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Resumen

La resistencia a los antibidticos es una creciente
preocupacion en la salud publica global, ya que
amenaza con devolvernos a una era donde las
infecciones microbianas ordinarias podrian ser
mortales. Entre las principales causas esta el uso
excesivo e inapropiado de antibidticos en medi-
cina y agricultura. Pero hay una alternativa: la
terapia fotodindmica (TFD), surgida de la fotofisi-
ca y la fotoquimica para tratar diversas enferme-
dades. Este manuscrito ofrece un panorama de
la TFD, abarcando sus fundamentos cientificos,
mecanismos de accién y eficacia en el tratamien-
to de cancer e infecciones bacterianas, fungicas
y virales. Ademads, se discuten los avances en el

desarrollo y uso de fotosensibilizadores (Fs), y es-
trategias para mejorar su selectividad y eficacia
terapéutica. La TFD combina un Fs, luz y oxigeno
para generar especies reactivas de oxigeno (ros,
por sus siglas en inglés), que inducen dafio celu-
lar. Su aplicacién en oncologia y dermatologia, y
su potencial en terapias antimicrobianas, mues-
tran su versatilidad. Se resaltan los desafios en do-
simetria de luz y Fs, y la investigacion en mecdanica
celular por medio de pinzas épticas y el desarrollo
de Fs a partir de nanoparticulas. Estos desarrollos
prometen terapias mds efectivas y menos invasi-
vas para el tratamiento de diversas enfermedades.

Palabras clave: biomedicina, dosimetria, nanotecnologia, pinzas 6pticas, speckle, terapia fotodi-

namica.

Abstract

Antibiotic resistance is a growing global public
health concern, as it threatens to return us to an
era where common microbial infections could be
deadly. Among the main causes stand the overuse
and inappropriate administration of antibiotics
in medicine and agriculture. However, there is
an alternative: photodynamic therapy (pDT), which
has emerged using principles of photophysics and
photochemistry to treat various diseases. This man-
uscript provides an overview of PDT, covering its
scientific rationale, mechanisms of action, and its
efficacy in the treatment of cancer, bacterial, fungal,
and viral infections. In addition, advances in the

development and use of photosensitizers (ps) and
strategies to improve selectivity and therapeutic
efficacy are discussed. PDT combines a ps, light and
OXygen to generate reactive oxygen species (ROS)
that induce cell damage. Its application in oncology
and dermatology, and its potential in antimicrobi-
al therapies, show its versatility. Challenges in light
dosimetry and Fs are highlighted. Research in cell
mechanics based on optical tweezers and the devel-
opment of Fs from nanoparticles are shown. There-
fore these developments entail more effective and
less invasive therapies for the treatment of various
diseases.
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Introduccion

En el campo de la biomedicina, la terapia fotodindmica (TFD) constituye una al-
ternativa terapéutica innovadora basada en la fotofisica y la fotoquimica para el
tratamiento de una amplia gama de patologias. Esta técnica combina tres elemen-
tos: un fotosensibilizador (¥s), luz y oxigeno [1]. La luz ha sido utilizada para tratar
enfermedades desde tiempos antiguos en civilizaciones como la egipcia, la india
y la china, quienes la empleaban para tratar problemas de piel, cadncer, raquitis-
mo e incluso enfermedades mentales [2]. Los griegos antiguos también recurrian
a la exposicion al sol como tratamiento para diversos padecimientos, y tomar
bafios de sol era una actividad comun. En la Francia de los siglos XvIII y XIX, se
utilizaba la luz solar para tratar condiciones como la tuberculosis, el raquitismo,
el escorbuto, el reumatismo y la debilidad muscular. Sin embargo, su uso en medi-
cinay cirugia en un nivel significativo es relativamente reciente. Desde finales del
siglo XX, la luz se ha empleado en diversas formas, incluida la TFD, que muestra
avances considerables en el tratamiento del cancer, infecciones bacterianas, fun-

gicas e incluso virales [3].

En la agricultura moderna, los antibidticos y fungicidas se han convertido en una
practica comun para prevenir y tratar infecciones en cultivos y garantizar altos
rendimientos. Empero, la practica ha generado preocupaciones debido al desarro-
llo de resistencia antimicrobiana, que afecta tanto a organismos patégenos como
a la microbiota benéfica de los suelos y plantas [4]. Esta preocupacion coloca a la
TFD en una posicion primordial debido a que soluciona directamente el problema

de la resistencia antimicrobiana [5].

El presente manuscrito ofrece una vision integral de la TFD y sus aplicaciones en
biomedicina, actuales y emergentes. Se abordan los fundamentos cientificos y los
mecanismos de accién de la TFD, junto con una revisién de la literatura que respal-
da su eficacia en el tratamiento de diversas enfermedades. Asimismo, se discuten
los avances recientes en la investigacion, incluyendo el desarrollo de nuevas for-
mulaciones de Fs y estrategias innovadoras para mejorar la selectividad y la efi-
cacia terapéutica. A través de este andlisis, se busca brindar una comprension mas
clara y accesible de la TFD, destacando su potencial en el tratamiento médico. Ademas,
se integran desarrollos especificos realizados por los autores en el laboratorio de
terapia fotodinadmica del Instituto Nacional de Astrofisica, Optica y Electrénica
(INAOE). Se trata de avances en la caracterizacion de levaduras resistentes, el uso
de pinzas oOpticas para analizar la mecdnica celular y el disefio de FS basados en

nanoparticulas (NP). Este enfoque no solo conecta la literatura internacional con
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aportaciones originales, sino que también pone de relieve el impacto de la inves-

tigacion cientifica realizada en México.

Marco tedrico

Los Fs pueden verse al mismo tiempo como medios de transporte y traduccién, ya
que transfieren la energia de la luz hacia las células patégenas y en el proceso la
transforman en energia quimica [6]. Existen varios tipos de Fs, los primeros en usar-
se en TFD fueron los colorantes, posteriormente las porfirinas y recientemente se han
disefiado a partir de NP [7]. Un segundo factor es la luz; dependiendo del Fs, se re-
quiere una longitud de onda especifica. Es decir, cada emisién de luz estd en una
region determinada, y es importante elegirla correctamente, ya que es la encar-
gada de “activar” el Fs para que pase la energia hacia las células enfermizas [8]. En
ultimo lugar, tenemos al oxigeno; esa molécula vital es también la causante de pro-
cesos oxidativos. A través de las especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en
inglés) en conjunto con el oxigeno molecular, se genera un estrés oxidativo en las
células patégenas, un desequilibrio quimico que desencadena el proceso de muer-

te celular [9].

El proceso general de la TFD (Figura 1) comienza con la administracion del s, que
se acumula selectivamente en el tejido afectado, ya sea mediante su propia afinidad
con las células enfermas o mediante técnicas de direccionamiento especifico [10].
Una vez que el Fs se ha acumulado en concentraciones adecuadas, se administra luz
de una longitud de onda especifica sobre el drea afectada. Cuando la luz incide
sobre el Fs, este absorbe fotones y entra en un estado excitado, que lo insta a in-
teractuar con el oxigeno presente en el tejido. Esta interaccion produce ROS y
oxigeno molecular, que inducen dafio celular [11]. La TFD utiliza Fs que, al activar-
se con luz y oxigeno, dafian selectivamente tejidos tumorales o patogenos sin afec-
tar células sanas. Esta selectividad se logra mediante la interaccion de los s con
biomarcadores especificos o sistemas de administracion especificamente dirigidos
[12]. Los avances en nanotecnologia han mejorado significativamente esta precision
mediante FS de segunda generacion y sistemas basados en nanomateriales, que
optimizan la acumulacion en tejidos enfermos y reducen los efectos secundarios,
consolidando a la TFD como una opcidn terapéutica innovadora y de alta especifi-
cidad [2].

Las aplicaciones de la TFD en biomedicina son variadas y prometedoras. En on-
cologia, se utiliza para tratar tumores superficiales y localizados, asi como para
aliviar sintomas en tumores avanzados. En dermatologia, se emplea en el trata-

miento de afecciones cutdneas como el acné, la queratosis actinica y el carcinoma
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FIGURA 1.

Esquema general
del proceso de TF
en una célula
patogena.

Fuente:
elaboracién propia
en la plataforma
informatica Picsart.

de células basales. Ademas, ha mostrado eficacia en el tratamiento de infecciones
bacterianas, fungicas y virales, asi como en la terapia antimicrobiana y la desin-

feccion de superficies [13].

La investigacion continua en el campo de la TFD se centra en el desarrollo de nuevos
FS con propiedades mejoradas de selectividad y eficacia terapéutica, asi como en
el refinamiento de las condiciones de tratamiento y la exploracién de nuevas apli-
caciones clinicas. En conjunto, la TFD representa una herramienta valiosa y versatil
en el arsenal terapéutico de la biomedicina, con el potencial de mejorar significati-

vamente el tratamiento de una amplia gama de enfermedades.
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Resultados y discusion

Aumento de inhibicion: efecto combinado de terapia
fotodinamica antimicrobiana (TFDA) y fluconazol sobre
microorganismos farmacorresistentes

Segun el Boletin Infecciones Asociadas a la Atencién de la Salud [44], cada trimes-
tre en México se reportan mas de diez mil casos de infecciones causadas por mi-
croorganismos como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans
y Candida tropicalis, entre otros. Estos microorganismos son objeto de numerosos
estudios debido a la resistencia antimicrobiana que algunas cepas pueden llegar a
presentar, es decir, continiian su crecimiento a pesar de estar sometidas a trata-
miento. Una de las principales razones es el uso desmedido y prolongado de far-
macos, lo cual provoca la adaptacion de dichas especies a diferentes medicamentos
y a concentraciones elevadas [14]. Algunos determinantes en el proceso de adap-

tacion son la modificacion a nivel celular de los sitios donde se encuentran las
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FIGURA 2.

Biopelicula adherida
a una microplaca de
poliestireno durante
su maduracion.
Fuente: elaboracion
propia.

proteinas clave para el funcionamiento de un farmaco, la activacién de bombas
de flujo (canales que se activan en presencia de un antibidtico y lo expulsan fue-
ra de la célula) y la formacion de multiples estratos denominados biopeliculas,
que impiden a las capas internas interactuar con cualquier agente inhibidor del

crecimiento microbiano (Figura 2) [15].

[
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En respuesta a este problema, se han planteado soluciones como la concientizacién
sobre el uso de medicamentos, el empleo de concentraciones dptimas, los tratamien-
tos combinados, el desarrollo de una nueva generacion de fdrmacos y las terapias
alternativas, como la TFD. Por ejemplo, Loaiza Toscuento et al. mostraron que las
cepas de C. tropicalis resistentes a antifungicos no eran inhibidas en mas del 10 %
al utilizar fluconazol a las concentraciones de 10, 20, 40 y 60 pg/ml; no obstante, al
aplicar una combinacion con TFD y fluconazol [16], ellos lograron inhibir las cepas
en mas del 95 % (Figura 3). Es decir, no fue necesario inducir concentraciones le-
tales para inhibir las cepas de C. tropicalis, por lo que la estrategia de combinar

procedimientos puede ser clave en el combate de infecciones.

FIGURA 3.

Cajas de Petri con
unidades formadoras
de colonias (UFc) de la

cepa C. tropicalis
(MYA-3404) sometidas
a tratamientos

de fluconazol, TFD
(con azul de metileno)
y la combinacion de
ambas terapias.

Fuente: elaboracién

propia en el software
MATLAB.

Control Fluconazol TFD TFD & Fluconazol

Dosimetria de luz y dosis de Fs en TFD: un desafio crucial
para el éxito del tratamiento

El éxito de la TFD depende de la entrega precisa de la luz y del fotosensibilizador.
La dosimetria de luz cuantifica la distribucion espacial y temporal de la luz irra-

diada en el tejido [17], mientras que la dosimetria del fotosensibilizador determina
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la concentracion del mismo en las regiones del tejido [18]. Ajustar la dosimetria

presenta retos significativos:

» Heterogeneidad tisular: Las propiedades 6pticas de los tejidos varian con-
siderablemente, lo que afecta la propagacion de la luz y la distribucion del
FS, dificultando la prediccién exacta de la dosis entregada en diferentes
regiones del tejido [19].

» Interacciones luz-tejido: La luz interactua con el tejido a través de fend-
menos como la absorcidn, la dispersion y la reflexion, lo que altera su
distribucion espacial y temporal [20]. Modelar con precisién estas inte-
racciones es crucial para la dosimetria de luz.

* Localizacion del rs: La distribucidn del rs puede verse afectada por facto-
res como la vascularidad, la permeabilidad tisular y la unién a proteinas.
Determinarla es esencial para minimizar los efectos secundarios [21].

» Tecnologias de dosimetria: Las tecnologias actuales para la dosimetria
de luz y Fs tienen limitaciones. Los métodos invasivos, como las sondas
de fibra 6ptica, ofrecen mediciones precisas, pero son intrusivos y pueden
alterar la distribucion de la luz [22]. Las técnicas no invasivas, como la
tomografia de fluorescencia 6ptica y la espectroscopia de reflectancia di-

fusa, son menos invasivas, pero pueden tener menor precision [23].

A pesar de estos retos, se han logrado avances importantes en la dosimetria de

luz y s a través de técnicas como:

* Modelos matematicos complejos para simular la propagacion de la luzy
la distribucion del rs en los tejidos [24]. Estos modelos incorporan infor-
macion sobre las propiedades opticas del tejido, la geometria del sitio de
tratamiento y las caracteristicas de la fuente de luz.

* Tecnologias de imagenologia, como la tomografia de coherencia éptica 'y
la tomografia de fluorescencia 6ptica, visualizan en alta resolucidon la
distribucion del rs en el tejido [21].

* Sondas de fibra 6ptica miniaturizadas y sensibles que permiten realizar

mediciones precisas de la luz en diferentes puntos del tejido [25].

La investigacidon continua en dosimetria de luz y rs es fundamental para optimizar
la TFD y mejorar sus resultados terapéuticos. Al superar los retos actuales, se podra
garantizar una entrega precisa de la dosis y maximizar la eficacia del tratamiento
mientras se minimizan los efectos secundarios, convirtiendo a la TFD en una herra-

mienta médica aun mas poderosa.
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FIGURA 4.

Esquema de pinzas
Opticas y una célula
fangica con un
organelo atrapado.
Fuente: elaboracion
propia en la plataforma
informatica BioRender.

Innovaciones en TFD: explorando la mecanica celular
con pinzas 6pticas

Las células, ademads de sus propiedades quimicas y bioldgicas, exhiben caracte-
risticas fisicas determinantes para su funcionamiento, estructura, movimiento e
interaccion con el entorno. Por ejemplo, la rigidez y elasticidad les permiten adap-
tar estructuras especificas para funciones concretas, y afectan su capacidad de
adherirse a otras células o superficies [26]. La viscosidad intracelular es también
un factor crucial, ya que influye en la sefializacién mecénica y la transduccion de
sefiales [27]. La interaccidn entre fuerzas mecanicas y respuestas bioldgicas ha
demostrado que las propiedades mecdanicas de las células impactan en procesos
como la proliferacion, diferenciacion, migracién y muerte celular [28], los cuales
pueden ser alterados por tratamientos como la TFD [29]. En este contexto, el estu-
dio de la mecénica celular mediante el uso de pinzas dpticas (p0) emerge como un
enfoque innovador con un gran potencial para impulsar la investigacion del efecto
de la TFD en los procesos de muerte celular. Las Po emiten un rayo laser enfocado,
creando una trampa optica que permite manipular y medir fuerzas a 6rdenes de
magnitud tan pequefios como los picoNewtons. Con esta tecnologia es posible atra-
par y mover organelos celulares sin dafiarlos, gracias a la presion de radiacion
ejercida por el rayo laser [30]. Las Po destacan por su capacidad de realizar medi-
ciones dindmicas en tiempo real y su naturaleza no invasiva, lo que las convierte
en una herramienta invaluable para estudios bioldgicos y fisicos que requieren una
manipulacion precisa y controlada de las estructuras celulares [31]. Actualmente,
se emplea esta tecnologia para estudiar la mecénica celular, midiendo la rigidez y

viscosidad intracelular durante la muerte inducida por la TFD en un organelo es-

pecifico (Figura 4).
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Este enfoque tiene un gran potencial para profundizar la comprension de los
fendmenos moleculares que subyacen tras la muerte celular y como estos afectan
las propiedades mecdanicas de la célula. Ademas, ofrece informacion valiosa para
optimizar los protocolos de TFD, ajustando los parametros de tratamiento en fun-
cion de las caracteristicas mecanicas de las células objetivo, y permite desarrollar

estrategias terapéuticas mas efectivas y seguras.

Exploraciéon de caracteristicas morfologicas en cepas
de Candida tras la aplicacion de TFDA: un enfoque reve-
lador

En los ultimos afios se han logrado avances en las técnicas alternativas para el
tratamiento de infecciones fungicas [32], especialmente las causadas por especies
del género Candida [33], que muestran una creciente resistencia a los tratamientos
convencionales [34]. Sin embargo, se sabe poco sobre cdmo responden las cepas de
Candida que sobreviven a diferentes tratamientos. Recientemente, en un estudio
del laboratorio de TFD del INAOE, se caracterizd y comparo el efecto de la TFDA en un
fenédmeno conocido como switching fenotipico (SF). Este fendmeno permite a las co-
lonias de hongos cambiar su apariencia y estructura, efecto que se ha asociado con
una mayor virulencia. Los resultados de la mencionada investigacion revelaron
que la aplicacién de TFDA ralentiza el crecimiento y la apariciéon de cambios mor-
foldgicos derivados del s en las cepas de Candida estudiadas (Figura 5). Este hallaz-
go es relevante, ya que anteriormente no se habian reportado estudios al respecto
en hongos sobrevivientes a la TFDA. La Figura 5 muestra la comparacion de colonias
de C. albicans y C. tropicalis con y sin TFDA. Se observa que las tratadas con TFDA son
mads pequeiias y presentan cambios morfolégicos mas lentos en comparacion con las

colonias sin TFDA.
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C. albicans C. tropicalis C. glabrata

FIGURA 5.

Efecto de la TFDA

sobre la morfologia
de diferentes cepas Sin TFDA \
de Candida.

Fuente: elaboracion
propia en el software
MATLAB.

Con TFDA
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Estos hallazgos contribuyen a optimizar el uso de la TFDA como alternativa terapéu-
tica eficaz para el tratamiento de infecciones fungicas dificiles de erradicar. Com-
prender como responden los patdgenos resistentes a este tipo de intervenciones y
qué pasa con las células sobrevivientes al tratamiento es clave para desarrollar es-

trategias mas efectivas en el manejo de infecciones.

Nanotecnologia y TFD: disefio de nuevos Fs

En la ultima década, las Np han revolucionado la TED al incrementar la selectividad,
eficacia y adaptabilidad en tratamientos contra enfermedades infecciosas y can-
ceres. Los FS basados en nanoparticulas ofrecen una serie de ventajas sobre los Fs
comunes. Destaca que estas NP son modulables, es decir, pueden modificarse para
elegir una region especifica de la luz; asi, los Fs pueden disefiarse para absorber
luz visible y prescindir de la uv, que, aunque efectiva contra células patdgenas,
puede implicar problemas de salud graves en las células humanas, como la mu-
tacion celular y consecuentemente el cdncer. Las NP han mostrado un control pre-
ciso sobre la acumulacién en tumores, mejorando la generaciéon de Ros bajo
fotoexcitacién. Un ejemplo notable son las NP de conversidn ascendente y puntos
cuanticos, que permiten la activacion con luz de mayor longitud de onda, ideal para
penetrar tejidos profundos; asimismo, las NP metdlicas, como las de oro y 6xido de
zing, potencian los efectos fotodindmicos. En adicidn, los desarrollos recientes han
explorado NP biodegradables basadas en polimeros, porfirinas y polipiridinas de
rutenio, que no solo ofrecen propiedades fotofisicas unicas, sino que también re-

ducen los riesgos de toxicidad y mejoran la biocompatibilidad [35], [36].

Diversos grupos de investigacion en el mundo se han encargado de disefiar nue-
vos Fs basados en Np cuyo desemperio supere al de los Fs convencionales. Sobre-
salen las Np de porfirina, nanoparticulas de oro, cloro E6, polimeros anfifilicos y
seleniuro de bismuto como fotosensibilizadores efectivos en TFD contra el cAncer
[37]. Estas innovaciones no solo potencian la generaciéon de Ros mediante fotoex-
citacidn, sino que también optimizan la acumulacion en tejidos tumorales y la
selectividad terapéutica. También es cierto que, con el desarrollo de nuevos na-
nomateriales, se generan nuevas preocupaciones, tales como los efectos secundarios
que pudieran causar debido a su escala. Sin embargo, el arduo trabajo de la co-
munidad cientifica ha rendido frutos, pues ahora se cuenta con Np de liposomas,

micelas, carbono y oro para su uso en TFD [38].

En 2015, la administracion de alimentos y medicamentos estadounidense (FDA,

por sus siglas en inglés) aprobo el uso de doxil y paclitaxel, NP empleadas en tra-
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FIGURA 6.

Cultivo de C. albicans
en agar dextrosa
Sabouraud. a) Sin Fs ni
terapia de luz. b) Con
FSy terapia de luz.

Fuente: elaboracion
propia en la platafor-
ma informatica Picsart.

tamientos contra el cadncer [39]. De manera mas reciente, el grupo de Karges,
desarroll6 con éxito Np de polipiridina de rutenio usado en TFD contra células de
carcinoma ovarico humano [40]. Ademas, va en ascenso el desarrollo de NP de sili-
cio, puntos cuanticos y de conversion ascendente para combatir el cancer, las cuales

generan oxigeno singlete (*0,) por si mismos tras una fotoexcitacion [41].

No solo se han desarrollado Np para la aplicacién de TFD contra el cancer; el grupo
de Bekmukhametova reportd que es posible usarlas contra hongos y bacterias.
Las m4s utilizadas, de plata, cobre, y 6xidos de titanio, zinc y grafeno, han sido
probadas contra E. coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonia, C. albicans,
P. aeruginosa y Enterococcus faecalis [42]. En la Figura 6 se aprecia una compara-
cioén entre dos cultivos planctonicos de C. albicans (los puntos blanquecinos que
contrastan contra el fondo hecho por agar). El inciso a muestra UFc que no han reci-
bido TFDA; el inciso b, un cultivo similar que recibi6 TFDA con Fs basado en NP de Tio,
dopadas con plata. Se concluye que la reduccion de UEC se debi0 al efecto de inac-
tivacién de la TFDA [43]; entonces, es evidente la capacidad de estos Fs para elimi-

nar células patdgenas.

(b

Cultivo de C. albicans Cultivo de C. albicans
que no recibié TFD que si recibié TFD
L]
Conclusiones

La TFD se ha consolidado como una herramienta terapéutica innovadora en biome-
dicina, integrando Fs, luz y oxigeno para abordar eficazmente diversas enfermeda-
des. Su evolucién desde el tratamiento de tumores superficiales hasta infecciones
resistentes destaca su versatilidad y potencial. Los avances en nanotecnologia han
optimizado la selectividad y la eficacia de la TFD mediante el desarrollo de s basa-
dos en NP que mejoran la acumulacion en tejidos especificos y reducen los efectos
secundarios. Asimismo, innovaciones como las pinzas ¢pticas han permitido explo-
rar la mecanica celular para ajustar los protocolos terapéuticos, mientras que

estudios recientes sobre infecciones fungicas resistentes han evidenciado el impac-
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to positivo de la TFD combinada con fungicidas convencionales. Estos avances no

solo demuestran la capacidad de la TFD para superar desafios terapéuticos, como

la resistencia antimicrobiana y la dosimetria de luz, sino que también destacan el

valor de la investigacion cientifica realizada en México, ejemplificada por el traba-

jo realizado en el INAOE. Este progreso refuerza el papel de la TFD como una alter-

nativa eficaz, sostenible y menos invasiva para el tratamiento de una amplia gama

de patologias.
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