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Resumen

Las enfermedades asociadas a biopeliculas bacterianas representan el 80% de
las infecciones en humanos. Las infecciones sobre dispositivos médicos implantados
resultan un problema clinico de suma importancia, debiéndose la mayoria de ellas, a la
formacién de biopeliculas sobre la superficie de los mismos y la consecuente infeccion
de los tejidos circundantes. La resistencia bacteriana a diferentes antibidticos y la
formacion de biopeliculas dificultan la erradicacion de la infeccidn por lo que han

emergido otras alternativas terapéuticas como la fotoinactivacion bacteriana (FIB).

La FIB es un tratamiento donde se emplea una molécula fotosensibilizante
(FS), que luego de ser irradiada con luz visible genera especies reactivas del oxigeno
con el consecuente dafio sobre los microorganismos a eliminar. En la actualidad, la

busqueda de nuevos FS es una prioridad creciente.

Hemos disefiado una nueva porfirina sintética, 5,10,15,20-tetrakis [4- (3 - N,
N dimetilamoniopropoxi) fenil] porfirina (TAPP), que puede adquirir cargas positivas a
pH fisioldgico, favoreciendo asi la interaccion con las biomembranas. La irradiacidn de
cultivos plancténicos de Staphylococcus aureus incubados con TAPP 2,5 uM e
irradiados con una fuente de luz blanca con una potencia de 180 J/em? indujo la
erradicacion completa de las bacterias. En cambio, para el tratamiento de biopeliculas
de S. aureus se requirieron concentraciones mas altas de TAPP y mayores dosis
luminicas (TAPP 20 pM y 180 J/cm” se obtuvo una reduccién de alrededor de 3

ordenes de magnitud de UFC/ml).

Con el fin de determinar la eficacia de la FIB empleando TAPP en bacterias
Gram negativas, se trataron cultivos plancténicos y biopeliculas de Pseudomonas
aeruginosa. Fueron necesarias concentraciones mas elevadas de TAPP para lograr la
fotosensibilizacidon de bacterias plancténicas (reduccidon de 3 érdenes de magnitud de
las UFC/ml empleando TAPP 20 uM y 180 J/cm?). Por otro lado, altas concentraciones

de TAPP no fueron toxicas per se en las biopeliculas de P. aeruginosa (TAPP 30 uM y



180 J/cm’ se obtuvo una reduccién de 3 6rdenes de magnitud de las UFC/ml en

biopeliculas).

Luego de demostrar que TAPP es un FS prometedor y eficiente, se evalué
esta terapia en un modelo de crecimiento de biopeliculas crecidas sobre superficies de
titanio de uso odontoldgico para implantes. Se estudiaron biopeliculas de S. aureus,
Enterococcus faecalis y Staphylococcus epidermidis crecidas sobre placas de titanio con
distintos tratamientos que promueven su osteointegracion. Con el fin de potenciar los
efectos de la FIB, pre-tratamos las biopeliculas con tratamiento fototérmico mediado
por laser infrarrojo cercano de 980 nm. La FIB realizada a partir de TAPP a
concentraciones entre 0,5 y 5 uM resultd efectiva en la reduccion de la viabilidad de
las biopeliculas de las tres especies estudiadas, reduciendo 2 érdenes de magnitud las
UFC/ml en relacion a los controles no tratados. El tratamiento previo con el laser de
980 nm, incrementd en un orden de magnitud el efecto bactericida de la FIB sobre las

biopeliculas.

Por otro lado, se evalud la respuesta a la FIB del acido 5-aminolevulinico
(ALA), precursor de la sintesis de porfirinas fotosensibilizantes, en cultivos planctdnicos
y en biopeliculas de S.aureus, S. epidermidis, Escherichia coli y P. aeruginosa. Ademas,
se cuantificd la cantidad y el tipo de porfirinas sintetizadas en los diferentes

tratamientos por determinaciones fluorimétricas y por HPLC.

La FIB de S. aureus empleando concentraciones entre 1 y 2 mM de ALA,
indujo una reduccién de 6 6rdenes de magnitud de las UFC/ml en cultivo plancténico y
7 6rdenes de magnitud de las UFC/ml de biopeliculas empleando una dosis luminica de
213 J/cm?. En el caso de S. epidermidis, se logré una reduccién de 5 érdenes con una
incubacién de 3 h con ALA 1 mM y una dosis luminica de 71 J/cm? y con ALA 2 mM y
una dosis luminica de 213 J/cm? en cultivos plancténicos y en biopeliculas,

respectivamente.



En el caso de P. aeruginosa, mostrd sensibilidad a ALA-FIB en el cultivo
plancténico, reduciendo su viabilidad en 4 érdenes de magnitud a concentraciones
altas de ALA (40 mM). En cambio E. coli, a pesar de presentar acumulacion de
porfirinas, no pudo ser fotoinactivada, cuestionando asi el paradigma de que la falta de
respuesta a la FIB en bacterias Gram negativas se deberia a la escasa incorporacién de

FS en estas células.

El analisis por HPLC de las porfirinas sintetizadas a partir ALA demostré que
las mismas son dependientes de la concentracidon, el tiempo de incubacién vy la
bacteria empleada. Estos perfiles cambian drasticamente con las condiciones de
tratamiento y en consecuencia, se observan diferencias en la respuesta a la FIB. Por lo
cual, concluimos que es de suma importancia la optimizacién de las variables en cada

tratamiento.

En conclusidn, los resultados obtenidos indican que la FIB a partir de TAPP
resultaria un tratamiento efectivo en la eliminacion de bacterias formadoras de
biopeliculas sobre superficies de titanio empleadas en implantes de uso clinico,
odontolégico especialmente. El pre tratamiento fototérmico sensibilizaria las
biopeliculas a los efectos de la FIB. Ademds, se ha demostrado la eficacia que posee el
tratamiento, empleando ALA en cultivos planctdnicos y biopeliculas de bacterias Gram
positivas y negativas. Por ultimo, se ha concluido que la sensibilidad a este tratamiento
estd directamente relacionada con el patrén y la cantidad de porfirinas sintetizadas. La
FIB tanto a partir de porfirinas sintéticas como enddgenas, es un tratamiento
prometedor para el control de infecciones bacterianas, especialmente por bacterias
Gram positivas, mientras que es necesario mejorar la eficiencia sobre las Gram

negativas.



Abreviaturas

ALA: Acido 5-aminolevulinico

ALA-FIB: Fotoinactivacion bacteriana mediada por ALA
BMPs: Proteinas morfogenéticas del hueso

Copro: Coproporfirina

CSLM: Microscopia confocal laser de barrido

DMF: N,N-dimetilformamida

DO: Densidad 6ptica

EDTA: Etilendiaminotetraacético

EPS: Exopolisacdridos

FIB: Fotoinactivacién bacteriana

FITC: Isotiocianato de fluoresceina

FS: Fotosensibilizante/fotosensibilizantes

Hepta: Porfirina de acido heptacarboxilico

Hexa: porfirina de dcido hexacarboxilico

MEB: Microscopia electrénica de barrido

102,: oxigeno singlete

PBS: Buffer fosfato salino

PIA: Polisacarido intercelular de adhesion

Proto: Protoporfirina IX

PSM: Modulinas solubles en fenol

SAMR: Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina
SEMR: Staphylococcus epidermidis meticilina resistente
TAPP: 5,10,15,20-tetrakis[4- (3-N,N-dimetilaminopropoxi)fenil]porfirina
TAPP-FIB: Fotoinactivacidn bacteriana mediada por TAPP
TGF-B: Factor de crecimiento transformante beta

TSA: Agar tripteina de soja

TSB: Caldo tripteina de soja

UFC: Unidades formadoras de colonias

Uro: Uroporfirina



Introduccion




Bacterias

.1 Generalidades

Las bacterias son organismos procariotas que se dividen en su gran mayoria en
dos grandes grupos, Gram positivas y Gram negativas, segln las caracteristicas
tintoriales de la coloracion Gram que reflejan las diferencias estructurales entre los dos
grupos (Figura 1). Las bacterias Gram positivas presentan por fuera de la membrana
citoplasmdtica una gruesa pared celular compuesta mayoritariamente por
peptidoglicanos. Una de las principales funciones de la pared celular es evitar la lisis
osmotica de la célula bacteriana. En cambio, las bacterias Gram negativas poseen dos
membranas celulares, una interna y la otra externa. Entre estas dos membranas se
encuentra el espacio periplasmico que contiene una pared celular mds delgada que en

las Gram positivas.

En la naturaleza, las bacterias pueden hallarse en dos formas de vida:
plancténica o biopeliculas. Las bacterias en estado plancténico se encuentran libres en
suspension y se estima que sélo el 1% de todas las células bacterianas viven en este
estado (Nazar, 2007). La agregacion bacteriana que conforma la biopelicula puede
prolongar la infeccién y colonizacién, asi como propiciar la diseminacién bacteriana a
otros sitios corporales. Por cierto, las infecciones asociadas a biopeliculas resultan ser
una gran problematica para la Salud Publica ya que las mismas representan un 80% de

todas las infecciones bacterianas en humanos (Cieplik et al., 2014).

Cabe mencionar que la resistencia microbiana a los antibidticos ha aumentado
con la constante utilizacién de los mismos. En la actualidad, la expansion de la
resistencia antibidtica alcanzé a diversas especies y cepas antes sensibles y a un mayor
numero de antibidticos. La adquisicion de tales resistencias se debe, en parte, a la
transferencia horizontal de genes, ya sea por transformacién, transduccién o
conjugacién. Otra causa de resistencia a los antibidticos es la formacion de

biopeliculas. Particularmente en la clinica, este tipo de resistencia antimicrobiana trae



aparejado serias consecuencias para el control de la infeccién, los regimenes del
tratamiento y el progreso de la enfermedad. Por lo cual, el interés cientifico ha
aumentado en cuanto al estudio de nuevas estrategias antimicrobianas para prevenir,

controlar y erradicar infecciones de estas caracteristicas (Ghannoum et al., 2016;

Cieplik et al., 2014).

(a) Espacio extracelular (b) Espacio extracelular
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Figura 1: Diferencias estructurales de las envolturas bacterianas. (A) Gram positivas. (B) Gram

negativas.

1.1.1 Biopeliculas

Una biopelicula es una comunidad de bacterias asociadas a una superficie
bidtica o abidtica que se haya embebida en una matriz extracelular, conformada por
proteinas, acidos nucleicos y exopolisacdridos (EPS) que ellas mismas producen.
Comunmente estas comunidades estdn representadas por bacterias Gram positivas,
Gram negativas o ambas. Ademas, es frecuente encontrar biopeliculas constituidas por

varias especies tales como Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus,

10



Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, entre otras

(Donlan, 2001).

En el caso de los Staphylococci, la matriz extracelular que encierra a la
comunidad bacteriana esta constituida por el polisacdrido intercelular de adhesién
(PIA) (Cramton et al.,, 1999). Este polisacarido consiste en mondmeros de N-
acetilglucosamina unidos a través de enlaces B-1,6 con residuos parcialmente
desacetilados (Figura 2). Los otros constituyentes son proteinas bacterianas secretadas

y de superficie, y el ADN liberado por la autdlisis (Archer et al., 2011).

n

Figura 2: Poli-N-acetilglucosamina. Alrededor de un 20% de los residuos se encuentran desacetilados y

poseen, por lo tanto, carga positiva (Gotz, 2002).

La matriz extracelular de las biopeliculas de P. aeruginosa estan constituidas
por alginato, ADN extracelular, fimbrias, vesiculas de membranas y proteinas (Romeo
et al.,, 2008). El exopolisacarido alginato es un polimero de residuos de acido B-D-
manurénico y a-L-gulurdnico se asocia a la caracteristica mucoide de P. aeruginosa.
Por otro lado, la matriz extracelular de las biopeliculas de E. coli estdan formadas por
varios exopolisacaridos (celulosa, acido coldnico, PGA o poli-B-1,6-Nacetil-D-
glucosamina). Ademas, los lipooligosacdridos y polisacaridos capsulares pueden
acumularse en la matriz y tener un importante rol indirecto en la formacién de la

biopelicula de esta especie (Romeo et al., 2008).

En general, el proceso de formacién de biopelicula (Figura 3) ocurre en cinco
pasos principales (Greene, 1995): primero, las células bacterianas se adhieren a la
superficie y luego esta adherencia se produce de forma irreversible (etapa dos). En la

etapa tres, se produce una maduracién de la biopelicula y las bacterias se duplican,
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mientras que la maduracion de la etapa cuatro implica una movilidad de las bacterias
que se encuentran en las capas mas interiores hacia las capas superficiales. Por ultimo,
en la quinta etapa, se liberan algunas bacterias de la biopelicula al estado plancténico

para poder colonizar nuevas superficies.

Figura 3: Etapas en la formacion de una biopelicula. (1) Adhesion temprana, (2) adherencia
irreversible, (3) duplicacion bacteriana, (4) movilidad de las bacterias de capas intriores a

superficiales, (5) liberacion de bacterias al estado plancténico

La adhesién inicial estd mediada por propiedades fisico-quimicas de Ia
superficie celular al igual que factores especificos que median la adherencia a los
componentes de la matriz extracelular derivada del huésped (fibronectina,
fibrindgeno, entre otros) que rdpidamente cubren por ejemplo, la superficie del
biomaterial implantado en el paciente (Archer et al., 2011). Una vez que la bacteria se
acumula en multicapas de grupos de células, la mayoria de ellas no tienen contacto
directo con la superficie, y entonces las interacciones célula a célula llegan a ser
esenciales para el desarrollo y mantenimiento de la biopelicula. El nimero de
microorganismos adheridos sobre superficies suele ser mucho mayor que el
representado por soluciones y medios en suspensidn. Esto se debe principalmente a
dos motivos: en primer lugar porque las superficies tienden a acumular y absorber
nutrientes (recurso indispensable para los microorganismos que lo habitan) y por otro

lado, porque la sefial de interaccion que genera la adhesién desencadena la activaciéon
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y posterior expresion de ciertos genes bacterianos que desembocan en un sistema de
quimiotaxis especifico que promueve la formacion de la biopelicula (Madigan et al.,
2008). A este tipo de sefializacién quimica de célula a célula se la denomina quorum
sensing, y es lo que permite modular de forma diferenciada determinadas
caracteristicas (Donlan, 2002). El sistema de quorum sensing es el mecanismo
regulador dependiente de la densidad de poblacidon por el cual las bacterias se
comunican a través de moléculas de sefializacion, Ilamadas autoinductores. Estas
moléculas se acumulan en el ambiente debido al aumento de la densidad celular y su
funcién esta ligada a la ubicacidn de sus receptores, presentes en la superficie celular o
en el citoplasma. Un autoinductor activa especificamente su receptor afin, que luego
activa la transcripcion de los genes de deteccién de quorum. Este fendmeno
proporciona un mecanismo para que las bacterias sincronicen su comportamiento
social, para comunicarse entre si y para regular la expresion génica en respuesta a su

densidad de poblacién.

La formacién de una biopelicula le confiere a las bacterias ciertas propiedades
que benefician su sobrevida (Romeo et al., 2008). Una de las principales es la barrera
fisica por si misma; es decir, las células del sistema inmune no logran penetrar la
biopelicula y tener contacto con todas las células bacterianas que la conforman, por lo
cual son incompetentes para la erradicacion del mismo. En el caso de los antibidticos
sucede algo similar, la penetracion es escasa o no logran hacerlo y, por ende, no llegan
a sus dianas de las bacterias que constituyen la biopelicula. Otra de las caracteristicas,
es que dentro de la misma biopelicula, hay bacterias con distinta tasa de crecimiento,
debido a que la distribucién de los nutrientes dentro de la biopelicula varia. Las
bacterias con una tasa metabdlica mayor se encuentran en las capas superficiales y las
de menor en las internas. Esto le confiere cierta resistencia a algunos antibidticos, ya
gue la mayoria de los mismos tienen como diana moléculas, enzimas o proteinas
relacionadas a un metabolismo activo. Ademads, en el interior de la biopelicula se
observa un efecto cooperativo. Un ejemplo de esto es la sobreproduccién y liberacién
al medio extracelular de B-lactamasas por algunas de las bacterias que conforman la

biopelicula, beneficiando asi a otras bacterias que se encuentran formando la misma
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biopelicula (Brook, 2004; Medaney et al., 2016). En consecuencia, la biopelicula le

confiere distintos mecanismos de resistencia a los antibidticos.

Por lo tanto, la formacidon de la biopelicula es entonces, un proceso complejo y
dinamico por el cual las bacterias pueden resistir la accion de elementos celulares
(menor exposicion a los fagocitos) y/o humorales (bajo coeficiente de difusién dentro
de la pelicula, menor tasa metabdlica de las bacterias que la componen) del sistema

inmune del hospedador (Costerton, 1999; de Melo, 2013).

La eliminacion de biopeliculas puede abordarse desde distintas perspectivas.
Algunos autores han propuesto la utilizacién de moléculas tipo surfactantes para lograr
la disrupcion de la biopelicula (Otto, 2008). Los péptidos surfactantes extracelulares,
como las modulinas solubles en fenol (PSM) de S. aureus, tienen un rol central en el
mantenimiento de los canales que surcan la matriz de la biopelicula. Estos canales son
fundamentales debido a que permiten el pasaje de fluidos posibilitando el intercambio
con el medio. La formacidon de “agujeros” en la matriz, que de otra forma seria
uniforme, se logra mediante el desprendimiento de agregados celulares que son
emulsificados mediante estos surfactantes. Otra estrategia se basa en el tratamiento
con enzimas despolimerizantes (Wainwright et al., 1996; Kaplan et al., 2004; Sass et al.,
2007), como por ejemplo la dispersina B, utilizada por Actinobacillus
actinomyicetemcomitans para dispersar células de sus propias biopeliculas. Esta

enzima es una N-acetil-glucosaminidasa capaz de degradar el PIA de S. aureus.

Recientemente se ha propuesto como alternativa innovadora para tratar
biopeliculas orales resistentes a antibiodticos, el uso de bacteriéfagos recombinantes de
tipos especificos, carentes de toxicidad y con la capacidad de penetrar las biopeliculas
gracias a la accién de lisinas que actuan como poderosos agentes antimicrobianos. Sin
embargo, el aspecto genético y bioldgico de estos fagos, aun requiere mucha mas

exploracién (Szafranski et al., 2017).
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El tratamiento con ozono aplicado durante la desinfeccion oral de canales
radiculares asi como el uso de agitacion ultrasénica para favorecer el ingreso de
hidréxido de calcio a los canales intradentinales, son dos técnicas que también han
logrado reducir la viabilidad bacteriana y asi lograr una alternativa antimicrobiana

(Nogales et al., 2016; Arias et al., 2016).

Por otro lado, la terapia fotodinamica (TFD) es una opcién de tratamiento que
también se considera exitosa en relacién a la resolucién de enfermedades
periodontales y periimplantitis, asi como también efectiva en la erradicacién de
patdgenos que forman biopeliculas o en la eliminacidon de aquellos que se presentan
como especies plancténicas (Dale et al., 2017). Por ende, es de particular interés para
esta investigacion estudiar diversas especies bacterianas responsables de diferentes
tipos de infecciones (entre las cuales la formacién de biopelicula es preponderante)
gue han sido tratadas recientemente empleando moléculas inocuas en oscuridad que
se activan al combinarse con luz visible (Darabpour et al., 2016; Aspiroz et al., 2017;

Misba et al., 2017).

I.2 Bacterias Gram negativas

1.2.1 Escherichia coli: Caracteristicas generales

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo de la familia de las Enterobacterias
gue se encuentra en el tracto gastrointestinal de humanos y animales. Es la bacteria
anaerobia facultativa comensal mds abundante de la microbiota; asimismo, es uno de
los organismos patégenos mas relevantes en el hombre. Tiene formas sin movilidad y
moviles, con flagelos peritricos, no forma esporas y es capaz de fermentar glucosa y

lactosa..

La estructura del genoma de E. coli es altamente flexible, permitiendo la

movilidad de material genético por medio de transposones y plasmidos lo cual le
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permite mantener y desplegar sus habilidades patogénicas. Si la bacteria no adquiere
elementos genéticos que codifican factores virulentos, actia como un comensal
formando parte de la microbiota intestinal y ayudando asi a la absorcion de nutrientes.
No obstante, las cepas comensales pueden producir infecciones en el paciente
inmunodeprimido. Las cepas patdgenas de E. coli, por el contrario, en cuanto colonizan
un huésped sano, pueden producir infecciones de diversa severidad en el intestino, las
vias urinarias, meningitis, sepsis, entre otras infecciones (Nataro et al., 1998). E. coli,
tiene un alto porcentaje de resistencia a ampicilina, trimetoprim-sulfametoxazol,
tetraciclina, cloramfenicol y acido nalidixico, lo que supone grandes complicaciones en
el tratamiento antibidtico cuando éste es requerido (Alhashem et al., 2017; Kaushik et

al., 2017; Rodrigo-Troyano y Sibila O, 2017).

1.2.2 Pseudomonas aeruginosa: Caracteristicas generales

P. aeruginosa es una bacteria Gram-negativa y aerébica. Secreta una variedad
de pigmentos como piocianina (azul verdoso), fluoresceina (amarillo verdoso

fluorescente) y piorrubina (rojo pardo).

Es un patdgeno oportunista de individuos immunocomprometidos, infecta los
pulmones vy las vias respiratorias, las vias urinarias, los tejidos, heridas y también causa
sepsis. Pacientes con fibrosis quistica a menudo presentan infecciones con P.
aeruginosa en los pulmones. Se aisla con frecuencia de sitios no estériles como la boca
y el esputo, entre otros, y en esas circunstancias suele representar una colonizacién,
sin infecciéon. En cambio, cuando se aisla de sitios estériles como sangre o hueso,

resulta mas riesgoso y en la mayor parte de los casos requiere tratamiento rapido.

Una de las principales caracteristicas de este patdgeno, es que es naturalmente
resistente a una gran cantidad de diferentes familias de antibidticos. Muchos factores
son responsables de la resistencia intrinseca de P. aeruginosa a los antimicrobianos:

una pared celular con baja permeabilidad, un genoma adaptable, elementos genéticos
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moviles y la formaciéon de biopeliculas (Lambert et al., 2002). Algunos antibidticos
consiguen atravesar la pared celular a través de poros, como por ejemplo los
carbapenémicos que tienen acceso a través de porinas OprD. La pérdida de estas
puede resultar en la resistencia a dichos antibidticos (Livermore et al., 2001; Lister et
al., 2009). Incluso los antibidticos que consiguen atravesar la pared celular, pueden ser
exportados por una de las muchas bombas de flujo presentes. Varios sistemas de flujo
de antibidticos han sido descritos, incluyendo el MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-
OprN y MexXY-OprM (Poole et al.,, 2001). Por otro lado, las mutaciones en gyrA
modifican la ADN girasa, la cual es una diana de las quinolonas provocando resistencia

a este antibidtico (Akasaka et Alabama., 2001).

Aproximadamente el 13% de las infecciones por P. aeruginosa son causadas
por cepas multi-resistentes (CDC 2013) y las infecciones nosocomiales de P. aeruginosa
han sido identificadas como un problema sanitario mundial (Rosenthal et al., 2016). La
Organizacion Mundial de la Salud ha nombrado recientemente a P. aeruginosa como
objetivo de la mas alta prioridad para el desarrollo de nuevos antibioticos (OMS, 2017).
Las infecciones por P. aeruginosa resistentes a multi-antibidticos se asociaron con un
aumento del 70% en el costo por paciente en comparacién con una infeccion no
resistente (Morales et al., 2012). Debido a las infecciones del tracto urinario asociadas
a catéteres ocasionadas por P. aeruginosa, se estiman 900.000 dias adicionales de

hospitalizacion por afio en los Estados Unidos (Warren et al., 2001).

1.3 Bacterias Gram positivas

1.3.1 Staphylococcus epidermidis: Caracteristicas generales

Staphylococcus epidermidis es miembro de la familia Staphylococcaceae,

perteneciente al phylum Firmicutes. Esta bacteria, coco Gram positivo, no forma

esporas. Desde el punto de vista bioquimico, es coagulasa-negativo, lo cual lo distingue
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de Staphylococcus aureus y algunas especies clinicamente menos importantes de

coagulasa positivos.

Es un importante organismo comensal de la piel humana y de las membranas
mucosas que podria beneficiar la salud humana en Ila lucha contra otros
microorganismos. Sin embargo, S. epidermidis puede causar infecciones oportunistas,
particularmente infecciones asociadas a biopeliculas en dispositivos médicos
implantados. También este patégeno puede diseminarse al torrente sanguineo y ser

causa frecuente de sepsis nosocomia (Otto, 2017).

El creciente uso de dispositivos médicos implantables en los ultimos afos ha
contribuido significativamente al aumento de las infecciones por S. epidermidis. El
tratamiento de estas infecciones se complica por la aparicién de resistencias a los
antibioticos, tales como SEMR (S. epidermidis meticilina resistente) (Rogers et al.,
2009). La respuesta inmune del huésped a una infeccién asociada a biopelicula de S.
epidermidis no es protectora ni suficiente. Por lo tanto, la mayoria de éstas son
cronicas y el tratamiento a menudo requiere la remocién del dispositivo o del tejido

infectado.

1.3.2 Staphylococcus aureus: Caracteristicas generales

Staphylococcus aureus es miembro de la familia Micrococcaceae, perteneciente
al phylum Firmicutes. Esta bacteria, coco Gram positivo, presenta una agrupacion
caracteristica en racimos irregulares ya que al dividirse quedan parcialmente
adheridos. Se trata, ademas, de bacterias que no forman esporas. Desde el punto de
vista bioquimico, los estafilococos son catalasa positivos, coagulasa positivos, oxidasa
negativos y fermentan el manitol. El color amarillo caracteristico de sus colonias
debido a la presencia del pigmento carotenoide estafiloxantina es responsable del

nombre asignado a la especie (aureus, dorado en latin) (Lowy et al., 1998).
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Los seres humanos son el reservorio natural, formando parte de la microbiota
normal de la piel y las mucosas (Lowy et al., 1998). La ruptura de alguna de estas
barreras permite que este patdgeno oportunista cause enfermedad en el hombre
(Waldvogel et al., 2000). Ademas de causar infecciones de piel y partes blandas, S.
aureus puede causar infecciones severas, agudas o cronicas, tanto a pacientes
hospitalizados como a individuos de la comunidad debido a su marcado potencial

invasivo (Waldvogel et al., 2000).

Las infecciones asociadas a este microorganismo suelen ser recurrentes o
persistentes a pesar de la presencia de anticuerpos especificos y de la terapia
antimicrobiana a la cual la bacteria es susceptible. El creciente uso de antibiéticos, en
particular cefalosporinas y fluoroquinolonas, ha sido un factor importante en la
propagacion de cepas de S. aureus resistentes a la meticilina (SAMR) tanto en el
ambiente hospitalario como en la comunidad (Crowfort et al.,, 1999; Dziekan et al.,
2000). Una preocupacion cada vez mayor en referencia al tratamiento de infecciones
bacterianas en general, y estafilocécicas en particular, consiste en el aumento de
aparicién de cepas multiresistentes en la poblaciéon. En Argentina, la prevalencia de
cepas SAMR provenientes del ambiente hospitalario alcanza ya el 50% (Gardella et al.,
2005; Jeric et al.,, 2006), habiéndose reportado incluso aislamientos de SAMR en
individuos provenientes de la comunidad (Paganini et al., 2006). El tratamiento de
infecciones causadas por SAMR ha recaido tradicionalmente en la vancomicina,
antibidtico glicopeptidico considerado como la ultima linea de defensa frente a la
emergencia de cepas resistentes (Jori, 2006). Sin embargo, su sobreutilizacion ha
conducido recientemente a la aparicidon de cepas vancomicina-resistentes (Appelbaum
et al., 2006), tornando prioritario el desarrollo de tratamientos alternativos. La baja
eficacia en la terapia antibidtica podria no sélo deberse a la generacién de cepas
resistentes sino también al hecho de que S. aureus puede formar biopeliculas,
tornandose dificultosa su erradicacion del huésped (Archer et al., 2011). Esta bacteria
despliega una fuerte capacidad para adherirse irreversiblemente a las superficies de
los dispositivos médicos implantados y tejidos dafados formando comunidades

bacterianas (Gotz et al., 2002).
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1.3.3 Enterococcus faecalis: Caracteristicas generales

Enterococcus faecalis es una bacteria Gram-positiva aerotolerante que se
distribuye ampliamente en el medio ambiente natural y en los tractos
gastrointestinales de humanos y animales. Entre las diferentes especies Enterocécicas,
E. faecalis causa infecciones del tracto urinario, bacteriemia, infecciones asociadas a
protesis articulares, infecciones abdominales-pélvicas, endocarditis (Arias et al., 2010;
Tornero et al., 2014) e infecciones odontoldgicas. Las caracteristicas mas importantes
de E. faecalis son su alta adaptabilidad bajo condiciones ambientales severas y su

potencial desarrollo de resistencia a los antibidticos (Arias et al., 2012).

Los Enterococos son responsables de hasta el 20% de todos los casos de
infecciones bacterianas, siendo E. faecalis aislado en mas del 90% de los casos (Arias et
al., 2012). El tratamiento con antibidticos elimina las bacterias sensibles de la
poblacién bacteriana, dejando bacterias resistentes para crecer y multiplicarse. En E.
faecalis, los elementos adquiridos, incluidos los genes de resistencia a los antibidticos,
se estima que representan mas del 25% de su genoma (Paulsen et al 2003). Muestra
resistencia intrinseca y adquirida a una variedad de antibidticos. La terapia especifica
contra los factores de virulencia podria evitar la presion selectiva que presentan los
antibidticos. Por lo tanto, estrategias terapéuticas alternativas podrian ser una posible

solucidén para el tratamiento de infecciones de este patdégeno oportunista.

Il. Implantes odontoldgicos e infecciones bucales

1.1 Implantes odontoldgicos

Antiguamente, los implantes quirurgicos se fabricaban principalmente de oro y

plata. A partir del siglo XIX se comenzd a utilizar acero y posteriormente surgieron los

de tipo inoxidable junto con las aleaciones de cromo, cobalto y molibdeno. Sin
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embargo, fue recién en la década del 40 que el titanio y sus aleaciones quimicas
adquirieron un rol protagénico en el campo de la medicina. Bothe, Beaton y
Dnvenportl observaron su excelente biocampatibilidad luego de colocar implantes en
animales y comparar los resultados con los implantes tradicionales (Gil y Planell
Estany, 1993). El titanio es fuerte como el acero pero un 45% mas liviano y dos veces
mas fuerte que el aluminio y aun asi sélo un 60% mas pesado que éste. Entre otras
cualidades positivas, el Ti se caracteriza por ser un elemento biolégicamente inerte con
la capacidad de no corroerse en diversos ambientes naturales, generando hasta
posibilidades utilitarias extremas. Estas y muchas mas razones ubican al Ti como uno

de los elementos metdlicos mas inocuo y provechoso del planeta (Housley, 2007).

Debido a que hay una necesidad imperiosa de desarrollar nuevas estructuras
biocompatibles con los seres vivos, la biomecdnica se encuentra desde hace mucho
tiempo perfeccionando piezas heterogéneas que tienen como finalidad reemplazar
estructuras organicas o bien, favorecer su reparacion. Numerosos ejemplos pueden ser
mencionados, pero el denominador comun de los mismos se basa en la inocuidad
biolégica que los caracteriza. Implantes cocleares, valvulas cardiacas, angioplastias
mediadas por stents, protesis articulares, lentes intraoculares e implantes
odontoldgicos, son algunas de las abundantes aplicaciones que hoy en dia posibilitan

los biomateriales (Pazos, 2006).

Los biomateriales de tipo metdlicos son utilizados generalmente para el
desarrollo de implantes dseos, ya que como todo material biocompatible generan una
respuesta adecuada por parte del organismo que lo recibe. En base a este ultimo
aspecto, los mismos pueden clasificarse en materiales biotolerables (inducen una
respuesta minima, pero finalmente son bioldgicamente aceptados), bioinertes
(aquellos que no tienen las capacidad de generar una respuesta local por parte del
sistema inmunitario) y bioactivos (los que posibilitan un estrecho enlace entre el tejido
receptor y el material en si) (Rigo et al., 1999). Usualmente, el tejido dseo suele
responder generando un encapsulamiento del biomaterial bajo la forma de fibras de

colageno.
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Cuando se trata especificamente de prétesis odontoldgicas, es necesario tener
en cuenta la importancia de utilizar elementos biocompatibles adecuados ya que los
mismos estaran sometidos a cargas ciclicas que pueden derivar en roturas como
producto de la fatiga mecdnica del material. Si bien actualmente hay un gran abanico
de materiales, los mas utilizados son los de titanio, o bien una aleacion de este

conocida como Ti6Al4V (Conterno y Pazos, 2003; Pazos et al., 2007).

Sin embargo, mas alla de todas las ventajas que proporciona el uso del titanio
en implantes odontoldgicos, algunos autores han reportado reacciones de
hipersensibilidad, inflamaciones y en pocas ocasiones encapsulamiento del implante

(Carrizo et al., 2014).

Hay dos aspectos relevantes a tener en cuenta en el momento de seleccionar el

material con el que se disefiara el implante:

1. La biocompatibilidad: esto quiere decir que debe ser aceptado por el tejido
receptor, entendiendo que el disturbio generado como consecuencia de la colocacién

del mismo, es totalmente inevitable.

2. La superficie: ya que actualmente se acepta que tanto la topografia como la
rugosidad del dispositivo son variables directamente asociadas al éxito o fracaso de

una posterior dseo-integracion (Conterno y Pazos, 2003).

La propiedad de biocompatibilidad asegura la ausencia de respuesta
inmunitaria inflamatoria, necrosis del tejido que rodea al implante, mutaciones
celulares (en algunos casos desarrollo de células cancerigenas) y trombos generados

como consecuencia de la actividad plaquetaria inesperada (Vanegas et al., 2009).

En lo que se refiere a la superficie del material, actualmente se producen

implantes que presentan superficies intencionalmente modificadas convirtiéndolas en
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asperas e irregulares, ya que muchos estudios han evidenciado que este tipo de
morfologia favorece la integracion de la protesis con el tejido dseo. El objetivo de esta
alteracion es fomentar una mejor cicatrizacion en lugar de promover un
encapsulamiento fibrosos alrededor del dispositivo (Vanegas et al., 2009; Frojd et al.,

2011).

Actualmente existen numerosas técnicas que permiten alterar
significativamente la topografia de los implantes (Carrizo et al., 2014). Algunos de ellos
poseen recubrimientos de fosfatos de calcio, coberturas de flior e hidroxiapatita y
otros presentan factores de crecimiento como BMPs (proteinas morfogenéticas del
hueso) o TGF-B (factor de crecimiento transformante beta). Los dispositivos mas
modernos contienen proteinas de la familia de las integrinas que permiten

incrementar la adhesién celular (Vanegas et al., 2009).

El blasting es uno de los tratamientos habitualmente utilizados. Este consiste en
proyectar una serie de particulas de tipo abrasivas sobre la superficie a tratar, para
generar una alteracién o rugosidad en el relieve de la misma (Conterno et al., 2004).
Estas irregularidades en la micromorfologia deben ser menores a 100 micrones y es
una de las caracteristicas mas importantes que condicionan el tipo de respuesta del
proceso fisiolégico (Corengia et al., 2003). Los proyectiles implementados en el
blasting pueden variar; algunos ejemplos de ellos son las particulas de vidrio y de
Al, O3, siendo otras variables posibles la diversidad de sus tamafios o la distancia a la
gue son disparadas (Conterno et al.,, 2004). En algunas oportunidades, las particulas
pueden quedar incrustadas en la superficie bombardeada, por lo tanto, las mismas
deben estar constituidas por materiales que no alteren la inocuidad del implante, es

decir, su biocompatibilidad (Corengia et al., 2003).

Es importante recalcar que la pasividad quimica y la condicién de
biocompatibilidad del titanio estan dadas por la presencia de un recubrimiento de TiO,
(Parodi et al., 2004). Esta fina cubierta se forma naturalmente cuando el titanio entra

en contacto con el oxigeno y, como consecuencia, proporciona un material apto para
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implantes. Esto no sucede si se utiliza el metal en su estado original (Corengia et al.,

2003).

Ensayos de mojado han evidenciado que los implantes previamente tratados
con blasting son menos hidrofébicos que aquellos tratados de forma mecdnica
(Corengia et al., 2003). Este estudio, de cardcter cualitativo, permite evaluar el dngulo
de contacto a partir de una fotografia tomada del sistema y determinar asi si existe
una mayor o menor hidrofilicidad (Conterno y Pazos, 2003). Dado que el tejido
sanguineo interacttia con el implante de forma inmediata a la colocacién, se sugiere
que facilitar la interaccién entre ambos podria favorecer el proceso de cicatrizacién y

oseointegracién (Corengia et al., 2003).

Otro de los tratamientos utilizados es el grabado o ataque 4acido. Durante el
mismo se suelen utilizar diversos tipos de soluciones tales como aquellas que
contienen acidos sulfarico, clorhidrico, nitrico y fluorhidrico, o bien, combinaciones de
estos compuestos (Pazos et al., 2004). Como consecuencia, la superficie tratada
adquiere las irregularidades deseadas que favorecen el éxito del sistema implante —

hueso nuevo (Parodi et al., 2004).

El anodizado también suele ser una técnica utilizada que consiste en formar
una pelicula de oOxido sobre la superficie de titanio a través de un proceso
electroquimico. El objetivo de esta pelicula es incrementar la rugosidad superficial del
material. Sumado a esto se ha evidenciado recientemente que las peliculas de 6xido
mejoran la formacién de apatita en modelos de estudio que simulan fluidos

corporales, siendo por este motivo, una técnica muy valorada (Shim et al., 2014).

1.2 Infecciones bucales

La causa principal de la pérdida de implantes y periimplantitis, es la infeccién
generada por bacterias capaces de formar biopeliculas de caracter periprotésico,

cronicas y resistentes a métodos de tratamiento tradicional (McConda., 2016).
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Generalmente, los microorganismos que dan lugar a la formaciéon de estas
biopeliculas suelen provenir de la piel de los pacientes, de su sangre, de los
trabajadores de la salud que intervienen en el proceso de colocacién u otras fuentes
contaminadas presentes en el entorno durante la intervencién (Donlan, 2001).
Ademas, numerosos estudios sostienen que la morfologia del implante, principalmente
asociada a la textura, juega un rol primordial en el proceso de adhesidn inicial (Blirgers
et al.,, 2010). Otra de las variables a tener en cuenta en relaciéon a las biopeliculas
orales, es que la saliva es un mediador indispensable que permite la colonizacion y
adhesién de las especies pioneras, para que estas luego den lugar a una segunda

partida de especies colonizadoras (Frojd et al., 2011).

Las primeras observaciones de las biopeliculas orales se remontan a muchos
afos atrds, de la mano de Van Leeuwenhoek, quien logrd visualizar a través de
microscopios rudimentarios biopeliculas bacterianas adheridas a las superficies
dentarias. Sin embargo, fue necesario el desarrollo de la microscopia electrénica para

conocer en detalle la estructura de estas comunidades microscépicas (Donlan, 2002).

La unién de las bacterias a los dispositivos se produce a partir de dos etapas
biofisicamente distintas. La adhesién inicial se debe a la interaccién de fuerzas
inespecificas con la superficie celular y se encuentra mediada por factores como la
polaridad, fuerzas de London van-der Walls e interacciones hidrofébicas (Veerachamy
et al., 2014; Aguayo et al., 2015). En una segunda instancia, se produce la contribucién
de interacciones de tipo secundarias representadas por una unién especifica. En esta
instancia ya resulta irreversible la unién celular y la erradicacién de microorganismos
solamente puede llevarse a cabo mediante la accién quimica o mecdnica (Aguayo et

al., 2015).

Ciertos estudios con cepas de Enterococcus faecalis, han demostrado que las
biopeliculas maduras (aproximadamente de 6 semanas de incubacién), manifiestan

signos de mineralizacién, motivo por el cual resulta mas dificultosa la erradicacién de
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los mismos en una etapa de infeccién avanzada (Zand et al.,, 2014). De hecho, esta
especie bacteriana tiene la capacidad de expresar resistencia mediada por su
capacidad de producir biopeliculas en conductos radiculares que han sido tratados con
hidréxido de calcio, uno de los compuestos mas utilizados en la descontaminacién de
intracanales (Evans et al., 2002). Asimismo, varias de sus cepas han demostrado
resistencia a ciertos antibidticos, y se han asociado a patologias dentales e infecciones
sistémicas (Tinoco et al.,, 2017). De hecho, muchos estudios sostienen que estas
biopeliculas reorganizan su arquitectura celular en respuesta al estrés que induce la
exposicion a este tipo de antimicrobianos (Dale et al., 2017). Si bien es una especie
bacteriana que no se presenta como el ejemplar dominante en esta clase de
enfermedades, si se ha podido determinar que se encuentra presente en el 30-89% de
los dientes con fracasos de tratamiento postendoddntico (Flanagan, 2017; Tinoco et
al.,, 2017). Esto se debe principalmente a que la misma puede persistir en estado
vegetativo en el hueso ya curado y adherirse al coldgeno de tipo | del mismo (Flanagan,
2017). De esta manera, sobrevive en forma de monocultivo pudiendo reactivarse tras
la colocacion del implante dental. Finalmente puede producirse la colonizacién
bacteriana del dispositivo, dando muchas veces como resultado la pérdida del mismo

(Tinoco et al., 2017).

lll. Terapia Fotodinamica

I1l.1 Generalidades

La Terapia Fotodindmica (TFD) consiste en combinar luz con un
fotosensibilizante (FS), factores ambos inocuos per se, pero que en presencia de O,
desencadenan un mecanismo citotoxico, el cual conduce a la muerte celular

(Weishaupt et al., 1976).

Existen reportes de la utilizacion de terapias basadas en la exposicion a la luz

solar desde hace mas de 3000 anos. En el siglo XVIIl comenzé a describirse de forma
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sistematica el efecto de la luz solar sobre el raquitismo, y en 1903 Niels Finsen fue

Ill

galardonado con el premio Nobel “en reconocimiento a su contribucién al tratamiento
de enfermedades, en particular lupus vulgaris, mediante radiacién luminica
concentrada”. Posteriormente, en 1950, Richard Cremer introdujo la fototerapia como
tratamiento contra la ictericia en neonatos. El uso de FS también puede rastrearse
hasta la antigliedad, ya que diversas fuentes sefialan la utilizacion de psoralenos para
el tratamiento del vitiligo. Los primeros intentos de utilizacién de la TFD se deben al
pionero de la fotobiologia, Hermann von Tappeiner, quien ademds en 1904 introdujo
el término en el tratamiento de tumores y enfermedades cutaneas mediante el uso de
diversos colorantes, luego de que uno de sus estudiantes observara accidentalmente la
fotosensibilizacidon de cultivos de paramecios con naranja de acridina. No obstante la
historia moderna de la TFD comienza en la década del '70 del siglo XX, con el
descubrimiento realizado por Thomas Dougherty de la localizaciéon selectiva en el
tejido tumoral de derivados de la hematoporfirina (HPD), moléculas capaces de inducir

fotosensibilizacidn, y el posterior desarrollo del FS comercial Photofrin (Moan et al.,

2003).

I11.2 Fotoinactivacion bacteriana

Si bien el rol antimicrobiano de la TFD ya era conocido por von Tappeiner, el
estudio de procedimientos de fotosensibilizaciéon bacteriana que permitan combatir
infecciones con luz a través de un mecanismo fotodinamico, que se ha dado en llamar
fotoinactivacion bacteriana (FIB); ha sido postergado debido a diversos factores. Entre
ellos, se destaca la confianza en el uso de antibidticos anterior a la actual emergencia
de multi-resistencias, lo cual demord el estudio de tratamientos alternativos y mas
eficientes, y el hecho de que las bacterias Gram negativas, asi como ciertos protozoos
en fase quistica, responden de manera pobre a los FS tradicionales como la naranja de
acridina y las porfirinas de carga negativa (Jori et al., 2006). En la Figura 4 se

esquematizan las ventajas de la FIB los tratamientos de uso actual.
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Ventajas de la FIB
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Figura 4: Ventajas de la FIB vs los tratamientos convencionales antibacterianos

Para el tratamiento de infecciones localizadas es preferible la aplicacién topica
del FS, en lugar de administrarlo sistémicamente, ya que de esta manera se minimiza
el dafio a las células del hospedador. La FIB ha sido empleada recientemente para el
tratamiento de infecciones orales, proétesis dentales (Saino et al., 2010), ulceras
gastricas de origen bacteriano, acné vulgaris, infecciones cerebrales derivadas de
craneotomias e infecciones en quemaduras y se ha sugerido su uso para el tratamiento
de catéteres colonizados (Perni et al., 2011) o diversas infecciones asociadas a
traumas, como gangrena de Fournier, celulitis necrotizante, etc. (Demidova et al.,
2004). Ademas, existen reportes de neutralizacién de factores de virulencia como
consecuencia del tratamiento mediante FIB, que de otra forma persistirian incluso

luego de la eliminacién de la bacteria (Bhatti et al., 2001).

Hasta el momento no se han reportado casos de aparicion de cepas resistentes
a la FIB, y no es probable que ocurra debido a que es una terapia que tiene blancos
multiples, que dependen de la localizacidn celular del FS es donde se produce el estrés

oxidativo. Al mismo tiempo, se ha reportado que la multi-resistencia frente a
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antibidticos en principio seria un factor completamente independiente de la

sensibilidad frente al tratamiento fotodindmico (Demidova et al., 2004).

La creciente amenaza de resistencia microbiana ha puesto de relieve a la FIB un
tratamiento alternativo prometedor para infecciones localizadas y superficiales (Cieplik
et al.,, 2014). Actualmente, en muchos paises la FIB es una terapia complementaria
aprobada para el tratamiento de enfermedad periodontal, infecciones dentales y
Ulceras de piernas infectadas. Tiene el potencial para convertirse en un futuro préximo
en una terapia estdndar para enfermedades infecciosas localizadas y superficiales. De
esta manera, los agentes sistémicos efectivos podrian ser reservados para infecciones
mas amenazantes para la vida, bajando la alta tasa de resistencia bacteriana a

antibidticos, que dia a dia aumenta.

Se ha reportado que una serie de bacterias se han tratado con FIB, utilizando
acido 5-aminolevulinico (ALA) como generador endégeno de porfirinas las cuales
actian como FS, utilizandose ademas clinicamente especialmente en la piel, en acné,
foliculitis crénica, rosacea, liquen escleroso y lesiones cutaneas asociadas con
Mycobacterium Marinum (Harris et al., 2012). En modelos in vivo de rata, la FIB
mediada por ALA (ALA-FIB) también se ha empleado para el tratamiento de la
osteomielitis en una infeccidn por S. aureus (Bisland et al., 2007). En seres humanos, el
uso de la FIB se limita a las infecciones bacterianas que son accesibles a la
administracion local tanto del fdrmaco como de la luz, incluyendo la piel, los pulmones,
la cavidad oral, el area urogenital y el tracto gastrointestinal (Fotinos et al., 2008).
Como ejemplo, los primeros ensayos clinicos han demostrado resultados
prometedores de la ALA-FIB como terapia antimicrobiana contra Helicobacter pylori
(Wilder-Smith et al., 2002). En la actualidad, aun no se ha elucidado en qué medida
ALA-FIB aplicado a infecciones dermatoldgicas logra su éxito clinico por matar los
microorganismos reales responsables de la infeccion o por en qué eliminar las células o

tejidos hospedadores que albergan los microbios infecciosos (Harris).
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Por otro lado, existen numerosos trabajos que posicionan a la FIB como una
satisfactoria terapia alternativa que permite erradicar microorganismos asociados a
infecciones odontoldgicas (Mang et al., 2016). De hecho, una alternativa que permite
descontaminar implantes dentales, es la asociacion de un tratamiento tradicional con

FIB (Marotti et al., 2013).

Entre otros trabajos, Cho et al., (2015) lograron reducir de manera significativa
bacterias anaerdbicas causantes de periimplantitis, adheridas a distintas superficies de
titanio usando como fotosensibilizante a la eritrosina y un como fuente de luz un
diodo emisor de luz verde. Por otro lado, también se realizd la FIB en presencia de
2,5% NaOCl, resultando en un tratamiento efectivo en la erradicacién de Enterococcus
faecalis presente en enfermedades de encias, lo que evidencia la importancia de la

combinacion de tratamientos (Zand et al., 2014).

Mediante FIB puede ser tratado clinicamente a un amplio espectro de
infecciones localizadas (Figura 5). Los estudios fotodindmicos in vitro han sido
realizados en modelos que mimetizan el microambiente de la posible infeccidn clinica,
encontrandose ensayos en modelos celulares o proteicos, modelos en sangre, modelos
en piel. Sin embargo, los modelos in vivo se asemejan mds a la infeccion real,
realizdndose ensayos en modelos animales donde se simulan infecciones en heridas,
infecciones bucales o dentales, leishmaniasis, infecciones por micobacterias, otitis u

osteomielitis (Tim, 2015).
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Figura 5. Infecciones que podrian combatirse mediante la FIB

111.2.1 Mecanismos de daiio por FIB

Los FS utilizados en FIB son moléculas cuyos electrones de capas superiores
(Figura 6) son capaces de excitarse desde un estado basal (SO) hasta un primer estado
singlete excitado (S1) a través de la estimulacion con luz visible, desde el cual a su vez
pueden decaer por cruzamiento inter-sistema hasta un estado triplete (T1). Al tratarse
de una transicidén prohibida por el principio de Franck-Condon, el pasaje del electrén
desde o hacia el estado T1 estd desfavorecido cuanticamente, pero su vida media es lo

suficientemente larga como para permitirle interactuar con moléculas del entorno.
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El FS en T1 puede reaccionar de dos maneras relevantes para la FIB, definidas
como mecanismos de Tipo | o Tipo Il. El mecanismo de Tipo | consiste en la
transferencia electrdnica hacia un sustrato bioldgico, convirtiéndolo en un radical libre,
el cual a su vez reaccionara con O, para generar radicales libres del oxigeno (ROS) que
propaguen el dano celular. Alternativamente el mecanismo de Tipo |l se caracteriza
por un intercambio del espin electrénico entre el FS y el O,. La energia es transferida
desde el FS en el estado T1 hacia el O, cuyo estado basal es el triplete, para
convertirlo en oxigeno singlete (*0,), altamente reactivo (Sharman et al., 1999). Luego
de la transferencia energética el FS retorna al SO, pudiendo absorber un nuevo fotén,
de forma que el proceso se repetird hasta que sea degradado finalmente debido al

efecto de la luz (foto-degradacion o “photobleaching”).

De lo anterior, entonces, se desprende que para obtener un efecto
fotodinamico eficiente, debe existir cierta disponibilidad de O, molecular tal que
permita la generacidon de "0, de forma continua durante la irradiacion. La deplecién
de O, molecular, que puede ocurrir al irradiar con una fluencia elevada, limita asi la
efectividad de la FIB. De esta manera, los prerrequisitos para obtener un efecto

fotodinamico 6ptimo (Pervaiz y Olivo, 2006) son:

. Concentracion ideal del FS
° Suficiente disponibilidad de O, molecular
° Irradiacion con fluencias que permitan la reposicion del O, molecular en el sitio

tratado.

Las diversas propiedades 6pticas de los tejidos, como la penetracion de la luz
empleada para irradiar o la intensidad luminica que puede utilizarse sin provocar
efectos térmicos, también afectan la eficiencia de la FIB. La penetracion de la luz en los
tejidos estd limitada por los fendmenos de dispersion y absorcion, predominando el

primero excepto en tejidos muy pigmentados (Pervaiz y Olivo et al., 2006).
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Figura 6: Diagrama de Jablonski. Eventos foto-fisicos vinculados a la excitaciéon electréonica como
consecuencia de la absorciéon de un fotdn. El estado triplete conduce a la muerte celular por dafio

oxidativo a través de un mecanismo Tipo | o Tipo Il.

Hay dos mecanismos basicos que han sido propuestos para dar cuenta del dafio
letal provocado en las bacterias mediante la FIB: daifo a la membrana citoplasmatica,
seguido de fuga del contenido celular al medio externo, con inactivacion de enzimas y
mecanismos de transporte de membrana, y dafo directo al ADN. La importancia
relativa de cada mecanismo en la mortalidad bacteriana ha sido discutida
extensamente en la bibliografia (Hamblin et al., 2004). Se conoce que la FIB mediada
por diversos tipos de FS induce rupturas en ADN simple y doble cadena, asi como la
desaparicion consecuente de la fraccién de ADN plasmidico superenrollado, tanto en
bacterias Gram positivas como en Gram negativas (Fiel et al., 1981). El dafio al ADN
seria mas frecuente al utilizar FS capaces de actuar como intercalantes, siendo los
residuos de guanina, los mas susceptibles de oxidacion (Hass y Webb, 1979). Sin
embargo, si bien el dafio al ADN provocado por la FIB efectivamente ocurre,
aparentemente la causa primaria de muerte bacteriana corresponderia al compromiso
de la integridad de la membrana plasmatica, como se deduce del hecho de que
Deinococcus radiodurans, cuyo mecanismo de reparacion de ADN es sumamente
eficiente, es una especie particularmente susceptible de ser foto-inactivada (Schafer et
al., 1998). El dafio a la membrana plasmatica involucraria la alteracion de proteinas de
membrana, perturbacion del proceso de sintesis de la pared celular, y la aparicién de

una estructura multilaminar cercana al septum de células en divisidén, junto con la
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pérdida de iones K* del interior celular (Nitzan et al., 1992). En células de mamiferos el
mayor dafio oxidativo luego del tratamiento fotodindmico se observa principalmente
en mitocondrias y/o membrana plasmética y en menor medida en lisosomas,

dependiendo del tipo de FS utilizado.

111.2.2 Fotosensibilizantes

Las caracteristicas de los FS cumplen un rol preponderante en la eficiencia del
protocolo de fotoinactivacidn. Este debe poseer ciertas caracteristicas: debe tratarse
de un compuesto puro de composicién constante; idealmente no debe ser téxico en
oscuridad, debe acumularse de forma selectiva en el sitio a irradiar, y en caso de ser
metabolizado por el hospedador, el cuerpo debe ser capaz de eliminarlo rapidamente
para evitar fotosensibilizacion cutdnea. Ademas, el FS debe poseer un relativamente
elevado rendimiento cudntico para el decaimiento hacia el estado triplete, cuyo estado
energético debe ser mayor que el del oxigeno singlete (*0,), y debe ser capaz de
transferir energia hacia el O, molecular para generar '0,. Dado que la agregacién
disminuye el rendimiento cuantico del decaimiento hacia T1 y de formacién de '0,, el

FS no deberia agregarse.

Las propiedades de absorcion luminica también poseen un rol central en la
elecciéon del FS, en particular para donde se busca foto-sensibilizar tejidos (Nymanet
al., 2004). La luz de mayor longitud de onda penetra mds facilmente en tejidos a
irradiar, sin embargo un FS capaz de absorber luz de longitudes de onda altas generara
un estado T1 de baja energia, que puede llegar a ser insuficiente para la formacion de
'0,. Los FS gue absorben luz de elevada longitud de onda, ademas, son mas propensos
a sufrir procesos de foto-degradacidon, aunque esta caracteristica puede resultar
ventajosa ya que reduce la persistencia de la fotosensibilizacién luego de la terapia.
Por otro lado, los FS que absorben a bajas longitudes de onda traen aparejada la
ventaja de necesitar una menor dosis de FS, pero a su vez disminuye la penetraciéon

luminica, reduciendo el efecto terapéutico.

34



Ademas es deseable que un FS sélo absorba débilmente luz perteneciente a la
region comprendida entre 400 - 600 nm, ya que varios componentes de los sistemas
biolégicos, como el pigmento melanina que protege de la radiaciéon solar, o la
hemoglobina, presentan bandas de absorcidén en esta regién, por lo que es posible que
la irradiacién induzca sensibilidad cutdnea durante el tratamiento. Considerando
ambos factores, los FS deberian absorber luz perteneciente a la region comprendida
entre los 600 - 1000 nm, por lo que se denomina a esta regiéon “ventana terapéutica”.
En cambio, para la FIB aplicada a células bacterianas directamente, por ejemplo sobre
diferentes sustratos como lo son las protesis o los implantes, es posible utilizar otro
tipo de moléculas, con maximos de absorcidn en longitudes de onda menores a 600

nm.

Por ultimo, idealmente la sintesis del FS debe ser simple, y debe ser posible
producirlo en gran escala, de forma que el precio de la droga se mantenga bajo,
garantizando asi una amplia utilizacion (Wainwright et al., 1996, Nyman y Hynninen,

2003).

Distintos FS interactdan sobre el patégeno de distinta manera, distinguiéndose
en base a esta caracteristica tres clases de FS principales (Demidova et al., 2005): a)
aquéllos que se unen fuertemente a la pared celular y son incorporados al interior del
microorganismo, como el conjugado poli-L-lisina clorina (e6); b) los que se unen
débilmente a la bacteria de forma que la produccion extracelular de ROS cumple un rol
importante, como el FS catidnico azul de Toluidina, y c) el grupo de FS como el Rosa de
Bengala, que no se unen a la superficie del patégeno de manera que la eficiencia

depende de la formacién de 102 extracelular.

Es un hecho demostrado que debido a las diferencias estructurales que
caracterizan a ambos grupos, las bacterias Gram positivas son mas sensibles a la TFD
gue las Gram negativas (Figura 1), ya que la barrera de multiples capas (glicocalix,

lipopolisacdridos, bicapa lipidica externa, etc.) que constituye la superficie externa de
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las bacterias Gram negativas supondrian un impedimento para el ingreso del FS
(Demidova et al., 2004). Asi, el tratamiento de bacterias Gram negativas mediante FIB
puede combinarse con diversas técnicas que aumenten la permeabilidad de la pared
externa, como por ejemplo la induccién de un desequilibrio electrostatico en esta
estructura mediante el quelado de metales divalentes utilizando acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) lo cual conduce a una desorganizacion de la pared
como consecuencia de la repulsidon entre las cargas negativas de elementos

estructurales.

Los FS catidnicos a valores de pH fisiolégicos, tales como fenotiazinas,
ftalocianinas o porfirinas, pueden, no obstante, unirse a la superficie tanto de bacterias
Gram positivas como Gram negativas, desplazando a los metales divalentes que
estabilizan las cargas negativas estructurales presentes en la superficie externa, ya que
poseen constantes de afinidad de 2 a 4 érdenes de magnitud mayores. Empleando
este tipo de FS, es posible foto-inactivar bacterias Gram negativas sin necesidad de un
tratamiento previo (Jori, 2006). Adema3s, debido a su caracter anfipatico, el mismo FS

puede actuar como elemento de desorganizacidn de la pared.

Se ha demostrado, también, que los FS catidnicos son especialmente eficientes
en la erradicacién de biopeliculas de las bacterias Gram positivas S. aureus y S.

epidermidis (Gad, 2004).

Los FS mas ampliamente utilizados en la clinica son las fenotiacinas, moléculas
planas, triciclicas y aromaticas, presentando una carga intrinseca positiva y coloracién
azul, cuyo maximo de absorcidn se encuentra entre 600 y 680 nm. Entre ellas, se
destacan prinmcipalmente el azul de metileno y el azul de toluidina. La Tabla 1 detalla
algunos ejemplos de aplicacion de estos FS y en qué paises estd autorizado su uso

(Longo et al, 2011).
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Tabla 1: Algunos FS antimicrobianos comercializados mundialmente (Longo et al, 2011).

FS Infeccion tratada Pais Compaiiia comercializadora
Derivados fenotiacinicos | Enfermedad periodontal Canada Periowave

Derivados fenotiacinicos | Infeccién dental Alemania Helbo

Azul de metileno Infeccion dental Brasil Aptivalux

Derivados fenotiacinicos | Infeccion dental Reino Unido DenFotex

Derivados fenotiacinicos | Ulceras de pierna infectada Reino Unido Photopharmica

1.3 Busqueda de nuevos FS

La actividad fotodinamica de ciertos componentes vegetales fue descripta por
vez primera hace alrededor de cien afios. El blanqueado de la ropa lavada en el césped
posiblemente sea la aplicacién practica mas temprana de la actividad fotodindmica, en
este caso mediada por clorofila. Tanto esta porfirina como algunos de sus derivados se

utilizan de hecho, como FS (Ebermann et al., 1996).

Otro grupo de constituyentes vegetales fotoactivos incluye a los poliacetilenos
y los tiofenos. Estos ultimos se derivan bio-sintéticamente de los poliacetilenos, y se
los encuentra principalmente en plantas compuestas. Se conoce la actividad
nematocida de los tiofenos, la cual se incrementa con la exposicidn a la luz, asi como la
capacidad de inducir fototoxicidad en la levadura patogénica Candida albicans. Las
longitudes de onda de excitacidn para tiofenos se localizan entre los 300 y 400 nm. Los
poliacetilenos se encuentran presentes en diversas familias vegetales e incluso en

algunos hongos.

La fenilheptatrina, por ejemplo, no se intercala en el ADN, pero presenta
actividad fototdxica contra diversas especies bacterianas, hongos, algas, fibroblastos
humanos, larvas de insectos, peces, etc.; sin embargo algunos poliacetilenos exhiben

también toxicidad en oscuridad (Ebermann et al., 1996).
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Entre otros grupos dignos de mencion se encuentran las quinonas y, aun mas
relevante, las antraquinonas como fagopirina e hipericina (Ebermann et al., 1996). La
fagopirina puede extraerse de flores del trigo sarraceno (Fagopyrumesculentum), y
puede utilizarse como FS con longitudes de onda de excitacién entre los 540 y 610 nm.
La hipericina se aislé de extractos de la especie Hypericum perforatum, a partir del
descubrimiento de que el consumo de esta planta por parte del ganado provoca su
fotosensibilizacion, generando en estos animales dermatitis y ceguera (Agostinis et al.,
2002). La misma se ha investigado para su posible uso en la esterilizacién de sangre y

el tratamiento del SIDA u otras infecciones virales.

Los derivados del 9-metoxipsoraleno, como las furanocumarinas presentes en
una enorme variedad de plantas incluyendo Apium graveolens, Petrosilinum sativum, o
Angelica archangelica, son compuestos que presentan una elevada actividad
fotosensibilizante, cuyos maximos de absorciéon se localizan en el rango del UV

cercano, entre 320 y 360 nm (Ebermann et al., 1996).

Para mejorar las propiedades de absorcién y/o selectividad y minimizar la
toxicidad sistémica de los FS naturales, estos suelen derivatizarse o conjugarse con
otras moléculas. Un ejemplo lo constituye la clorina que suele conjugarse con

aminodacidos o anticuerpos.

La busqueda de nuevos FS, la modificacién quimica de los actualmente
utilizados o su modo de vehiculizacion, son motivos de constante estudio en la
fotoquimica y en la fotobiologia, con el fin de conocer algunas de las publicaciones
recientes relacionadas con nuevos FS destinados a diferentes aplicaciones, es posible
mencionar a Caruso et al (2017) presentando FS pertenecientes a la familia de boron-
dipirrometenos en presencia de poliamidoaminas para su utilizacién FIB, a Hodgkinson
et al. (2017) quienes propusieron unas nuevas ftalocianinas de Zn sulfonadas para su
uso en TFD y a Postigo et al (2017) quienes reportaron al Porophyllum obscurum como

alternativa de antifungica en el tratamiento de candidiasis orofaringea; entre otros. El
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uso de nanoparticulas para optimizar la respuesta a la terapia también es motivo

investigacion en este area (Abrahamse y Hamblin, 2016).

llI.3.1 Las porfirinas como FS

En 1942, Auler y Banzer ya habian observado la particular afinidad de la
Hematoporfirina por el tejido neopldsico, confirmada mas tarde por Figge et al. (1948)
quienes describieron la fluorescencia de las porfirinas acumuladas en el tumor cuando se

las iluminaba con la ldmpara de Wood.

En la década del ‘50 Schwartz et al. (1955) propusieron que la fluorescencia
selectiva del tejido maligno luego de la administracion sistémica de la Hematoporfirina,
podria deberse a impurezas en la preparacién y no a la Hematoporfirina misma. Luego,
se mejord la localizacion del FS mediante acetilaciéon y posterior reduccidon de la
preparacién cruda (Lipson et al., 1961). La mezcla obtenida por este procedimiento se
llamoé Derivado de Hematoporfirina (HpD). El hallazgo del HpD como un efectivo FS
tumoral y el posterior desarrollo de equipos laser adecuados y sistemas Opticos de
transmision de la luz, llevaron al desarrollo de la TFD durante la década del "70. Desde
ese momento, ha habido un creciente interés en esta nueva terapia, con una gran

cantidad de estudios clinicos.

El HpD desarrollado por Lipson, es una mezcla compleja de varias especies de
porfirinas, algunas de las cuales son menos eficientes in vivo como FS tumorales
(Dougherty et al., 1984). Mediante el uso de tamices moleculares se logré aislar una
fraccion enriquecida en las especies responsables de las propiedades FS del HpD
(Dougherty et al., 1984). Esta fraccidn activa es identificada como porfimero de sodio
(Photofrin Il, QLT Inc., Vancouver, Canada y Laboratorios Lederle, Pearl River, NY, USA) y
se cree que es una mezcla agregada de trimeros/oligdmeros de porfirinas unidas por
puentes de éter (Dougherty, 1987b; Kessel et al., 1987; Dougherty& Marcus, 1992).
Actualmente este producto es usado para la TFD clinica, y ha sido aprobado por la FDA

de Estados Unidos.
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Si bien las porfirinas actualmente son autorizadas para su uso en oncologia,
existen reportes que la proponen como FS en tratamientos antifungicos (Davies et al.,

2016; Ramos et al., 2016) y antibacterianos (Le Ghern et al., 2017; Masiera et al., 2017).

111.3.1.1 Fotoquimica de las Porfirinas

Las porfirinas muestran una intensa absorcion en la regidon azul alrededor de los
400 nm, llamada banda de Soret, y cuatro bandas adicionales de absorciéon con
intensidades decrecientes entre los 500 y 650 nm (Figura 7). Como la penetracion de la
luz en los tejidos aumenta a mayores longitudes de onda (Van Gemert et al., 1985;
Wilson, 1989) generalmente se usa la banda de absorcién mas débil que es la de 630 nm
para iluminar los tejidos sensibilizados con el Photofrin (Gomer et al., 1984), aunque
recientemente se vio que con una luz de 635 nm de longitud de onda se obtendria una

mayor actividad bioldgica (Star et al., 1990).

Sin embargo, para su utilizacion en FIB sobre implantes o prétesis, no existe la
limitacion de la penetracion a los tejidos, pudiéndose aprovechar el maximo de

absorcion en beneficio de su actividad antimicrobiana.
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Figura 7: Espectro tipico de absorcion de las porfirinas y profundidad de penetracion en la piel. La figura
representa el espectro de absorcion de porfirinas tales como el Photofrin y la PROTO IX (1) y la penetracion
relativa de la luz en musculo bovino versus la longitud de onda. Las flechas indican varios picos de
absorcién de fotosensibilizantes de segunda generacion tales como las ftalocianinas y clorinas (ll),

ftalocianinas, purpurinas, verdinas y derivados de benzoporfirinas (lll) y bacterioclorina A (IV).
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111.3.1.2 Porfirinas sintéticas: TAPP

La pared celular de las bacterias Gram positivas tienen una carga negativa
total debido a la presencia de los enlaces de fosfodiéster entre los mondmeros del
acido teicoico; y la membrana externa de las Gram negativas, contienen
lipopolisacdridos con una naturaleza altamente cargada, confiriendo carga negativa

total a la pared.

La porfirina 5,10,15,20-tetrakis[4- (3-N,N-dimetilaminopropoxi)fenillporfirina
(TAPP) es una porfirina catidonica meso-sustituidas, por lo cual poseeria afinidad por la
pared celular o la membrana externa de las bacterias. Ademas, es un ejemplo de FS
moderno y de origen sintético. En la Figura 8 (A y B) se describen la estructura

molecular de TAPP y el espectro de absorbancia de la misma.
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Figura 8. (A) Estructura quimica de la porfirina catidnica TAPP. (B) Espectro de absorbancia de TAPP en

PBS y espectro de emisién de la ldmpara halégena empleada en la irradiacion.

11.3.1.3 ALA como precursor de porfirinas

El 4cido 5-aminolevulinico (ALA) es un aminodcido, que se sintetiza a partir de

glicina y succinil-CoA mediante la accion de la ALA sintasa en las mitocondrias humanas
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y a partir de glutamato en bacterias. Es el primer compuesto en la via de sintesis de
porfirinas (Figura 9). Los porfirinégenos sintetizados son luego reducidos para obtener

las porfirinas correspondientes.

En el caso de los seres humanos, la via de sintesis finaliza en la Protoporfirina
IX para a la que luego se le inserta una molécula de hierro para formar el grupo
prostético hemo, pero en bacterias el metabolismo no se encuentra aun dilucidado. La
Protoporfirinas IX es el FS mas activo en células mamiferas, pero en bacterias Gram
postitias y muchas Gram negativas, la biosintesis no llega hasta esta porfirina. Las
bacterias presentan distintos patrones de porfirinas sintetizadas a partir del precursor
ALA, y estos patrones parecerian ser especie y cepa dependientes (Fotinos et al., 2008,
Nitzan et al., 2004). La lipofilicidad de las porfirinas pareciera ser un factor importante
en la eficiencia de la FIB y la acumulacién intracelular de las porfirinas en bacterias,
siendo el orden de lipofilicidad el siguiente: Uroporfirina< Coproporfirina<

Protoporfirina.

Este compuesto ya es utilizado para el tratamiento de algunos tipos de
cancer, siendo ALA precursor de porfirinas fotosensibilizadas por medio de la TFD. El
compuesto se encuentra aprobado por la Administracion de medicamentos y

Alimentos del gobierno de EEUU (FDA).
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111.4 Fuentes de luz
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En los comienzos de la TFD se utilizaban como fuentes luminicas lamparas
convencionales por motivos de seguridad, costos, facilidad de uso y conveniencia para
ciertos FS. La luz blanca de amplio espectro suministrada por estas ldmparas era
convertida en luz monocromatica mediante el uso de filtros dpticos. Sin embargo, el
uso de este tipo de lamparas presenta ciertas desventajas, como la baja intensidad
luminica, el efecto térmico, y la dificultad de controlar la dosis luminica, por lo que han
sido progresivamente desplazadas por fuentes alternativas. Estas incluyen los diodos
emisores de luz (LED), que suministran luz de alta energia y pueden disponerse en
arreglos de tamafios y geometrias diversas, y dispositivos laser, los cuales emiten luz
de alta energia y estrecho ancho de banda, que ademads pueden combinarse con fibras
Opticas de forma de suministrar la luz de forma precisa sobre el tejido o sitio de
infeccion (Pervaiz y Olivo, 2006). De todos modos, ningun tipo de fuente es
intrinsecamente superior para todos los casos, por lo que la eleccién de la fuente
luminica apropiada dependerda de la dosis luminica a suministrar, del tipo de FS

empleado, y de la localizacidn del tejido o sitio a irradiar.

La palabra laser es un acrénimo para Light Amplification by Stimulated Emission
of Radiation, que refiere a dispositivos capaces de producir o amplificar radiaciéon
electromagnética a través de un proceso de estimulaciéon controlada de la emisién, de
acuerdo al estandar IEC60601 para equipamiento médico eléctrico. La luz |dser posee
dos propiedades caracteristicas: un rango de longitudes de onda muy estrecho, y un

alto nivel de coherencia (relacién de fases constante).

Los primeros laseres de uso comercial para aplicacién clinica fueron los equipos
de He-Ne. Sin embargo, la potencia limitada de estos dispositivos condujo al desarrollo
de sistemas mas modernos, como los de arreglo de diodos, que emiten tipicamente a
808, 940 6 980 nm. Su tamano manejable y costo accesible los ha convertido en
instrumentos populares para diversos fines clinicos (Qadri et al., 2010). La posibilidad
de los equipos laser de emitir luz con elevada potencia permite reducir los tiempos de

irradiacion necesarios para suministrar la dosis luminica deseada.
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Como se trata de luz monocromatica, la eleccion del equipo a utilizar se torna
crucial, ya que debe coincidir con alglin maximo de absorcion del FS utilizado. De esta
forma, un determinado sistema laser solamente podrd emplearse con una cantidad
limitada de FS. Por otro lado, las ldmparas convencionales emiten luz de espectro
amplio e irradiancias reducidas y ademas la utilizacion de estas l[dmparas no trae
aparejado un aumento dramatico en el tiempo de irradiacién requerido, ya que la
mayoria de los investigadores mantienen la fluencia en valores relativamente bajos
para evitar efectos térmicos. EI amplio espectro de emisién de estos dispositivos
permite que sean empleados para un gran rango de FS que presenten distintos

maximos de absorcién (Brancaleon y Moseley, 2002).

En la actualidad los dispositivos ldser constituyen la Unica manera de irradiar
sitios donde sdlo es posible acceder mediante arreglos de fibras dpticas, debido a la
calidad del haz y la potencia de salida obtenida en estos equipos. La utilizaciéon de
difusores de luz de distintas formas junto con microlentes, permiten generar haces
colimados uniformes, que tornan adecuados a estos dispositivos para la iluminacién
directa de sitios accesibles (piel, cavidad oral, etc.). Las [dmparas convencionales, en
cambio, no pueden ser acopladas a fibras dpticas, pero es posible, no obstante,
acoplarlas a guias dpticas liquidas que permiten suministrar la luz de forma precisa, en
haces de entre 5 y 10 mm de didmetro, por lo que considerando su menor costo y
complejidad, estos sistemas pueden ser preferibles en determinadas situaciones a los

dispositivos laser (Brancaleon y Moseley, 2002).

En los ultimos afios el desarrollo de los LEDs ha posibilitado su utilizacién en el
campo de la TFD. Estos sistemas ofrecen varias ventajas para el uso en investigacion y
en clinica. Las longitudes de onda de emisién en estos equipos abarcan desde el UVA
(350 nm) hasta el infrarrojo cercano (1100 nm), con un ancho de bandade 5a 10 nmy
potencias de salida de, por el momento, hasta 150 mW/cm? (lo cual puede ser un
limitante para sus aplicaciones en TFD) en un 4rea de aproximadamente 20 cm?. Dos

caracteristicas relevantes a favor de la utilizacidon de dispositivos LED en TFD son su
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precio y versatilidad. Los LEDs son muy econdmicos, por lo cual es posible ensamblar
arreglos que permitan irradiar grandes superficies, e incluso en geometrias
particulares para la irradiacion de diversas areas anatémicas (Brancaleon y Moseley,

2002).

Otra fuente de luz propuesta para un tipo particular de TFD, denominada
bifotdnica, son los laseres de femtosegundos (Brancaleon y Moseley, 2002).
Actualmente estos dispositivos se utilizan para excitacion de dos fotones en diversa
areas de investigacion (microscopia y espectroscopia). La excitacidon de dos fotones se
basa en la observacién que cuando la luz incidente se caracteriza por una elevada
densidad de fotones, un cromoéforo puede absorber de forma simultdnea dos fotones
de igual energia, excitando un electrén hacia un nivel energético equivalente a la suma
de la energia sumada de los dos fotones absorbidos. Esto permite excitar al FS
utilizando luz con una longitud de onda mayor a la de los picos de absorcion de la
molécula de interés. Sin embargo, para producir la densidad elevada de fotones, el
ldser debe emitir una gran cantidad de fotones en un pulso muy corto, que deben
concentrarse en un volumen muy pequefo, caracteristicas concordantes con las de los
laseres de femtosegundos de estado sélido. Se ha demostrado que la excitacién de dos
fotones puede lograrse en tejidos tanto in vitro como in vivo. Asi, la principal ventaja
de este tipo de TFD radicaria en la longitud de onda de excitacidn, ya que seria posible
utilizar radiacién incidente en el infrarrojo cercano, con mucha mayor penetracién que
la radiacidn visible. Por el momento existen, no obstante, algunos inconvenientes de
tipo practico tales como la necesidad de realizar barridos sucesivos sobre el area a
irradiar, ya que considerando que la absorcién de dos fotones ocurre en pequeiios
elementos de volumen, el tratamiento de un darea en particular requiere de la
aplicacion del tratamiento en pequefias regiones yuxtapuestas consecutivamente,

prolongando el tiempo total del protocolo.
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IV. Inactivacion fototérmica

Recientemente se ha reportado el uso odontoldgico clinico de dispositivos laser
de longitudes de onda pertenecientes al infrarrojo (por ejemplo, 980 nm) para el
tratamiento de periodontitis, infecciones en implantes dentales (Gongalves et al.,
2010), descontaminacién de implantes de titanio a partir de laseres de didxido de
carbono, ND:Yag, etc. (Kamel et al., 2014) o incluso fuera de este campo, para la
remocién de tatuajes. Los cuadros de periimplantitis y periodontitis suelen ser
revertidos con este tipo de dispositivos asi como también las lesiones dentales

traumaticas (Caprioglio et al., 2010; Marotti et al., 2017).

La utilizacidn de estos laseres no debe encuadrarse dentro de los protocolos de
la terapia fotodindmica, ya que emiten energia en la regién no visible del espectro
electromagnético y no involucran procesos fotodinamicos. El mecanismo de accién
radica en que la luz en el infrarrojo cercano presenta alta penetracion en los tejidos
animales y calienta los tejidos, sobre todo su componente acuoso y pudiendo provocar
fendmenos de inactivacion bacteriana en zonas infectadas. Por otra parte, ciertos
autores han presentado evidencia de que al combinar la terapia fototérmica con otros
tratamientos, se obtiene un aumento en la capacidad de cicatrizacién tisular,
posicionando a esta estrategia como una eficaz alternativa médica (Bricefio et al.,

2016).
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OBIJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo fue estudiar la respuesta a la
Fotoinactivacion bacteriana en distintas cepas Gram positivas y Gram negativas en

crecimiento en estado planctdnico y en biopeliculas.

Objetivos especificos

-Inactivar bacterias Gram positivas y Gram negativas empleando la porfirinas sintética
TAPP. Estudiar la incorporacién de TAPP dentro de la célula y analizar el grado de
inactivacion por recuento de formacion de colonias y por estudios de microscopia de

fluorescencia y de barrido.

-Inactivar con TAPP biopeliculas bacterianas de interés odontoldgico creciendo sobre
placas de titanio con distintos recubrimientos y tratamientos disefiados para favorecer

la osteointegracion del titanio.

-Establecer los parametros para el pre-tratamiento con Terapia Fototérmica con laser
de 980 nm sobre biopeliculas bacterianas, con el objetivo de desestabilizar la pelicula

para lograr una mayor eficiencia en el posterior tratamiento de Fotoinactivacion.

- Aplicar la FIB sobre cepas de bacterias Gram positivas y Gram negativas empleando

las porfirinas sintetizadas enddgenamente a partir del pro-fotosensibilizante ALA.

-Establecer las condiciones de tiempo, concentracién y dosis luminica dptimas para
llevar a cabo la FIB-ALA y estudiar la sintesis de porfirinas bajo esas distintas
condiciones para cada las cepas bacterianas estudiadas. Relacionar la cantidad y tipo

de porfirina con la respuesta a la FIB-ALA.
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Materiales y Métodos
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I. Reactivos

El 4cido 5-aminolevulinico (ALA) se obtuvo de (Sigma Chem. Co, EE.UU.). Las
soluciones de ALA realizaron en agua estéril. Los estdndares de porfirinas se
adquirieron de Frontier Scientific (Logan, UT). Todos los solventes y otros productos

quimicos fueron de calidad analitica y se usaron sin purificacién adicional.

TAPP se sintetizdé como fue previamente descripto por Caminos et al. (2005). Se
prepararon soluciones iniciales en N,N-dimetilformamida (DMF) y luego se diluyeron
antes de su uso en un buffer fosfato salino (PBS) 10 mM pH 7,4. Esta porfirina fue
proporcionada por el grupo del Dr. Durantini del Departamento de Quimica de la

Universidad Nacional de Rio Cuarto y fue provista disuelta en DMF.

Il. Placas de Titanio

Se emplearon cuatro placas de titanio (material empleado usualmente en
implantes odontoldgico) comercialmente puro (Figura 10). Las mismas fueron
disefiadas y proporcionadas por el Grupo Biomateriales del Centro de Investigacién y
Desarrollo en Mecdnica del Instituto Nacional de Tecnologia Industrial (INTI). Se

describe brevemente el protocolo realizado para la obtencién de cada una de ellas:

. Placa A: Anodizado a 10 V en fosfato monoacido 2%
El proceso de anodizado se llevé a cabo en una solucién de fosfato monoacido

de sodio al 2% en peso, a 30 V durante 30 seg.

. Placa B: Ataque acido en solucién %5 v/v HNO; (acido nitrico).
Inicialmente las muestras recibieron un tratamiento de activacion por
inmersion mediado por una solucién acuosa de HNOj3 (4cido nitrico) al 5% v/v, 0,5% v/v

HF (acido fluorhidrico) a 502C durante 10 min. A continuacion, las muestras se lavaron
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durante un lapso de 10 min con ultrasonido en agua desionizada, con el objetivo de

eliminar posibles trazas de acido. Luego, se secaron en horno a 602C por 1 h.

. Placa C: Desbaste con lija al agua (220, 400, 600)
Para lograr el desbaste las muestras fueron tratadas con papel de carburo de
silicio (SiC) Posteriormente, las placas se limpiaron con series de ultrasonidos en

acetona, alcohol y agua desionizada durante 10 min por etapa.

o Placa 4: Recubrimiento de Ca -P

Para obtener los recubrimientos se utilizéd una solucion concentrada de iones
de calcio y fésforo (Ca-P) (Tabla 2). Las muestras de titanio se sumergieron en 1000 ml
de dicha solucién contenida en un vaso de precipitado. El vaso de precipitado se
colocd en un baifo de agua a 372C durante 7 h con una velocidad de agitacién de 80
rom. El valor del pH se registr6 cada 15 min. Posteriormente, se extrajeron las
muestras sumergidas y se lavaron ultrasénicamente en agua desionizada durante 10
min y luego se secaron en un horno a 602C durante 1 h. Todas las muestras se pesaron

antes y después del proceso de revestimiento.

Tabla 2. Componentes ionicos de la solucién concentrada de Ca-P.

2+

lon Na Mg ca” cr H,PO, HCO;

Concentracion (mM) 698 7,5 12,5 724,4 7,5 6

La esterilizacién de placas de titanio se realizé de la siguiente forma:

1. Incubacion en hipoclorito de sodio 1/10 durante 1 hora.

2 Enjuague y limpieza mecanica con agua y papel absorbente.
3. Incubacion en alcohol 70% durante 1 h.

4 Flameo y almacenamiento en placa estéril.
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Figura 10. Fotografias de las placas de titanio con los distintos tratamientos. (A) Placa con superficie
desbastada. (B) Superficie de titanio tratada con ataque 4acido en solucién. (C) Placa con anodizado

externo. (D) Superficie de placa con cobertura de Cay P.

Ill. Bacterias, medios y condiciones de cultivo

Se utilizaron aislamientos clinicos de Staphylococcus epidermidis, de
Enterococcus faecalis, de Escherichia coli y de Pseudomonas aeruginosa. Ademas se
usaron la cepa ATCC27853 de P. aeruginosa y las cepas ATCC25923 y RN6390 de
Staphylococcus aureus. Para los ensayos de biopeliculas sobre placas de titanio se
utilizo la cepa de E. faecalis ATCC 29212, gentilmente proporcionada por la Dra. Laura
Gliosca de la Catedra de Microbiologia de la Facultad de Odontologia de la Universidad

de Buenos Aires.

Las bacterias se sembraron en agar tripteina de soja (TSA) (Laboratorios
Britania S.A., Buenos Aires, Argentina) y se cultivaron en 5 ml de caldo tripteina de soja
(TSB) a partir de una colonia de la cepa correspondiente. Se incubd durante 22 h a
379C en agitacién moderada (cultivo ON). A partir de este cultivo se generd un
subcultivo fresco el dia del experimento tanto para los ensayos en cultivo planctdnico

como para biopeliculas.
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IV. Cultivo plancténico

Para obtener el cultivo planctdnico de trabajo en una fase sincronizada vy
exponencial del crecimiento, se inoculé el volumen de TSB necesario para cada
experimento con una alicuota de un cultivo el cultivo ON, en una dilucién 1/25. El
cultivo se incubé a 370C hasta llegar a la densidad éptica (DO) a 600nm deseada. Las
células se cosecharon por centrifugacion a 13.000 rpm durante 10 min a 4°C, se
lavaron tres veces con PBS 10 mM pH 7,4 estéril y se suspendieron en el mismo buffer.
Se realizaron los recuentos de las unidades formadoras de colonias (UFC)/ml por
medio de siembra de alicuotas en placas de TSA. En los ensayos de FIB, se colocaron
500 pl/pocillo del cultivo plancténico en una placa de poliestireno de 24 pocillos

estéril.

V. Formacion de biopeliculas

A partir de una dilucién 1:1000 de un cultivo crecido a 37°C durante 22 h se
inocularon 0,5 ml de esta suspensidn en pocillos de placas de poliestireno estériles de
24 pocillos (Corning Costar). En el caso de los experimentos en donde las superficies de
formacién de las biopeliculas fueron las placas de titanio o cubreobjetos (para ensayos
de microscopia), estas se apoyaron en el interior de los pocillos y luego se afiadio la
suspension bacteriana hasta cubrirla en su totalidad y permitir que la biopelicula se
forme sobre las mismas luego de 24 hs de incubacién estatica a 37°C. Transcurrida la
incubacidn, las biopeliculas se lavaron con PBS y se reemplazé el medio en cada pocillo

por 0,5 ml de PBS estéril a fin de llevar cabo los diferentes experimentos.

VI. Fotoinactivacion bacteriana

Tanto los cultivos planctonicos como las biopeliculas se incubaron a 37°Cy en

oscuridad en presencia del TAPP o ALA. Al cabo de diferentes tiempos, las placas se
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iluminaron en presencia de TAPP o ALA empleando una fuente de luz no coherente. En
el caso de las biopeliculas, luego de la FIB, se lavaron con PBS y se levantaron de la
superficie mediante el raspado con ansa y se suspendieron en 0,5 ml de PBS. Se

homogeneizaron por medio de pipeteo sucesivos y agitacién con vortex.

Las bacterias viables se cuantificaron mediante siembra de una alicuota de
diluciones en serie sobre placas de TSA. Transcurridas 24 h de incubacién a 37° C, se
determinaron las UFC/ml. Los siguientes tratamientos se establecieron como
controles: i) bacterias tratadas con el FS pero no expuestas a la luz; ii) bacterias no
tratadas con el FS expuestas a la luz; vy iii) bacterias no tratadas con FS no expuestas a

la luz.

VII. Fuente de luz para FIB

Luego de la puesta a punto con diferentes fuentes luminicas, la fuente de
iluminacidn elegida fue un arreglo de dos ldmparas halégenas de tungsteno ELH
colocadas en un reflector (500 W, General Electric Co., Cleveland, OH, EE.UU.)
colocadas a 25 cm de distancia de la muestra, y refrigeradas por medio de filtros de
agua (botellas de medio de cultivo con agua en su interior, la cual fue renovada cada
20 min) y ventilacién continua, lo que proporciond una potencia de luz homogénea de
aproximadamente 23 mW/cm? en la superficie de la muestra medida con un medidor
de potencia FieldMaster y un sensor PM10 (Coherent Inc., USA). Las mediciones de
potencia se realizaron interponiendo los mismos filtros de agua con el fin de evitar la
contribucién infrarroja. Los controles en oscuridad se colocaron sobre el mismo

sistema, pero envueltos en papel metalizado para evitar la incidencia luminica.

VIII. Terapia fototérmica (laser 980 nm)

Para la terapia fototérmica se irradiaron las biopeliculas con un laser diodo de

980 nm In Ga As P (Lumiia, Argentina) con una potencia maxima de 100 W empleada
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en modo continuo. Las muestras fueron irradiadas desde la cara superior de los
pocillos con un sistema de fibra éptica con foco ajustable, acoplado a una lente que
permite la irradiacion de un pocillo de una placa multiwell de poliestireno de 24

pocillos.

En el caso de las terapias combinadas de TAPP-FIB y terapia fototérmica, se
incubaron biopeliculas de E. faecalis crecida sobre placa de titanio, con TAPP (2,5 uM)
durante 60 min en oscuridad, luego fueron irradiadas con el laser de 980 nm durante
10 seg con distintas potencias luminicas y posteriormente expuesta a la fuente de luz

para FIB durante 2 h, dosis equivalente a 165 J/cm®.

IX. Ensayo de unién/captacion de TAPP por S. aureus

Para el ensayo de unién de TAPP a bacterias en cultivos planctdnicos, se
diluyeron en medio fresco cultivos ON de S. aureus y se crecieron hasta la fase
exponencial media. Se emplearon 3 x 10® UFC/ml. Para el ensayo de unién a
biopeliculas, se generaron biopeliculas de 24 h como se detallé previamente. Se afadié
TAPP a 1 ml de las suspensiones de bacterias o a las biopeliculas para alcanzar
concentraciones finales de 2,5; 10; 20 y 50 uM. Se incubaron durante 10, 20 y 60 min a
37° Cy posteriormente, los cultivos plancténicos o las biopeliculas resuspendidas con
pipeta, se centrifugaron durante 10 min a 13.000 rpm. Los sobrenadantes se
descartaron y los pellets fueron lavados dos veces con PBS, se sonicaron, se agregd
DMSO a temperatura ambiente para extraer el TAPP, se centrifugd nuevamente 10
min a 13.000 rpm y luego se cuantificé el TAPP en el sobrenadante por fluorescencia
(exc 419 nm; em 660 nm) en un fluordmetro Perkin Elmer LS55 (Reino Unido). La
concentracion de TAPP se determind mediante el uso de curvas estandar de
fluorescencia vs concentracion de TAPP disuelto en DMSO. Este valor fue relativizado a

las UFC de cada cultivo, para determinar el nimero de fmoles de TAPP por UFC.
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X. Extraccion de porfirinas

La extraccion de porfirinas sintetizadas a partir de ALA fue a partir de una
modificacion del método empleado por Cox y Charles (1971). Las porfirinas se
extrajeron exhaustivamente de bacterias centrifugadas y del sobrenadante de cultivo.
Las bacterias previamente centrifugadas se resuspendieron en acetato de etilo: acido
acético glacial (5:1, v/v) y se incubaron a 42 C durante 24 h en agitacion. Los restos
bacterianos se eliminaron de la mezcla de acetato de etilo y dcido acético glacial por
centrifugacidn a 42C. A continuacidn, se agitaron con un volumen igual de HCl 5%. Al
definirse las dos fases de la mezcla, se separd la fase de HCl y se repitid la extraccidn,
juntando las dos extracciones de HCl para la determinacién de los espectros de

fluorescencia, cuantificacion de porfirinas y analisis por HPLC.

Xl. Cuantificacion de porfirinas a partir de ALA y espectros de fluorescencia

Las porfirinas de los cultivos bacterianos se extrajeron como se ha descripto
anteriormente y se sometieron a determinacién espectral de fluorescencia. Esta se
realizé utilizando un espectrofluorémetro Perkin ElImer modelo LS55. La longitud de
onda de excitacién fue de 405 nm y la emisién se registré en el intervalo de 550-750
nm. Se utilizaron extracciones de los cultivos a tiempo cero como controles. Para la
determinaciéon de la cantidad de porfirinas por UFC, se tomaron los valores maximos

de fluorescencia y se relativizaron a las UFC del inéculo estudiado.

XIl. Cromatografia liquida de alta precision fase reversa (RP-HPLC)

Las porfirinas se extrajeron de las bacterias y del sobrenadantes como se ha
descripto previamente y se concentraron mediante cromatografia de intercambio

idénico por el método de Doss y Schmidt (1971). Se utilizé RP-HPLC para el analisis de
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las porfirinas usando el método descripto por De Matteis y Lim (1994). Las porfirinas se
resolvieron en una columna Merck LiChrospher 100 RP-18 (didmetro interno de 125
mm y 4 mm, didametro de particula de 5 mm), volumen de inyeccién de 50 ul y se
eluyeron con un buffer de acetato de amonio 1 M pH 5,16 (solvente A) y 100 %
metanol (solvente B) con un gradiente lineal de 10% B (v/v) a 90% B (v/v) en 40 min;
seguido de un gradiente lineal desde el 90% de B (v/v) hasta el 10% de B (v/v) durante
otros 5 min, con un caudal de 1 ml/min. Las porfirinas se identificaron
fluorométricamente (ex 400 nm, em 618 nm) utilizando como estandar de referencia
una mezcla de Uroporfirina (Uro), porfirinas de acido hepta (Hepta), hexa- (Hexa),
penta (Penta) y meso-carboxilicos, Coproporfirina (Copro) y Protoporfirina (Proto)

(Frontier Scientific, USA) (Figura 11).

o6

Penta
- Conro

Uro
- Henta
Hexa

Isocopro
Proto

Figura 11. Perfil de elucién de porfirinas en RP-HPLC.

XIll. Cuantificacion de ALA acumulado intracelularmente

Se incubaron 10 ml de un cultivo planctdnico de ~1x10° UFC/ml con ALA, en
oscuridad, durante un tiempo definido para cada cepa bacteriana, S. aureus
ATCC25923, S. epidermidis, E. coliy P. aureginosa ATCC 27853. Se centrifugé a 10.000

rpm por 10 min y las bacterias sedimentadas se lavaron con PBS, y los sobrenadantes
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de la incubacién y de los lavados fueron conservados para su posterior cuantificacién.
Luego, se afiadié nitrégeno liquido al pellet de bacterias, con el fin de romper su
estructura y obtener el ALA internalizado. Al evaporarse el nitrégeno, se
resuspendieron los detritos bacterianos en buffer acido acético-acetato de sodio 1M
pH 4,6, se centrifugd 10 min a 5.000 rpm y se cuantificd el sobrenadante como el ALA

internalizado.

Las determinaciones de ALA se realizaron segun el método de Mauzerall y
Granick (1956). Se agregaron 25 ul de acetil acetona a la muestra conteniendo ALA, la
cual se condensé a 100° C durante 10 min. Seguidamente, se pusieron las muestras en
hielo y se agregaron 500 ul del reactivo de Ehrlich (2% p-aminobenzaldhido en HCI:
acido acético 1:5) y luego de 8 min se midié la absorbancia a 556 nm en un

espectrofotémetro Hewlett Packard con arreglo de diodos modelo 8452A.

XIV. Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

Biopeliculas de S. aureus RN6390 se cultivaron en cubreobjetos y las
biopeliculas de E. faecalis sobre placas de titanio como se ha descripto anteriormente.
Siguiendo los tratamientos apropiados, las muestras se fijaron para microscopia
electrénica de barrido (MEB) con 3% de glutaraldehido en buffer Cacodilato 0,1 M, pH
7,2, durante 2 h a 42C. Luego de un lavado adicional, las muestras se incubaron con
concentraciones crecientes de etanol (25, 50, 75 y 96%) durante 10 min y se secaron a

temperatura ambiente.

Por ultimo, los preparados se recubrieron con Au-Pd (40-60%) en un recubridor
de Sputter Thermo VG Scientific SC 7620 y se observaron en un MEB (Philips modelo
XL30 TMP, Eindhoven, Paises Bajos). Los preparados correspondientes a las
biopeliculas crecidas sobre las placas de titanio, o las placas de titanio solas, fueron

realizadas con un microscopio electrénico de barrido (Philips modelo XL30 TMP)
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perteneciente al Museo Argentino de Ciencias Naturales Bernardino Rivadavia (MACN-

CONICET).

XV. Microscopia Confocal de fluorescencia

XV. 1 Determinacidn de viabilidad en biopeliculas bacterianas

Para evaluar el efecto de los diversos tratamientos sobre la viabilidad
bacteriana, se llevd a cabo un andlisis microscopico empleando el kit Baclight
Live/Dead (Molecular Probes, Eugine, OR). El kit incluye dos marcadores fluorescentes
de acido nucleico: SYTO9 (indica viabilidad celular, fluorescence en verde) e ioduro de

propidio (indica ausencia de viabilidad celular, fluoresce en rojo).

Se anadié 1 pl de la solucion madre de SYTO9 y otro de ioduro de propidio a 3
ml de PBS y, luego de homogeneizar, se dispensaron 500 ul de la soluciéon en
microplacas de 24 pocillos que contenian las biopeliculas bacterianas de S. aureus
RN6390 crecidas sobre cubreobjetos de vidrio, o de E. faecalis crecidas sobre las placas
de titanio. Las muestras se incubaron a temperatura ambiente durante 15 min en
oscuridad. Las biopeliculas marcadas se examinaron mediante microscopia confocal
laser de barrido (CSLM) de fluorescencia empleando un microscopio Zeiss LSM 510
Meta Confocal. Las longitudes de onda de excitacion y emisidn utilizadas para detectar
SYTO9 fueron 488 y 525 nm; el ioduro de propidio fue excitado a 520 nm y su emisién

fue monitorizada a 620 nm.

Se realizaron secciones opticas de 0,56 um para cada muestra y se adquirieron
imagenes de tres campos aleatorios. Las imagenes se procesaron utilizando el software
Image J. Image J también se empled para obtener valores cuantitativos midiendo
Intensidad de fluorescencia para cada canal. En resumen, se obtuvo un valor de
fluorescencia para cada seccion éptica de la imagen analizada, y luego se sumaron los

valores de las diferentes secciones para obtener un valor Unico para cada imagen. Asi,
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considerando que no hay co-localizacién significativa de ambas sefiales, se utilizd la
intensidad relativa en cada canal como indicador de la viabilidad de la biopelicula en

una condicion dada.

XV.2 Analisis de porfirinas y componentes de las biopeliculas bacterianas

Se generaron biopeliculas de 24 h de crecimiento de S. epidermidis, S. aureus
ATCC 25823 y E.coli sobre cubreobjetos de vidrio estériles y se realizaron los
tratamientos correspondientes.. Estas biopeliculas fueron marcadas con Isotiocianato
de fluoresceina (FITC) 0,01% por 15 min (se une ubicuamente a proteinas y fluorescen
en verde) o Concanavalina-FITC 100 ug/ml (marca residuos D-manosil y D-glucosil y
fluoresce en verde) y con Hoestch 50 ug/ml durante 15 min (fluorescencia azul en
ADN). Por otra parte, la incubacion con ALA promueve la sintesis de porfirinas,

moléculas cuya fluorescencia es roja.

Luego de las tinciones con los fluorocromos respectivos, luego de ser lavados
con PBS, los cubreobjetos fueron invertidos en un papel de filtro impregnado en
formaldehido comercial (37%) en una camara cerrada por 30 seg segun modificacion

de la técnica descripta por Stockert et al. (2012).

Las muestras se montaron en DABCO y fueron observadas en un microscopio
confocal de fluorescencia. Se realizaron secciones dpticas de 0,56 um para cada
muestra y se adquirieron imagenes de tres campos aleatorios. Las imagenes se
procesaron utilizando el software Image J para obtener la superposicion de las

imagenes tomadas en los distintos canales.
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XVI. Microscopia de epifluorescencia

En los casos en que se quiso observar la tridimensionalidad de la biopelicula y
en los que se obtuvieron mejores sefiales de los fluorocromos que en CLMS, se
observaron las muestras fijadas de la manera descipta en XV.2 por microscopia de
epifluorescencia. Para ello se empled un microscopio de fluorescencia Olympus BX51,
equipado con una lampara de Mercurio HBO 100 W y los correspondientes filtros: azul
(450-490 nm, filtro de excitacion BP 490) para la observacion de fluorescencia verde
del FITC; verde (545 nm, filtro de excitacion BP 545) para la observacién de la
fluorescencia roja de las porfirinas, y UV (420 nm, filtro de excitacién BP 360-370) para
la observacion de Hoechst. Las fotografias se tomaron con una cdmara Olympus Q-

color 5.

XVII. Analisis estadistico

Los valores se representaron como la media * error estdndar de la media de
tres experimentos independientes. Cada condicién experimental se realizd por
duplicado. Se realizaron pruebas estadisticas utilizando el software GraphPad (versién
5.0, GraphPadPrism). Las diferencias entre dos medias fueron evaluadas por el test t
de Student. En el caso de no cumplir con los supuestos de normalidad y
homocedasticidad se empled el test no paramétrico de Mann Whitney. Se

consideraron como significativas las diferencias con un valor de p<0,05.

Para determinar la existencia o ausencia de sinergismo producto de la
combinacion del laser (terapia fototérmica) con la FIB, se realizd un ANOVA de dos
factores y la significancia estadistica entre tratamientos se evalué mediante contrastes
por el método de Bonferroni. Los valores de p<0,05 se consideraron significativos para

la interaccion entre factores (no aditividad).
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Inactivacion fotodinamica de

cultivos planctdnicos y biopeliculas de
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa

empleando una porfirina sintética
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1.1 FIB empleando TAPP en cultivos plancténicos de S. aureus

Los cultivos plancténicos de la cepa S.aureus RN6390 en presencia de
concentraciones crecientes de TAPP, se iluminaron con una dosis de luz fija de 180
J/em? (Figura 1.1). Tras la iluminacién, las UFC disminuyeron en funcién de la
concentracion de TAPP. Utilizando una concentracidon baja de TAPP igual a 0,1 uM, se
obtuvo un ligero pero significativo efecto fototdxico con respecto a los controles no
irradiados tratados con TAPP (6,8 x 10’ CFU/ml vs 4,2 x 10® CFU/ ml, p < 0,05). Al
utilizar TAPP 1 uM, se logré una reduccién aun mayor, 5 érdenes de magnitud menos
en las CFUs de los cultivos incubados con TAPP con respecto al control sin tratar.
Cuando la concentracién de TAPP aumentd a 2,5 uM, se observo una erradicacién total

de bacterias.
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Figura 1.1: TAPP-FIB de cultivos plancténicos de S. aureus en funcion de la concentracion. Cultivos
plancténicos de S. aureus se incubaron durante 10 min con diferentes concentraciones de TAPP luego
fueron irradiados con 180 J/cm’. La viabilidad de los cultivos tratados se establecié mediante plaqueo en
TSA seguido de recuento de colonias. Oscuridad: bacterias expuestas a diferentes concentraciones de
TAPP. Los resultados representan las medias + desvio estdndar de tres ensayos independientes

realizados por duplicado.

Al incubar S. aureus con TAPP 2,5 uM y evaluar el efecto de la administracion

de dosis de irradiacion crecientes, se observé una disminucidn en la viabilidad
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bacteriana (Figura 1.2). La dosis de luz menor (22,5 J/cm?) indujo una reduccién de 1,5
ordenes de magnitud (4,5 x 10° UFC/ml luego de TAPP-FIB vs 3,0 x 10% UFC/ml del

control tratado con luz).
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Figura 1.2: TAPP-FIB de cultivos planctdnicos de S. aureus en funcidn de la dosis de luz. Después de 10
min de incubacion en oscuridad con TAPP 2,5 uM, los cultivos de S. aureus se irradiaron empleando
diferentes dosis de luz. La viabilidad de los cultivos tratados, expresada como UFC/ml, se establecio
mediante plagueo en TSA seguido de recuento de colonias. Control: bacterias expuestas a diferentes
dosis de luz. Los resultados representan las medias + desvio estandar de tres ensayos independientes

realizados por duplicado.

A la dosis de luz mayor (180 J/cmz), se obtuvo una reduccion de 8 6rdenes de
magnitud en la viabilidad bacteriana, es decir, se logrd la erradicacion completa de las
bacterias. Es importante senalar que de lo ya observado en la Figura 1.1, las bacterias
expuestas a la maxima dosis de luz sin TAPP no mostraron ninguna diferencia notable

en los recuentos de colonias en comparacién con el control.

1.2 FIB empleando TAPP en biopeliculas de S. aureus

Para el tratamiento de biopeliculas de S. aureus RN6390 con TAPP-FIB, fueron
necesarias dosis de luz mayores, asi como concentraciones mas elevadas de TAPP
(Figura 1.3). TAPP mostrd un efecto tdxico en oscuridad a partir de 30 uM. A su vez, la

FIB mediada por TAPP comienza a ser efectiva a concentraciones mayores a 15 uM (1,5

65



x 10° CFU/mI de TAPP-FIB frente a 1,9 x 108 UFC/ml de TAPP sola, p <0,05), induciendo
una reduccion de alrededor de dos érdenes de magnitud. Empleando TAPP 20 uM, se
obtuvieron alrededor de tres érdenes de reduccién (2,8 x 10> UFC/ml para TAPP-FIB
frente a 1,3 x 10% UFC/ml sélo con TAPP, p< 0,05). A concentraciones mayores de TAPP
no se observé un aumento significativo de la respuesta a la FIB, excepto a 50 uM. A
esta concentracion de TAPP en oscuridad se observa una reduccion de 1,5 de 6rdenes
de magnitud, mientras que al realizarse el tratamiento de FIB, se induce una reduccién

adicional de tres 6rdenes de magnitud.
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Figura 1.3: Inactivacion de la biopelicula de S. aureus en funciéon de la concentracion de TAPP. Las
biopeliculas de S. aureus se incubaron con diferentes concentraciones de TAPP durante 10 min, luego se
irradiaron con 180 J/cm’. La viabilidad de las suspensiones derivadas de las biopeliculas tratadas,
expresadas como UFC/ml, se establecié por recuento de colonias. *p <0,05con respecto a las
biopeliculas no tratadas con TAPP. Oscuridad: bacterias expuestas a diferentes concentraciones de
TAPP. Los resultados representan las medias + desvio estandar de cuatro ensayos independientes

realizados por duplicado.

Al observar la respuesta a la FIB empleando TAPP 20 uM en funcion de la
dosis de luz (Figura 1.4), se obtuvo inactivacion de bacterias en biopeliculas incluso a la
dosis de luz menor, es asi que al irradiar con 22,5 J/em? se obtuvieron 6,8 x 10’

UFC/ml vs 3,4 x 108 UFC/mI del control en oscuridad, p<0,05.

66



Por otra parte, se observd una disminucién en las UFC al aumentar la dosis de luz, no
obstante, la pendiente de la disminuciéon de UFC fue menor que la obtenida para las

mismas bacterias en crecimiento planctdnico.
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Figura 1.4: TAPP-FIB de biopeliculas de S. aureus en funcién de la dosis de luz. Después de 10 min de
incubacion a oscuridad con TAPP 20 uM, se irradiaron cultivos de S. aureus empleando diferentes dosis
de luz. La viabilidad de las suspensiones derivadas de las biopeliculas tratadas, expresadas como
UFC/ml, se establecio por recuento de colonias. Control: bacterias expuestas a diferentes dosis de luz. *
P <0,05 con respecto a las biopeliculas no tratados con TAPP. Los resultados representan las medias +

desvio estandar de cuatro ensayos independientes realizados por duplicado.

1.3 Captacion/union de TAPP a S. aureus creciendo en estado plancténicoy en

biopeliculas

La Figura L.5 representa la unidn/incorporacion de TAPP tanto en bacterias
plancténicas como en biopeliculas. Mientras que la unién/incorporaciéon de TAPP por
bacterias en cultivo plancténico no aumenta con el tiempo de incubacion, en el caso
de biopeliculas se observa un ligero aumento. En ambas formas de crecimiento de las
bacterias, la cantidad de TAPP unida/incorporada a la bacteria aumenta en funcion de
la concentracion de TAPP, aunque este comportamiento es mas marcado en las

bacterias en crecimiento plancténico. En términos de captacidon de porfirinas, las
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suspensiones de bacterias unen y/o incorporan tres 6rdenes de magnitud mas TAPP

que las bacterias que crecen en biopeliculas en condiciones iguales de TAPP.
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Figura 1.5: Unién y/o pegado de TAPP a bacterias de S. aureus. Se incubaron cultivos plancténicos (A) o
biopeliculas(B) de S. aureus en presencia de diferentes concentraciones de TAPP durante diferentes
periodos de tiempo. La cantidad de TAPP unida y/o incorporada a las bacterias se cuantificé por
fluorescencia y se normalizé al nimero de UFC. Los resultados representan las medias + desvio estandar

de dos ensayos independientes realizados por duplicado.
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1.4 TAPP-FIB de P. aeruginosa creciendo en estado planctonico y en biopeliculas

Con el fin de determinar la eficacia de TAPP-FIB en bacterias Gram-negativas,
se realizd este tratamiento tanto en cultivo plancténico como en biopeliculas,

empleando un aislamiento clinico de Pseudomonas aeruginosa.

En primer lugar, los cultivos planctdnicos se sometieron a incubaciones con

distintas concentraciones de TAPP y se irradiaron con una dosis de luz de 180 J/em?

(Figura 1.6). Para lograr fotosensibilizacion en dichas bacterias, fueron necesarias
concentraciones de TAPP que indujeron toxicidad en oscuridad. Empleando TAPP 10
UM se obtuvo un grado significativo de fotoinactivacion (1,5 6rdenes de reduccién en
las UFC con respecto al control de TAPP sin irradiar). A partir de TAPP 20 uM el grado
de reduccién de UFC fue alrededor de 3 6rdenes de magnitud en comparacion con el

control de TAPP sin luz.
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Figura 1.6: Inactivacion fotodinamica de cultivos planctonicos de P. aeruginosa en funcién de la
concentracion de TAPP. Se trataron los cultivos plancténicos de P. aeruginosa con diferentes
concentraciones de TAPP durante 10 minutos y luego se irradiaron con 180 J/cmz. La viabilidad de los
cultivos tratados se establecié por plagueo sobre TSA seguido de recuento de colonias. Oscuridad:
bacterias expuestas a diferentes concentraciones de TAPP. * p<0,05 con respecto a los biopeliculas
tratadas con TAPP en oscuridad. Los resultados representan las medias + desvio estandar de tres

ensayos independientes realizados por duplicado.

69



Por otro lado, las altas concentraciones de TAPP no fueron téxicas para P.
aeruginosa creciendo en biopeliculas, y se obtuvieron reducciones significativas de las
UFC al fotoinactivar empleando TAPP 30 uM, observando una reduccién de 3 érdenes
de magnitud de UFC/ml al comparar con cultivos incubados TAPP sin irradiar (Figura

1.7).
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Figura 1.7: Inactivacion de biopeliculas de P. aeruginosa en funcién de la concentracion de TAPP. Las
biopeliculas de P. aeruginosa se incubaron con diferentes concentraciones de TAPP durante 10 minutos,
luego se irradiaron con 180 J/em’. La viabilidad de las suspensiones derivadas de biopeliculas tratadas,
expresadas como UFC/ml, se establecié por recuento de colonias. * p<0,05 con respecto a las
biopeliculas tratadas con TAPP en oscuridad. Oscuridad: bacterias expuestas a diferentes
concentraciones de TAPP. Los resultados representan las medias + desvio estandar de cuatro ensayos

independientes realizados por duplicado.

1.5 Microscopia de biopeliculas de S. aureus tratados con TAPP-FIB

El efecto del tratamiento TAPP-FIB en biopeliculas de S. aureus también se
observé mediante microscopia electrénica de barrido (MEB). Estas imagenes (Figura
1.8) revelan que después del tratamiento, muchas bacterias se levantan de la
superficie, mostrando ciumulos bacterianos menos densos, sin cambios apreciables en

la apariencia de las bacterias. Sin embargo, la viabilidad en estos cimulos remanentes
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también se redujo, como lo demuestra la microscopia confocal de fluorescencia
(CLSM) luego de exposicion al kit Live/dead. Mientras que las biopeliculas de S. aureus
tratadas sélo con TAPP mostraron bacterias vivas (fluorescencia verde), las biopeliculas
tratadas con TAPP-FIB mostraron células fluorescentes verdes (vivas) y rojas (muertas).
La cuantificacion de las sefiales verdes y rojas sugiere que la mayoria de las células
muertas debido a la TAPP-FIB, se ha desprendido de la superficie y que la proporcién
de células vivas ha disminuido del 80 al 54%. Por tanto, tanto la reduccion de la
densidad bacteriana como el deterioro de la viabilidad de las células remanentes,
representan la disminucién en el conteo de colonias luego de la TAPP-FIB observada en

las Figuras 1.3 y 1.4.
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Figura 1.8: Analisis de imagenes de MEB y CLSM de biopeliculas de S. aureus tratados con TAPP-FIB.
Biopeliculas tratadas con TAPP 20 uM y no irradiadas (A, C) o TAPP (20 uM) tratadas e irradiadas a 180
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J/cm2 (B, D). Después del tratamiento, las biopeliculas se tifieron con el kit BacLight Live/Dead antes del
analisis por CLSM (A, B) o se fijaron y observaron en MEB (C, D). Cuantificacidon de las sefiales de

fluorescencia roja y verde de las imagenes Ay B (E).

1.6 Discusion

Entre otras caracteristicas, se ha propuesto que el cardcter catidnico de los
fotosensibilizantes influye en el resultado de la FIB. Se ha informado que los derivados
cationicos de porfirinas son capaces de inducir fotoinactivaciéon de bacterias Gram
positivas y negativas y algunos estudios han comparado la eficiencia de las porfirinas
catidonicas meso-sustituidas sintéticas con diferente distribuciéon de carga (tetra-, Tri-,
di- o monocatidénico). Algunos de ellos han demostrado que las porfirinas
tetracatdnicas son eficientes FS contra las bacterias Gram positivas y negativas. Sin
embargo, también se ha informado que las porfirinas di- y tri-catiénicas son FS mas
eficientes que las tretacatidnicas contra ambos tipos de bacterias (Alves et al., 2010;

Merchat et al., 1996; Lazzerri et al., 2004).

Las porfirinas que contienen sustituyentes catidnicos intrinsecos o precursores
de los mismos, han atraido considerable interés debido a su notable capacidad como
agentes fototerapéuticos (Alves et al., 2015). En particular, TAPP es altamente
eficiente en la produccidn de oxigeno singlete con un rendimiento cudntico de
alrededor de 0,5 en DMF (Mora et al., 2013). Estas propiedades fotodindmicas junto
con una alta afinidad por las bacterias, hacen de esta porfirina un prometedor y eficaz

agente FS.

La molécula de TAPP consiste en una porfirina sustituida por cuatro grupos
amino alifaticos en la periferia del macrociclo, que pueden adquirir cargas positivas a
pH fisioldgico. El sustituyente de TAPP, una N, N-dimetil-n-propilamina, presenta un
pKa ~ 10 en agua. Debido a que aproximadamente el 99,8% de los grupos aminos se
encuentran protonados a un pH fisioldgico de 7,2 , el grupo amino de TAPP se
encontraria protonado (Mora et al., 2013). Ademas, los grupos amino de TAPP estan

separados del anillo porfirinico por medio de una cadena alifatica, teniendo por lo
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tanto una influencia minima sobre las propiedades fotofisicas de la porfirina (Caminos
y Durantini, 2005). Al mismo tiempo, el espaciador de propoxi permite una alta
movilidad de las cargas y promoviendo de esta forma la uniéon a las células

microbianas.

El cultivo plancténico de S. aureus incubado con TAPP 1 uM e irradiado con una
dosis luminica de 180 J/cm? sufrié una reduccidn de ~ 5 logs de UFC/ml, obteniéndose
resultados comparables de fotoinactivacién utilizando TAPP 2,5 uM y una dosis
luminica de 90 J/cmz. De manera similar, pero en una menor fotosensibilizacién
bacteriana, TAPP 15 uM y una dosis luminica de 180 J/cm? indujeron una reduccién de
2-logs de UFC/ml al crecer las bacterias formando biopeliculas. El mismo grado de
muerte celular se obtuvo aplicando TAPP 20 uM vy una dosis luminica de 120 J/cm?,
sugiriendo que se podrian emplear concentraciones mas bajas de TAPP y dosis de luz

mayores con el fin de lograr niveles iguales de fotosensibilizacién.

Algunos resultados ya reportados sobre la eficiencia de otros FS catidnicos en
el tratamiento de fotoinactivacién de bacterias en crecimiento plancténico son dificiles
de comparar con los obtenidos en este trabajo debido principalmente a diferentes
densidades bacterianas y a los sistemas de irradiacion empleados. Por ejemplo, es
sabido que las porfirinas catiénicas 5,10,15,20-tetrakis (4-N, N, N-

)y TMPyP* actdan como FS en la erradicacién de

trimetilamoniofenil)porfirina (TMAP
microorganismos (Reddi et al., 2002; Pereira et al., 2014), pero las dosis de luz no son
comparables con las utilizadas en este trabajo. Sin embargo, empleando dosis de luz
similares a las utilizadas en esta investigacion (133 J/em?) y 4 uM de Porfirina, TMPyP4+
indujo una reduccién menor a 1 log de UFC/ml, mientras que TMAP*" produjo una
disminucion de 3 log en la supervivencia de células de S. aureus (Banfi et al., 2006).
Ademas, la fotoinactivacion mediada por 5,10,15,20-tetrakis [3- (N-etil-N-
metilcarbazolil)] porfirina (TCP4%) mostré una reduccién menor a 1 log de UFC/ml
cuando las células fueron tratadas con 1 uM del FS ( Ballatore et al., 2014). Por otro

lado, un grado de fotosensibilizaciéon similar al obtenido en esta Tesis, se obtuvo

utilizando 5,10,15,20-Tetrakis (1-metilpiridinio-4-il) porfirina (Tetra-Py + -Me) y otras
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porfirinas contra las bacterias Gram-positivas, Enterococcus faecalis y S. aureus (una
reduccién de ~ 7-log de UFC/ml empleando 5 uM y una dosis de luz baja) ( Pereira et

al.,2014; Alves et al.,2010).

Para lograr la fotoinactivacion de biopeliculas, fueron necesarias
concentraciones de TAPP y dosis luminicas mayores en comparacién con las utilizadas
en cultivos plancténicos. Mientras que TAPP 2,5 uM fue suficiente para inducir la
erradicacion total de bacterias plancténicas (reduccion de 8 logs de UFC/ml), para
inducir una reduccion de 3 log de UFC/ml en bacterias que crecen en biopeliculas fue
necesaria una concentracion 10 veces mayor. Ambos obstaculos, la penetracién de la
luz dentro de las biopeliculas (Lin et al., 2004) y la incapacidad del FS para difundir a
las regiones internas de la estructura (Gad et al., 2004; Zanin et al.,2006) podrian ser
las causas de los niveles menores de fotoinactivacion. Ademads, la diversidad genética
dentro de la biopelicula y la comunicaciéon de bacterias a través de la deteccidon de
quérum contribuyen a una mayor resistencia de las biopeliculas al tratamiento por FIB

(Maisch, 2015).

Se ha obtenido una reduccién de 3 log de UFC/ml en biopeliculas de S. aureus
empleando TAPP 20 pM y una dosis luminica de 180 J/cm®. Las concentraciones mas
altas de TAPP indujeron una reduccidn ligeramente mayor de la viabilidad de las
bacterias a expensas de efectos toxicos en oscuridad. La presencia de células muertas
en toda la biopelicula, revelado por el analisis por CLSM, implica que no hubo ningun
obstaculo para que los FS difundan dentro de la estructura. Ademas, en la FIB
empleando TAPP se observé una separacidon de partes de la biopelicula que condujo a
una perturbacion en su arquitectura, como ha sido reportado anteriormente para la

accion fotodinamica de otros FS (Di Poto et al., 2009).

Con respecto a la eficacia del tratamiento en la fotosensibilizacién de
biopeliculas bacterianas, se conocen resultados variables. Se han llevado a cabo muy
pocos estudios empleando porfirinas como FS en FIB de S. aureus, y los resultados

obtenidos han sido diferentes. Di Poto et al (2009) han tratado biopeliculas de tres
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cepas distintas de S. aureus con TMPyP 10 uM e irradiando con luz blanca
(200mW/cm2), obteniendo una tasa de muerte bacteriana de 1 a 2 log de UFC/ml en
la dosis de luz mas elevada dependiendo de la cepa. Ademas, la misma porfirina
cationica tetra-sustituida indujo una reduccién significativa en la supervivencia
bacteriana de S. epidermidis después de la irradiacion (Sbarra et al., 2009). Por otro
lado, la FIB empleando la porfirina tetracatdnica Tetra-Py + -Me (5,10,15,20tetrakis (1-
metilpiridinio-4-il) porfirinatetraioduro) indujo reducciones maximas de 6,3 logs de
UFC/ml en biopeliculas de S. aureus, empleando una concentracion igual a 20 uM de la
porfirina y aplicando una dosis de luz de baja energia de 4 mW/cm? durante un tiempo
prolongado de 270 min (64,8 J/cm?) ( Beirdo et al., 2013). No sélo la energia total
suministrada, sino también la fluencia, tienen un impacto en el resultado del

tratamiento.

La muerte bacteriana a través de este tratamiento es definitivamente mas
facil de lograr en bacterias Gram-positivas que en Gram negativas. Mientras que las
bacterias Gram-positivas presentan una pared celular gruesa y porosa de
peptidoglicanos que rodean una membrana citoplasmdtica, las bacterias Gram-
negativas tienen una membrana externa, una pared celular de peptidoglicano mas
delgada y una membrana citoplasmdatica que contiene endotoxinas, blogqueando
antibidticos, colorantes y detergentes, protegiendo tanto la membrana interna como
la pared celular. Por consiguiente, para realizar la FIB, es necesario que el FS empleado
penetre las paredes celulares de las bacterias y se localice en la membrana plasmatica
o en el citoplasma. Dado la complejidad de la membrana de las bacterias Gram-
negativas se ve limitada la difusién simple de los FS en el citosol bacteriano (Sperandio

et al.,2013).

Al extender este estudio al tratamiento de una bacteria Gram-negativa como
P. aeruginosa, fueron requeridas concentraciones de TAPP mayores que para
fotoinactivar cultivos plancténicos de la misma, en comparacién con S. aureus.
Mientras que la reduccién de 6-logs de UFC/ml de suspensiones planctdnicas de S.

aureus se alcanzé empleando TAPP 1 um, para P. aeruginosa se obtuvo sélo una
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reduccién de 3 log de UFC/ml empleando TAPP 20 uM, siendo esta una concentracion
que induce toxicidad en oscuridad. Por otro lado, para el tratamiento de biopeliculas
tanto de S. aureus como de P. aeruginosa, se obtuvieron grados de eficiencia
similares en el tratamiento de TAPP-FIB (reduccion de 3 logs de UFC/ml). Ademas, en
las biopeliculas de S. aureus se observd toxicidad en los controles en oscuridad a
concentraciones elevadas de TAPP, mientras que la porfirina no era tdxica en las

biopeliculas de P. aeruginosa.

Considerando la respuesta a TAPP-FIB de las cepas Gram-positivas y Gram-
negativas empleadas, se plantea la hipdtesis de que la complejidad de la arquitectura
de la biopelicula supera las diferencias en penetracion de TAPP. Esta caracteristica se
pone de manifiesto si analizamos la cantidad de TAPP unido/incorporado a las
bacterias en biopeliculas de S. aureus, 3 érdenes de magnitud inferior a la cantidad

unida a bacterias crecidas en cultivo plancténico.

Las bacterias que crecen en biopeliculas se encuentran embebidas en una
matriz que estda compuesta principalmente por ADN extracelular, proteinas vy
polisacaridos. La matriz de la biopelicula, también denominada EPS (por sus siglas en
inglés de “Sustancia polimérica extracelular”), puede retardar la difusién del farmaco
debido a su mayor viscosidad o incluso actuar como barrera. Los agentes cargados
positivamente pueden unirse a moléculas de EPS cargadas negativamente, y siendo las
interacciones m-nt de compuestos aromaticos posibles, se evita la penetracién del
farmaco en las partes mas profundas de la biopelicula (Cieplik et al., 2014). Teniendo
en cuenta nuestros resultados, las moléculas TAPP pueden cruzar la barrera de EPS de
las bacterias Gram positivas y negativas analizadas, aunque su matriz presente una

composicion diferente.
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1.7 Conclusiones

La principal conclusién de este Capitulo es que TAPP es un FS prometedor y
eficiente capaz de promover la muerte fotodindmica tanto de bacterias Gram-
negativas como de bacterias Gram-positivas en crecimiento plancténico, aunque mas
eficazmente en el segundo caso. Ademas, la TAPP-FIB induce tasas de fotoinactivacion
similares en ambos tipos de bacterias que crecen en biopeliculas, con menor toxicidad

en los controles en oscuridad de bacterias Gram-negativas.
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Fotoinactivacion de biopeliculas bacterianas en
superficies de titanio empleando TAPP y

tratamiento fototérmico con laser de 980 nm
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1.1 Caracterizacidn de las placas de titanio

I.L1.1 Microscopia electronica de barrido de las placas de titanio

A fin de determinar la existencia de diferencias cualitativas asociadas a la
porosidad del relieve como consecuencia de los diversos tratamientos realizados sobre
las superficies de las placas de titanio (véase Materiales y Métodos), se observaron las
mismas por microscopia electrénica de barrido. La Figura Il.1 muestra las imagenes

obtenidas correspondientes a las cuatro placas de titanio bajo estudio.

En todas las superficies analizadas se observaron alteraciones topograficas. Los
relieves de las muestras con anodizado y recubrimiento de Ca-P (Figura 1.1 A y D)
presentaron similitudes de porosidad mientras que la muestra perteneciente al
desbaste con lija (Figura Il.L1 C) se diferenci6 por expresar estriaciones
mayoritariamente longitudinales. En el caso de la placa expuesta al ataque acido
(Figura 1.1 B), se destacaron irregularidades con distinta profundidad y de caracter

cualitativo disimil al resto de las superficies.

11.1.2 Formacion de biopeliculas sobre placas de titanio con distintos tratamientos

A fin de analizar la respuesta a la TAPP-FIB de las biopeliculas formadas por E.
faecalis sobre las diversas superficies de titanio obtenidas segun: i) anodizado, ii)
tratamiento de ataque acido, iii) lijado, y iv) recubrimiento de Ca-P, se realizaron una
serie de experimentos previos a la fotoinactivacion. Para ello inicialmente se
determiné la formacion sobre titanio de biopeliculas inmadura (2 h) y madura (24 h) de
E. faecalis mediante el recuento de las UFC/ml (Figura 11.2). Se utilizéd una placa de
poliestireno como superficie referente de adherencia bacteriana y formacién de
biopelicula. No se observaron diferencias significativas tanto en la formaciéon como en
la adhesidn inicial de las biopeliculas de E. faecalis sobre las cuatro placas de titanio.

Asimismo, los valores obtenidos no presentaron diferencias significativas con aquellos
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obtenidos sobre la superficie de poliestireno (control). Cabe destacar que se observd
un mayor numero de UFC/ml a tiempos de 24 h respecto a aquellos obtenidos alas 2 h

(Figura 11.1).

500X 4000X

Figura 11.1. MEB de las placas de titanio. Microscopia electrénica de barrido de 4 placas de titanio con
recubrimientos diferentes. (A) Placa cubierta con anodizado. (B) Superficie de placa alterada mediante
ataque 4cido. (C) Placa tratada con desbaste con lija; (D) Placa con recubrimiento de Ca-P. Las imagenes

se muestran con un aumento de 500X y 4000X.
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Figura 1.2 Biopeliculas de E. faecalis sobre placas de titanio. La cepa de E. faecalis fue incubada
durante 2 y 24 h sobre placas de titaneo con diferentes superficies: (A) Placa cubierta con anodizado a
10 V en fosfato monoacido 2%. (B) Superficie de placa alterada mediante ataque 4cido en solucidn %5
v/v HNO3. (C) Placa tratada con desbaste con lija al agua. (D) Placa con recubrimiento de Ca y P. La
comparacion entre ambos tiempos no resulté significativa (p>0,05). La placa de plastico vs. placas de

titanio incubadas durante 24 h tuvo un p>0,05.

Por otro lado, se realizaron estudios de microscopia electrénica de barrido de
las biopeliculas de E. faecalis formadas durante 24 h sobre las distintas placas de
titanio (Figura 11.3). Las biopeliculas formadas en las distintas superficies de titanio
mostraron ser similares en cuanto a densidad celular. A pesar del grado de maduracion
de las biopeliculas, aquellas formadas sobre la superficie de poliestireno se observaron

con menor estructuraciéon respecto a las crecidas sobre titanio.
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Figura 11.3. Microscopia electronica de barrido de biopeliculas de E. faecalis sobre placas de titanio y
plastico. Microfotografias de MEB de biopeliculas crecidas sobre las distintas superficies durante 24 h de
incubacion: 500X (columna de la izquierda) y 4000X (columna de la derecha). A: placa cubierta por
anodizado; B: superficie de placa alterada mediante ataque acido; C: porosidad de placa lograda
mediante desbaste con lija; D: placa con recubrimiento de Ca y P; E: placa de poliestireno de igual

tamafio que las de titanio.

1.2 TAPP-FIB en biopeliculas de E. faecalis

1.2.1 TAPP-FIB en biopeliculas de E. faecalis crecidas sobre placas de poliestireno

En una primera etapa se llevd a cabo el tratamiento TAPP-FIB se realizé sobre

las biopeliculas de E. faecalis con 24 h de crecimiento sobre placas multiwells de
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poliestireno a fin de setear las condiciones éptimas para la fotosensibilizacién de dicha
bacteria crecida sobre titanio. Se evaluaron concentraciones crecientes de TAPP

incubando 1 h e irradiando con una dosis luminica fija de 165 J/cm? (Figura 11.4).

Los resultados obtenidos mostraron que la cepa utilizada no posee sensibilidad
intrinseca a la luz, ya que no se observaron diferencias significativas entre el control
irradiado en ausencia de TAPP y el control con TAPP no irradiado. Por otro lado, la
disminucion en las UFC/ml luego de incubar 1 h en oscuridad con TAPP 5 uM resulté
significativa en relacidn al control sin TAPP e irradiado, lo que evidencia que a partir de
esta concentracion, TAPP resulté téxico per se en oscuridad. Hasta 2,5 pM no se
observé toxicidad en oscuridad y se obtuvo una reduccion de 2 6rdenes de magnitud
en relaciéon a los controles no irradiados. Es importante mencionar que a partir de
TAPP 0,5 uM vya fue posible observar una respuesta a la fotoinactivacion. En los
siguientes experimentos de TAPP-FIB sobre biopeliculas de E. faecalis formadas sobre
las placas de titanio, se utilizd una concentracién igual a 2,5 uM (durante 1 h y con una
dosis luminica fija de 165 J/cm?) ya que mostré efecto antimicrobiano significativo y no

resulté toxica para las bacterias en oscuridad.
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Figura Il.4. Efecto de distintas concentraciones de TAPP en la FIB de biopeliculas de E. faecalis crecidas
sobre placas de poliestireno. El tiempo de formacion de las biopeliculas fue de 24 h, luego del cual se
agrego TAPP durante 60 min. La irradiacion se realizd con dos lamparas halégenas durante 120 minutos

(165 J/cm®). El control de cada concentracidn de TAPP irradiada refiere a las biopeliculas expuestas a la
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misma concentracion del fotosensibilizante pero sin ser expuestas a la luz. * p < 0,05 respecto al control

-TAPP-Luz; ** p< 0,05 respecto a su respectivo control + TAPP-Luz.

1.2.2 TAPP-FIB en biopeliculas de E. faecalis crecidas sobre placas de titanio

Teniendo en cuenta la concentracion de TAPP 6ptima hallada sobre biopeliculas
sembardas sobre poliestireno, se procedid a realizar las TAPP-FIB sobre las 4
superficies de titanio. La fotoinactivacién generada por TAPP produjo una disminucion
estadisticamente significativa de la viabilidad bacteriana de 2 érdenes de magnitud al
compararla con aquella observada en el control sin TAPP y sin irradiar para todas las
placas de titanio (Figura I.5), por lo cual de aqui en adelante se realizaron los
experimentos en una sola de las superficies de titanio, que es la debastada con lija

(Placa A).

log (UFC/ml)

T T
Control Placa A Placa B Placa C Placa D

TAPP-FIB

Figura 1.5 TAPP-FIB en biopeliculas de E. faecalis crecidas sobre placas de titanio. Biopeliculas de E.
faecalis de 24 h de formacion sobre las placas de titanio con diferentes superficies y sobre plastico:
Placa A: Anodizado a 10 V en fosfato monoacido 2%; Placa B: Ataque acido en solucién %5 v/v HNO;,
Placa C: Desbaste con lija al agua; Placa D: Recubrimiento de Ca-P .Se representa el recuento de UFC/ml
luego de la FIB con 2,5 uM de TAPP y 165 J/cmz. * p<0,05 de la respuesta a la TAPP-FIB respecto al

control tratado con TAPP sin irradiar.
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11.3 Caracterizacion del tratamiento fototérmico

11.3.1 Efecto fototérmico de la irradiacion con laser de 980 nm

Para conocer el efecto térmico que produce el tratamiento con un ldser de 980
nm, se registraron valores de temperatura sobre agua colocada sobre placas multiwells
y agua colocada sobre placas de tiitanio depositadas sobre pocillos de placas multiwell
(véase Materiales y Métodos). Se observd que la irradiacidon induce un importante
aumento de la temperatura del agua sobre placas de titanio, que es creciente en
funcién de la potencia empleada, y a 30 W el valor de la temperatura se duplicd en

relacioén a los valores obtenidos luego de irradiar agua (Figura I1.6).
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Figura 1.6 Efecto fototérmico de la irradiacién con laser de 980 nm. Se realizé un tratamiento con un
laser de 980 nm a distintas potencias y durante un tiempo de 10 seg., sobre Placas de titanio 1 cubiertas

con agua o sobre agua sola colocadaos sobre pocillos de placas multiwells.

11.3.2 Efecto del laser de 980 nm sobre biopeliculas de E. faecalis formadas sobre

titanio (terapia fototérmica)

La viabilidad de las bacterias de E. faecalis crecidas sobre Placa A de titanio se
determind luego de la irradiacién con distintas potencias del laser de 980 nm durante

10 seg a 20 W, 25 W y 30 W. Este laser emite en el infrarrojo, por lo cual no genera
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ningun tipo de efecto fotodindmico sino que el efecto bactericida estaria dado

exclusivamente por calentamiento de la biopelicula a ser tratada.

Para cada potencia analizada se observd una disminucidn estadisticamente
significativa de las UFC/ml por efecto de la terapia fototérmica respecto al control no
irradiado (Figura Il.7 A, By C). Sin embargo, la reduccion en la viabilidad bacteriana fue

similar e independiente de las tres potencias del laser utilizadas (Figura 1.7.D).

log (UFC/mlI)
log (UFC/mlI)
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Figura 1.7 Efecto fototérmico del laser de 980 nm a distintas potencias sobre la viabilidad de E.
faecalis. Biopeliculas formadas sobre Placa A de titanio preincubadas con TAPP 2,5 uM fueron irradiadas
durante 10” con distintas potencias provenientes del ldser 980 nm. En todos los casos la comparacion
entre el control y el laser a (A) 20 W, (B) 25 W y (C) 30 W resulté significativa (p < 0,05). (D)
Comparacién del efecto fototérmico generado por el laser con tres potencias distintas, no resultd

significativa (p > 0,05).



1.4 Tratamiento fototérmico en combinacidn con TAPP-FIB en biopeliculas de E.

faecalis adheridas a placas de titanio

Con el objetivo de comparar los diferentes tratamientos y evaluar la hipdtesis
de que la combinacion de la terapia fototérmica con el laser de 980 nm podria pre-
sensibilizar a las biopeliculas para luego ser tratadas con FIB, se realizé un tratamiento
fototérmico previo a la TAPP-FIB sobre las biopeliculas de E. faecalis formadas sobre

las superficies de titanio. Segun el siguiente esquema:

Incubacion de E. faecalis Incubacion EIB Incubacion de placas en TSA
{24 hs) con TAPP | 1h) (2hs) {24 hs)
M A, M
' ™ (_L\ i AV ™

FORMACION DEBIOPELICULAS

fm =l - =

W W W
TAPP  Laser de Diluciones y plaqueo Recuento de UFC/mi
980nm

O <«-J--
2

La TAPP-FIB y el tratamiento fototérmico resultaron efectivos reduciendo la
viabilidad de E. faecalis en comparacion a los valores obtenidos en el grupo control.
Por otro lado, el andlisis estadistico entre los efectos generados por el ldser 980 vs la
TAPP-FIB permitié establecer a la TAPP-FIB como el tratamiento mas efectivo

(p=0,0098 para la comparacion entre el laser 980 nm y la TAPP-FIB) (Figura 11.8).

Por otra parte, los tres tratamientos que combinan la terapia fototérmica con la
TAPP-FIB resultaron mas efectivos en reducir la viabilidad de E. faecalis al compararla

con la TAPP-FIB sola (Figura 11.8).

Al comparar con el grupo control, la terapia combinada logré reducir la
viabilidad bacteriana en 3 d6rdenes de magnitud. Esta disminucion resulta de la
sumatoria de 2 érdenes de reduccién alcanzados por la TAPP-FIB y un orden de
magnitud alcanzado por la terapia fototérmica. Por lo tanto, se determind que el

efecto entre la TAPP-FIB y el Iaser de 980 nm seria aditivo y no sinérgico (Figura 11.8).
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log (UFC/ml)

Figura 1.8 Efecto de la combinacion de FIB con tratamiento fototérmico sobre la viabilidad de
biopeliculas de E. faecalis crecidas sobre placas 1 de titanio. Se irradiaron pocillos de placas multiwell
conteniendo las placas 1 de titanio de manera individual con el laser de 980 nm empleando potencias de
10 W, 20 W y 30 W durante 10 seg. La FIB se realizé con TAPP 2,5 uM y una dosis luminica de luz visible
de 165 J/cm’. En los tratamientos combinados se procedio a la FIB y posteriormente se irradié con con
el Iaser de 980 nm a la potencia correspondiente.*p< 0,05 respecto al control sin tratamiento alguno, **
p<0,05 respecto al tratamiento con el laser de 980 nm a 20W, 25W y 30W respectivamente durante 10
segundos, *** p<0,05 respecto al tratamiento de FIB solo. El control corresponde a una biopelicula

crecida sobre placa sin TAPP y sin irradiar.

1.4.1 Imagenes de microscopia confocal de fluorescencia para documentar la
viabilidad bacteriana de biopeliculas de E. faecalis adheridas a placas de titanio y

tratadas con TAPP-FIB y terapia fototérmica

Con el objetivo de reforzar los resultados obtenidos con el recuento de UFC/ml,
se visualizaron las biopeliculas de E. faecalis formadas sobre placas 1 de titanio por
medio de microscopia confocal de fluorescencia luego de cada tratamiento. Para ello,
se utilizé el kit BacLight LIVE/DEAD (Molecular Probes, Eugine, OR) basado en dos
sondas fluorescentes de d4cido nucleico que actian como marcadores y que

determinan la viabilidad o no de las bacterias. Como control de viabilidad bacteriana se
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utilizaron las biopeliculas sin tratamiento. Por otro lado, para obtener un control de

muerte celular se agregdé etanol 70% a otra de las biopeliculas.

Las imdagenes representativas de cada tratamiento concuerdan con el analisis
realizado a partir del recuento de las UFC/ml. La fluorescencia roja (ioduro de propidio)
indica el dafilo o muerte bacteriana mientras que la fluorescencia verde se debe al

fluorocromo SYTO9, que marca las células viables (Figura 11.9).

En el control +TAPP- lluz (Figura 11.9.B), se observa predominancia de
fluorescencia verde, aspecto cualitativo que evidencia ausencia de citotoxicidad del FS
utilizado. Las imagenes obtenidas luego de realizar la TAPP-FIB y la terapia combinada
(Figura I1.9 D y E, respectivamente), son similares a las obtenidas con el control de
muerte celular logrado con el etanol puro (Figura 1.9 F). También es posible observar
las diferencias cualitativas entre el tratamiento fototérmico con el laser de 980 nm vy el
tratamiento de TAPP-FIB; en este caso también es posible reconfirmar que el segundo
tiene un efecto mas eficaz que el primero ya que en esta imagen se encuentra la
mayor sefial de fluorescencia roja (Figura 11.9 C y D), indicando la predominancia de

bacterias no viables.
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Figura 11.9 Viabilidad de biopeliculas de E. faecalis crecidas sobre Placa A de titanio luego de los
tratamientos fototérmico y TAPP-FIB. (A) Control, (B) Control incubado en oscuridad con 2,5 uM de
TAPP durante 1 h pero sin irradiar, (C) Tratamiento con el laser de 980 nm (30 W 10”), (D) TAPP-FIB, (E)

Tratamiento combinado: Laser de 980 nm (30W 10”) + TAPP-FIB. (F) Control de muerte.
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Il.5 Pre-tratamiento fototérmico y TAPP-FIB de biopeliculas de S. epidermidis y S.

aureus sobre placas de titanio

Para determinar si este tratamiento combinado es efectivo contra otras
cepas bacterianas Gram positivas, se trabajé con biopeliculas de 24 h de desarrollo de
S. epidermidis y de S. aureus crecidas sobre Placa A de titanio. Tanto en las biopeliculas
de S. epidermidis como en aquellas formadas por S.aureus, la TAPP-FIB redujo un
orden de magnitud la supervivencia bacteriana. Sin embargo, el pre-tratamiento con
ldser 980 nm resulté mas efectivo sobre la biopelicula de S. aureus al reducir

adicionalmente la viabilidad bacteriana en un orden de magnitud (Figura 11.10).
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o
5 104-
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100 L] L]

S. epidermidis S. aureus

Figura 11.10: TAPP-FIB en combinacion con tratamiento fototérmico en biopeliculas de S. epidermidis y
S. aureus. FIB (165 J cm®) con TAPP 2,5 uM vy pre-tratamiento con laser de 980 nm (30W 10 seg) de

biopeliculas de S. epidermidis y S.aureus. * p<0.05 respecto al control.

11.6 Discusion
En este capitulo se ha desarrollado el estudio de una posible terapia alternativa

frente a las terapias antimicrobianas convencionales asociadas a infecciones orales y

posteriores fracasos de implantes odontoldgicos.
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Para llevar a cabo los estudios, se utilizd una cepa de E. faecalis se encuentra
vinculada a procesos infecciosos asociados a infecciones endoddnticas. Este coco
entérico Gram positivo, anaerobio facultativo, tiene ademds la capacidad de formar
biopeliculas, lo que dificulta aun mas le erradicacién de la infeccion. Aunque hasta el
momento los motivos de la dificil erradicacién de las biopeliculas contindan siendo
investigados, se los ha vinculado a: i) la dificultad de penetracién que genera la barrera
de difusién quimica y fisica producida por la matriz exopolisacdrida, ii) la limitacién de
nutrientes que enlentece la actividad de los microorganismos, iii) el desarrollo de
microambientes que podrian generar efectos antagdnicos sobre la accion de los
antimicrobianos, iv) la activacién de respuestas de estrés que generarian cambios
fisiolégicos de los microorganismos y el surgimiento de variantes fenotipicas inducidas

por la presencia de los antibidticos (Lasa et al., 2005).

Actualmente existe una gran variedad de procedimientos que buscan alterar la
topografia de los implantes teniendo como fin Ultimo aumentar el drea de contacto
entre pieza y hueso para facilitar asi el anclaje del dispositivo (Conterno y Pazos, 2003).
Sin embargo, Biirgers et al. (2010) con sus estudios in vitro e in vivo demostraron que
la adhesion bacteriana a superficies de titanio esta influenciada primariamente por la
rugosidad de las mismas. Es por esto que en primer lugar se han caracterizado las
superficies de titanio previamente modificadas y posteriormente se ha promovido la
formacién de biopeliculas sobre las mismas. El analisis de las imagenes obtenidas por
microscopia electrénica de barrido permitid6 comprobar la presencia de las
irregularidades superficiales, caracteristicas que confirman el éxito del pre tratamiento
superficial que tenian las placas de titanio. Por otra parte, tales irregularidades en las
superficies de las placas de titanio no afectaron significativamente la formacion de las
biopeliculas sobre las mismas. Las biopeliculas formadas por E. faecalis expresan una
proteina de superficie de elevado peso molecular llamada Esp que se encuentra
altamente asociada a la capacidad de generar vida sésil sobre diversas superficies,
entre ellas, poliestireno (Toledo-Arana et al., 2001). Esta condicion compartida por
todas las biopeliculas crecidas sobre las superficies de titanio podria haber sido en

parte la causa de los resultados obtenidos ya que se evidencié una alta capacidad por
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parte de E. faecalis para adherirse exitosamente a los diversos sustratos irregulares
estudiados. Sin embargo, es importante tener en cuenta que no todas las cepas ni las
especies bacterianas responden de la misma manera a los procesos de adhesion-
interaccion. Se ha demostrado que cepas de Pseudomonas aeruginosa son incapaces
de colonizar superficies que presenten una rugosidad media inferior a 1 nm, a menos

que existan importantes nanoprotusiones (Truong et al., 2015).

Por otro lado, se observd un mayor el nimero de UFCs a tiempos de 24 h
respecto a 2 h de formacidn de las biopeliculas. Luego de la adhesién inicial y la unién
de células bacterianas a la superficie, se produce la agregacién, colonizacién y
maduracion de la biopelicula; esta es capaz de producir sustancias extra polisacaridicas
gue forman una matriz protectora y facilitadora de la comunicacion celular ademads de

la natural progresién dela divisién celular bacteriana (Veerachamy et al., 2014).

El andlisis de las imagenes obtenidas por microscopia electrénica de barrido de
las biopeliculas formadas sobre las placas de titanio, también permitié evidenciar una
cobertura bacteriana total y similar sobre cada una de ellas independientemente al
tratamiento ejercido sobre la superficie (resultado cualitativo consistente con los
resultados de UFC/ml), a excepcién de la placa de poliestireno (referente). Esto podria
deberse a que los microorganismos se adhieren mas rapido a superficies hidrofébicas
no polares y de forma mas lenta a los sustratos hidrofilicos como el vidrio o los metales
(Donlan, 2002). Por otro lado, se puede especular que la formacién de una biopelicula
de mayor grosor le confiere un alto grado de fragilidad y ésta se podria haber
fragmentado con la manipulacién de los posteriores lavados dando como resultado

una apariencia diferente al resto de las placas.

Posterior a la caracterizacién de las placas de titanio y biopeliculas formadas, se
procedio a estudiar el efecto del FS denominado TAPP, elegido para la implementacién
de la FIB. Bajo las condiciones experimentales utilizadas, no se observd toxicidad
intrinseca de TAPP en ausencia de irradiacidon luminica en ninguna concentracion a

excepcion de 5 puM, en la cual se determinaron diferencias significativas al compararla
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con el control sin TAPP. Este efecto citotéxico de TAPP ya habia sido observado en el
capitulo anterior al exponer biopeliculas de S. aureus a elevadas concentraciones del
FS. También se ha reportada la capacidad de otros FS -como el azul de Toluidina- de
estimular la produccién de ROS en ausencia de luz en cepas mutantes arc de E. coli; el
efecto citotdxico podria deberse a la capacidad del FS de desacoplar el metabolismo

energético redireccionando electrones de la cadena respiratoria (Gandara et al., 2013).

Al estudiar la efectividad de TAPP en la concentracion 2,5 UM se observé una
disminucion mayor a 2 érdenes de magnitud de las bacterias viables. Por otro lado,
hems visto en el Capitulo | que esta porfirinas es capaz de fotosensibilizar también
bacterias Gram negativas. Por lo tanto, la posibilidad de utilizar TAPP para disefiar
protocolos asociados a la FIB es una gran ventaja si se tiene en cuenta que su efecto se
extiende a los dos grupos bacterianos, condicién que amplia su espectro

fotosensibilizante.

Previo a su empleo como terapia fototérmica combinada con la FIB de
biopeliculas formadas sobre placas de titanio, se realizd el andlisis del posible efecto
térmico que podria tener el laser de 980 nm. Se determiné que la presencia del metal
titanio produjo un importante incremento de la temperatura en comparacién al
control. Esto se debe principalmente a que el titanio pertenece al grupo de los metales
de transicién y como todos los elementos quimicos que se encuentran dentro de este
grupo, es un buen conductor del calor. Esto podria significar una ventaja en relacién al
tratamiento, ya que aplicdndolo sobre el titanio no es necesario aumentar en demasia
la potencia del ldser para obtener temperaturas capaces de inducir la muerte
bacteriana. Es de conocimiento general el hecho de que a determinadas temperaturas
los microorganismos sufren dafos irreversibles, especialmente en sus proteinas
(Madigan et al., 2008). En el caso de E. faecalis, existe una tolerancia dptima a las
temperaturas moderadas, condicion que la ubica dentro del grupo de las bacterias
mesofilas. Hay registro de que sus cepas crecen en un rango de entre 10 y 45°C y que
ademas pueden sobrevivir a un calentamiento a 60°C durante 30 minutos. Por lo tanto,

esta condiciéon refuerza la idea de que el efecto fototérmico, sélo a altas potencias
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generard consecuencias letales. Ademads, ciertos estudios han demostrado que la
transferencia de energia a una superficie de titanio podria ocasionar cambios en la
morfologia de dispositivos y en la coloracion de los mismos; por lo tanto, al usar un
ldaser que opera bajo la dinamica fototérmica, lograr eficacia antimicrobiana a bajas
potencias resulta una gran ventaja. Aun asi el incremento de temperatura podria

extenderse a todo el tejido blando periférico y lesionarlo (Kamel et al., 2014).

Al comparar el efecto del ldser de 980 nm entre las distintas potencias
utilizadas, no se observaron diferencias significativas; sin embargo, en todos los caso
se obtuvo muerte bacteriana sin necesidad de incorporar algun agente quimico. Sin
bien el uso de laseres en odontologia no es algo novedoso, el perfeccionamiento de la
técnica ha evolucionado en los Ultimos afios y aun no existe un protocolo definido.
Usualmente, suelen emplearse laseres de Erbio (Er:YAG) con puntas especificas para
utilizacidn en contacto con el tejido a tratar y laseres de baja potencia, utilizados en

laser terapia y terapia fotodinamica (Wainwright, 1998).

Luego, se procedido al analisis de FIB y su combinacion con el efecto
fototérmico. Se concluyé que la FIB empleando TAPP es significativamente mas
efectiva en la eliminacién de biopeliculas de E. faecalis sobre placas de titanio que el
tratamiento fototérmico sélo. Actualmente el nuestro es el Unico trabajo que reporta
la eficacia de la combinacién de tratamientos menciondados. Existen otros estudios
(Marotti et al., 2013) sugirié que la FIB es mas eficaz en reducir la viabilidad bacteriana
en comparacion al uso de un laser sin fotosensibilizante; sin embargo se trata de un
laser de emisidn en el espectro visible (660 nm) y o de un efecto fototérmico. Por otra
parte, ese mismo trabajo no demostro diferencias significativas entre la FIB y el uso de

tratamiento convencional mediado por clorhexidina de implantes contaminados.

Finalmente, todos los tratamientos efectuados (laser de 980 nm, TAPP-FIB y la
combinacion de laser de 980 nm + TAPP-FIB) lograron reducir la viabilidad bacteriana,
pero el mayor efecto se logré con la terapia combinada. Al realizar el andlisis

estadistico que permite determinar si hay interaccidén entre factores, se determiné que
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no hubo sinergismo pero si aditividad de la respuestas a la TAPP-FIB y a la terapia

fototérmica.

Por otra parte, las imagenes obtenidas a través de microscopia confocal de
fluorescencia, son consistentes con los resultados cuantitativos de las UFC/ml. Sin
embargo, la tincién con el kit LIVE/DEAD debe tomarse como una herramienta
cualitativa complementaria de la investigacion ya que The American Society for
Microbiology sostiene que para usar el término “antimicrobiano” los ensayos de las
UFC/ml deben lograr una tasa de reduccidn de 3 log y esto sélo se puede determinar

realizando un recuento de colonias post tratamientos (Cieplik et al., 2014).

En base a los resultados obtenidos, se propone a la FIB con TAPP y al pre-
tratamiento fototérmico como posibles tratamientos aplicables en casos de infeccién
de prétesis de titanio accesibles a la luz por medio de fibras dpticas. Por otra parte, el
FS empleado podria posicionarse como una buena opcién en el campo odontoldgico,
ya que utilizando una baja concentracion del mismo se obtuvieron efectos de muerte
bacteriana. Ademas, el hecho de que la TAPP no tenga una coloracidn considerada,
reduce la posibilidad de pigmentar las piezas dentarias como usualmente suele
suceder con otro tipo de FS como por ejemplo el azul de Toluidina. Ademas, el manejo
del laser de 980 nm resultd practico para las etapas de irradiacién y la fibra éptica
adaptada permitié dirigir de manera eficaz la irradiacién. Este tratamiento podria
llevarse facilmente a la practica en un ambito odontoldgico ya que no exige grandes

instalaciones para su uso.

Un aspecto negativo a resolver asociado al tipo de tratamiento, seria el dolor
gue podria experimentar el paciente como consecuencia del efecto fototérmico del
laser. Un anestésico local haria mas accesible la exposiciéon al mismo, pero tendrian
gue evaluarse las posibles interacciones con el laser, el FS y la irradiacidon con luces

halégenas.
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Las biopeliculas formadas en la cavidad oral generalmente son comunidades
representadas por varias especies bacterianas y en este estudio in vitro sélo se
utilizaron biopeliculas formadas por una Unica especie para implementar el modelo de
terapia. Es entonces un aspecto importante conocer en detalle las caracteristicas
moleculares de las especies bacterianas que habitualmente se encuentran presentes
en los fracasos de implantes dentales. Esto permitira disefar estrategias que se
adecuen mejor a la situacidn clinica de cada paciente y protocolos que logren interferir

con el desarrollo de estos patdgenos sésiles.

Por otra parte, es importante tener en cuenta que las caracteristicas
topograficas que presenta cada superficie no son los Unicos condicionantes de
adhesién bacteriana. Se ha visto que la composicion quimica de los sustratos también
influye sobre la interaccion inicial y por otro lado, la gran variedad fenotipica que
poseen las biopeliculas les confiere un amplio repertorio de organizacién cooperativa a
nivel macro y microscépico (Diaz, 2011). Continuar con la exploracion de materiales
biocompatibles que puedan implementarse en el desarrollo de dispositivos, es una
necesidad tan importante como el desarrollo de nuevas terapias que permitan

erradicar microorganismos capaces de colonizarlas.

11.7 Conclusiones

En primer lugar, se corrobord que las distintas superficies de titanio con las que
trabajamos no conducian a una adherencia o crecimiento diferencial de las
biopeliculas de E. faecalis. Los estudios de microscopia electronica de barrido
demostraron que las biopeliculas crecidas sobre las placas de titanio se encuentran
distribuidas en todo el campo, lo cual resulta esperable ya que esta cepa muestra

preferencia por colonizar protesis de este material.

Se demostré ademds que la TAPP-FIB es eficiente en el tratamiento

antibacteriano en biopeliculas de S. aureus, y aislamientos clinicos de E. faecalis y S.
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epidermidis crecidos sobre placas de titanio. El resultado de mayor relevancia logrado,
fue reducir la viabilidad de la cepa E. faecalis crecida de forma sésil sobre placas de
titanio modificadas. El tratamiento que permitié alcanzar la reduccion maxima de 3
ordenes de magnitud, fue la combinacidon del ldser de 980 nm con la posterior
implementacién de la TAPP-FIB. Ademas, se logré aditividad de los efectos en todas las
cepas empleadas, lograndose aumentar en 1 orden de magnitud la eficiencia de la FIB.
Esto demuestra que el uso de terapias combinadas permite obtener aditividad en los
resultados, aspecto que impulsa la busqueda de nuevos protocolos que puedan

alcanzar efectos cada vez mas efectivos.

Teniendo en cuenta la preexistencia de resistencia bacteriana frente a ciertos
antimicrobianos tradicionales, los resultados obtenidos indican que la FIB a partir de
TAPP en combinacién con tratamiento fototérmico, resulta entonces una terapia
alternativa al uso de antibidticos, efectiva en la eliminacidén de bacterias formadoras de
biopeliculas sobre superficies de titanio empleadas en implantes de uso clinico. Sin
embargo, son necesarios estudios en sistemas in vivo para proponer el uso de esta

modalidad terapéutica en implantes con infecciones bacterianas.
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Puesta a punto del sistema
empleado en ALA-FIB
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I1l.1 Puesta a punto del sistema de irradiacion empleado en ALA-FIB

Como primer paso en el estudio de ALA-FIB fue necesario optimizar el
sistema de irradiacion y las diferentes variables para llevar a cabo la terapia. Todos los
experimentos desarrollados en este capitulo fueron realizados con el aislamiento
clinico de S. epidermidis, ya que luego, esta seria una de las cepas a estudiar. Las
incubaciones e irradiaciones en la puesta a punto del sistema de irradiacién se

realizaron en PBS.

111.1.1 Tubos fluorescentes

En primer lugar se compararon dos sistemas de irradiacion: A) conformado por
3; B) conformado por 2 tubos fluorescentes (Osram L 36W/10) que producen un
espectro de luz entre 400 y 700 nm, con una radiacién maxima en 600 nm. Se
realizaron tratamientos de FIB con incubaciones de 1 h en oscuridad a 37°C con ALA 1

mM y ALA 2,5 mM.

Los resultados obtenidos indican que la efectividad de la terapia depende
directamente del tiempo de irradiaciéon, observdndose a mayores tiempos de
irradiaciéon, mayor fotoinactivacion bacteriana, aunque el efecto es mds marcado vy
eficiente en el sistema A. Ademas, en ambos casos se muestra una tendencia a
aumentar la sobrevida a ALA 2,5 mM en comparacion con ALA 1 mM. En los controles
irradiados sin ALA no se observd fotosensibilidad en la cepa estudiada. Al mismo
tiempo, en los controles incubados con ALA pero no irradiados, no se observé muerte
bacteriana, por lo que ALA no resultd tdxica en las concentraciones estudiadas (Figura

I1.1).

Irradiando el tiempo maximo de 60 min se obtuvo una reduccién mayor en las
UFC/ml empleando el sistema de 3 tubos (A), la cual llegd a un maximo de 2 érdenes

de magnitud de UFC/ml (Figura I1.1).
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Es por esto, que a partir de estos resultados se selecciond el sistema de 3 tubos

como sistema de irradiacion mas eficiente, hasta el momento.
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Figura lll.1. ALA-FIB sobre cultivos plancténicos de S.epidermidis empleando dos sistemas diferentes
de tubos fluorescentes. (A) ALA-FIB utilizando el sistema A de 3 tubos fluorescentes. (B) ALA-FIB con el
sistema de 2 tubos fluorescentes. Se incubaron los cultivos durante 1 hora en presencia de ALA y se

irradiaron a tiempos crecientes.

111.1.2 Sistema de irradiacion de tubos fluorescentes vs focos halégenos

Con el fin de seguir optimizando el sistema de irradiacién, realizamos ALA-

FIB sobre cultivos planctdnicos de S. epidermidis, aumentando el tiempo de exposicidn

101



a 3 h de ALA y aumentando su concentracién a ALA 1 mM y 10 mM, irradiando luego
durante 180 min. Se compard entre el sistema de irradiacidon de tubos fluorescentes
seleccionado en funcidn al experimento anterior, y el sistema de dos focos halégenos
cuyo espectro se encuentra entre 400 y 750 nm con un maximo a 600 nm (Introducién

Figura 7) descripto en Materiales y Métodos.

La Figura 11.2 muestra que tanto el sistema de tubos fluorescentes como el
sistema de los focos halégenos producen una disminucién de 4 6rdenes de magnitud
en las UFC/ml cuando se realiza la terapia con ALA 1 mM. A partir de estos resultados
también es posible destacar, que al extremar las variables, incubando 3 h e irradiando
durante 180 min , la respuesta a la terapia aumenté respecto a la fotoinactivacién

obtenida con tubos fluorescentes en el item 111.1.1.

Por otro lado, la respuesta a la FIB con ALA 1 mM fue de medio orden de
magnitud mayor empleando el sistema de irradicacion de focos haldégenos en
comparacion con los tubos fluorescentes (reduccion maxima alcanzada de 4,5 6rdenes

de magnitud en las UFC/ml).

Por otra parte, empleando concentraciones de ALA de 10 mM se obtuvo una

menor respuesta a la FIB que empelando 1 mM.

Como consecuencia de los resultados obtenidos, se decidié proseguir con el

sistema de focos halégenos y ALA 1 mM
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Figura 11l.2 ALA-FIB sobre cultivos planctonicos de S. epidermidis. Se incubé durante 3 h con el ALAy se

irradié durante 2 h con (A) sistema de irradiacion de 3 tubos fluorescentes o con (B) sistema de

irradiacién de focos halégenos 180 min.

111.1.3 Sistema de focos halégenos vs laser 630 nm

Otro de los sistemas de irradiacién que fue evaluado para su posible
utilizacién en la FIB empleando ALA en cultivos plancténicos de S. epidermidis, fue un
laser de 630 nm (Lumiia, Argentina) empleando una potencia de 200 mW por 10 min

basada en trabajos anteriores (Gandara et al., 2017).

Ademas se aumentd el tiempo de exposicion al ALA a 4 h (Figura 111.3), por lo
cual se observa que respecto a la Figura 11l.2, empleando focos halégenos, se alcanzd
una mayor fotoinactivacion (5 6rdenes de magnitud en las UFC/ml), es decir, que

mejoro la efectividad de la FIB en medio orden de magnitud de UFC/ml.

En cambio, la irradiacién con 200 mW por 10 min con el laser de 630 nm no

muestra una reduccion significativa en la viabilidad celular.

Una vez habiendo comparado distintos sistemas de irradiacion, optamos por

el sistema de focos halégenos, ya que fue el que produjo una mayor respuesta a la

terapia.
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FiFigura 111.4: ALA-FIB de cultivos plancténicos de S. epidermidis Se incubaron los cultivos con ALA 1
mM durante 4 horas y se irradiaron con (A) Focos halégenos por 180 min y (B) Laser de 630 nm a 200

mW por 10 minutos.

1.2 Puesta a punto del medio de incubacion e irradiacion empleado durante la FIB

Teniendo en cuenta que las condiciones de cultivo pueden afectar la sintesis de
porfirinas a partir de ALA en bacterias, se decidié también comparar posibles medios

en los cuales realizar la terapia, para lo cual se empleé el medio de cultivo TSB y PBS.

111.2.1 Medio empleado durante la irradiacién

Luego de incubar a tiempos crecientes en oscuridad a 37°C con ALA en PBS, se
centrifugaron las muestras y se resuspendieron en PBS o TSB y se procedid a la
irradiacion con el sistema de irradiacidn seleccionado, focos halégenos, durante 180

min.

Se obtuvo una reduccién de 5 érdenes de magnitud en las UFC/ml en la ALA-FIB
con una incubacién de 4 h e irradiacion en PBS como medio de -cultivo,
correlacionandose con los resultados obtenidos en 11l.1.1 y Il.1.2. Al igual que lo ya
deducido en los experimentos anteriores, en la Figura Ill.4.A también se puede

observar que la respuesta a la terapia aumenta en funcién del tiempo de incubacién.
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Sin embargo, cuando se irradié en TSB como medio de cultivo, se obtuvo una

disminucion de 1 orden de magnitud en las UFC/ml hasta 3 h de incubacion,

obteniéndose un maximo de fotoinactivacion de 2 érdenes de magnitud al incubar 4 h

(Figura 111.4.B).

Teniendo en cuenta estos resultados, para las irradiaciones realizadas en la

ALA-FIB se escogid el PBS.
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Figura 111.4 ALA-FIB sobre cultivos plancténicos de S. epidermidis. Se incubaron los cultivos durante

tiempos crecientes en PBS con ALA 1 mM vy se irradiaron en PBS (A) o en TSB (B) durante 180 min con el

sistema de focos haldgenos.
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111.2. 2 Medio de incubacion con ALA

Luego de haber decidido en funcién de los resultados anteriores, que la
irradiacidon se realizaria en PBS como medio de cultivo, se estudiaron los medios de
cultivo para la incubacion (PBS o TSB). Para ello se llevd a cabo la ALA-FIB sobre
cultivos plancténicos de S. epidermidis con ALA 1 mM, una incubacién de tiempos

crecientes en TSB e irradiacion con focos halégenos durante 180 min (Figura 111.5A).

En la Figura se observa que la terapia produjo una reducciéon de un orden de
magnitud en las UFC/ml en comparacién con el control, independientemente del
tiempo de incubacién en TSB. Sin embargo, en la Figura IIl.4.A descripta
anteriormente, se habia observado una reduccién de 5 érdenes de magnitud en las

UFC/ml al incubar ALA utilizando PBS como medio de cultivo.

Las incubaciones con TSB que se realizaron en tiempos crecientes hasta de 4 h
presentan un aumento en las UFC/ml (Figura Ill.4.A) y en la DO a 600 nm (DOggo)
(Figura 111.4.B) en funcién del tiempo, lo cual no fue observado en las incubaciones en

PBS.

Debido a que las UFC/ml aumentan en funcién del tiempo de incubacién y la

menor respuesta a la terapia que presentan los cultivos plancténicos de S. epidermidis

cultivados en TSB, se decidié realizar las incubaciones con ALA en PBS.
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Figura 111.5 (A) ALA-FIB sobre cultivos plancténicos de S. epidermidis incubados con ALA 1 mM a tiempos
crecientes en TSB e irradiados con focos halégenos 180 min. Recuento de UFC/ml en funcién del tiempo
de incubacién. (B) Densidad éptica a 600 nm del cultivo bacteriano incubado con ALA en funcién del

tiempo de incubacién en TSB sin irradiar.

111.3 Puesta a punto de la determinacion de porfirinas acumuladas en bacterias

Se realizd una extraccién de porfirinas luego de incubar 4 h un cultivo
plancténico de S. epidermidis en PBS con ALA 2 mM tal como se describid en

Materiales y Métodos. Luego, se realizaron espectros emision de fluorescencia de
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dicho extracto y de los patrones de Uro, Copro y Proto en distintas concentraciones de

manera de poder ver la apariencia de los espectros en distintas condiciones.

En la Figura 1ll.6 se observa que los patronesde Copro y Uro poseen
patrones similares (picos a 598 y 656 nm para Copro y a 600 y 658 nm para Uro),
mientras que los picos de los patrones de Proto se encuenrtan desplazados hacia
longitudes de onda mas altas (608 y 663 nm). Por otra parte, la muestra de porfirinas
bacterianas, a pesar de estar compuesta por una mezcla de porfirinas, es coincidente
con el patréon de Copro. Por lo tanto, a partir de estos resultados se prosiguié a utilizar
es estandar de Copro como patron para la cuantificacion de las extracciones de
porfirinas. Debido a estos corrimientos que se presentan entre las diferentes
porfirinas, al momento de cuantificar cada muestra se realizaron espectros de emisién
y se tomaron los valores correspondientes a los picos obtenidos en la longitud de onda

de mayor intensidad (598 nm).
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Figura 11l.6 Espectros de emisidn de fluorescencia de distintos patrones de porfirinas y de un extracto de
porfirinas bacterianas luego de una incubacion con ALA 2 mM durante 4 h de un cultivo plancténico de

S. epidermidis (muestra). Longitud de onda de excitacion: 405 nm.
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Ill. 4 Condiciones de cultivo de biopeliculas

En esta seccion se estudid el efeco de la adicidon de gluocsa a biopeliculas
de S. epidermidis para luego ser tratadas con ALA-FIB. Para ello se hicieron cercer en
TSB presencia o ausencia de glucosa 5% sobre poliestireno por 24 h. Se realizaron
incubaciones en oscuridad a 37°C, en PBS durante 3 h con ALA 2 mM vy se irradiaron en

PBS con focos haldgenos durante tiempos crecientes.

No se observaron diferencias en la respuesta a la terapia en biopeliculas de
S. epidermidis cultivadas en presencia o en ausencia de glucosa 5%. (Figura 11l.7). De

acuerdo a los resultados obtenidos, se prosiguid a cultivar las biopeliculas en medio sin

glucosa.
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Figura I11.7 ALA-FIB de biopeliculas de S. epidermidis cultivas en TSB A) en presencia de glucosa 5% y B)
sin gluocsa. Seguidamente se incubaron durante 3 h con ALA 2 mM en PBS y se irradié en PBS con focos

halégenos durante tiempos crecientes.
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111.5 Discusion

En principal objetivo de este capitulo fue poner a punto algunas variables de la

terapia fotodinamica aplicada bacterias empleando ALA.

En primer lugar se compararon distintos sistemas de irradiacion. El sistema de
dos tubos fluorescentes, con una potencia de 23 mW/cm?, indujo una menor eficiencia
que el sistema de tres tubos fluorescentes, con una potencia de 30 mW/cm?. Esto
resulta coherente como consecuencia del aumento en la potencia de irradiacién

provocada por el agregado de un tubo fluorescente al sistema.

Por otro lado, los maximos de emisién de estos tubos asi como de los focos
halégenos, se encuentra alrededor de 600 nm, longitud de onda adecuada teniendo en
cuenta los picos de absorcion de las porfirinas, de manera que con los focos halégenos
se obtuvo una mejor respuesta a la terapia, y esto se debe a que el segundo sistema
posee una potencia mucho mayor (55 mW/cm?), ademas de presentar un mayor rango
de longitudes de onda y de esta forma abarcar mds longitudes que puedan provocar la
excitacion del FS. Las porfirinas muestran una intensa absorcién alrededor de los 400 nm
pero como la penetracién de la luz aumenta a mayores longitudes de onda,
generalmente se usa la banda de absorcion mas débil que es la de 630 nm debido a la
escasa penetracion de la luz de longitud de onda mas corta en los tejidos que sufren

infecciones (Gomer et al., 1984).

Se ha observado que con una luz de 635 nm de longitud de onda se obtendria
una mayor actividad bioldgica (Star et al., 1990), por lo cual decidimos estudiar el efecto
de un laser de 630 nm. Sin embargo, los resultados obtenidos con el laser no fueron
prometedores y el sistema de focos haldgenos siguid siendo el de mayor eficiencia
alcanzada, en consecuencia se prosiguié utilizando éste sistema en todos los
experimentos subsiguientes. Esto puede deberse a que a pesar de la alta potencia

entregada al sistema (200 mW durante 10 min), se trata de una longitud de onda Unica

110



(luz coherente) y no se abarca todo el espctro de absorcién de las porfirinas coo en el

caso de los sistemas de luz no coherenes (ldamparas).

Luego, se determind el medio en el que se realizarian tanto las incubaciones
con ALA como las irradiaciones. Esto se realizé debido a que se considerd que la
terapia desarrollada en el medio TSB seria un contexto mas cercano al fisiolégico. Sin

embargo, se buscé optimizar los experimentos in vitro.

La respuesta a la ALA-FIB observada en cultivos plancténicos de S. epidermidis
luego de una incubacidon con ALA 1 mM en PBS e irradiadas en medio TSB, son los
esperados, ya que la luz emitida por los focos halédgenos no logra atravesar totalmente
el medio debido a su turbidez y la energia que llega al FS no es eficiente para su
excitacion; es por eso que punto decidimos proseguir empleando al PBS como medio

de irradiacion.

En cuanto a las porfirinas sintetizadas a partir de ALA, actualmente se pueden
encontrar distintos trabajos de investigacién en los cuales se demuestra que la sintesis
de los diferentes tipos de porifirinas es dependiente de la cepa y de las condiciones de
cultivo. En una primera instancia, se tomé como valido que la ALA-FIB inducia una
respuesta de reduccién en la sobrevida de la cepa bacteriana, debido a la sintesis de
Proto (Dietel et al.,, 2007; Li et al., 2013). Actualmente, se ha demostrado que las
bacterias Gram positivas no sintetizan Proto y en el caso de las Gram negativas esta no
es la porfirina mayoritaria (Dailey et al., 2007). Es por esto que fue necesario realizar
los espectros emisidn de fluorescencia, con el fin de definir un patrén con el cual

cuantificar las porfirinas extraidas, que posteriormente fueron identificadas por HPLC.
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Figura Il. 8 llustracion del mecanismo de regulacién de la ruta metabdlica del Hemo en E. coli. La ruta
esta dividida en 3 mddulos (mddulo |, 11y 11l en las rectangulos punteados). Las flechas en verde y en rojo
representan las enzimas que afectan positivamente o negativamente la acumulacion de ALA,
respectivamente. Las flechas punteadas en rojo representan el “feedback” de inhibicién a-KG: a-
ketoglutarato, GSA: glutamato-1-semialdehido, PBG: porfobilinogeno, HMB: hidroximethilbilano, GItX:
glutamil-tRNA  sintetasa, HemA: glutamil-tRNA reductasa, HemL: glutamato-1-semialdehido
aminotransferasa, HemB: acido 5-aminolevulinico dehidratasa, HemC: porfobilinogeno deaminasa,
HemD: uroporfirinogeno Il syntasa, HemE: uroporfirinogeno decarboxilasa, HemF: coproporfirinogeno

Il oxidasa, HemG: protoporfirina oxidasa, HemH: ferroquelatasa (extraido de Zhang et al. (2015).

Por ultimo, se estudid la diferencia en el cultivo de biopeliculas de S.
epidermidis y su respuesta a la FIB en ausencia o presencia de glucosa. Hasta este
momento, se habia reportado que la presencia de glucosa en el medio de cultivo de las
biopeliculas podria favorecer la formacion de la misma (Argawal y Jain, 2013; Hsu et
al., 2015). Son varios los estudios que hacen referencia a biopeliculas bacterianas
cultivadas en presencia de glucosa (Barra et al.,2005; Aswathanarayan y Vittal, 2014). Sin
embargo, en esta cepa bacteriana estudiada para poner a punto las condiciones, no

obtuvimos diferencias en la formacion de la biopelicula y en su respuesta a la FIB.

En cuanto al medio de cultivo empleado para la ALA-FIB, varios autores
demuestran la influencia del mismo en la sintesis de porfirinas, ya sea en la cantidad
total sintetizada o en su perfil. Estas dependencias pueden deberse al pH (Luppa et al.,

1993), a la temperatura (Ramstad et al., 2005), a la presencia o ausencia de oxigeno
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(Jacobs et al., 1969) y a los tiempos de incubacidn (Dietel et al., 2007). Esta ultima
variable serd estudiada extensamente en el préximo capitulo. Ademas, Zhang et al.
(2015) investigaron la ruta metabdlica del hemo en E. coli (Figura II.8). Al ser un
precursor de la sintesis del ALA, la glucosa pareceria ser un buen candidato para
exacerbar la simtesis de porfirinas. También se ha demostrado en células de
mamiferos que el agregado de glucosa en el medio de incubacién promueve la sintesis
de Proto y disminuye la sintesis de Uro y Copro (Dietel et al., 1996). La disminucién de
Proto en ausencia de glucosa observada en el mismo trabajo, en este no seria
aplicable, dado que hasta el momento no hay reportes que indiquen la sintesis de

Proto en bacterias Gram positivas, como S. epidermidis.

Por otra parte, los resultados obtenidos en la ALA-FIB de bacterias en
crecimiento plancténico en medio TSB, demuestran el incoveniente que presenta
realizar la terapia con un medio que promueve el crecimiento bacteriano durante la
incubacién, debido a los tiempos largos que requiere la misma. Esto puede ser
explicado, ademads de por la distinta tasa de crecimiento que tienen las bacterias en
TSB y en PBS, y en consecuencia un metabolismo mas o menos activo en distintas rutas
metabdlicas, por la sintesis diferencial de distintas porfirinas en las distintas

condiciones de crecimiento.

111.6 Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos en este capitulo, y con el fin de optimizar
los resultados subsecuentes, se propone como protocolo éptimo de trabajo para la
ALA-FIB, irradiacion con el sistema descripto en Materiales y Métodos de focos
halégenos; en el caso de cultivos plancténicos utilizacion de PBS como medio de
incubacién en todas las etapas del tratamiento y en cultivos de biopeliculas, medios

carentes de glucosa.
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IV.1 Fotoinactivacidn bacteriana de cultivos plancténicos de bacterias Gram positivas

S. epidermidis y S. aureus

Dada la importancia de realizar la ALA-FIB en condiciones déptimas, en una
primera etapa se pusieron a punto las condiciones de tiempo y concentracion de ALA a

emplear en las dos cepas en estudio, y asimismo, se optimizd la dosis de luz.

IV.1.1 Influencia de la concentracion de ALA en la fotoinactivacion de cultivos

planctonicos de bacterias Gram positivas

Como una primera aproximacion, y en base a estudios preliminares, se tomaron
los tiempos de 4 h para la exposicion de S. epidermidis a ALA y de 2 h para la

exposicion de S. aureus.

Luego de 4 h de incubacion de S. epidermidis con distintas concentraciones de
ALA, se observd que la sintesis de porfirinas intracelulares en cultivos plancténicos
alcanza su maximo en ALA 1 mM (19,4 pg de porfirinas/lO12 UFC) y esta concentracion
al irradiar con 142 J/cm? induce el mayor grado de muerte bacteriana (1 x 10° del
control vs 2,8 x 104, es decir 5 érdenes de magnitud de UFC/ml). A concentraciones
mayores a 1 mM, la cantidad total de porfirinas disminuye hasta mantenerse
constante a valores aproximados a 14,1 ug de porfirinas/lO12 UFC. Las porfirinas
extracelulares relativizadas por UFCs alcanzan valores similares a las porfirinas

extraidas del medio intracelular (Figura IV.1. A).

En el caso de S. aureus, las bacterias se incubaron 2 h con concentraciones
crecientes de ALA y se observd que el maximo de porfirinas intracelulares sintetizadas
se alcanza en ALA 2 mM (43,5 pg de porfirinas/10™ UFC) y manteniéndose luego de
manera constante. La mayor fotosensibilidad obtenida con una irradiacién de 142
J/cm? fue entre ALA 1 mM y 2 mM logrando una reduccién de 6 érdenes de magnitud

en la viabilidad celular (6,3x10° del control vs 4,5x10° UFC/ml) (Figura IV.1.B).
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Cabe destacar que no se observé disminucion en la UFC/ml de los controles con

ALA en oscuridad, por lo cual, hasta una concentracion de ALA 10 mM no resultd

toxico para estas dos cepas bacterianas.
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—& Porfirinas intracelulares —4— Porfirinas intracelulares B
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Figura IV.1: FIB en funcién de la concentracion empleada de ALA y porfirinas sintetizadas. A) Cultivo
plancténico de S. epidermidis incubado 4 h en oscuridad a 37°C con concentraciones crecientes de ALA e
irradiado con 142 J/cm”’. B) Cultivo plancténico de S. aureus ATCC 25923 incubado 2 h en oscuridad a
37°C con distintas concentraciones de ALA e irradiado con 142 J/cm”. (e) Porfirinas extracelulares y (A)

porfirinas intracelulares en el eje y de la izquierda; (m) Recuento de UFC/ml en el eje y de la derecha.

IV.1.1.1 Perfiles de porfirinas determinados por HPLC en funcion de la concentracion

de ALA en bacterias Gram positivas

En S. aureus, a concentraciones mayores a ALA 2 mM se observd un aumento
en las UFC/ml, indicando una menor respuesta a la terapia, mientras que la cantidad
de porfirinas totales sintetizadas se mantuvo constante. Por lo cual, se realizd un
analisis de porfirinas por HPLC tanto en esta cepa como en S. epidermidis, y se
obtuvieron los perfiles de las distintas porfirinas sintetizadas por cada cepa a distintas

concentraciones de ALA (Tabla IV.1).

En S. epidermidis, el perfil de porfirinas de HPLC indica una reduccion

significativa en la proporcion de Uro a concentraciones elevadas de ALA, una
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proporciéon de Copro constante y valores de Hepta aumentados, junto con la aparicién
de dos isoformas de tetracarboxilato de la familia Isocoproporfirina que representa el
14% de las porfirinas totales, Copro es la Unica porfirina liberada al medio bajo ambas

concentraciones, 1y 5 mM.

En S. aureus, luego de 1 h de incubacién con ALA 1 mM, la composicion
intracelular de las porfirinas muestra un patréon de distribucion con todos los
intermediarios porfirinicos, excepto Proto. Las proporciones disminuyen de la siguiente
manera: Copro (32%)> Uro (22%)> lsocopro (21%)> Hepta (18%)> Hexa (7,5%).
Después de una exposicion a ALA 5 mM, la porfirina mayoritaria sigue siendo Copro
(50%) seguido de Uro (39%) y una pequefia proporcion de Hepta (11%), pero el resto

de las porfirinas ya no se encuentran presentes.

Ademas, la presencia de una proporcién mayoritaria de Copro (90%) es la
caracteristica mas destacada de las porfirinas extracelulares, con una pequeia

contribucién de algunas de las porfirinas mas hidréfilas en el caso de ALA 1 mM.

Tabla IV.1: Porcentajes de porfirinas sintetizadas por S. epidermidis y S. aureus a partir de ALA
determinados por HPLC. Se determinaron las porfirinas intra y extracelulares obtenidas luego de una
incubacion de 3 h de un cultivo plancténico de S. epidermidis y de 1 h de un cultivo plancténico de S.

aureus.

S. epidermidis

ALA Uro Hepta Hexa Penta Copro |Isocopro
1mM Intra 71,0 6,5 - - 22,5 -
Extra - - - - 100 -
5mM Intra 47,7 14,2 - - 24,1 14,0
Extra - - - - 100 -
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S. aureus

ALA Uro Hepta Hexa Penta Copro Isocopro
1mM Intra 21,7 18,3 7,5 - 31,7 20,8
Extra 39,1 11,3 - - 49,6 -
5mM Intra 5,8 - - 6,5 87,7 -
Extra 2,9 - 4,8 2,3 90,0 -

IV.1.2 Influencia de los tiempos de incubacion con ALA en la fotoinactivacion de

cultivos planctonicos de bacterias Gram positivas

Una vez seleccionada la concentracidon dptima de ALA a la cual se produce la
mayor fotosensibilidad en las cepas analizadas y siendo esta 1 mM, se realizaron

curvas de respuesta a la FIB en funcién del tiempo de incubacion con ALA.

En la cuantificacion de porfirinas totales, tanto intracelulares como
extracelulares, de S. epidermidis y S. aureus ATCC 25923 se observo que la cantidad de
porfirinas sintetizadas aumenta en funcion del tiempo de incubacidn, tanto para las

intracelulares como las extracelulares (Figura 1V.2).

Sin embargo, en ambas cepas se observé un aumento de la respuesta a la FIB
al aumentar los tiempos de incubacidn, hasta alcanzar un maximo en la reduccién de
UFC/ml, manteniéndose constante a partir de alli. Para S. epidermidis se obtuvo una
reduccién de 5 6rdenes de magnitud de UFC/ml (1,8 x 10° del control vs 2,8 x 104) a
los 180 min y para S. aureus ATCC 25923 una reduccion de 6 6rdenes de magnitud de

UFC/ml (9,9 x 10° del control vs 4,1 x 10%) a partir de los 30 min (Figura IV.2).
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Figura IV.2: FIB en funcién del tiempo de incubacion con ALA y porfirinas sintetizadas en cada tiempo.
A) Cultivo plancténico de S. epidermidis incubado en oscuridad con ALA 1 mM a tiempos crecientes e
irradiado con 142 J/em’. B) Cultivo plancténico de S. aureus ATCC 25923 incubado a distintos tiempos
en oscuridad a 37°C e irradiado con 142 J/cm’. (e) Porfirinas extracelulares y (A) porfirinas

intracelulares en el eje y de la izquierda. (m) Recuento de UFC/ml en el eje y de la derecha.

IV.1.2.1 Perfiles de porfirinas determinadas por HPLC en funcion del tiempo de

incubacion con ALA en bacterias Gram positivas

Los resultados anteriores obtenidos en S. aureus muestran que aunque a
mayores tiempos de incubacidon haya una mayor cantidad total de porfirinas, no se
obtiene una mejor respuesta al tratamiento. A partir de 30 min de incubacién con ALA
1 mM, se obtiene la misma fotoinactivacion que a tiempos mayores. Por lo cual, se ha
definido 1 h como tiempo dptimo de incubacién para la FIB en esta bacteria. Es por
esto que se realizd el analisis por HPLC (Tabla 1V.2) de las porfirinas extraidas luego de
una incubacién de 1 hy de 3 h con ALA 1 mM, ya que a pesar de aumentar la cantidad
de porfirinas, el grado de fotoinactivacién permanece constante en este periodo de

tiempo. Por otra parte, en S. epidermidis se realizd el analisis de porfirinas en las

mismas condiciones que en S. aureus.

En S. aureus, en tiempos de incubacién cortos (1 h) se muestra una tendencia a

acumular intracelularmente las porfirinas mas lipofilicas Copro (32%) e Isocopro (21%),
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con proporciones mads bajas de las hidrofilicas Uro, Hepta y Hexa, mientras que en
periodos de incubacién mas largos (3 h), las mds hidrofilicas constituyen la mayoria
(Uro 44% y Hepta 31%), con proporciones menores de las mas lipofilicas, Hexa, Copro
e Isocopro. La acumulacion de una mayor proporcidn de tetrapirroles hidrofilicos en
tiempos de incubacién mas largos sugiere que estas especies de porfirinas son menos
fotoactivas, ya que como se ha mencionado previamente el aumento de porfirinas
totales al aumentar el tiempo de incubacién, no se traduce en una mayor respuesta a

la FIB.

Como un patrén general para S. aureus, se observa una gran proporcién de Copro
(90% aproximadamente) liberada al medio bajo todas las concentraciones. Mientras
gue a tiempos cortos de incubaciéon (1 h) se observa una tendencia a acumular
intracelularmente las porfirinas mas lipofilicas Copro (32%) e Isocopro (21%) y se
muestran en proporciones menores las hidrofilicas Uro, Hepta y Hexa; en periodos de
incubaciéon mas largos (3 h) las mas hidrofilicas se presentan mayoritariamente (Uro
44% y Hepta 31%), con proporciones menores de los mas lipofilicos Hexa, Copro e
Isocopro. La acumulaciéon de una mayor proporcion de tetrapirroles hidrofilicos en
tiempos de incubacién mas largos sugiere que estas especies de porfirinas son menos

fotoactivas.

IV.1.2.2 Cuantificacion de ALA incorporado en las cepas Gram positivas

Debido a que la sintesis total de porfirinas en S. aureus es el doble de Ia
alcanzada en S. epidermidis, y con el objetivo de analizar si existen diferencias en
cuanto a la incorporacion de ALA en ambas cepas Gram positivas analizadas, se
cuantifico el ALA internalizado luego de una incubacién con ALA1 mM luegode 1y 3 h
de incubacion para S. aureus y S. epidermidis respectivamente, tiempos a los cuales se

obtuvo la maxima respuesta a la FIB (Figura IV.2).
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S. epidermidis

Tiempo de incubacion Uro | Hepta | Hexa | Penta | Copro [Isocopro
Intra 71,0 6,5 - - 22,5 -
3h
Extra - - - - 100 -
Intra 14,4 | 18,3 7,2 - 35,5 24,6
1h
Extra - - - - 100 -
S. aureus
Tiempo de incubacion Uro | Hepta | Hexa | Penta | Copro (Isocopro
Intra 21,6 18,3 7,5 - 31,8 20,8
1h
Extra 5,7 - - 6,5 87,8 -
Intra 43,8 | 31,5 10,4 - 9.1 5,3
3h
Extra 7,5 - - - 87,1 5,4

Tabla IV.2: Porcentajes de porfirinas sintetizadas por S. epidermidis y S. aureus a partir de ALA

determinados por HPLC. Se determinaron las porfirinas intra y extracelulares obtenidas luego de una

incubacion de 1y 3 h de un cultivo plancténico de S. epidermidis y de S. aureus en presencia de ALA 1

mM

Se cuantificé una incorporacién de 83,0 + 4,6 pmoles de ALA/ 10" UFC para de

S. aureus y 94,3 + 7,3 pmoles de ALA/ 10*° UFC para S. epidermidis.

IV.1.3 La influencia de la dosis luminica en la ALA-FIB de cultivos planctonicos de

bacterias Gram positivas

Luego de definir los pardmetros éptimos de incubacidn y concentracion de ALA

tanto para cultivos planctdnicos de S. epidermidis como de S. aureus, se procedié a

analizar la influencia de la dosis luminica en la respuesta al tratamiento.
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En cultivos plancténicos de S. epidermidis se obtuvo una reduccién de 5

ordenes de magnitud de UFC/ml (3,6 x 10 % del control vs 9,4 x 10° UFC/ml) a partir 71
J/cm?® (Figura IV.3. A).

Por otra parte, se obtuvo una reduccién de 6 érdenes de magnitud en las
UFC/ml (1,7 x 10° del control vs 3,3 x 10’ UFC/ml) luego de la FIB del cultivo
plancténico de S. aureus ATCC 25923 con una irradiacién de 213 J/cm? (Figura IV.3. B).

Los controles sin ALA e irradiados no exhibieron fotosensibilidad intrinseca a las

dosis luminicas empleadas.
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Figura IV.3: ALA-FIB en funcion de la dosis luminicas creciente en cultivos planctonicos de S.
epidermidis y S. aureus. A) FIB de S. epidermidis incubado 3 h con ALA 1 mM e irradiado. B) FIB de S.

aureus ATCC 25923 incubado 60 min con ALA e irradiado. Se incluyeron controles sin irradiar.

IV.2 Fotoinactivacion bacteriana de biopeliculas de bacterias Gram positivas

IV.2.1 Influencia de la concentracion de ALA en la fotoinactivacion de biopeliculas de

bacterias Gram positivas

Teniendo en cuenta los resultados previos sobre el menor grado de

fotosensibilizacion de las biopeliculas con respecto a los cultivos plancténicos (Capitulo
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[), en una primera instancia se iluminaron las biopeliculas con dosis mayores a las

empleadas en estos ultimos.

Luego de aplicar la FIB a biopeliculas de S. epidermidis incubadas durante 3 h
con concentraciones crecientes de ALA y una irradiacion de 213 J/cm? se obtuvo una
reduccién de 5 érdenes de magnitud de UFC/ml (1,9 x 10° del control vs 8,6 x 10*
UFC/ml) empleando ALA 2 mM. El maximo de porfirinas intracelulares cuantificadas se
alcanzé entre ALA 0,5 mM y 1 mM manteniéndose constante a mayores
concentraciones. La cantidad de porfirinas en el medio extracelular es, en promedio,

1,7 veces mayor a la cantidad de porfirinas intracelulares (Figura IV.4. A).

Por otra parte, se llevd a cabo la FIB en biopeliculas de S. aureus ATCC 25923
irradiando con 213 J/cm?, empleando incubaciones de 1 h, ya que éste fue el tiempo
Optimo obtenido en cultivos plancténicos y utilizando concentraciones crecientes de
ALA. Se obtuvo una reduccion de hasta 7 érdenes de magnitud de UFC/ml (2,5 x 10°
del control vs 5,6 x 10> UFC/ml) con ALA 2 mM. Cabe destacar, que a mayores
concentraciones la fotoinactivacion fue menor, es decir, la respuesta al tratamiento
alcanza un valor maximo en 2 mM y luego disminuye, observandose un aumento en las
UFC/ml. A concentraciones cercanas al maximo de porfirinas sintetizadas (1 mM), la
cantidad de porfirinas intra- y extracelulares en esta cepa alcanza valores similares
(Figura IV.4 B). Sin embargo, a mayores concentraciones de ALA los valores decaen

abruptamente, manteniéndose constantes a partir de 3 mM, siendo en este caso la

cantidad de porfirinas extracelulares 2 veces mayor a las intracelulares (Figura I1V.4 B).
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Figura IV.4: FIB en funcion de la concentracion empleada de ALA y porfirinas sintetizadas en
biopeliculas bacterianas. A) Biopeliculas de S. epidermidis incubadas 3 h con ALA e irradiadas con 213
J/cm®. B) Biopeliculas de S. aureus ATCC 25923 incubadas 1 h con ALA e irradiadas con 213 JJem®. (o)

Porfirinas extracelulares y (A) porfirinas intracelulares en el eje y de la izquierda. (O) Recuento de

UFC/ml en el eje y de la derecha.

IV.2.2 Influencia del tiempo de incubacion con ALA en la fotoinactivacion de

biopeliculas de bacterias Gram positivas

Al evaluar la influencia de los tiempos de incubacién con ALA, se obtuvo una
reduccién de 5 drdenes de magnitud de UFC/ml (1,8 x 10° vs 2,8 x 10* UFC/ml) en la
FIB de biopeliculas de S. epidermidis incubadas a partir de 180 min con ALA 2 mM
(concentracién con la que se obtuvo la mejor respuesta en los resultados anteriores) e
irradiadas con 213 J/cm?. La cantidad de porfirinas totales sintetizadas a partir de una
incubacién con ALA 2 mM aumenta en funcién del tiempo de incubacién, sin embargo

la respuesta a la terapia se mantiene constante a partir de 180 min (Figura IV.5 A).

En el caso de la FIB sobre biopeliculas de S. aureus ATCCC 25923, se obtuvo una
reduccién de 7 érdenes de magnitud de UFC/ml (7,6 x10° del control vs 7,3 x 102
UFC/ml) luego de una incubacién de 60 min con ALA 2 mM. Las porfirinas sintetizadas

a partir de ALA 2 mM aumentan en funcién del tiempo de incubacién y al igual que lo
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observado en S. epidermidis, la respuesta al tratamiento se mantiene constante a

partir de 60 min aunque la cantidad total de porfirinas continia aumentando (Figura
IV.5. B).
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Figura IV.5: FIB de biopeliculas bacterianas en funcion del tiempo de incubacion con ALA vy las
porfirinas sintetizadas. A) Biopeliculas de S. epidermidis incubadas a distintos tiempos con ALA 2 mM e
irradiadas con 213 J/cm’. B) Biopeliculas de S. aureus ATCC 25923 incubadas a distintos tiempos con
ALA 2 mM e irradiadas con 213 J/cmz. (@) Porfirinas extracelulares y ( A) porfirinas intracelulares en el

eje y de la izquierda; (o) Recuento de UFC/ml en el eje y de la derecha

IV.2.3 Influencia de la dosis luminica en la fotoinactivacion de biopeliculas

bacterianas Gram positivas empleando ALA

Luego de definir los parametros éptimos de incubacidn y concentracién de ALA
para las biopeliculas de S. epidermidis y de S. aureus ATCC 25923, se procedid a

analizar la influencia de la dosis luminica en la respuesta al tratamiento.

En biopeliculas de S. epidermidis se obtuvo una reduccién maxima de 5 érdenes
de magnitud de UFC/ml (4,1 x 10 % del control vs 1,3 x 10* UFC/ml) cuando se irradié
con 213 J/cm?, luego de una incubacién de 3 h con ALA 2 mM (Figura IV.6.A).

En cambio, se obtuvo una reduccién de 7 6rdenes de magnitud de UFC/ml (1,9

x 10° del control vs 4,6 x 10° UFC/ml) en biopeliculas de S. aureus ATCC 25923 con una
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irradiacion de 213 J/cmz, luego de una incubacién de 1,5 h con ALA 2 mM (Figura

IV.6.B).

Los controles con ALA en oscuridad no denotaron fotosensibilidad en el rango

de luz estudiando en ninguna de las cepas analizadas.
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Figura 1V.6: FIB con ALA y dosis luminicas crecientes en biopeliculas de S. epidermidis y S. aureus. A)
FIB de biopeliculas de S. epidermidis incubadas 3 h con 2 mM ALA e irradiadas con dosis luminicas
crecientes. B) FIB de biopeliculas de S. aureus ATCC 25923 incubadas 90 min con 2 mM ALA e irradiadas

con dosis luminicas crecientes. (m) ALA-FIB de la biopelicula bacteriana. (A) Control irradiado sin ALA.

IV.2.4 Andlisis de porfirinas y componentes de las biopeliculas de bacterias Gram

positivas por microscopia de fluorescencia

IV.2.4.1 FITC y Concanavalina A en biopeliculas de S. epidermidis

En una primera etapa se analizd la composiciéon de las biomasas de las
biopeliculas formadas por S. epidermidis mediante microscopia de fluorescencia. Las
biopeliculas de 24 h de crecimiento se fijaron con vapores de formol. El EPS se marcé
con un conjugado fluorescente de Concanavalina A (ConA) unido a FITC que se une a
polisacaridos que contienen residuos no reducidos de a-D-glucopiranosa, a-D-
manopiranosa y a-D-fructopiranosa (Goldstein et al., 2012). Por otra parte, el amino-

reactivo FITC se empled como marcador de proteinas (Mc Swain et al., 2005). Estos
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colorantes pueden unirse no sélo a los componentes del EPS sino también a las

proteinas y carbohidratos dentro de las células, si las membranas han sido dafiadas.

En la Figura IV.7 se muestran las imdgenes obtenidas a través de un
microscopio de epifluorescencia donde se observa la tridimensionalidad de la biomasa
de la biopelicula de S. epidermidis por medio de la marcacién del EPS con el conjugado
ConA-FITC. Asimismo, la marcacion con FITC permitiéd visualizar la presencia de
componentes proteicos en la periferia celular que podrian estar contribuyendo a la
adherencia intercelular bacteriana asi como también hacia la superficie de adhesién.
Adicionalmente, se visualizan los septos de las bacterias en divisién. Similares

imagenes se obtuvieron en biopeliculas de S. aureus.

ConA-FITC FITC

-

Figura IV.7. Marcacion de polisacaridos de EPS y proteinas en biopeliculas de S. epidermidis por

microscopia de epifluorescencia. Biopeliculas de S. epidermidis de 24 h de crecimiento marcadas con
Concanavalina-FITC 100X (panel arriba izq.) y magnificada digitalmente (izq. abajo); y con FITC 100X

(panel arriba der.) y magnificada digitalmente (abajo der.)
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1V.2.4.2 CLSM de fluorescencia de biopeliculas de S. epidermidis y S. aureus tratadas

con ALA-FIB

Luego del tratamiento ALA-FIB se analizé el efecto sobre las biopeliculas de S.
epidermidis o S. aureus junto con la localizacién de las porfirinas alli producidas
mediante CLSM de fluorescencia. Para ello, las biopeliculas crecidas durante 24 h se
visualizaron utilizando el amino-reactivo FITC (marcador de proteinas) y el marcador
Hoechst 33342, que tifie efectivamente todo el citoplasma bacteriano ademas de
marcar el ADN extracelular. En las mismas muestras se visualizaron las porfirinas

sintetizadas a partir de ALA teniendo en cuenta su fluorescencia roja.

En las Figuras IV.8 (biopeliculas de S. epidermidis) y IV.9 (biopeliculas de S.
aureus) se observa que luego del tratamiento ALA-FIB se desprendieron gran cantidad
de bacterias, obteniéndose apenas una monocapa con pocas bacterias al término del
tratamiento. El grosor de las biopeliculas de S. epidermidis y de S. aureus que no
recibieron tratamiento (grupo control) correspondié a 10 y 3 um, respectivamente. Por
cierto, las marcaciones en las biopeliculas control revelaron un mayor contenido
proteico en las biomasas de las biopeliculas de S. aureus en comparaciéon con lo
observado para S. epidermidis. Ademas, una fraccion mayor de bacterias S. aureus con
marcacién positiva para proteinas sobrevive a la ALA-FIB en comparaciéon con S.
epidermidis. Este componente pareciera ser parte del EPS recubriendo
individualmente las bacterias o bien se podria tratar de una marcacién de proteinas
intracelulares en bacterias dafiadas en las que ingreso el FITC. Por otra parte, no se
observa proteina extracelular luego del tratamiento ALA-FIB en S. aureus, mientras que
si se observa en los controles, sugiriendo que en esta especie, la accién del ALA-FIB
podria estar dandose en parte por accién directa sobre el EPS favoreciendo el
desprendimiento de la biopelicula. Asimismo, se observé la fluorescencia roja propia
de las porfirinas en las bacterias remanentes luego del tratamiento fotodindmico de las

biopeliculas de ambas especies bacterianas.
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Control ALA-FIB

S. epidermidis
Hoechst + FITC

Porfirinas

Figura IV.8: Imagenes microfotograficas de biopeliculas de S. epidermidis incubadas con ALA y
tratadas con FIB. Las biopeliculas de 24 h de formacidn se incubaron con ALA 2 mM 3 h y se trataron FIB
(213 J/cmz) y se tifieron con Hoechst y FITC para ser analizadas por CLSM (panel izq). Se incluyeron

controles sin incubar con ALA (panel der.). Las porfirinas se visualizaron por su fluorescencia roja.

En la Figura IV.10 se muestran las imagenes obtenidas por CLSM o microscopia
de epifluorescencia mediante la superposicion de los canales rojo (fluorescencia de
porfirinas) y verde (fluorescencia de FITC) en biopeliculas de S. epidermidis. De este
modo se pudo distinguir que en las bacterias tratadas con ALA y no irradiadas, las
porfirinas ocupan todo el citoplasma bacteriano, y que la senal verde remarca las
proteinas extracelulares que rodean cada célula. Por otra parte, la contratincién con

ConA-FITC de las bacterias pretratadas con ALA, muestra la existencia de zonas de EPS
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rodeando algunas pero no todas las células bacterianas. La tincién con el marcador de
acidos nucleicos Hoechst evidencia que las porfirinas no sélo se localizan en el
citoplasma, sino que pareciese también haber una zona roja no contratenida con azul

que evidenciaria la presencia de porfirinas en la envoltura celular.

Asimismo, se puede observar que todos los componentes analizados (ADN,
proteinas y EPS) son afectados por la ALA-FIB y disminuyen su existencia en forma
proporcional a la reduccidon del nimero de bacterias. Las imagenes “insets” de los
controles (sin ALA sin irradiacion) de las biopeliculas tefiidas con FITC o ConA-FITC
muestran los detalles observados de tridimensionalidad del EPS y de septos de

bacterias en divisién ya descriptos en la Figura IV.7.
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Figura IV.9: Microfotografias de CLSM de fluorescencia de biopeliculas de S. aureus incubadas
con ALA y tratadas con FIB. Las biopeliculas de 24 h de formacién se incubaron con ALA2 mM 1,5 hy se
trataron FIB (213 J/cm?), (panel izq). y se incluyeron controles sin incubar con ALA (panel der.) . Luego de
tincién con FITC y Hoechst se fotografiaron los canales verde y UV (arriba) para visualizar dichos

fluorocromos; o rojo (abajo) para visualizar las porfirinas.
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Figura IV.10: Microfotografias de CLSM de fluorescencia y epifluorescencia de biopeliculas de

Concanavalina A FITC

Hoechst

S.epidermidis incubadas con ALA y tratadas con FIB. Las biopeliculas de 24 h de formacién se incubaron
con ALA 2 mM 3 h y se trataron con FIB (213 J/cmz), (panel der.) y se incluyeron controles sin incubar
con ALA y sin luz (panel medio) e incubados con ALA —luz (panel izqg.). Luego de tincion con FITC, ConAy
Hoechst se fotografiaron los canales verde y UV para visualizar dichos fluorocromos; o rojo (panel izq.)
para visualizar las porfirinas. Se empled CLSM de fluorescencia (panel der.) y epifluorescencia (paneles
medios e izq.) de manera de poder visualizar de la mejor manera cada muestra. Todas las fotografias se
tomaron empleando un objetivo 100X y el panel izq. se magnificé digitalmente a 150X. Se incluyeron

insets de FITCy ConA con maghnificacion digital para la mejor observacidon de las estructuras.
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IV.3 Fotoinactivacion bacteriana de cultivos plancténicos de bacterias Gram

negativas E. coliy P. aeruginosa

IV.3.1 Influencia de la concentracion de ALA en la fotoinactivacion de cultivos

planctonicos de bacterias Gram negativas

Al evaluar la influencia de la concentracion de ALA en el tratamiento del cultivo
plancténico de E. coli, no se observd una respuesta efectiva a la terapia en todo el
rango de concentraciones de ALA analizado (Figura IV.12 A). Sin embargo, en el caso
del cultivo de P. geruginosa se observé una reducciéon de 4 érdenes de magnitud de
UFC/ml (2,6 x 10° del control vs 4,6 x 10° UFC/ml) a una concentracion de ALA 40 mM
(Figura IV.12 B). A partir de ALA 20 mM fue necesario ajustar el pH del medio para
evitar los efectos téxicos per se debidos al cambio del pH. De esta manera, a las

concentraciones empleadas no se observé toxicidad en los controles en oscuridad.
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Figura IV.12: FIB en funcidn de la concentracion de ALA. A) Cultivo planctdnico de E. coli incubado 4 h
en oscuridad a 37°C con distintas concentraciones de ALA e irradiado con 142 J/cmz. B) Cultivo
plancténico de P. aeruginosa ATCC 27853 incubado 4 h con distintas concentraciones de ALA e

irradiado con 142 J/cm’. (m) ALA-FIB de cultivo plancténico, () Control incubado con ALA sin irradiar.
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1IV.3.1.1 Cuantificacion de ALA incorporado en bacterias Gram negativas

En el caso de la FIB sobre cultivos plancténicos de E. coli, no obtuvimos
respuesta a la terapia. Sin embargo, con el objetivo de indagar la causa de su
resistencia al tratamiento, se decidid cuantificar el ALA internalizado con el fin de

comprobar si se estaba incorporando correctamente.

Se cuantificd el ALA internalizado por cultivos plancténicos de E. coli y P.
aeruginosa luego de incubaciones de 4 h en oscuridad a 37°C con ALA 1 mM, ya que la

mayor respuesta a la FIB de las bacterias Gram positivas fue a esta concentracioén.

Se cuantificé una incorporacién de 30050 + 1523 pmoles de ALA/ 10'° UFC para
de E. coli y de 540,6 + 25,2 pmoles de ALA/ 10" UFC para P. ageruginosa. Este
resultado descarta la hipdtesis de falta de ingreso de ALA en E. coli como causante de

respuesta nula a la FIB.

IV.3.2 Porfirinas sintetizadas en cultivos plancténicos de bacterias Gram negativas

En cuanto a las porfirinas que se sintetizan a partir de distintas concentraciones
de ALA en E. coli, se observo que a ALA 0,5 mM alcanzd su pico maximo de 13,1 pg de
porfirinas/lO12 UFC y luego disminuyen (Figura IV.13 A). Ademas, en este punto la
cantidad de porfirinas cuantificadas en el medio extracelular es 2,5 veces mayor que
las extraidas del contenido intracelular bacteriano. Este comportamiento se observa a
concentraciones mayores a ALA 5 mM, donde las porfirinas se mantienen constantes,
siendo la cantidad cuantificada en el medio extracelular en promedio 1,7 veces mayor
gue la cuantificada en el medio intracelular de la célula bacteriana. Sin embargo, es
importante destacar que el ALA fue incorporado y se did lugar a la sintesis de porfirinas

en esta bacteria a pesar de que la misma no logré ser fotoinactivada.

133



Por otro lado, en P. aeruginosa también se observd que a una concentraciéon de
ALA 0,5 mM se alcanza la maxima cantidad de porfirinas sintetizadas, manteniéndose
constante hasta ALA 10 mM (Figura 1V.13.B). Cabe destacar que en este caso la
cantidad de porfirinas cuantificadas en el medio intracelular es hasta 2 6rdenes menos
qgue las cuantificadas en otras cepas bacterianas. Al mismo tiempo, la cantidad de
porfirinas cuantificadas en el medio extracelular es en promedio 2,2 veces mayor a la

cantidad de porfirinas cuantificadas en el medio intracelular.
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Figura IV.13.: Porfirinas sintetizadas en funcién de la concentraciéon de ALA en E.coli y P. aeruginosa.
A) Cultivo plancténico de E. coli incubado 4 h con distintas concentraciones de ALA. B) Cultivo

plancténico de P. aeruginosa incubado 4 h con distintas concentraciones de ALA. (e) Porfirinas

intracelulares y (m) porfirinas extracelulares

IV.3.2.1 Perfiles de porfirinas separadas por HPLC en funcion del tiempo de

incubacion con ALA en E. coli

En las extracciones de porfirinas de cultivos plancténicos de P. aeruginosa
incubados con ALA 1 mM se obtuvo una cantidad de porfirinas suficiente como para

poder ser detectadas mediante esta metodologia.
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En la cepa de E. coli empleada, que mostré una resistencia a la FIB, se pudo
cuantificar una elevada cantidad de porfirinas del mismo orden que el de las cepas
Gram positivas estudiadas. Es por esto que se decidid realizar perfiles de HPLC en

funcion del tiempo de incubacién en esta cepa.

Se incubaron cultivos plancténicos de E. coli por 2 hy 4 h con ALA 1 mM, ya que
a esta concentracién se observé la mayor cantidad de porfirinas sintetizadas (Tabla
IV.3). Los perfiles de HPLC de porfirinas intracelulares y extracelulares revelan la
ausencia de Uro a las 2 y 4 h de incubacion en presencia de ALA. Mientras que a las 2
h, la mayoria de porfirina es Hepta (43%) seguida por Hexa (26%), Penta (15%),
Isocopro (9%) y Copro (8%), a las 4 h el perfil se modifica aumentando la proporcién de
porfirinas mas lipofilicas, Copro (81%), Isocopro (11%) y Hexa (8%). Proto no es
sintetizada por la cepa de E. coli analizada. Con respecto a las porfirinas liberadas al
medio, de forma similar al patrén obtenido en bacterias Gram positivas, la porfirina
principal es Copro con una contribucién menor de Isocopro en ambos tiempos de

incubacion.

Tabla IV.3: Porcentajes de porfirinas sintetizadas por E. coli a partir de ALA determinados por HPLC. Se
determinaron las porfirinas intra y extracelulares obtenidas luego de incubar un cultivo plancténico de

E.coli2y4h en presenciade ALA1 mM

Tiempo de incubacion Uro Hepta Hexa Penta | Copro |Isocopro
Intra 42,7 26,0 15,0 7,7 8,6
2h
Extra - - - 76,1 23,9 -
Intra - - 7,7 - 81,1 11,2
4h
Extra - - - - 79,6 20,4
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IV.3.3 Localizacién de porfirinas por microscopia de fluorescencia en E. coli

Habiendo ya demostrado que la cepa de E. coli con la que se trabajo no
muestra respuesta a la terapia a pesar de incorporar ALA y de sintetizar porfirinas, se
observaron dichas bacterias incubadas con ALA, bajo un microscopio de
epifluorescencia, dado que si las porfirinas intracelulares se encontraran agregadas, no

emitirian fluorescencia.

En las imdagenes obtenidas se puede observar el contorno celular con
fluorescencia verde correspondiente a EPS y la fluorescencia tipica de las porfirinas
sintetizadas en todo el citoplasma celular, demostrando de esta forma que esta cepa
es capaz de internalizar el ALA y sintetizar porfirinas endégenamente en el citosol. Si
bien la resoluciéon de esta microscopia no es lo suficientemente elevada como para
afirmarlo, aparentemente no se encuentra fluorescencia roja en la envoltura celular,
indicando que no se encuentran ancladas las porfirinas o se encuentran de manera

agregada.

Figura IV. 14: Imagen de porfirinas intracelulares y EPS de E. coli por microscopia de fluorescencia.
Imagen de E.coli incubada por 4 h con ALA 1 mM, marcada con ConA-FITC y fijada observada por

microscopia de epifluorescencia (100X). Magnificada por zoom digital.
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V.4 Discusion

1V.4.1 Eficiencia de fotoinactivacion

En este capitulo se llevd a cabo un estudio detallado de la sintesis de
porfirinas a partir de incubaciones con ALA en diferentes especies bacterianas S.
epidermidis, S. aureus, E. coli y P. aeruginosa y su correlacién con la respuesta a la

fotoinactivacion.

Tanto para S. epidermidis como para S. aureus se establecieron grados
similares de inactivacion (reduccion de 6-7 y 5 6rdenes de magnitud en las UFC/ml
para S. aureus y para S. epidermidis, respectivamente). Cuando se utilizaron dosis de
ALA éptimas (1 a 2 mM) se obtuvieron concentraciones de porfirinas similares en
ambas bacterias (20 y 45 ug de porfirinas/10%* UFC para S. epidermidis y S. aureus,
respectivamente) en cultivos plancténicos. Cabe destacar que la cantidad de porfirinas
sintetizadas por las biopeliculas de ambas especies correspondié a la mitad de la
cantidad sintetizada en cultivo plancténico, lo cual se correlaciona con la necesidad de

aplicar mayores dosis de luz para alcanzar igual grado de fotoinactivacion.

Karrer et al. (1999) demostraron que la ALA-FIB indujo una inhibicién
significativa del crecimiento de S. aureus pero no de S. epidermidis. En contraste,
Nitzan et al. (2004) observaron que el mismo tratamiento era efectivo contra S. aureus
y S. epidermidis pero no contra las cepas Gram negativas, incluyendo E. coli y P.
aeruginosa. En cambio, estas dos ultimas especies pudieron ser fotoinactivadas con
éxito por Szocs et al. (1999) y Lee et al. (2004), respectivamente, mediante el
tratamiento ALA-FIB, demostrando asi que las concentraciones de ALA deben ser
optimizadas y adaptadas a las bacterias especificas (Fotinos et al., 2008). Por ende, los
trabajos llevados a cabo en condiciones de ALA y luz fijas y no optimizadas para la cepa
bacteriana en cuestiéon (condiciones subdptimas) podrian conducir a resultados
engafiosos, lo que explicaria las discrepancias en los resultados que se reportan en la

literatura. Ademds, como varios autores abordaron previamente (Maish et al., 2015;
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Gandara et al., 2016; Kossakowska et al., 2013), la respuesta a la FIB es altamente
dependiente de la cepa tanto en bacterias Gram positivas como negativas. Sin
embargo, aun habiendo empleado las variables optimizadas, tales como concentracién
de ALA, tiempo de incubacién con ALA y la dosis de luz, no fue suficiente para erradicar
las bacterias Gram positivas. Esto sugiere que existe una limitacién intrinseca en la
utilizaciéon de esta metodologia que podria ser mejorada cambiando la fuente de luz

(Hsieh et al., 2014; Nitzan et al.,2004).

En cuanto a los resultados obtenidos en las bacterias Gram negativas, las
mismas se inactivaron a concentraciones de ALA mucho mas altas (40 mM) o bien no
pudieron ser inactivadas. En estas especies, la cantidad de porfirinas no se
correlaciond con el grado de fotoinactivacion. La cepa de E. coli estudiada acumulé una
concentracion de tetrapirroles similar a la observada en los cultivos plancténicos de las
bacterias Gram positivas. Del mismo modo, Nitzan et al. (2004) encontraron que la
cantidad total de porfirinas producidas en las bacterias Gram negativas era casi dos
veces mayor que la cantidad total de porfirinas producidas en los estafilococos,

aunque esto no se correlaciond con el grado de fotosensibilizacidn.

En este trabajo de Tesis, P. aeruginosa no pudo ser inactivada
fotodindmicamente empleando concentraciones de ALA que conducen a la sintesis
maxima de porfirinas (1 mM ALA), sin embargo a concentraciones mayores (40 mM) de
ALA , donde no se detectaron porfirinas, se alcanzo cierto grado de fotoinactivacion (4
ordenes de magnitud en la reduccion de UFC/ml). Esto podria deberse a la presencia
de porfirinas agregadas no fluorescentes o porfirinégenos que se activan después de la
iluminacidn. Se ha informado que cuando P. ageruginosa se expone al ALA, sintetiza
predominantemente porfirindgenos fotodindmicamente inactivos y la fotoinactivacién
del microorganismo es insignificante (Dietel et al., 2007; Bisland et al., 2006; Sailer et
al., 1997). Por otro lado, Fotinos et al. (2008) describieron una fuerte correlacion entre
la eficiencia de la FIB y la cantidad total de porfirinas formadas en E. coli K-12 pero no

en otras bacterias como S. aureus y P. aeruginosa debido a los diferentes tipos de
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porfirinas producidas, mecanismos de proteccién (Kim et al., 2002) y localizacién de

porfirinas.

Hasta ahora, el mecanismo principal de las distintas susceptibilidades a la FIB
de diferentes cepas de una misma especie bacteriana se ha elucidado completamente
(Maish et al., 2015). Sin embargo, son necesarios diferentes parametros de tiempo de
incubacion y/o dosis de luz, para lograr una FIB eficiente. Una hipdtesis que intenta
explicar las diferentes susceptibilidades encontradas entre las distintas especies
bacterianas se basa en las diferencias estructurales de la pared celular entre las
bacterias Gram positivas y Gram negativas (Maish et al., 2015). Con respecto a la ALA-
FIB, se ha demostrado que factores tales como la composicién de la membrana, los
niveles de Proto y otras porfirinas asi como también la concentraciéon de ALA empleada
contribuyen a la diferente susceptibilidad de las bacterias Gram negativas y Gram

positivas (Harris et al., 2012).

En esta investigacion se describid que la cantidad de ALA acumulada en E. coli
correspondid a 2 érdenes de magnitud mayor que la acumulada en las especies Gram
positivas estudiadas y 1 orden de magnitud mayor que la observada en P. aeruginosa.
Esto demuestra que E. coli puede acumular ALA en mayor medida que S. aqureus y S.
apidermidis, contrariamente a la creencia que su membrana externa es una barrera de
permeabilidad bien establecida, y que puede contribuir a niveles mas altos de
resistencia a ALA-FIB al inhibir la entrada del ALA (Phoenix y Harris, 2006). No
obstante, en el caso de la cepa de E. coli aqui estudiada, una produccién elevada de
porfirina no puede fotosensibilizar a esta bacteria. En concordancia con nuestros
resultados, otros autores han hipotetizado que las porfirinas presentes en la
membrana doble de las bacterias Gram negativas permiten que moléculas pequeias
hidrofilicas ingresen en las bacterias y, por lo tanto, la entrada de ALA no deberia ser
problematica (Verkamp et al., 1993; Fotinos et al., 2008). Como la internalizacién de
ALA en E. coli no es un paso limitante, y la sintesis de porfirina es alta incluso en
comparacion con bacterias Gram positivas, se supone que la penetracién de luz en la

estructura interna de la bacteria o la falta de daino eficiente a la membrana externa de
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la misma serian los factores responsables de la imposibilidad de erradicar bacterias
Gram negativas empleando la fotosensibilizacién enddégena. Ademas, dado que la FIB
qgue emplea FS que se unen a la superficie externa de las bacterias es también
ineficiente (Demidova y Hamblin., 2004; Malik et al., 1992), se cree que el factor
limitante podria ser la llegada de la luz al interior bacteriano. Las bacterias Gram
negativas no pudieron ser fotoerradicadas totalmente empleando una amplia gama de

fuentes de luz, que van desde el azul a la luz roja (Nitzanet al., 2004).

IV.4.2 Porfirinas

Segun Dietel et al (2007), el perfil de sintesis de porfirinas de bacterias a
partir de ALA depende de muchos pardametros, tales el tiempo de incubacién de ALA,
concentracion de ALA, condiciones de cultivo, fase de crecimiento de las bacterias y

valor de pH entre otros factores.

Tanto en S. aureus y S. epidermidis como en E. coli se hallé la acumulacion
intracelular de todas las especies de porfirinas a excepcidon de Proto, que es la Ultima
porfirina del camino metabdlico del hemo y la mas lipdfila. No hay reportes que
indiquen que los estafilococos conviertan coproporfirinégeno en Proto (Jacobs et al.,
1971; de la Fuente et al., 1986; Fotinos et al., 2008; Nitzan et al., 2004) y se ha
especulado que algunas especies Gram positivas tienen una ruta alternativa para la
sintesis de hemo, sin sintetizar Proto. Sin embargo, hay evidencias sobre la presencia
de Proto en la metabolizacion del hemo en bacterias Gram negativas, aunque en
algunas especies como Porphyromonas gingivalis, no acumulan Proto luego de la

incubacién con ALA (Soukos y Goodson, 2011).

Tanto en S. aureus como en S. epidermidis, a mayor tiempo de incubacién
con el ALA se incrementan las porfirinas mas hidrofilicas y las mas lipofilicas
disminuyen. En linea con los resultados de esta Tesis, Dietel et al. (2007) encontraron

qgue no sélo las diferentes especies bacterianas producen diferentes porfirinas
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fluorescentes, sino que una cepa en particular puede también inducir la formacién de
diferentes porfirinas fluorescentes en funcién del tiempo de incubacién con ALA. En
general, a tiempos mas largos de incubacion se encuentra favorecida la formacién de
porfirinas solubles en agua. Por otro lado, en cuanto a la sintesis de porfirinas en
funcién de la concentracion de ALA, no se observd un patrdn coincidente de cambio de

porfirina en las especies analizadas.

En E. coli, hay una tendencia a acumular intracelularmente una cantidad
importante de porfirinas lipdfilas. Mientras que Uro no estd presente en absoluto, el
resto de las porfirinas estan presentes en una concentracién variable dependiendo del
tiempo de exposicion al ALA, con una tendencia a acumular las mas lipofilicas, también
en periodos de incubacion mas largos. Fotinos et al. (2008) especularon que en ciertas
cepas de E. coli, cuando se sintetizan pequefias cantidades de porfirinas, las enzimas
de la ruta del hemo pueden descarboxilar una alta proporcion de porfirinas
conduciendo a la acumulacidn de las principalmente lipofilicas. Cuando se producen
cantidades elevadas de porfirinas puede verse sobrepasado el camino biosintético del
hemo, lo que conduce a una mayor produccién de porfirinas hidroéfilicas, que son las

primeras en dicho camino metabdlico.

También, Nitzan et al (2004) atribuyeron las diferencias en la tasa de
fotoinactivacion encontradas entre diferentes cepas de estafilococos a la distribucion y
tipo de porfirina, siendo Copro la porfirina predominante. En las bacterias Gram
negativas, no hubo un tipo de porfirina predominante ya que las porfirinas
encontradas fueron en su mayoria Penta, Uro, Hepta, Copro y Proto. Aunque la
produccién total de porfirinas en las bacterias Gram negativas fue mayor que en los
estafilococos, la cantidad de Copro producida por estas ultimas fue dos o tres veces
mayor que en las bacterias Gram negativas. Por cierto, el trabajo de Nitzan et al.
(2004) describe que los estafilococos sufrieron el mayor dano celular luego de la FIB
con ALA. Los autores sugirieron que la causa para el alto nivel de fotoinactivacion en
los estafilococos es aparentemente la presencia de altas cantidades de coproporfirina.

Al mismo tiempo trabajos de Szocs et al. (1999) indicarian, mediante estudios de
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espectroscopia del tipo “fluorescence line narrowing” de una cepa de E. coli, que la
mayoria de las porfirinas existen en un estado agregado, mientras que sélo una
pequeiia poblacién de porfirinas se encuentra en el estado monomérico, el cual puede
ser FS. En las especies estafilocécicas en las que la porfirina predominante es la
coproporfirina, el estado monomérico puede ser alto y la cantidad disponible para la
fotoinactivacion puede ser suficiente para la erradicacion de toda la poblacion

bacteriana (Szocs et al., 1999).

En este trabajo de Tesis se encontraron dos picos de porfirinas ubicados
entre los estdndares de Copro y Proto. Estos picos coinciden con los descriptos por
Jackson et al. (1982), y corresponden a isocoproporfirina + de-etilisocoproporfirina
tetrametil éster y picos de deshidroisocoproporfirina. El hallazgo aqui obtenido de un
tetrapirrol de la serie de isocoproporfirinas seria por primera vez reportado en
bacterias. Las porfirinas de la serie de isocoproporfirinas son componentes
prominentes de los patrones complejos de sobreproduccion de porfirina que
caracterizan a la porfiria cutanea tardia. Elder (1972) postuld que la
dehidroisocoproporfirina, o el correspondiente porfirindgeno, se sintetiza en el higado,
se excreta en la bilis y se convierte por microorganismos intestinales en iso y de
etiliscoproporfirinas. Dicho autor formuld la hipdtesis de que estas porfirinas se
formaron por reduccién, desvinilacion e hidratacidn, respectivamente, de |Ia
dehidroisocoproporfirina. La dehidroisocoproporfirina se forma a partir del
porfirinégeno correspondiente, que a su vez surge por accion de la enzima
copropogenasa sobre el precursor de porfirindgeno pentacarboxilico normal del

coproporfirinégeno lll.

Ademads se encontrd una liberacién selectiva de Copro al medio de cultivo,
independientemente del tipo de porfirina acumulada intracelularmente. Vale la pena
sefialar que existe un eflujo selectivo de Copro que es una porfirina lipofilica, y este
hecho se observa tanto en las bacterias Gram positivas como Gram negativas, lo que
demuestra que las diferencias en las envolturas bacterianas entre ambos grupos no

afecta el tipo de porfirina liberada. De manera similar, Nitzan et al. (1999) demostré
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que la principal porfirina intracelular de las bacterias era Uro, mientras que la porfirina

excretada era principalmente Copro: 57.2% por E. coliy 95% por S. aureus.

En cuanto a la comparacién entre los diferentes modos de vida (sésil o vida
libre) de S. epidermidis, la proporcién de porfirinas liberadas fue 1,7 veces mayor en
biopeliculas en comparacién con los cultivos plancténicos en donde las porfirinas intra-
y extracelulares fueron semejantes. En el caso de S. aureus se observé que en cultivo
plancténico la cantidad de porfirinas extracelulares fue menor que la intracelular. Sin
embargo, en biopeliculas de S. aureus se mantuvieron valores semejantes de porfirinas
hasta ALA 3 mM. A concentraciones mayores de ALA la cantidad de porfirinas
extracelulares fue dos veces mayor que la intracelular. Esto puede deberse
probablemente a un grado de atrapamiento de porfirinas dentro del EPS de la
biopelicula. Por otra parte, las bacteria Gram negativa E. coli en estado plancténico

liberd al medio extracelular mas cantidad de porfirinas que las Gram positivas.

En todas las especies bacterianas estudiadas se observd un pico de sintesis de
porfirinas en ambos estados de crecimiento (plancténico y biopelicula) cuando se
utilizaron concentraciones de ALA 1-2 mM , destacandose que en las biopeliculas los
picos son mas pronunciados que los respectivos cultivos plancténicos. En general,
estos picos se correlacionan con la maxima respuesta a la FIB observada. Fotinos et al
(2008) hallaron un perfil en forma de campana al graficar las porfirinas en funcion de la
concentraciéon de ALA para la cepa E. coli K-12, y la disminucién de UFC/ml se
correlaciond con el aumento de porfirinas a bajas concentraciones de ALA. Por otro
lado, el aumento de las porfirinas totales en funcidn del tiempo de incubacién y del
numero de UFC no correlacionaria segun los resultados hallados en el presente
trabajo. Una meseta en la muerte de las células bacterianas se alcanza al cabo de
cierto tiempo de incubacién con ALA. La acumulacion de una mayor proporcion de
tetrapirroles hidrofilicos a tiempos de incubacion mas largos sugiere que estas

especies de porfirina son menos fotoactivas.
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Las diferentes eficiencias de fotosensibilizacién de las porfirinas hidrofilicas y lipofilicas
han sido reportadas en células eucariotas pero no en bacterias. Al respecto, en células
endoteliales se observd un aumento gradual de la eficacia fotodinamica en este orden:
Uro<Copro<Proto (Strauss et al., 1997). Asimismo, se han informado rendimientos
cuanticos de oxigeno singlete para porfirinas de origen natural de diferente
lipofilicidad en soluciéon acuosa (Uro, 0,52; Copro, 0,28; Hematoporfirina 0,53)
(Lambert et al., 1986). Por lo tanto, los rendimientos cudnticos de oxigeno singlete
dificilmente pueden explicar la eficacia fotodinamica de las porfirinas naturales, pero

hasta la fecha no hay informes de la porfirina fotoactiva mas eficaz en bacterias.

IV.5 Conclusiones

Los resultados obtenidos demostraron que el tratamiento de FIB empleando
el pro-FS ALA efectuado sobre cultivos plancténicos y biopeliculas de bacterias Gram
positivas es efectivo. Se comprobd que el ALA es un precursor de porfirinas
fotosensibilizantes que permite la fotoinactivacion de las bacterias que las sintetizan,
sin provocar toxicidad en oscuridad. Ademas se comprobd que el tipo y cantidad total
de porfirinas es especie-dependiente. En el tratamiento de FIB aplicado a P. aeruginosa
se necesité elevar las concentraciones de ALA y aumentar los tiempos de incubacién,
debido a la dificultad que presentd esta especie para ser fotosensibilizada. En el caso
de E. coli no pudo lograrse la fotoinactivacidn bajo ninguna de las condiciones

estudiadas.

Por otro lado, los tipos de porfirinas sintetizadas son una variable clave para
lograr una fotoinactivacidn exitosa empleando ALA. La sintesis de las porfirinas fue
dependiente de la concentracion de ALA, del tiempo de incubacidn y de la bacteria a
tratar. Por lo cual, se concluye que para cada tratamiento de fotoinactivacion
bacteriana es necesario optimizar estas variables, con el fin de exacerbar la sintesis de
las porfirinas y poder producir asi un mayor efecto fotosensibilizante mediante el

incremento de la cantidad total de las mismas.
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Conclusiones finales
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En este trabajo se propone el uso de la FIB como una posible terapia alternativa
al empleo de antibidticos y efectiva contra infecciones bacterianas superficiales o de
acceso por via endoscépica mediante el uso de FS tales como TAPP o precursores de

los mismos tales como el ALA.

Al evaluar la respuesta a la FIB-TAPP de S. aureus y P. aeruginosa en cultivos
plancténicos se obtuvieron resultados que demuestran que mayores concentraciones
de TAPP son requeridas para fotoinactivar P. aeruginosa en comparacion aquellas
utilizadas para S. aureus. Por otro lado, la fotoinactivacion de las biopeliculas formadas
por S. aureus o P. aeruginosa requirié concentraciones de TAPP y dosis luminicas
mayores a las utilizadas para cultivos planctdnicos, obteniéndose resultados similares

para ambas especies.

En conclusién, la FIB empleando la porfirina sintética TAPP fue efectiva en la
erradicacion de S. aureus en crecimiento plancténico y en la eliminacién parcial de su
biopelicula crecida sobre poliestireno. Por cierto, las especies Gram positivas
estudiadas respondieron a este tratamiento con una eficiencia incrementada respecto

a la observada en los patégenos Gram negativos.

Ademas, las biopeliculas de E. faecalis formadas sobre superficies de titanio
pudieron ser fotoinactivadas por el tratamiento de FIB-TAPP, y el pre-tratamiento
fototérmico con laser infrarrojo es aditivo al efecto de la FIB sobre ellas. Estos
resultados revisten importancia clinica en el tratamiento de prétesis dentales
infectadas por Enterococcus spp. a las cuales se puede acceder con la luz por medio de
fibras 6pticas, y como terapia adicional durante el proceso de “toilette quirdrgica”

mediante iluminacién de la zona infectada previa administracion de un FS apropiado.

También se demostré la eficacia que tiene el tratamiento de FIB utilizando
ALA -compuesto aprobado por la FDA para su uso antitumoral- en cultivos plancténicos

y en biopeliculas de patégenos Gram positivos y negativos. Es de destacar que para el
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tratamiento de ALA-FIB, la eficiencia de fotosensibilizacidon fue similar para todas las
especies estudiadas tanto en crecimiento plancténico como en biopeliculas,
demostrando que la molécula de ALA no presentaria mayores inconvenientes para
penetrar las diversas matrices extracelulares de las biopeliculas formadas por Gram

negativas o Gram positivas.

Tras la incubacidn con el precursor ALA, la cantidad de porfirinas totales y el
tipo de porfirina sintetizada por tres de las especies bacterianas estudiadas es variable
y estan directamente relacionadas con la respuesta a la terapia. Ademas, la proporcion
de cada tipo de porfirina acumulada intracelularmente varia en forma cepa-
dependiente, como asi también con las condiciones de concentracién de ALA vy

tiempos de incubacidn con este precursor.

En cuanto a la excrecién de porfirinas, se observé que Coproporfirina se
encuentra presente en forma mayoritaria en el medio extracelular de todas las
especies analizadas, por lo cual, teniendo en cuenta que los patrones de porfirinas
intracelulares son totalmente diferentes entre las distintas especies bacterianas, se
infiere que las bacterias tienen un control finamente regulado tanto sobre la sintesis

de porfirinas como sobre su liberacion diferencial al medio.

En las biopeliculas de S. epidermidis las porfirinas se localizan en todo el
citoplasma celular y aparentemente en su envoltura, mientras que no se encuentra

una cantidad significativa de porfirinas en la matriz extracelular.

Las células bacterianas de P. aeruginosa y E. coli son relativamente
refractarias al tratamiento fotoinactivante tanto para los FS que actuan desde el
exterior como para los generados endégenamente en las bacterias como es el caso de
las porfirinas sintetizadas a partir de ALA. La observacion de elevada cantidad de
porfirinas enddgenas acumuladas en E. coli resistente a la FIB cuestiona el paradigma
de que la ausencia de respuesta a la FIB por las bacterias Gram negativas es debido a la

escasa incorporacion de FS por estas células.
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En conjunto, la FIB puede ser un tratamiento efectivo y alternativo al empleo
de antibidticos para el control y eliminacién de infecciones por bacterias Gram

negativas y positivas, tanto en estado plancténico como en biopeliculas.
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