TMPyP, es decir, este FS es incorporado por todas las especies de Candida y que

se colocaliza en el ndcleo, ademas en la pared celular.
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6.5 Conclusiones

Para concluir, los hongos son dianas complejas debido a su envoltura de pared
celular externa, compuesta por una mezcla de glucano, manano, quitina y
lipoproteinas, y separada de la membrana plasmatica por un espacio periplasméatico
[29] Sin embargo, los resultados indican que parte de la TMPyP difunde hacia el
interior de la célula y el resto queda unida a la pared celular, produciendo ambas
poblaciones que se activen los procesos fotodindmicos que produciran 'O,
inactivando asi la pared celular y oxidando a los &cidos nucleicos. De este modo, al no
ser necesario que la TMPyP sea incorporada por las células para producir dafio sobre
estructuras vitales celulares y debido a que el 'O, es un agente oxidante no especifico,
la TFD antifingica es una técnica que no causaria la resistencia del microrganismo, tal

y como se ha observado en TFD frente a bacterias [30,31].

En este capitulo se han estudiado los fotoprocesos involucrados al aplicar la TFD
in vitro con TMPyP sobre las cuatro especies de Candida ensayadas. Se ha
documentado la fluorescencia de la TMPyP, la fosforescencia del 'O, formado por
transferencia de energia del triplete de la TMPyP, asi como los espectros de excitacién
y emision de fluorescencia de este FS en las levaduras. Como resultado de estos
ensayos espectroscopicos y fotofisicos, se ha obtenido dicha doble localizacién de
este FS: en la pared celular y unida a los acidos nucleicos, lo cual produce especies
téxicas del oxigeno que inducen la muerte celular por oxidacién de estructuras

celulares de todas las especies de Candida que se han estudiado.
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7.1 Introduccién

La incidencia de infecciones fungicas superficiales han aumentado notablemente
en los dltimos 25 afios, tal y como se recoge en diferentes publicaciones [1-3]. Entre
los factores que han intervenido en este hecho, destacan por su incidencia el uso de
farmacos inmunosupresores y antineoplasicos que facilitan las infecciones causadas
por patdbgenos oportunistas, la utilizacion de antibiéticos de amplio espectro que

conducen a sobreinfecciones fungicas [4].

En este capitulo, se pretende evaluar el potencial de la TFD como técnica para la
eliminacion selectiva de las células fungicas [5,6]. Es conocido que la eficacia de
ciertos tipos de FS frente a bacterias esta basada en la capacidad de penetracién en la
célula bacteriana, siendo mas eficaces los FS catidnicos en bacterias Gram negativas
debido a que la membrana externa cargada negativamente dificulta la entrada de FS
anionicos y no facilita la entrada de FS neutros, a diferencia de las bacterias Gram
positivas [7]. Sin embargo, en el caso de la levaduras la carga del FS no juega un
papel tan importante ya que al no tener esta membrana tan cargada negativamente
entran sin tanto impedimento electrostatico, tanto FS catidnicos, anidnicos o neutros.
Sin embargo, debido a la similitud entre células humanas y fangicas existen
publicaciones que indican que es preferible utilizar FS catidnicos en vez de
tensoactivos anionicos ya que estos ultimos son también interiorizados por las células
humanas, lo que produciria un aumento de los efectos secundarios al aplicar la TFD

antifingica [8,9].

Los FS cationicos son tipicamente moléculas planas y rigidas con un alto grado
de conjugacion. EI NMB (cloruro de 3,7-bis (etilamino)-2,8-dimetilfenotiacina-5-io) es
una fenotiazina formada por una estructura plana triciclica con un maximo de

absorcion a 630 nm y de emision de fluorescencia a 650 nm (Figura 7.1).
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HsC N CH
3 X 3
2
HeC” HN s NHT CH,
Cl-

Figura 7.1. Estructura quimica del NMB

El objetivo de este capitulo es estudiar el efecto antifingico que tiene el NMB en
la TFD in vitro contra especies de Candida patégenas para el ser humano, asi como

los efectos adversos que produce dicha técnica sobre células epidérmicas humanas.
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7.2 Parte experimental

7.2.1 Cepas fangicas y células humanas

Las cepas de levadura que se han estudiado en este capitulo son Candida
parapsilosis ATCC 22019, Candida krusei ATCC 6258 y Candida albicans ATCC
10231, obtenidas de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC: American Type
Culture Collection; Rockville, MD) y C. albicans CECT 1001 suministrada por la

Coleccioén Espariola de Cultivos Tipo (CECT: Universidad de Valencia, Espafia).

Las células humanas que se han utilizado son queratinocitos (HaCaT: human
adult high calcium low temperature) y fibroblastos (hNDF: human normal dermal
fibroblasts), obtenidos de la Universidad Auténoma de Madrid y del Hospital Central de

Asturias, respectivamente.

7.2.2  Reactivos quimicos

El NMB (cloruro de 3,7-Bis (etilamino)-2,8-dimetilfenotiacina-5-io), el PBS (Sterile
dulbecco's Phosphate Buffered Saline pH 7.4), el DMSO (dimetil sulfoxido) y el SDS
(dodecil sulfato sédico) fueron comprados en SIGMA-Aldrich. La MTT (bromuro de 3-
[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) fue adquirida en HWI Analytk GMBH
(Ruelzheim, Alemania). EI DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium 4.5 g/L
glucosa), el FBS (Fetal Bovine Serum), la Penicilina Estreptomicina, la L-glutamina
para los ensayos bioldgicos con células humanas fueron suministrados por Lonza (Sur

América). El “Pierce BCA Protein Assay Kit” fue obtenido en Thermo Scientific.

El medio de cultivo flingico, Sabouraud (SB), fue preparado a partir de
Sabouraud Dextrose Agar®, comprado en Merck. El medio de cultivo de células
humanas (MCH) fue puesto a punto a partir de DMEM suplementado con FBS 10%,
penicilina estreptomicina 1% (v/v) y L-glutamina 2 mM. La disolucion stock de NMB 1
mM fue preparada en agua tamponada estéril (PBS, pH=7.4). Las disoluciones de

189



Capitulo 7

trabajo de NMB se disolvieron en PBS (para experimentos con levaduras) o con
DMEM suplementado con L-glutamina 2 mM y penicilina estreptomicina 1% (v/v) (para
experimentos con células humanas). Las disoluciones fueron preparadas a oscuras y

almacenadas a 4° C.

7.2.3 Fuentes de luz

Tanto las distintas especies de Candida como las células humanas, HaCaT vy
hNDF, fueron irradiadas con la lampara LED Sorisa Photocare® con una emision entre

620 y 645 + 10 nm y una irradiancia de 15 mW cm™.

7.2.4 Inactivaciéon fotosensibilizada en suspensiones celulares fungicas

Se adiciona NMB (2, 7.5 y 12,5 uM en PBS) a la suspensién de levadura
(~10° ufc/mL), se incuba a oscuras durante 15, 30 6 45 minutos a 37° C y 120 rmp.
Para excitar la banda de 630 nm del NMB se irradia la muestra (sin lavado previo del
FS en exceso) entre 620 y 645 nm mediante la fuente de LEDs Sorisa Photocare® de
15mW cm?, durante 15, 30 6 45 minutos. Esto corresponde a una fluencia de 14, 27 y
41 J cm™, respectivamente. Se siembra la suspension, se incuba a 37° C durante
2 dias y se realiza el recuento de las colonias formadas después del tratamiento
fotodinamico. El control de toxicidad de la luz (sin FS) y la toxicidad del FS (sin luz) se
realiza para cada ensayo y en las mismas condiciones en que se realizan los
experimentos. Los ensayos se realizaron por triplicado, dando los valores de viabilidad
celular como logaritmo de las cfu/mL frente a la concentracion de NMB como

desviaciones estandares.
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7.2.5 Efecto del tratamiento fotodinamico en células humanas

La viabilidad celular de los queratinocitos y fibroblastos después del tratamiento
fotodindmico se evalua mediante el ensayo de MTT. Se adiciona NMB (2, 5y 7.5 uM
en MCH) a los hNDF y HaCaT (1:10° y 2:10° células, respectivamente) y se incuba a
oscuras durante 15 min a 37° C y 5% CO,. Se irradia la muestra entre 620 y 645 nm
mediante la fuente de LEDs Sorisa Photocare® de 15mW cm?, durante 15, 30 6 45
min (fluencia de 14, 27 y 41 J cm™, respectivamente). Se retira el NMB en exceso
mediante dos lavados con PBS y pasadas 24h se incuban las células con MTT (0.5 mg
mL™* en MCH) durante 3h a 37° C y 5% CO,. Se retira la MTT mediante dos lavados
con PBS y se adicionan 500 pL de DMSO para lisar las células. Se agita a oscuras
durante 15 min y se lee la absorbancia a 550 nm en un lector de microplacas (Biotek

ELx808).

7.2.6  Incorporacion del NMB en levaduras

La incorporacion del NMB en las levaduras en funcién del tiempo se realiza
mediante medidas de fluorescencia del lisado celular. Se adiciona a la suspension
fungica NMB 2.5 uM y se incuba a 37° C con agitacion y a oscuras durante 1,2, 4,6y
24 h. Se retira el NMB en exceso mediante lavados con PBS con centrifugaciones de 5
minutos a 1398 g. Se afiade SDS (2% (w/v) en H,0) al pellet, se agita a oscuras
durante 24 h y se mide la fluorescencia del FS con un espectrofluorimetro (Jobin Yvon-
Spex FLUOROMAX-4), excitando a 590 nm y registrando la emision de la NMB entre

600 y 800nm.

Se calcula para cada tiempo de incorporacion el area bajo la curva de cada
espectro de fluorescencia y se grafican los resultados como fluorescencia del lisado
celular normalizada frente al tiempo. Los experimentos se realizaron por triplicado,

mostrando valores de incorporacion del FS frente al tiempo como desviacion estandar.
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7.2.7  Incorporacion del NMB en células epidérmicas humanas

La incorporacion del NMB en funcion del tiempo se realiza también mediante
medidas de fluorescencia del lisado celular. Se ainade NMB 2.5 pM al cultivo celular y
se incuba a distintos tiempos (0.5, 1, 2, 6, 8, 18 y 24 h). Para cada tiempo de
incorporacioén se rascan las células, se transvasan a un tubo y al pellet resultante se le
aflade SDS (2% (w/v) en H,0O) que lisara las células, liberando asi el NMB que habia
sido incorporado por las estas. Para cada tiempo, se realiza el ensayo de
Cuantificacién de proteinas y se mide la fluorescencia del NMB (Jobin Yvon-Spex
FLUOROMAX-4), excitando a 590 nm y registrando la emisién en un rango entre 600 y

800 nm.

El tratamiento matematico de los datos experimentales consiste en calcular el
area bajo la curva de cada espectro de fluorescencia obtenido para cada tiempo.
Paralelamente se calcula también la cantidad de proteina total en muestra. Mediante la
Ecuacion de la recta patron que relaciona el contenido proteico con el nimero de
células se realiza una conversién de los datos para obtener valores de nimero de
células. Por ultimo se divide el area bajo la curva del espectro de fluorescencia por el
numero de células y se grafican los resultados como Fluorescencia del lisado celular

(normalizado por el nimero de células) frente al tiempo.

7.2.8  Espectros de excitacién y de emision de fluorescencia

Se adiciona NMB 10 pM en las suspensiones de levadura en PBS (~10° ufc/mL),
se incuba durante 1 hora y se retira el FS en exceso con 6 lavados con PBS mediante
centrifugaciones de 5 min a 1398 g. Se realizan los espectros de excitacién y de
emision de fluorescencia en un espectrofluorometro Spex Fluoromax 4 (Horiba Jobin-
Ybon, Edison, NJ). La excitacion se realizé entre 400 y 730 nm y se recogio la emision
a 750 nm. La emision de fluorescencia se realizd excitando la muestra a 590 nm y

recogiendo la sefial entre 600 y 800 nm. Las mediciones espectroscopicas se llevaron
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a cabo en cubetas de 1 cm de cuarzo (Hellmut, Alemania) a temperatura ambiente y

bajo agitacion suave.
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7.3 Resultados

7.3.1 Inactivacién fotosensibilizada en suspensiones celulares fungicas

Tal y como muestra la Figura 7.2, la respuesta al tratamiento fotodinamico
utilizando NMB como FS da como resultado un efecto fungicida similar para todas las
cepas para un mismo tiempo de incubacion. Sin embargo, se observa que el grado de
fotoinactivacion celular depende de la concentracién del FS y de la dosis de luz, ya

que apenas se observan diferencias entre 27 y 41 J cm™ pero si frente a 14 J cm™.

Si se incuba NMB junto a las levaduras (Figura 7.2 C, F, I, L) durante 45 min, se
observa que para todas las especies, concentraciones y fluencias se obtiene un efecto
fungicida de 6 log.o, a excepcion de para C. parapsilosis que parece ser la especie
mas resistente debido a que si se irradia 15 min (14 J cm?) se obtiene un efecto
fungicida de solo 3 logi, utilizando NMB 2 pM. Para todas las especies, a 30 min de
tiempo de incubacion (Figura 7.2 B, E, H, K) también se obtiene un efecto fungicida de
reduccion de 6 logyo, si se irradia 30 0 45 min (27 y 41 J cm®), a excepcion de si se
irradia 15 min con NMB 2 uM ya que se obtiene un efecto fungicida de reduccion de 2-
3 logye. Por dltimo, a 15 min de tiempo de incubacién (Figura 7.2 A, D, G, J) C.
parapsilosis y C. krusei son las menos resistentes ya que irradiando 30 y 45 min se
obtiene un efecto fungicida de 6 log;, para todas las concentraciones de NMB. En
cambio, las dos cepas de C. albicans son las mas resistentes ya que irradiando 30 min

se obtiene un efecto fungicida de 2-3 log,o utilizando NMB 2 0 7.5 pM.

Para todas las levaduras, el ensayo de toxicidad a oscuras (Figura 7.2, funcion
roja) no produce efecto fotodindmico considerable ya que no se obtiene reduccion
logaritmica a lo largo de todo el rango de concentraciones de NMB ensayadas, asi

que, una vez mas el FS es toxico solo si combina con luz.
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Figura 7.2.

fotodindmico de la suspension inicial de levadura. C. albicans CECT (A, B,
C), de C. albicans ATCC (D, E, F), de C. krusei (G, H, I) y de C.
parapsilosis (J, K, L) a distintos tiempos de incubacion: 15 (A, D, G, J), 30
(B, E, H, K) y 45 (C, F, I, L) minutos. Se grafican cuatro tipos de
experimentos en funcion del tiempo de irradiacion: muestra sin irradiar
(toxicidad de la NMB; rojo), fluencia de 14 J cm™? (tiradgiacisn=15 min; verde),

fluencia de 27 J cm™ (tiradiacisn=30 min; rosa),

(tirradiacién=45 min; aZUI)-

Cnmg / M
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7.3.2  Efecto del tratamiento fotodinamico en células epidérmicas humanas

Para cada tiempo de irradiacion, concentracion de NMB y cada tipo de célula, se
realizan dos tipos de ensayos distintos que difieren en si se realiza 0 no una etapa de
lavado previa a la irradiacién de la muestra, con la finalidad de eliminar el NMB en
exceso que no ha sido incorporado por las células. El control de toxicidad de la luz y
toxicidad a oscuras del FS se realiza para cada ensayo y en las mismas condiciones.
Los experimentos se hacen por triplicado, dando los valores de viabilidad celular frente

a la concentracion del NMB como desviaciones estandares

La viabilidad celular de los hNDF y de los HaCaT después de recibir el
tratamiento fotodinamico durante 15, 30 y 45 minutos se muestra en la Figura 7.3.
Tanto para los queratinocitos como para los fibroblastos no se obtienen diferencias en
funcion de si se realiza o no la etapa de lavado previa a la irradiacion de la muestra ya
que se obtienen resultados muy parecidos (Figura 7.3: funcién verde con lavado pre-
irradiacién y funcion azul con lavado post-irradiacion). En los hNDF, la respuesta al
tratamiento fotodinamico no es funcion del tiempo de irradiacién, ya que se obtienen
para 14, 27 6 41 J cm™ practicamente los mismos resultados, es decir, una viabilidad
celular que se encuentra entre el 30 y 50 % a lo largo de todas las concentraciones de
NMB ensayadas (Figura 7.3: A, B, C, D). Lo mismo sucede para los HaCaT, la
respuesta al tratamiento es muy parecida para todos los tiempos de irradiacion vy
concentraciones de NMB, obteniéndose en este caso una viabilidad celular muy baja,
solo el 10% de células permanecen vivas después del tratamiento fotodinamico

(Figura 7.3: E, F, G, H).
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Figura 7.3. Viabilidad celular post-tratamiento fotodindmico de hNDF (A, B,
C, D) y HaCaT (E, F, G, H) en funcién de la concentracion de NMB.
Ensayos incubando 15 min a oscuras, irradiando 15 min (A, E), 30 min (B,
F) o 45 min (C, G) y lavando el exceso de FS antes de la irradiacion
(verde) o lavando el exceso de FS después de la irradiacion (rojo).
Toxicidad a oscuras de hNDF (D) y HaCaT (H) a distintos tiempos de
incubaciéon (0 min, naranja; 15 min, verde; 30 min, lila; 45 min, rosa; 60

min, turquesa).
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Los resultados de viabilidad celular de la toxicidad a oscuras del NMB a distintos
tiempos de incubacion (0, 15, 30, 45 y 60 min) no difieren significativamente entre los
obtenidos para los hNDF (D) y los HaCaT (H), ya que se obtiene una viabilidad celular
del 90% aproximadamente. De este resultado de citotoxicidad a oscuras se concluye
que el NMB es toxico para las células humanas solo si se combina adecuadamente

con irradiacion a la longitud de onda de excitacion de este FS.

7.3.3  Incorporacion del NMB en levaduras

La Figura 7.4 muestra como el patron de incorporacién del NMB es muy similar
en las cuatro especies de Candida ya que se obtiene un maximo alrededor de las 2
horas de incubacion. En cambio, si se comparan los maximos se observa que las
cepas incorporan distinta cantidad de NMB, siendo el orden de internalizacion de FS el
siguiente: C. albicans CECT (rojo) > C. albicans ATCC (verde) > C. krusei (lila) > C.

parapsilosis (azul), con un 85, 70, 45, 30 % respectivamente.

100+

504

0 T Ll Ll |
0 5 10 15 20 25

Tiempo / h

Fluorescencialisado celular / u.a.

Figura 7.4. Fluorescencia del NMB procedente del lisado celular a distintos
tiempos de incubacion. C. albicans CECT (rojo), C. albicans ATCC (verde),

C. krusei (lila) y C. parapsilosis (azul).
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7.3.4  Incorporacion del NMB en células epidérmicas humanas

La Figura 7.5 muestra el perfil de incorporacion del NMB en las células humanas
a lo largo del tiempo. La principal diferencia entre ambas lineas celulares esté en la
cantidad de FS que son capaces de incorporar, siendo 10* 6rdenes de magnitud
superior para los queratinocitos frente a los fibroblastos. El perfil de incorporacion
también difiere entre células ya que en los queratinocitos se da un maximo alas 6 hy
a partir de este momento la incorporacién del NMB va disminuyendo gradualmente
como consecuencia de la metabolizacibn o expulsion del FS. En cambio, los
fibroblastos van incorporando el NMB gradualmente con el tiempo, encontrandose un

minimo a las 8 h de incubacion.
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Figura 7.5. Fluorescencia del NMB procedente del lisado celular a distintos

tiempos de incubacion. HaCaT (rojo) y hNDF (azul).
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7.3.5

Espectros de excitacion y de emisién de fluorescencia

En la Figura 7.6 se muestran los espectros de excitacion y de emisién de

fluorescencia del NMB en PBS y en las suspensiones de levadura. El espectro de

excitacion en levaduras cambia la forma respeto al realizado en PBS ya que el

pequefio codo observado en PBS se transforma en un segundo pico diferenciado a

583 nm en levaduras debido a que aumenta la proporcién monémero-dimero de NMB.

Los espectros de emision de fluorescencia del NMB tienen la misma forma tanto en

levaduras como en PBS pero aqui si que se da un desplazamiento batocrémico de 5

nm del NMB en PBS (655 nm) respecto al NMB en levaduras (650 nm).
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Figura 7.6. Espectro de excitacion (A) y espectro de emision de

fluorescencia (B) normalizados del NMB (10 puM) en levaduras y en PBS

(pH= 7.4). Para ambos espectros: C. albicans CECT (rojo), C. albicans

ATCC (azul), C. krusei (verde) y C. parapsilosis (lila).
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7.4 Discusioén

Existen numerosos estudios utilizando fenotiacinas como FS eficaces en TFA,
siendo el MB (methylene blue) y el TBO (toluidine blue O) los mas ensayados hasta
dia de hoy frente a levaduras como Candida albicans [10] o bien frente a bacterias
como el Acinetobacter baumannii [11], Escherichia coli [10], Yersinia enterocolitica
[12], S. aureus [10] o los reportados por M. Usacheva et al [13] frente a
Staphylococcus aureus, el Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis, el

Hemophilus infuenzae, Escherichia coli o Pseudomonas aeruginosa

Ademas, el MB es el Unico FS aprobado para su uso en TFA en clinica. Sin
embargo, nuevas generaciones de FS, como el NMB (new methylene blue) o el DMMB
(dimethylmethylene blue) se empezaron a utilizar de modo experimental como
analogos del MB o el TBO, debido a que su mayor lipofilia y su mayor rendimiento de
formacion de 'O, los hace mucho mas eficaces en TFA [14]. Algunos estudios con
estos FS en TFA se han realizado sobre bacterias como Escherichia coli [15] o sobre

esporas de Bacillus [16].

La optimizacién in vitro de los factores de TFD antifingica (la concentraciéon del
FS, el tiempo de contacto y el tiempo de irradiacion) se ha evaluado mediante la
viabilidad celular expresado como reduccion logaritmica de las especies de Candida
utilizando NMB como FS, asi como los efectos secundarios que se producen sobre las
células humanas, queratinocitos y fibroblastos, después de aplicar la TFD antifangica.
Para una suspension inicial fangica de 10° ufc/mL y sin lavado pre-irradiaciéon que
elimine el FS que no ha sido incorporado por las células, se obtiene una reduccion de
6 logyo en las cuatro especies de Candida si se trabaja a fluencias de 41 J cm?, para
las tres concentraciones de NMB y los tres tiempos de incubacion ensayados. Sin
embargo, si se trabaja a 14 J cm™ se observan diferencias entre especies, siendo las
dos cepas de C. albicans mas resistentes que C. parapsilosis y C. krusei en funcién de
la concentracion de NMB y en menor medida del tiempo de incubacién. Por el
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contrario, el patron de incorporacion del NMB es el mismo en las cuatro especies,
aunque la cantidad de FS incorporado varia entre cepas (85% C. albicans CECT >
70% C. albicans ATCC > 45% C. krusei > 30% C. parapsilosis). Analizando los
resultados en los que se encuentran diferencias entre especies (a fluencias de
14 J cm™®) y los experimentos de incorporacion del FS, se observa que C. krusei y
C. parapsilosis son las que incorporan menos cantidad de FS pero son las mas
susceptibles a la terapia, mientras que las dos cepas de C. albicans son las que
incorporan mas cantidad de FS pero son las mas resistentes. Este hecho
contradictorio puede llevar a pensar que no es la cantidad de FS incorporado el que
produce mayor muerte en las levaduras, sino que es el organulo en el que se acumula

el FS, asi como su accesibilidad al oxigeno, lo que confiere el éxito a la terapia.

Los experimentos bioldgicos de viabilidad celular realizados sobre queratinocitos
y fibroblastos dan como resultado un efecto fotocitotéxico del NMB tanto si se irradia la
muestra con una etapa previa de lavado o posterior a dicha irradiacién. Para cada
linea celular se obtiene el mismo comportamiento en ambos casos, asi que, la
viabilidad celular no es funcion de si existe FS en exceso en el medio. La gran
diferencia en cuanto a viabilidad entre estos dos tipos de células reside en que los
queratinocitos son mucho mas susceptibles a la terapia que los fibroblastos, ya que
para todas las concentraciones de NMB y todas las fluencias se obtiene el 100% de
muerte celular, mientras que para los fibroblastos se obtiene el 40% de viabilidad
aproximadamente. Esta resistencia de los fibroblastos probablemente puede atribuirse
a que incorporan menos cantidad de NMB, tal y como se ve reflejado en la figura 1.5,
donde se puede observar la incorporacion del FS con el tiempo. En cambio, los 10™°
ordenes de magnitud superiores de incorporacion del NMB en los queratinocitos
provocan que haya tanto exceso de FS intracelular que la viabilidad se vea disminuida
hasta valores de mortalidad total. Este comportamiento indica que en las condiciones
en las que se produce un efecto fungicida sobre las levaduras también produce la

muerte estos dos tipos de células humanas en un sistema in vitro en dos dimensiones.
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Los cambios en la forma debidos a la proporcibn monémero-dimero del espectro
de excitacion del NMB en levaduras y los desplazamientos batocrémicos en los
espectros de fluorescencia del NMB en levaduras (ambos respecto al espectro del
NMB en PBS) corroboran una vez mas y apoyan los resultados de incorporacion
celular que indican que el NMB se encuentra en el interior de la célula fungica en el

momento de aplicarse la TFD.

No se ha podido contrastar los resultados obtenidos en este capitulo con otros
estudios de TFD antifingica realizados con NMB in vitro que demuestren que este FS
es eficaz para producir dafio fotodinAmico sobre especies de Candida debido a la
escasez de estudios de este FS en especies de Candida. Sin embargo, recientemente
se han publicado estudios[17] de TFD in vivo con distintos FS del tipo fenotiacinas
para tratar infecciones cutaneas de C. albicans sobre quemaduras de raton, resultando
ser mas eficaz el NMB que el MB y la TBO en la inactivacién fotodinAmica de esta

levadura debido a la mayor acumulacién del NMB en el tejido fingico a tratar.
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7.5 Conclusiones

El NMB irradiado con luz roja produce un efecto fotodinAmico fungicida, con
distinta susceptibilidad y eficacia fotodinAmica entre las especies de Candida
ensayadas, que es principalmente funcion del tiempo de irradiacion aplicado. A
fluencias bajas se ven diferencias entre especies, siendo C. krusei y C. parapsilosis las
especies mas susceptibles pero a su vez son las que incorporan menos cantidad de
NMB, asi que, no es la cantidad de FS incorporado lo que produce mayor muerte
celular fingica sino que es el organulo en el que se acumula el FS y su accesibilidad al
oxigeno. Al irradiar in vitro los dos tipos de células humanas, los queratinocitos
incorporan 10'° érdenes de magnitud mas de NMB que los fibroblastos, lo que provoca
que haya tanto exceso de FS intracelular que se de una reduccién del 100% en la
viabilidad celular del cultivo, asi que, en estas condiciones se produce dafio

considerable sobre las células epidérmicas humanas.
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TFD in vitro sobre T. mentagrophytes con NMB

8.1 Introduccién

Los dermatofitos son hongos filamentosos que presentan la capacidad de invadir
la capa cornea de la epidermis, debido a que contiene proteinas fibrosas como la
queratina, y estructuras queratinizadas, como pelo y ufias [1-3]. Como consecuencia
causan micosis cutéaneas llamadas dermatofitosis o comunmente también conocidas
como tiflas. Entre los millones de personas afectadas por micosis superficiales, las
dermatofitosis, la pitiriasis versicolor y la candidiasis son las micosis mas frecuentes
[4]. Las infecciones en las ufias estan producidas principalmente por dos dermatofitos,
el Trichophyton mentagrophytes y el Trichophyton rubrum, o bien por Candida
albicans. Los tratamientos actuales consisten en el desbridamiento quimico o
mecéanico, mediante la administracion de un farmaco antifingico oral o tépico, o bien

mediante la combinacion de ambos tratamientos.

En este capitulo se pretende aplicar la TDF utilizando NMB (Figura 8.1) como FS
para inducir la muerte celular del dermatofito T. mentagrophytes. En el caso del NMB,
fenotiacina plana triciclica, su longitud de onda de absorcion se encuentra dentro del
margen donde se da la maxima penetracion de la luz en el tejido tisular (ventana
terapéutica entre 600-850 nm) [5,6] ya que en soluciones acuosas tamponadas

absorbe a 630 nm y emite fluorescencia a 650 nm.
H,C N CH
| :@ iCE |
+*
HC” HN S NH > CH,
Cl-
Figura 8.1. Estructura quimica del NMB

El objetivo de este capitulo es estudiar el efecto antifingico que produce el NMB

en la TFD in vitro sobre T. mentagrophytes.
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8.2 Parte experimental

8.2.1 Cepas fungicas

Se ha utilizado la cepa de Trichophyton mentagrophytes CECT 2956 obtenida de

la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT).

8.2.2  Reactivos quimicos

El NMB (cloruro de 3,7-Bis (etilamino)-2,8-dimetilfenotiacina-5-io) y el PBS
(Sterile dulbecco's Phosphate Buffered Saline pH 7.4) fueron comprados en SIGMA-

Aldrich.

El medio de cultivo fungico, Sabouraud (SB), fue preparado a partir de
Sabouraud Dextrose Agar®, comprado en Merck. La disolucién stock de NMB 1 mM,
fueron preparadas en agua tamponada estéril (PBS, pH=7.4). Las disoluciones de
trabajo de NMB se disolvieron a oscuras en PBS hasta la concentracion deseada y se

almacenaron a 4° C.

8.2.3 Fuentes de luz

T. mentagrophytes fue irradiado con una lampara LED Sorisa Photocare® con
una irradiancia de 15 mW cm™. Para excitar el NMB se selecciond una emision roja

entre 620 y 645 + 10 nm.

8.2.4  Inactivacion fotosensibilizada de la suspensién fingica

La optimizacion del método para la fotoinactivacion de células de
T. mentagrophytes mediante TFD se ha realizé mediante un disefio experimental que

resulté de la combinacién de las variables siguientes: la concentracion de NMB (0, 0.1,
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1, 10, 25, 50, 75, 100 y 1000 uM), el tiempo de incubacién del FS en el hongo (0, 10,

30y 90 min) y el tiempo de irradiacion (0, 10, 30 y 90 min).

Como resultado de la combinacion de todas las variables y de sus niveles se
obtuvo para cada una de las 9 concentraciones de NMB ensayadas (Cyws/MM) la

siguiente tabla experimental (Tabla 8.1), resultando un total de 144 experiencias:

Tabla 8.1 Disefio experimental para cada una de las concentraciones de

NMB
Experiencia  Cyws/UM t incubacisn/MinN t irradiacisn/MiN

1 Cnvs 0 0

2 Cnv 0 10
3 Cnv 0 30
4 Cnms 0 90
5 Cnv 10 0

6 Cnmvs 10 10
7 Cnms 10 30
8 Cnwus 10 90
9 CnvB 30 0

10 Cnmvs 30 10
11 Cnvs 30 30
12 Cnvs 30 90
13 Cnwvs 90 0

14 Cnms 90 10
15 Cnwvs 90 30
16 Cnv 90 90

Se sembr6 una colonia de cultivo stock en Sabouraud glucosado al 2% (v/w) y se
incubo a 26° C durante 14 dias. Una vez crecidas las colonias, estas se desprendieron
de la superficie del medio de cultivo sélido por agitacion manual mediante una solucion

salina estéril con bolas de cristal y se transfirié la suspension por decantacién a un
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recipiente, obteniéndose asi la suspensién de trabajo de T. mentagrophytes. Se
realizaron diluciones decimales seriadas de esta suspension fingica en solucion salina
estéril y a cada una de ellas se adicioné NMB (0, 0.1, 1, 10, 25, 50, 75, 100 y 1000 uM
en PBS) con la finalidad de escoger aquella que de como resultado aproximadamente
10° ufc/mL. A continuacién se incub6 a oscuras durante 10, 30 0 90 min a 37° C y 120
rpm. Para excitar la banda de 630 nm del NMB se irradi6 la muestra, sin lavado previo
del FS en exceso, entre 620 y 645 nm mediante la fuente de LEDs Sorisa Photocare®
durante 10, 30 o 90 min, correspondiente a una fluencia de 9, 27 y 81 J cm?
respectivamente. Se sembraron 0.1 mL de la suspensién, se incubé a 37° C durante
14 dias y se realizd el recuento de las colonias formadas después del tratamiento
fotodinamico. El control de toxicidad de la luz (sin FS) y la toxicidad del FS (sin luz) se
realizd para cada ensayo y en las mismas condiciones en que se realizaron los

experimentos.
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8.3 Resultados

Las concentraciones de 0, 0.1 y 1 uM de NMB no producen efecto citotdéxico
sobre T. mentagrophytes ya que se obtiene un cultivo totalmente confluente después
de irradiar la muestra para todos los tiempos de incubacién e irradiaciéon ensayados.
La concentracién de 10 y 25 uM de NMB produce efecto citotoxico parcial ya que
como maximo se obtiene una reduccion de 5 unidades logaritmicas en la ufc/mL. Sin
embargo, para concentraciones de 50, 75 y 100 uM a medida que se aumenta el
tiempo de incubacion e irradiacion, se obtiene un efecto fungicida mayor sobre la cepa
de T. mentagrophytes capaz de alcanzar la reduccion total de 6 unidades logaritmicas.
Por dltimo, si se irradia la muestra con NMB 1000 uM se observa que el resultado no
es funcién ni del tiempo de contacto y del tiempo de irradiaciéon ya que se produce un
efecto fungicida total para cualquier combinacién de las experiencias ensayadas para
esta concentracion. En el grafico D de la Figura 8.2, se muestran los resultados
superpuestos y se observa que para fluencias de 9 y 27 J cm? se obtiene
practicamente la misma respuesta en el tratamiento fotodinamico para los tres tiempos
de contacto ensayados. Asi que, de los resultados obtenidos al aplicar TFD sobre
suspensiones de T. mentagrophytes (10° ufc/mL) puede extraerse que con un tiempo
de agitacion e irradiacion de 10 min (9 J cm™) la concentraciéon minima de NMB que
produce total mortandad celular es de 100 uM, en cambio, para el mismo tiempo de
contacto, si se irradia la muestra 90 min (81 J cm™) puede disminuirse la concentracion

de NMB hasta 50 pM.
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A continuacién, en la Figura 8.2, se muestran los resultados obtenidos para este

ensayo.
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Figura 8.2. Reduccion logaritmica
de las ufc/mL de Trichophyton
mentagrophytes post tratamiento
fotodindmico con NMB irradiando
la muestra entre 620 y 645 nm. El
grafico A (tiempo de contacto de
10 min), el gréfico B (tiempo de
contacto de 30 min) y el gréfico C
(tiempo de contacto de 90 min)
muestran los resultados
siguientes: el control de la luz
(funcién roja), para una fluencia de
9 J cm? (funcién verde), para una
fluencia de 27 J cm? (funcién
rosa), para una fluencia de 81 J
cm? (funcién azul). El gréfico D
resultados

muestra los

simultdneamente para cada
tiempo de contacto (tiempo de
contacto: 10 min linea fina, 30 min
90 min

linea punteada, linea

gruesa).
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El ensayo de toxicidad a oscuras (funcién roja de los graficos A, B, Cy D de la
Figura 8.2) demuestra que el NMB no produce ningun efecto fungicida ya que no se
obtiene reduccion logaritmica a lo largo de todo el rango de concentraciones de NMB
ensayadas, asi que, este FS es toxico sobre esta especie de dermatofito solo si

combina con luz.

A modo de resumen, la optimizacion in vitro de los factores de TFD (la
concentracion del FS, el tiempo de contacto y el tiempo de irradiacion) se ha evaluado
mediante la viabilidad celular expresado como reduccién logaritmica de las especies
de T. mentagrophytes utilizando NMB como FS. Se ha obtenido como resultado
fotodinamico que la minima concentracién de NMB (sin lavado pre-irradiacion que
elimine el FS que no ha sido incorporado por las células) que produce una mortalidad
celular total del cultivo de T. mentagrophytes (~10° ufc/mL) es de 50 o 100 pM y con
81 0 9 J cm? (respectivamente), con un tiempo de contacto para ambos de 10

minutos.
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8.4 Discusién

Hasta la fecha, se han realizado diferentes estudios in vitro utilizando la TFD
como posible tratamiento contra las dermatofitosis. En particular para las onicomicosis,
el dermatofito mas estudiado ha sido Trichophyton rubrum. Asi, varias publicaciones
cientificas demuestran que T. rubrum puede ser tratado in vitro mediante TFD para
obtener un efecto fungicida con distintos FS, como el TBO [7] (Toulidine Blue O),
Sylsens B (tricloruro de 5,10,15-tris(4-metilpiridinio)-20-fenil-[21H,23H]-porfina),[8-13]
DP mme (deuteroporfirina monometilester),[8-10] o &cido 5-aminolevulinico [12,14].
Sin embargo, son escasos los estudios que se han publicado para tratar las micosis

producidas por T. mentagrophytes con TFD.

La especie T. mentagrophytes, macroscopicamente tiene una morfologia de talo
plano y suave, con bordes blancos y tonos beige en la parte central de la colonia.
MicroscOpicamente se observan ramificaciones formadas por las hifas y pseudohifas
con macroconidios 0 microconidios en sus extremos, llamados también esporas en el
caso de la reproduccién asexual. Los macroconidios, con un tamafio 20-50 um de
largo y 6-8 um de ancho, raramente se obtienen en el laboratorio después de aislarse
del microrganismo. In vitro, las colonias aterciopeladas de este hongo filamentoso

producen bésicamente microconidios, con un didmetro de 4-6 um [15].

Jenefar et al [16] demostr6 en 2010 que este dermatofito puede ser tratado
mediante TFD utilizando acriflavina a una concentracion de 0.2 uM, concentraciéon de
FS sensiblemente menor que la que se ha tenido que aplicar en el presente trabajo
para producir un efecto fungicida sobre T. mentagrophytes utilizando NMB como FS
(50 0 100 uM a 81 0 9 J cm™). No obstante, estos dos valores de concentracién no
pueden compararse con los obtenidos en este estudio debido a que Jenefar no publica

la fluencia con la que trata la muestra flngica.

216



TFD in vitro sobre T. mentagrophytes con NMB

Se ha demostrando la eficacia de FSs del tipo fenotiacinas en TFD para el
tratamiento de distintos tipos de bacterias, como Staphylococcus aureus o Escherichia
coli [17]. Ademas, estudios previos han demostrado que el NMB es mas eficaz que el
MB, el TBO o el DMMB frente a especies de Acinetobacter baumannii drogo-
resistentes, debido a que es capaz de producir un efecto bactericida de mas de 6 log
si se irradia la muestra a 30 J cm™ y a concentraciones de 10 o 2 pM, con lavado o sin
lavado del NMB en exceso, respectivamente [18]. Este estudio concluye que el mayor
efecto bactericida del NMB se debe a que es un FS mas lipofilico, a que posee una
mayor interaccién inicial con el microrganismo, a su mayor fuerza de unién con la
superficie celular compuesta por lipopolisacaridos y a su localizacion intracelular.
Ademas, estudios fotoquimicos del grupo demuestran para otra bacteria gram-
negativa, la E.coli, que el NMB se encuentra en un ambiente acuoso, siendo accesible
a proteinas externas como la BSA o bien interaccionando con los lipopolisacéaridos de

la pared celular [19].

Si se compara la concentracion citotoxica de NMB necesaria para producir un
efecto bactericida sobre Acinetobacter baumannii (10 o 2 uM, con lavado o sin lavado,
a 30 J cm?, se observa que esta concentracion es mucho mayor para
T. mentagrophytes (50 o 100 pM a 81 0 9 J cm™). Varios factores independientes, o la
combinacién de ellos, podrian explicar esta mayor fototoxicidad del NMB sobre la
bacteria que sobre el hongo dermatofito. Podria ser debido a que el NMB se localice
en, o proximo a, organulos celulares indispensables para la integridad celular, porque
se acumule mas cantidad de FS debido a que se da una mayor internalizacion por
parte de la bacteria o porque en el lugar donde se localiza estd mucho mas accesible
al oxigeno molecular con lo cual se generarian mas cantidad de EROs tbxicas para la

célula.
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8.5 Conclusiones

Este capitulo demuestra que NMB puede ser considerado para ser aplicado
como farmaco fotosensible para el tratamiento de micosis superficiales producidas por

Trichophyton mentagrophytes tras la exposicién a luz roja.
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- La hipericina, como FS para TFD antifungica, esta dotada de potencial
antifungico frente a Candida spp., aunque la susceptibilidad depende de la especie. De
acuerdo con los experimentos obtenidos in vitro, s6lo C. albicans puede ser
efectivamente dafiada sin causar dafio considerable sobre las células epidérmicas

humanas.

- Se han estudiado los fotoprocesos involucrados en la TFD antifingica con
hipericina sobre las tres especies de Candida ensayadas. Se ha documentado la
formacion de O, ", 'O, y H,0, en las tres especies. Las diferencias significativas que se
han encontrado en los fotoprocesos que ocurren en C. krusei, en relacién a las otras
especies de Candida, son debidas a que estos se producen en un patron de

distribucioén intracelular distinto de la hipericina en esta levadura.

- La TMPyP produce efectos fototdxicos con distinta susceptibilidad en funcién
de la especie de levadura, de la concentracién celular de la suspension inicial de
levadura y de si existe o no una etapa de lavado previa a la irradiacion. En
suspensiones iniciales de 10° ufc/mL no se produce efecto citotoxico y en
suspensiones iniciales de 10° ufc/mL solo se produce una disminucién de 1 log;, en C.
albicans ATTC y C. parapsilosis. Solo si se retira el exceso de TMPyP antes de irradiar

la muestra no se produce dafio sobre queratinocitos y fibroblastos

- Se han estudiado los fotoprocesos involucrados al aplicar la TFD in vitro con
TMPyYP sobre las cuatro especies de Candida, documentandose la fluorescencia de la
TMPyP, la fosforescencia del 'O, formado por transferencia de energia del triplete de
la TMPyP, asi como los espectros de excitacion y emision de fluorescencia de este FS
en las levaduras. Se ha obtenido una doble localizacién de la TMPyP: en la pared

celular y unida a los acidos nucleicos.
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- El efecto fotodindmico fungicida del NMB es funcion de la especie de Candida y
el tiempo de irradiacion, siendo a fluencias bajas C. krusei y C. parapsilosis las méas
susceptibles. La eficacia de la terapia es funcién del organulo en el que se acumula el
NMB y su accesibilidad al oxigeno. Los ensayos in vitro con células humanas dan
como resultado que en las condiciones que se produce la muerte celular fungica se

produce también dafio considerable sobre las células epidérmicas humanas.

- Puede considerarse el NMB como farmaco fotosensible para el tratamiento de
micosis superficiales producidas por Trichophyton mentagrophytes tras la exposicién a

luz roja.
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ABSTRACT

Hypericin is a natural photosensitizer considered for the new
generation of photodynamic therapy (PDT) drugs. The aim of
this study was to evaluate the in vitro fungicidal effect of
hypericin PDT on various Candida spp., assessing its photocy-
totoxicity to keratinocytes (HaCaT) and dermal fibroblasts
(hNDF) to determine possible side effects. A 3 log fungicidal
effect was observed at 0.5 McFarland for two Candida albicans
strains, Candida parapsilosis and Candida krusei with hypericin
concentrations of 0.625, 1.25, 2.5 and 40 um, respectively, at a
fluence of 18 J cm™> (LED lamp emitting at 602 + 10 nm). To
obtain a 6 log reduction, significantly higher hypericin concen-
trations and light doses were needed (C. albicans 5 um,
C. parapsilosis 320 pM and C. krusei 320 uM; light dose 37 J
cm™>2). Keratinocytes and fibroblasts can be preserved by keeping
the hypericin concentration below 1 um and the light dose below
37 J em™ 2. C. albicans appears to be suitable for treatment with
hypericin PDT without significant damage to cutaneous cells.

INTRODUCTION

Candida spp. is a common inhabitant of the mouth, throat,
digestive tract and skin. However, these species may become
pathogenic in the presence of predisposing factors, producing
infections that range from superficial mucosal lesions to severe
and invasive systemic dissemination (1). In fact, oropharyngeal
candidiasis is one of the most common opportunistic infections
in immunocompromised patients (2,3).

Many antifungal agents are currently available on the
market, such as fluconazole, the echinocandins or amphoter-
icin B, the drug of choice depending on the infecting species
and the clinical setting. C. albicans isolates are the most
susceptible to all of the antifungal agents. C. parapsilosis tends
to have higher MICs for all of the echinocandin agents (4-6).
C. krusei isolates have the highest fluconazole and flucytosine

TThis paper is part of the Symposium-in-Print on ““Antimicrobial Photodynamic
Therapy and Photoinactivation.”

*Corresponding author email: ygilaberte@salud.aragon.es (Yolanda Gilaberte)
© 2011 Wiley Periodicals, Inc.
Photochemistry and Photobiology © 2011 The American Society of Photobiology 0031-8655/12

613

MICs of any of the species (3,7). These therapies are effective,
but reoccurrence of candidiasis is common. The concomitant
risk of antifungal resistance, fluconazole interactions with
other medical regimens and organ toxicity are potential
adverse events. Amphotericin B is well known for severe and
potentially lethal side effects when administered intravenously.
Reduced toxicity, enhancement of bioavailability and coun-
teraction of resistance are features still awaited by clinicians.

Photodynamic therapy (PDT) is based on the use of a
photosensitizing drug (PS), which in the presence of oxygen
produces reactive oxygen species (ROS) upon light activation at
a wavelength matching its absorption spectrum (8). By means of
their highly oxidative nature, the generated ROS can sub-
sequently react with molecules in their direct environment
eventually causing destruction of the target cells (9,10). PDT is a
very promising alternative to antimicrobials for the treatment of
topical infections (11) and the development of PSs (12) to
improve antimicrobial PDT is an area of extensive research (13)
as the currently approved PSs have been designed primarily for
anticancer applications.

Different studies have demonstrated that Candida spp. can
be effectively sensitized in vitro by administering PSs, such as
phenothiazine dyes, porphyrins and phthalocyanines, as well
as aminolevulinic acid, which, although not a PS itself, is
effectively metabolized into protoporphyrin IX (14-17).
Besides its efficacy against fungi in general, PDT has shown
other benefits. Firstly, the sensitizers used are highly selective.
Secondly, all investigated PSs lack genotoxic and mutagenic
activity. Finally, the hazard of selection of drug-resistant
fungal strains has never been reported (18-20).

Hypericin (Fig. 1) is a naturally occurring polycyclic aro-
matic naphthodianthrone isolated from certain species of
plants from the genus Hypericum (21). Hypericin solutions in
organic solvents show several absorption peaks in the visible
spectrum (e.g. maximum absorbance at 550 and 588 nm in
ethanol) and fluorescence emission at about 600 nm in ethanol
(22), whereas hypericin forms nonfluorescent high molecular
weight aggregates in aqueous solutions. Moreover, this PS can
associate with macromolecules, such as polyvinylpyrrolidone
and several proteins (e.g. albumin, amyloid fibrils and low
density lipoproteins) producing red fluorescent monomers
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Figure 1. Chemical structure of hypericin.

(23,24). Hypericin is a very promising agent for oncologic
PDT, in fact it has been proved useful for diagnosis or therapy
of bladder tumor cells (25), nasopharyngeal cancer (26),
nonmelanoma skin cancer (27) or cutaneous lymphoma (28)
among others. Related to the antimicrobial activity, it has been
shown that several species of Hypericum extracts have an
inhibitory effect against gram positive and gram negative
bacteria and even against C. albicans without light activation
(29). The activity of hypericin as an antiviral agent has also
been studied against enveloped viruses such the herpes simplex
virus, cytomegalovirus and HIV (30).

Keratinocytes are the most predominant skin cell type in the
outermost layer of the epidermis and fibroblasts are the
principal cellular constituents of connective tissues and organs
of the body. The capacity of fibroblasts to produce and
organize the extracellular matrix and to communicate with
other cells makes them a central component of this tissue
biology (31). Therefore, our aim was to study the antifungal
effect of hypericin PDT in vitro against several species of
Candida and assess any side effects on keratinocytes and
fibroblasts.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals. Hypericin® was purchased from Sigma-Aldrich and HWI
Analytik GMBH (Ruelzheim, Germany). Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium with 4.5 ¢ L™! glucose, fetal bovine serum (FBS), penicillin
streptomycin solution, L-glutamine solution for biological assays were
purchased from Lonza, South American Origin. Sterile Dulbecco’s
phosphate-buffered saline (PBS) and 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) were purchased from Sigma-
Aldrich. Pierce BCA Protein Assay Kit was purchased from Thermo
Scientific. The Sabouraud medium (SB) was prepared from Sabouraud
dextrose agar® (Oxoid) supplemented with Chloramphenicol® at
50 mg L™' (Sigma).

Microorganisms and growth conditions. Candida parapsilosis (ATCC
22019), C. krusei (ATCC 6258), C. albicans (ATCC 10231) strains were
obtained from the American Type Culture Collection (ATCC;
Rockville, MD) and C. albicans CECT 1001 from the Spanish Type
Culture Collection (CECT). The yeasts were grown aerobically
overnight in SB medium at 35°C. Stock inoculum suspensions were
prepared in distilled water and adjusted to optical densities corre-
sponding to 0.5 McFarland for three logs reduction assays. For those
experiments aiming at six logs reduction, 4 McFarland values were
used instead. Cell viability was assessed counting the number of
colony-forming units (CFU), developed on SB after an incubation
period of 48 h at 35°C.

Cell cultures and growth conditions. Keratinocytes (ATCC PCS-200-
011; human adult high calcium low temperature keratinocytes
[HaCaT])) and fibroblasts (ATCC PCS-201-012; human normal dermal
fibroblasts [WNDF]) were obtained from American Type Culture
Collection. HaCaT and hNDF were cultured in T-25 flask and T-75
flask, respectively, during 2 days at 37°C and 5% CO,. The culture
media used were DMEM-high glucose supplemented with FBS (10%

vol/vol), L-glutamine and Penicillin streptomycin (1% vol/vol).
After 2 days, 80% confluent cells were trypsinized for detaching the
cells from the flask surface and cultured for two additional days at
37°C in 5% CO, in 48-well microplates until each well contained 10°
cells.

Photosensitizer solutions. Stock hypericin solutions were prepared in
ethanol (Alcohocel® 70°, Spain) or dimethyl sulphoxide (DMSO)
(Panreac®, Barcelona, Spain) and diluted either with bidistilled water
(for yeasts) or with DMEM supplemented with L-glutamine 2 mm and
penicillin streptomycin 1% vol/vol (for keratinocytes and fibroblasts)
to the desired concentration immediately prior to use. The concentra-
tions used ranged from 0.032 to 640 um. All solutions were prepared
and handled under light-restricted conditions.

Yeast uptake. Stock inoculum suspensions (10° CFU mL™") were
centrifuged at 3000 rpm (1400 g) for 3 min and washed with PBS to
remove the growth medium. Hypericin 2.5 um in PBS was then
immediately added to the yeast suspension and incubated in the dark
for different times ranging from 30 min to 24 h at 37°C under gentle
stirring. After each preset time, the medium was discarded and washed
three times with PBS to remove the excess of hypericin by centrifu-
gation at 3000 rpm for 3 min. The final pellet was resuspended in 1 mL
SDS 2% in water and stirred during 24 h in the dark at room
temperature. The amount of hypericin incorporated by the cells was
obtained by fluorescence spectroscopy exciting the lysate at 530 nm
and recording the emission spectrum in the range 550-750 nm. Then,
the area under the emission spectrum was calculated by integration
(Jobin-Yvon Spex Fluoromax 4 spectrofluorometer). The experiments
were carried out in triplicate for each condition.

Human cells uptake. Keratinocytes and fibroblasts were seeded in
six-well microplates and grown for 2 days until ca 10° cells per well.
They were then washed with PBS to remove the growth medium.
Immediately after adding hypericin 2.5 um in DMEM, the cells were
incubated in the dark for different times ranging from 30 min to 24 h
at 37°C and 5% CO,. After each preset time, the cells were washed
three times with PBS to remove the excess of hypericin and culture
media. Afterwards, the cells were scraped and resuspended in 1 mL of
SDS 2% in water and stirred for 24 h in the dark at room
temperature. The amount of hypericin incorporated by the cells was
obtained by fluorescence spectroscopy as described above for the
yeasts. The fluorescence intensity values obtained for each sample were
normalized to the total number of cells in the well to correct for
variations between samples. The bicinchoninic acid protein assay (32)
was used to this end. The experiments were carried out in triplicate for
each condition.

Light sources. Yeasts were irradiated in the microbiology labora-
tory with a LED lamp emitting at 602 + 10 nm with an irradiance of
10.3 mW cm . The skin cells were irradiated in the cell-culture
laboratory using a slightly different LED lamp emitting at
593 + 10 nm with an irradiance of 9 mW cm™2. Given the broad
absorption spectrum of hypericin, the small differences between the
two light sources bore no significant influence on the outcome of the
two series of experiments.

Photodynamic treatments of yeasts. Starting from 24 h old yeast
cultures, suspensions of the desired McFarland value were prepared
in bidistilled water; 90 uL of these initial suspensions was dropped
into different wells of a microtiter plate and different concentrations
of hypericin in the range 0.325-640 um were added. The plates were
then maintained at 35°C in the dark for different periods of time (0,
15, 30 and 60 min, 3 and 24 h) to evaluate the influence of contact
time on the outcome of the photodynamic treatments. Afterwards,
yeasts cells were subjected to LED illumination for 30 or 60 min (18
or 37 J em™2). Fungal cultures grown under the same conditions
with and without PS, either kept in the dark or illuminated, served
as controls. After the treatments, samples and controls were
incubated at 35°C for 48 h, and the antifungal effect was determined
by counting the number of CFU per milliliter (33) in samples and
controls. We adopted the criterion used to define bactericidal
activity as the definition for fungicidal activity, namely a 99.9%, or
3 logyg, reduction in CFU per milliliter from the starting inoculum.
This criterion has been used previously to assess the antifungal
activity of drugs against Candida spp. (34). A more stringent
criterion of 6 log;y unit decrease was also adopted for the purpose
of assessing how far we could go without inducing significant
phototoxicity to skin cells.



All experiments were carried out at least nine times (three different
days and three replicates each day) and in some cases by different
technicians.

Photodynamic treatments of human skin cells. Cell viability was
evaluated by the MTT assay. Cells grown in microplate wells (ca 10°)
were washed with PBS to remove the growth medium. Immediately
after adding increasing concentrations of hypericin (0.5, 1, 5 and
10 um), the wells were irradiated for 15, 30 and 60 min (8, 18 and
37 J em™?), respectively. The irradiated cells were then washed with
PBS to remove the excess of hypericin and were incubated with MTT
(0.5 mg mL™") and growth medium for 24 h at 37°C. The medium was
then replaced by DMSO, the resulting suspension was stirred for
15 min, and the absorbance at 550 nm was read on a microplate reader
(Biotek ELx808). For each assay, dark toxicity and light controls were
carried out at the same hypericin concentration and light dose,
respectively. The experiments were carried out in triplicate for each
condition. Survival values are expressed by means + SD.

Statistics. Hypericin concentration values were expressed by
means + SD. Differences between two means were analyzed using
the Mann—Whitney U-test. Statistical significance was assumed at a P
value of <0.05.

RESULTS

Photosensitized inactivation of yeast cellular suspensions

Under the experimental conditions described above, photo-
dynamic treatment with hypericin inhibited the growth of
different strains of yeasts reaching a fungicidal effect. In the
absence of light, hypericin inactivated less than 10% of the
yeast, except for the highest concentration used for C. krusei,
an effect due to the amount of DMSO added. Similarly, the
light treatment alone exerted some cytotoxicity (around 20%
cell viability reduction) at 37 J cm™2.

The effect of the preincubation time of Candida cells with
the PS before illumination was studied. A short incubation
time (<1 min) was enough to produce complete photoinacti-
vation on all the strains. Incubation times of 15, 30 and 60 min
did not increase the efficacy of the treatment.
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Hypericin exhibits a phototoxic effect on all Candida spp.
(Fig. 2), the extent of cell photoinactivation being dependent
on the concentration of the PS, the light dose delivered and the
Candida species. Starting from 0.5 McFarland values, a 3 log;
fungicidal effect for C. albicans (ATCC and CECT) and
C. parapsilosis was achieved with a concentration of hypericin
as low as 0.625 and 1.25 um, respectively, and a light fluence of
18 and 37 J em™. A higher concentration of hypericin, 40 um
at a fluence of 18 J cm™ or 20 um at 37 J cm™>, was necessary
to observe a 3 log;, fungicidal effect on C. krusei. The
hypericin concentrations needed to obtain a 3 log;o fungicidal
effect for the 0.5 and 4.0 McFarland values were not
significantly different for C. albicans spp. (P > 0.1) but they
were for C. parapsilosis (P < 0.002) and C. krusei (P < 0.05),
either with 18 or 37 J cm™ for all the strains.

Higher hypericin concentration and light dose were needed
to reach a 6 log;, reduction in yeast viability starting from 4.0
McFarland values (Fig. 2). This increase was lower for
C. albicans spp. (5 um and 37 J cm™) than for C. parapsilosis
(320 um and 37 J ecm™>) and C. krusei (320 um and 37 J cm™>).
Hypericin concentrations needed to obtain 3 or 6 log
reduction starting from 4 McFarland values were statistically
significantly different for all strains either using 18 or
37T em™ (P < 0.05).

Effect of photodynamic treatments on of human cells

Once the conditions for inducing yeast cell death were
identified, the effect of such photodynamic treatments on
HaCaT and hNDF were assessed as well (Fig. 3). The results
show that these cells are >90% viable only under the treatment
conditions needed to photoinactivate C. albicans cells. In all
other cases, photodamage to human cells cannot be completely
avoided. However, its dark toxicity is almost negligible.
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Figure 2. Light-fluence and hypericin-concentration effects on Candida strains photoinactivation. Panels (A) and (B) refer to experiments starting
from McFarland values of 0.5 (A: 18 J em™2; B: 37 J em™2) while panels (C) and (D) refer to experiments starting from McFarland values 4.0 (C:

18 Tem ™% D: 37 J cm™).
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Figure 3. Cell viability of HaCaT (A) and hNDF (C) after photoinactivation with different concentrations of hypericin and increasing fluences:
8 J em ™ (circles), 18 J cm™2 (squares) and 37 J cm ™2 (triangles). (B, D) Dark toxicity under the same conditions.
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Figure 4. Time course of hypericin uptake by HaCaT (circles) and
hNDF (squares). See the Materials and Methods section.

Uptake of hypericin in human cells and yeasts

The uptakes of hypericin by human cells and yeast were
obtained by measuring the fluorescence of this photosensitizer
after lysing the cells. For HaCaT cells, the uptake increases
gradually until 6 h, when a maximum is observed (Fig. 4).
Subsequently, the incorporation of the hypericin decreases
over time, probably due to expulsion or metabolism of the PS
by the cells. For hNDF cells, the uptake increases steadily with
the contact time, with a transient maximum around 1h
(Fig. 4). For all yeasts, the uptake increases steadily and
reaches a plateau after 24 h of incubation (Fig. 5).

DISCUSSION

The usefulness of PDT for the inactivation of pathogenic
microorganisms is being increasingly recognized. Among the
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Figure 5. Time course of hypericin uptake by Candida spp. See the
Materials and Methods section.

many PSs being scrutinized for this purpose, hypericin has
attracted much attention as it is a natural product, already
used in traditional medicine and known for its photosensitizing
properties. This study demonstrates that all Candida spp. can
be successfully photoinactivated by hypericin, although there
are differences in susceptibility among the species. C. albicans
is the most susceptible species and C. krusei the most resistant.
Moreover, our study also demonstrates that hypericin PDT
photosensitizes the yeasts very quickly, immediately after
adding hypericin to the cells. Increasing the preincubation time
did not increase the efficiency of the treatments, in line with the
observations for other PSs (35).

Concerning the fungicidal light dose, 18 J cm™ was the
minimal effective fluence needed to reach a 3 log fungicidal
effect in C. albicans and C. parapsilosis, similar to the findings
with other PSs (36). Treatment with light alone (602 nm) did



not elicit any significant effect on the yeasts, in agreement with
earlier reports (20,36), although Souza ef a/. (17) found that
low-power laser irradiation at 660 nm (15.8-39.5 J cm™>)
exerted an antifungal effect on C. albicans.

Our biological in vitro studies demonstrate that hypericin
may also induce a significant phototoxic effect in vitro to
human keratinocytes and fibroblasts as a function of concen-
tration and light dose. Nevertheless, it is possible to use
hypericin in PDT as long as the concentration and light dose
are kept below 1 uM and 37 J cm™2, respectively. These in vitro
results are consistent with clinical data obtained on healthy
subjects treated with topically administered hypericin for
whom the minimal phototoxic light dose was 4 J cm ™ (28).

PDT should preserve not only the host tissue but also the
local inflammatory process involved in infections, which is
itself a protective and reparative mechanism where leukocytes,
particularly neutrophils, play an important role (37). In this
sense, it has been recently demonstrated that photosensitizers,
such as toluidine blue-O or methylene blue can preserve the
host neutrophils while exerting a significant therapeutic effect
on in vivo localized microbial infections (38). In the case of
hypericin, it has been reported that the superoxide generation
in stimulated neutrophils can be inhibited via an oxygen-
dependent photosensitization mechanism (39). Thus, it re-
mains to be ascertained whether the conditions needed to
impair neutrophils’ function preclude an effective fungicidal
effect.

To our knowledge, our study compares for the first time the
fungicidal capacity of hypericin PDT using the well-established
microbiological endpoint of 3 log;o CFU mL™" reduction (34)
with the arbitrary yet more stringent endpoint of 6 logo
reduction. Differences in the concentrations of hypericin
needed to achieve both endpoints are statistically significant
for all strains and for both light fluences.

According to our data, infections caused by C. albicans, the
species most frequently involved in clinical infections caused
by yeasts, could be suitable for treatment with hypericin PDT
to obtain 3, but not 6, log;q reduction in vitro, inflicting
minimal damage to cutaneous cells. It is arguable whether it
is really necessary to reach such a population decrease to
resolve the clinical infection or if it is better to use lower PDT
doses and perhaps to repeat the treatments to preserve normal
tissue. In the case of other species, such as C. parapsilosis,
only 3 logs reduction, starting from 0.5 McFarland values,
could be obtained without inducing significant phototoxicity
to skin cells.

Our study also compares the fungicidal effect in vitro of
hypericin PDT on Candida strains starting from two different
inocula, 0.5 and 4 McFarland. According to our results, the
starting inoculum is an important factor for PDT efficacy;
nevertheless, C. albicans spp. seems to be especially sensitive
to hypericin PDT (not statistically significant differences in
photosensitizer concentration for 3 log reduction either using
0.5 or 4 McFarland). This finding could be an additional value
to support the clinical use of hypericin in PDT for infections
caused by C. albicans.

A different susceptibility to PDT among Candida species
has been previously reported with other PSs, C. albicans being
the most sensitive species (36). For instance, Bliss et al. (40)
found that Candida glabrata shows less sensitivity to photoin-
activation than C. albicans. This has been attributed to the
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phenomenon of coadhesion between closely apposed blasto-
conidia, which may limit the contact area between C. glabrata
cells and the PS (3,41). Another factor that could influence the
response of the microorganisms to PDT is their physiological
state (9).

Concerning cellular uptake, the time of incubation with
hypericin before irradiation did not increase the fungicidal
effect of PDT although the uptake increased for all yeast until
24 h of incubation. According to these data, hypericin uptake
does not correlate with its phototoxicity. Considering that
subcellular localization of photosensitizers is critical to the
therapeutic outcome of PDT, and that hypericin is capable of
targeting cellular membrane systems very rapidly, factors
related to changes in the intracellular distribution of the
photosensitizer with time could be implicated (42).

On the other hand, we also found that although hypericin
uptake of C. parapsilosis was higher than those of C. albicans
strains, the phototoxic effect was higher in the latter.

These findings are consistent with those published by Mikes
et al. (43), who showed that despite the higher accumulation
of hypericin in fetal human colon (FHC) epithelial cells
compared with HT-29 colon adenocarcinoma cells, the cyto-
toxic effects were more pronounced in the latter.

Different PSs have been proved to be active in vitro against
Candida spp. (15,17,20,35,36,44-46). It is, however, difficult to
compare our results with those of these earlier studies because
the strains of Candida and the photoinactivation conditions
were different (17,36). Other PSs with recognized photo-
dynamic antimicrobial effect, such as methylene blue (17),
toluidine blue (47), ALA (15) or BAM-SiPc (35) require higher
concentrations and longer incubation times to achieve the
same fungicidal effect (3 log;o reduction) on C. albicans than
those we used with hypericin in this study (20). Therefore,
hypericin seems to meet many of the qualities to be used in
PDT against some yeasts.

CONCLUSIONS

This study shows that hypericin-PDT is endowed with
antifungal potential against Candida spp., although the
susceptibility is species dependent. Considering the selectivity
of this therapy, according to our in vitro experiments, only
C. albicans can be effectively killed without significant damage
to normal skin cells, keratinocytes and fibroblasts. Further
scrutiny of this drug in experimental infections or clinical trials
is thus warranted to assess its potential for treating yeast
infections in vivo.
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The photoprocesses involved in hypericin photoinactivation of three different Candida species
(C. albicans, C. parapsilosis and C. krusei) have been examined. Production of singlet oxygen from
the triplet state and of superoxide from both the triplet state and the semiquinone radical anion are

demonstrated. Hydrogen peroxide is formed downstream of these early events. The outcome of the
photodynamic treatments is dictated by the intracellular distribution of hypericin, which is different in
the three species and affects the ability of hypericin to produce the different reactive oxygen species and

trigger cell-death pathways. The results are in line with the previously-observed different susceptibilities

of the three Candida species to hypericin photodynamic treatments.

Introduction

Photodynamic therapy (PDT) is a treatment modality based on
the use of a photosensitizing drug that induces the production of
reactive oxygen species (ROS) upon light activation.' By means
of their highly oxidative nature, the generated ROS subsequently
react with biomolecules in their direct environment, eventually
leading to the destruction of the target cells.>* Antimicrobial
PDT (aPDT) is being actively explored as an alternative to anti-
biotics for the treatment of infections.* The development and
scrutiny of a new-generation of photosensitisers (PSs) is an area
of current extensive research in aPDT.”

The genus Candida spp., belonging to the kingdom of fungi,
is a yeast that lives as a guest on the mucous membranes of the
mouth, throat, digestive tract and skin. In immunocompromised
patients and in the presence of certain factors, some species of
Candida develop their virulence and become pathogenic causing
mucosal lesions, skin infections, or serious and invasive sys-
temic dissemination.®

Hypericin (Fig. 1), a naturally occurring dye isolated from
plants from the genus Hypericum,” has been explored as a thera-
nostic agent for several cancer types,® !! as well as an antiviral'>
and an antibacterial agent.'>'*
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Fig. 1 Chemical structure of hypericin.

Regarding its analysis as an aPDT photosensitiser, recent
results from our laboratory have revealed a photodynamic fungi-
cidal effect of hypericin against C. albicans, C. parapsilosis and
C. krusei. It was found that the doses of both hypericin and light
needed to photoinactivate these yeasts were strongly dependent
on the particular strain. For instance, the conditions needed to
induce a reduction of 3-log;y (99.9%) colony-forming units
(CFU) per millilitre were 1.25 uM for C. albicans, 2.5 uM for
C. parapsilosis and 40 uM for C. krusei under a light fluence of
18 Jem™2.1°

Regarding its photophysical and photosensitising properties,
hypericin absorbs in the visible spectrum (i.e., maximum absor-
bance at 550 and 588 nm in ethanol) and shows fluorescence
emission around 600 nm in ethanol,'® whereas in aqueous solu-
tions it forms non-fluorescent aggregates. In biological media,
association with proteins restores the red fluorescence from the
monomers.'”'® Monomeric hypericin is also endowed with a
high quantum yield of triplet-state formation (0.5-0—7),">** and
the ability to photooxidise biological substrates by both type-I
and type-Il mechanisms. The former involves radical inter-
mediates formed in hydrogen- or electron-transfer reactions and
the latter involves the formation of singlet molecular oxygen
('0,) by an energy-transfer process.>'
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In this work, we set out to gain mechanistic insight into the
photoinactivation of Candida spp. by hypericin, in order to
identify the reactive intermediates involved and the factors that
could explain their different susceptibility to aPDT.

Materials and methods
Chemicals

Hypericin® was purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)
and from HWI Analytik GmbH (Ruelzheim, Germany). Cata-
lase, superoxide dismutase and sterile Dulbecco’s phosphate-
buffered saline (PBS) were purchased also from Sigma-Aldrich,
while sodium azide, dimethylsulfoxide (DMSO) and ethanol
were from Panreac (Spain). MitoTracker Green® (MTG)
(Ref. M7514), CellTracker Green® (CTG) (Ref. C2925) and
DAPI (Ref. D3571) were obtained from Molecular Probes (Invi-
trogenT, USA). Pierce BCA Protein Assay Kit was purchased
from Thermo Scientific. The Sabouraud medium (SB) was pre-
pared from Sabouraud dextrose agar® (Oxoid) supplemented
with Chloramphenicol® at 50 mg L™" (Sigma). Deuterium oxide
(D>0; 99.9%) was purchased from Solvents Documentation Syn-
thesis (Peypin, France). Deuterated PBS was prepared by dissol-
ving PBS powder in deuterium oxide.

Microorganisms and cell growth conditions

C. parapsilosis (ATCC 22019), C. krusei (ATCC 6258) and
C. albicans (ATCC 10231) strains were obtained from the Amer-
ican Type Culture Collection (ATCC; Rockville, MD, USA).
The yeasts were grown aerobically overnight in SB medium at
35 °C. Stock inoculum suspensions were prepared in distilled
water and adjusted to an attenuance ca. 0.6. Cell viability was
assessed counting the number of colony-forming units (CFUs)
developed on SB after an incubation period of 48 h at 35 °C.

Photosensitiser solutions

Stock hypericin solutions were prepared in ethanol or DMSO,
diluted with bi-distilled water and stored in the dark at 4 °C. All
solutions were prepared and handled under light-restricted
conditions.

Light sources

Photoinactivation studies were conducted using a lamp made of
light-emitting diodes (LEDs) emitting at 602 = 10 nm with an
irradiance of 10.3 mW ¢cm ™.

Spectroscopic measurements

Ground-state absorption spectra were recorded using a Varian
Cary 60001 spectrophotometer (Varian Inc., Palo Alto, CA).
Fluorescence emission spectra were recorded in a Spex Fluoro-
max-4 spectrofluorometer (Horiba Jobin-Yvon, Edison, NIJ).
Time-resolved fluorescence decays were recorded with a time-
correlated single photon counting system (Fluotime 200, Pico-
Quant GmbH, Berlin, Germany) equipped with a red-sensitive

photomultiplier. The fluorescence was excited at 596 nm by
means of a pulsed LED working at 10 MHz repetition rate, and
was observed at 655 nm keeping the counting frequency below
1%. Fluorescence decays were analysed using the PicoQuant
FluoFit 4.0 data analysis software.

Singlet oxygen ('O,) phosphorescence was detected by means
of a customized PicoQuant Fluotime 200 system.** Briefly, a
diode-pumped pulsed Nd:Yag laser (FTSS355-Q, Crystal Laser,
Berlin, Germany) working at 10 kHz repetition rate at 532 nm
(12 mW, 1.2 uJ per pulse) was used for excitation. A 1064 nm
rugate notch filter (Edmund Optics, UK) was placed at the exit
port of the laser to remove any residual component of its funda-
mental emission in the near-IR region. The luminescence exiting
from the sample was filtered by a cold mirror (CVI Melles Griot,
USA) and an interference filter at 1273 + 86 nm (Interferenzop-
tik Elektronik GmbH, Germany) and focused onto a near-IR sen-
sitive photomultiplier tube assembly (H9170-45, Hamamatsu
Photonics Hamamatsu City, Japan). Photon counting was
achieved with a NanoHarp 250 multichannel scaler (PicoQuant,
Germany). The time-resolved emission signals were analyzed
using the FluoFit 4.0 software (PicoQuant, Germany) to extract
lifetime values.

Transient absorption experiments were carried out using a
home-built nanosecond laser flash photolysis apparatus
described elsewhere.”® The excitation wavelength was 532 nm
and the transient absorption was recorded at the appropriate
wavelengths for monitoring either the triplet state (*Hyp,
520 nm) or the radical anion (Hyp ™, 740 nm).24

Hypericin in the concentration range 10-60 pM was added to
the yeast suspensions in PBS (~10° CFU mL™") immediately
prior to the spectroscopic measurements. For measurements in
D,0-based PBS (D-PBS) the suspensions were centrifuged
twice at 3000 rpm for 5 min and resuspended with D-PBS. All
spectroscopic measurements were carried out in 1 c¢cm quartz
cuvettes (Hellma, Germany) at room temperature under gentle
stirring.

Fluorescence microscopy

Experiments were carried out firstly with the same hypericin
concentration of 5 uM for all strains and, secondly, using the
fungicidal concentration of hypericin for each strain (C. albicans
1.25 uM, C. parapsilosis 2.5 uM and C. krusei 40 pM).
0.5 McFarland standard suspensions were incubated for 1 and
30 min, the time used for irradiation in the steady-state exper-
iments, centrifuged for 5 min at 10 000 rpm, and washed using
physiological saline solution at 35 °C. After repeating this
washing procedure three times, the pellets were resuspended in
SB medium at 35 °C and the fluorescent probes MTG or CTG
(5 uM) were added. After dark incubation for 40 min at 35 °C,
the samples were washed three times as above. The pellets
obtained were resuspended in 3% paraformaldehyde solution
and further incubated in the dark for 15 min at 35 °C. After that,
paraformaldehyde was removed by washing twice with physio-
logical saline solution. Finally, 500 uL of the final suspensions
were dispensed into a well containing a polylysine-treated glass
coverslip, centrifuged for 30 min at 3000 rpm in order to fix the
cells on the coverslips, and these were removed and mounted on
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glass plates using Mowiol mounting medium containing DAPI
(5 uM) for nuclear staining.

Samples were visualised with an Olympus FV10i or a Leica
SP2 AOBS confocal scanning microscope. Images were col-
lected using microscopes in sequential mode with a 60x oil
immersion lens (lens specification, Plan S-APO 60x0, NA 1.35)
or a 100x oil immersion lens (lens specification, HCX PL APO
100%, NA 1.40) a line average of 8 and a format of 1024 x 1024
pixels. The confocal pinhole was 1 Airy unit.

Images were exported from the FV10i or SP2 software into
Adobe Photoshop CS5. In the figures shown in this manuscript,
there was no image manipulation performed prior to export into
Adobe Illustrator CS5 to generate the figures.

Effect of quenchers

0.5 McFarland yeast suspensions in PBS buffer at pH 7.3-7.4
were merged with PBS solutions containing the desired ROS-
quencher. Thus, sodium azide 80 mM (quencher of 102),
catalase 1880 U mL™" (CAT, quencher of H,0,) or superoxide
dismutase 200 U mL~"' (SOD, quencher of O, ™) were added to
the cells and kept in the dark for 15 min at 35 °C. Afterwards
the concentration of hypericin required for 3-log;q CFU
reduction (C. albicans ATCC 1.25 uM, C. parapsilosis 2.5 uM
and C. krusei 40 pM)"® was added and the cells were irradiated
for 30 min (18 J cm™2). Fungal cultures grown under the same
conditions without quenchers served as controls. After the treat-
ments, samples and controls were incubated at 35 °C for 48 h,
and the antifungal effect was determined by counting the
number of CFUs.

Results
Absorption and fluorescence spectra

The absorption, fluorescence and fluorescence excitation spectra
of hypericin in different solvents and yeast suspensions are
shown in Fig. 2. Compared to ethanol, the absorption spectra in
the yeast suspensions showed broader and red shifted bands with
different maxima and relative amplitudes for each Candida
species.

The fluorescence was also red shifted and substantially weaker
than in ethanol. Almost no fluorescence could be detected in
PBS due to the formation of non-fluorescent aggregates.”> These
observations, similar to those made recently in a single HeLa
cell,?® indicate that hypericin is bound to the yeasts and localized
in lipophilic domains, as confirmed by fluorescence microscopy
(see below). No remarkable concentration effects could be
detected in the range 1-60 uM.

Fluorescence Kinetics

The fluorescence decay of in ethanol (Fig. 3) showed first-order
kinetics with lifetime 5.0 ns, in very good agreement with litera-
ture reports.”> We were unable to detect any decay in pH 7.4
PBS, confirming the aggregation of hypericin in aqueous
media.?” In the presence of yeasts, the fluorescence decay was
multiexponential, the actual lifetimes and relative amplitudes of

1.5
8 — C.albicans
e L
s 1 C.parapsilosis
3 104 — C.krusei
[7:) g
o
<
k]
9]
N 0,
= J?
£ ]
b
5 ]
S ] .
ool — P
400 500 600 700
Wavelength/ nm
15 — (. albicans
% ] o C. parapsilosis
g ----- C. krusei
=
£
3
N
©
£
T
o
=
1

' '5(I)0' - '5£I'>0' - '600
Wavelength / nm

1.0+ — EtOH
> .
:'5 7 —— C. albicans
§ - C. parapsilosis
£ 108 N\ C. krusei
e}
.g 0.5 )
5 1.
=
S
[}
Z -
0.0-——

—— —————
600 650 700 750
Wavelength / nm

Fig. 2 (A) Absorption spectra of 10 uM hypericin in the yeasts, in
ethanol and in water. (B) Normalized fluorescence excitation spectra in
the yeasts (Aops = 600 nm). (C) Normalized fluorescence spectra in the
yeasts and in ethanol (Aexe = 530 nm).

the components varying among the yeasts beyond experimental
uncertainty (Table 1). The average singlet lifetimes follow the
trend C. parapsilosis < C. albicans < C. krusei, which suggests
different localization patterns of hypericin in each Candida
species.

Fluorescence microscopy

Fig. 4 compares the distribution of hypericin in the three species
of Candida. Additional images can be found in the ESI.} Confo-
cal fluorescence microscopy showed that hypericin is inside the
three species already after 1 min incubation, and its distribution
stays stable at least within 30 min of incubation. Control samples
lacking hypericin did not show any red fluorescence. Using the
fungicidal concentration for each strain, the fluorescence
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Fig. 3 Time-resolved fluorescence decay of hypericin in the yeasts and
in neat solvents. The samples were irradiated at 596 nm and the fluor-
escence was recorded at 655 nm. The grey curve is the signal, the thin
black is the instrument response function, and the thick black on top of
the signal corresponds to the fit.

distribution within cells was the same as using the same concen-
tration (5 uM) for all of them. Hypericin showed a localisation
similar to that of the cytoplasm probe CTG (green) but different
from that of DAPI, a nuclear probe. Distribution in the cyto-
plasm was however different in the three strains. Hypericin
accumulates in C. albicans mostly in a blotch and some small
dots, while it displays a punctuated fluorescence pattern in

Table 1 Summary of hypericin’s photophysical data: fluorescence
wavelength (1p) and lifetime (zg); triplet lifetime in argon- (“'zr) and
air- (M'7r) saturated solutions; singlet oxygen lifetime in PBS ("2%7,)
and in deuterated PBS (D'PBérA); and lifetime of hypericin’s radical
anion (7yyp--) in argon-saturated yeast suspensions

EtOH C. albicans  C. parapsilosis  C. krusei
Ap/mm* 590 598 597 598
7/ns” 5.0 0.25 (59) 0.37 (61) —
(% amplitude) (100) 4.1(11) 2.0 (21) 3.1(23)
7.3 (30) 6.6 (18) 6.4 (77)
75(average)/ns” 5.0 2.8 1.9 5.7
ATz /us® — 4.8 (5) 2.1 (20) 2.9 (42)
% amplitude) 57 (95) 40 (80) 46 (58)
/s © — 0.9 (100) 0.8 (100) 0.2 (85)
% amp;itude) 2.4 (15)
Pl';SrT/us , — 1.2 0.7 0.2
D_ng/ps y — 43 4.8 4.0
TA/US — 27 40 28
Typ-/Us® — 800 890 1100

“Aexe = 530 nm. bﬂexc =596 nm and A5 = 655 nm; uncertainty +10%.
“From transient absorption measurements at A.ps = 520 nm; uncertainty
+20%. “From 'O, phosphorescence at Aqps = 1275 nm; uncertainty
+10%. ©From transient absorption measurements at Aops = 740 nm in
argon-saturated suspensions; uncertainty £20%.

C. parapsilosis that co-localises with MTG, and in C. krusei the
fluorescence is diffusely distributed in the cytoplasm, clearly
more so than in C. albicans and in C. parapsilosis.

Transient absorption experiments

Production of the triplet and radical anion of hypericin in yeasts,
*Hyp and Hyp ™ respectively, was probed by transient absorption
experiments taking advantage of their different absorption
spectra.®® In argon-saturated samples, all yeasts produced the
two intermediates (Fig. 5). The decay of *Hyp could be ade-
quately modelled by a biexponential function in all yeasts
(Table 1). Inspection of the decays in Fig. 5 shows that the con-
tribution of the shorter-lived component follows the trend C.
albicans < C. parapsilosis < C. krusei. When air was allowed
into the samples all triplet states of C. albicans and C. parapsilo-
sis were quenched and decayed faster, however the 2.9 us com-
ponent in C. krusei was not quenched (Table 1).

Likewise, the decays at 740 nm showed two components. The
lifetime of the fast one matched that of the triplet state and is
ascribed to that species. The second one is ascribed to Hyp ™~
and had a much longer lifetime, in the millisecond range in
argon-saturated solutions. When oxygen was allowed into the
system, the signals disappeared completely.

Singlet oxygen measurements

Time-resolved near-IR luminescence detection is a powerful tool
to study the process of 'O, photosensitization in cells as 'O, can
be directly monitored through its phosphorescence at
1275 nm.****733 Irradiation of hypericin-loaded yeasts with a
pulsed laser at 532 nm produced unequivocal luminescence
signals at 1275 nm in all yeasts (Fig. 6). The emission was
assigned to 'O, based on the disappearance of the signal at
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Fig. 4 Fluorescence microscopy of hypericin in the three Candida species studied. C. albicans: (A) phase contrast image; (B) hypericin fluorescence
(red) is localized inside cells mainly as a blotch and some dots; (C) CTG fluorescence (green); (D) merged image (orange); C. parapsilosis: (E) phase
contrast image; (F) hypericin fluorescence (red); (G) MTG fluorescence (green); (H) merged image (orange). C. krusei: (I) phase contrast image; (J)
hypericin fluorescence (red) is more diffuse than in the other species and does not show a particular intra-cellular pattern; (K) CTG fluorescence

(green); (L) merged image (orange).

1325 nm, where 'O, shows almost no phosphorescence, and on
the increase in the emission lifetime in deuterated PBS (D-PBS)
relative to PBS.** Actual kinetic data are collected in Table 1. A
clear difference can be observed between C. krusei and the other
species in that the rise of the signal is much faster and cannot be
resolved.

Effect of ROS quenchers

Photoinactivation studies under conditions leading to 3-log;o
reduction of CFU per milliliter' were carried out in the presence
of specific ROS quenchers (Fig. 7). Catalase completely inhib-
ited the phototoxicity of hypericin for C. albicans and C. para-
psilosis. The protective effect was less important for C. krusei
but survival could still be increased by ca. 20-fold relative to the
quencher-free suspensions. The other ROS quenchers, sodium
azide and superoxide dismutase, were less effective than cata-
lase, although they were nevertheless able to significantly
increase the yeast survival by ca. 2 logs (C. albicans and C.
parapsilosis) and 1 log (C. krusei).

Discussion

The mechanistic details of Candida spp. photoinactivation were
studied as a means to document the photoprocesses occurring in
hypericin-PDT and eventually ascertain the differences observed
previously in the susceptibility of different species.'

Absorption spectra (Fig. 2) reveal the presence of hypericin
aggregates in the yeast suspensions as well as in neat water, as
indicated by the broadening of the bands and changes in their
relative amplitudes compared to ethanol. The aggregates are
non-fluorescent as shown by the lack of fluorescence in PBS.
These observations are consistent with previous reports and
reflect the hydrophobic nature of hypericin.?> As such, obser-
vation of fluorescence in the yeast suspensions after only 1 min
incubation and the large differences between absorption and flu-
orescence excitation spectra indicate that hypericin is taken up
by the yeasts and that internalisation restores the red fluorescence
from the monomers.'”'®

Time-resolved fluorescence reveals the presence of different
hypericin populations, suggesting a complex localization pattern
inside the cells and different microenvironments in the different
Candida species. Multiexponential fluorescence decays have
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Fig. 5 Transient absorption of hypericin in argon- and air-saturated yeast suspensions. Signals recorded at 520 nm correspond to *Hyp, while signals
at 740 nm correspond to both *Hyp (shorter component) and Hyp'~ (longer component).

also been observed for hypericin in other eukaryotic cells,* as
well as in low-density lipoproteins.*®

Confocal fluorescence microscopy confirms that hypericin is
internalized by all Candida species, and that it is localised in
cytosolic organelles and not in the nucleus. These findings are in
line with those reported recently for the phthalocyanine Pc 4.%7
The distribution is different in the three species and is not
affected by concentration or incubation time. The big blotch in
C. albicans could correspond to the vacuole, a quite large
specific C. albicans organelle with a similar function as the
mammalian lysosome.*® Hypericin accumulation in the vacuole
would thus correspond to the lysosomal accumulation described
in some mammalian cells.**** As to C. parapsilosis, the partial
co-localization with MTG could indicate a preferential mito-
chondrial localization, also described for hypericin in other types
of cells.* In mammalian cells, mitochondria and lysosomes are
among the most effective organelles for triggering cell death
after a photodynamic insult. The fluorescence of hypericin in C.
krusei was substantially diffused compared to the other Candida
species. We hypothesize that this reflects the particular ultrastruc-
ture of C. krusei, consisting of intracytosolic organelles such as
small vesicles, lipid droplets, ribosomes and groups of dense
intra-cytoplasmic granules.*?

Transient absorption experiments showed likewise the for-
mation of different populations of hypericin’s triplet excited state
in all yeasts (Fig. 5) providing additional evidence for its

complex localization. In the case of C. albicans and C. parapsi-
losis oxygen was able to quench all triplets, while in the case of
C. krusei a fraction of triplets could not be trapped by oxygen
(Table 1). Observation of the characteristic 'O, near-IR phos-
phorescence with rise-times matching those for triplet decay
(Fig. 5 and Table 1) indicates that quenching occurred, at least
partially, by energy transfer to oxygen (eqn (1)):*>**

*Hyp + 0, — Hyp +' 0, (1)

The situation in C. krusei is different. On one hand, a fraction
of triplets were not trapped by oxygen, indicating their location
in oxygen-shielded compartments. Such triplets are thus ineffec-
tive for producing singlet oxygen. On the other hand, for
those triplets that are trapped, the decay is much faster than in
C. albicans and C. parapsilosis, 0.2 ps vs. 0.9 ps (Table 1)
suggesting additional contributions to the quenching process.
The observation that superoxide dismutase is the most effective
ROS quencher for C. krusei (Fig. 7) suggests that such
additional process may be the direct formation of superoxide by
electron transfer (eqn (2)):

*Hyp + 0, — Hyp" + 0"~ (2)

Regarding the role of 'O, in the photoinactivation process,
additional insight can be gained by inspection of the actual 'O,
lifetime data in Table 1. On one hand, the 'O, lifetime in the
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Fig. 7 Inhibition by different ROS quenchers of the phototoxic effect
induced by hypericin-PDT on Candida spp. For comparison, the survival
level in the absence of quenchers is shown.

yeast suspensions in PBS is slightly longer than in neat PBS
(4-4.8 ps vs. 3.3 ps).* However, when the yeasts were sus-
pended in D-PBS the lifetime increased but was shorter than in
neat D,O (27-40 ps vs. 67 us).>* These results indicate that 'O,
spends a substantial fraction of its lifetime inside the cells and in

hydrophobic regions.*® It is therefore not surprising that sodium
azide, a water-soluble quencher, has only a limited protective
effect.

Transient absorption also showed the formation of hypericin’s
radical anion with a lifetime close to 1 ms in deoxygenated yeast
suspensions (Table 1). Formation of hypericin semiquinone
radical anion following photoactivation has been shown using
electron paramagnetic resonance and is enhanced in the presence
of electron donors.*' In air-saturated solutions the radical anion
was totally quenched by oxygen, in agreement with the reported
quenching rate constant of 3.8 x 10° M~' s™! in acetonitrile.**
This suggests the formation of superoxide (eqn (3)):

Hyp~™ + O, — Hyp+ 0y~ 3)

and is consistent with the observation that superoxide dismutase
exerts a protective effect (Fig. 7). Production of superoxide by
photoactivated hypericin is a well-documented process in mam-
malian cells.*'

In addition to 'O, and O, ™, our results also show that H,O,
is produced downstream of hypericin photoactivation in the
yeasts and in fact catalase shows the highest protective effect
(Fig. 7). H,0O, generation has also been reported within an hour
of hypericin photosensitization followed by GSH depletion.*
The pathways leading to H,O, production in the yeasts from
0, ™ and 'O, are not clear though it has long been recognized
that O, undergoes rapid dismutation in cells to form H,O, and
0, — and even 'O, depending on the conditions.*” Likewise, pro-
duction of H,O, has also been demonstrated as a by-product of
the reaction of 'O, with methionine*® and tyrosine,* and as the
result of NADPH-oxidase activation by '0,.°° All these ROS
can interconvert through complex pathways and it is not at all
surprising that their relative amounts be strongly dependent on
the site where they are generated. The finding that O, ~ and 'O,
quenchers have a comparatively less pronounced effect on cell
survival than catalase suggests that production of H,O, or its
immediate precursors must be faster than scavenging of O, ™
and 'O, and/or occur at sites with low accessibility to the
quenchers. It must be borne in mind that O, and 10, are reac-
tive intermediates with a short lifetime and hence more difficult
to trap than H,0,.

Finally, it is interesting to note that the least susceptible
species C. krusei is also the one where oxygen is less able to
trap all triplet states and also where ROS quenchers show the
least protective effect. This suggests that cell death occurs, at
least partially, by other less-efficient mechanisms. Taken
together, these results are consistent with the lower susceptibility
of C. krusei to hypericin-PDT.

Conclusions

The photoprocesses involved in hypericin-PDT of three Candida
species have been studied. Formation of O, ™, 'O, and H,0, has
been documented in the three species. Significant differences
have been found in the photoprocesses occurring in C. krusei
relative to the other Candida species, which ultimately originate
on the different intracellular distribution pattern of hypericin in
this yeast.
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