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RESUMEN

La creciente crisis de resistencia antimicrobiana representa uno de los desafios sanitarios mas
urgentes del siglo XXI, con proyecciones gque estiman hasta 10 millones de muertes anuales y
pérdidas econdmicas de 100 billones de dolares para 2050. Frente al agotamiento progresivo de
los antibioticos convencionales, incluso las combinaciones de tercera linea como
ceftolozana/tazobactam, meropenem/vaborbactam y plazomicina, la terapia fotodinamica
antimicrobiana (aPDT) emerge como una estrategia disruptiva basada en mecanismos

fotoquimicos no especificos que minimizan el desarrollo de resistencia bacteriana.

En este estudio se evalud la actividad fotodindmica antibacteriana de cuatro metaloporfirinas
sintéticas, TCarbPP-Zn, TCarbPP-Sn (1V), TBrPP-Zn y TBrPP-Sn (1V), funcionalizadas con
grupos (4-carboxifenil) o (4-bromofenil) y coordinadas con Zn (Il) o Sn (IV), frente a cuatro
patdgenos clinicos prioritarios: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus y Staphylococcus warneri. Se investigd sistematicamente el efecto potenciador del
yoduro de potasio (KI, 100 mM) bajo irradiacion luminica controlada (40 J/cm2, 7.5 mW/cm2,
90 min), con el objetivo de generar especies reactivas de yodo (RIS) que complementen el dafio
oxidativo producido por las especies reactivas de oxigeno (ROS) intrinsecas de los

fotosensibilizadores.

Los resultados demostraron que las metaloporfirinas poseen actividad fotodinamica intrinseca
frente a los cuatro patdgenos evaluados, aunque insuficiente para alcanzar niveles clinicamente
relevantes. La adicién de KI bajo irradiacién produjo una potenciacion estadisticamente
significativa en todos los sistemas, alcanzando inhibiciones superiores al 94%, con valores
maximos de 99.14 + 0.99% para TCarbPP-Zn frente a S. warneri, y confirmando que el sistema
metaloporfirina+KI1 constituye un agente de aPDT de alta eficacia. Este efecto fue estrictamente
fotodependiente para tres de los cuatro compuestos (TCarbPP-Sn (1V), TBrPP-Zn y TBrPP-Sn
(IV)), validando su selectividad espacial como requisito de seguridad clinica. No obstante,
TCarbPP-Zn exhibi¢ toxicidad oscura pronunciada en combinacion con KIl, constituyendo una
limitacion importante para su aplicacion terapeutica. Las porfirinas coordinadas con Zn (1)
demostraron superioridad fotodindmica consistente sobre sus andlogos Sn (1V). El sistema
potenciado logré superar la barrera de permeabilidad de P. aeruginosa, patdgeno de prioridad

critica segun la OMS, alcanzando inhibiciones superiores al 97%.



En conjunto, los resultados posicionan a TBrPP-Zn como el compuesto de mayor potencial
traslacional por combinar eficacia fotodindmica robusta con ausencia de dark toxicity, y validan
la estrategia metaloporfirina+KI como una alternativa terapéutica promisoria frente a la crisis

global de resistencia antimicrobiana.

Palabras clave: terapia fotodindmica antimicrobiana, metaloporfirinas, yoduro de potasio.



ABSTRACT

The escalating antimicrobial resistance crisis represents one of the most pressing health
challenges of the 21st century, with projections estimating up to 10 million annual deaths and
economic losses of $100 trillion by 2050. Faced with the progressive exhaustion of conventional
antibiotics,including  third-line  combinations  such  as  ceftolozane/tazobactam,
meropenem/vaborbactam, and plazomicin,antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) emerges
as a disruptive strategy based on non-specific photochemical mechanisms that minimize the

development of bacterial resistance.

This study evaluated the antibacterial photodynamic activity of four synthetic metalloporphyrins,
TCarbPP-Zn, TCarbPP-Sn (IV), TBrPP-Zn, and TBrPP-Sn (IV),functionalized with
(4carboxifenil) or (4-bromofenil) groups and coordinated with Zn(Il) or Sn(lV), against four
priority clinical pathogens: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
and Staphylococcus warneri. The potentiating effect of potassium iodide (KI, 100 mM) was
systematically investigated under controlled light irradiation (40 J/cm2, 7.5 mW/cm2, 90 min),
with the aim of generating reactive iodine species (RIS) that complement the oxidative damage

produced by the intrinsic reactive oxygen species (ROS) of the photosensitizers.

The results demonstrated that the metalloporphyrins possess intrinsic photodynamic activity
against all four evaluated pathogens, although insufficient to reach clinically relevant levels. The
addition of KI under irradiation produced a statistically significant potentiation in all systems,
achieving inhibitions exceeding 94%, with maximum values of 99.14 + 0.99% for TCarbPP-Zn
against S. warneri,and confirming that the metalloporphyrin+KI system constitutes a highly
effective aPDT agent. This effect was strictly photodependent for three of the four compounds
(TCarbPP-Sn (IV), TBrPP-Zn, and TBrPP-Sn (1V)), validating their spatial selectivity as a

clinical safety requirement.

However, TCarbPP-Zn exhibited pronounced dark toxicity in combination with KI, constituting
an important limitation for its therapeutic application. The Zn (Il)-coordinated porphyrins
demonstrated consistent photodynamic superiority over their Sn (IV) analogues, confirming the
advantage of the zinc d10 electronic conFiguration for efficient singlet oxygen generation.
Regarding macrocycle functionalization, the bromo groups (TBrPP-Zn) provided the best

balance between high phototherapeutic efficacy and absolute absence of dark toxicity, while the



carbazolyl groups maximized potency but compromised photoselectivity. Gram-positive bacteria
showed greater basal susceptibility in darkness, consistent with the absence of an outer
membrane; however, the potentiated system managed to overcome the permeability barrier of P.
aeruginosa, a pathogen of critical priority according to the WHO, achieving inhibitions

exceeding 97%.

Collectively, the results position TBrPP-Zn as the compound with the highest translational
potential by combining robust photodynamic efficacy with absence of dark toxicity, and validate
the metalloporphyrin+KI strategy as a promising therapeutic alternative against the global

antimicrobial resistance crisis.

Keywords: antimicrobial photodynamic therapy, metalloporphyrins, potassium iodide.
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INTRODUCCION

La resistencia antimicrobiana (RAM) constituye una de las amenazas mas criticas para la salud
publica global del siglo XXI. Segun la OMS, la RAM podria convertirse en la principal causa
de mortalidad mundial en las proximas décadas, con méas de 2.8 millones de casos y 35,000
muertes anuales solo en Estados Unidos (1-3). La proliferacion de cepas multirresistentes
(MDR) y extremadamente resistentes (XDR) ha comprometido seriamente antibioticos de
tercera linea como carbapenémicos, colistina ¢ inhibidores de [-lactamasas, haciendo
imperativa la blsqueda de terapias alternativas que operen mediante mecanismos

fundamentalmente distintos a los antibidticos convencionales (2, 4-6).

La inactivacion fotodindmica antimicrobiana (aPDI) emerge como una estrategia terapéutica
no antibiotica prometedora, basada en tres componentes esenciales: un fotosensibilizador (PS),

una fuente de luz de longitud de onda apropiada y oxigeno molecular (7, 8).

Tras la absorcién de fotones, el PS alcanza su estado excitado singlete (S1) y, mediante cruce
intersistema (ISC), transita al estado triplete (T1 ), desde el cual operan dos vias fotoquimicas:
el mecanismo Tipo | genera especies radicalarias (.0 2 , "OH, H20, ) mediante transferencia
electronica, mientras que el mecanismo Tipo Il produce oxigeno singlete (O, ) por
transferencia de energia a *O2 (9—11). La generacion simultanea de maltiples especies reactivas
de oxigeno (ROS) causa dafio multiobjetivo en membranas, proteinas y acidos nucleicos
bacterianos, inherentemente refractario al desarrollo de resistencia (12, 13). Las
metaloporfirinas constituyen una familia de PS de segunda generacion con propiedades
fotofisicas superiores, caracterizadas por su estructura macrociclica tetrapirrolica, fuerte
absorcion en la region visible (banda Soret 400-430 nm y bandas Q 500-700 nm) y propiedades
fotofisicas ajustables (7, 14). La naturaleza del ion metalico central modula criticamente la
eficiencia del ISC, la vida del estado triplete y el ®a: Zn (lI), con configuracion d*
diamagnética, facilita ISC eficiente sin desactivacion no radiativa adicional, mientras que Sn
(IV) puede reducir la planaridad del sistema n-conjugado (12, 15).

La funcionalizacion periférica en posiciones meso proporciona un control adicional: las
porfirinas carboxifenil-funcionalizadas presentan mayor solubilidad acuosa e interaccion
electrostatica con membranas bacterianas a pH fisiologico debido a sus grupos carboxilo
ionizables (pKa = 3.5-4.5), mientras que las porfirinas bromadas se benefician del efecto de
atomo pesado externo, que potencia el ISC mediante acoplamiento spin-orbita e incrementa ®x
(15). A pesar de estos avances, estudios comparativos sistematicos que evalien series
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coordinadas de metaloporfirinas carboxifenil-funcionalizadas versus bromadas bajo
condiciones fotoquimicas idénticas permanecen escasos, particularmente en combinacion con

estrategias de potenciacion quimica.

El yoduro de potasio (KI) ha demostrado potenciar marcadamente la actividad fotodinamica
antimicrobiana de diversos PS mediante la generacion de especies yodo-reactivas (RIS), 12,
acido hipoiodoso (HOI), radicales I-, que amplifican el efecto bactericida a través de un
mecanismo de oxidacion en cascada sobre lipidos insaturados, tiolos membranales y nucleo-
bases (16, 17). Criticamente, la generacion de RIS es estrictamente fotodependiente,
preservando la selectividad espacial requerida para aplicaciones clinicas seguras (12). El
presente estudio evalud cuatro metaloporfirinas, TCarPP-Zn, TCarPP-Sn (IV), TBrPP-Zn y
TBrPP-Sn (1V), a 50 uM, con y sin KI (100 mM), bajo irradiacion LED azul (Amax = 470 nm,
40 Jlcm?, 7.4 mW/cm?, 90 min), contra cepas de referencia ATCC de Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Staphylococcus warneri. Estas especies
abarcan la diversidad estructural de la envoltura celular bacteriana, Gram-negativas con
membrana externa permeable (E. coli, P. aeruginosa) y Gram-positivas con gruesa pared de
peptidoglucano (S. aureus, S. warneri), y representan patdgenos de prioridad critica segun la
OMS, incluyendo cepas MDR y agentes de infecciones nosocomiales y asociadas a dispositivos
médicos (2, 3, 5, 6, 18). Los objetivos especificos fueron: (i) determinar porcentajes de
inhibicidn bacteriana en condiciones oscuras e irradiadas con y sin KI; (ii) cuantificar el efecto
potenciador de Kl para cada combinacidn PS-bacteria; (iii) verificar la fotodependencia estricta
del sistema PS+KI; (iv) comparar el rendimiento fotodindmico de complejos Zn(ll) versus
Sn(1V) y macrociclos carboxifenil-funcionalizados versus bromados; y (v) analizar la
susceptibilidad diferencial en relacion con la arquitectura de la envoltura celular. Se espera que
estos hallazgos contribuyan al disefio racional de sistemas metaloporfirina-KI optimizados para

aplicaciones aPDI en el contexto de la crisis global de resistencia antimicrobiana (16, 17, 19).



HIPOTESIS

Dado que en multiples estudios se demuestra la capacidad de produccion de oxigeno singlete y
este media la muerte microbiana en conjunto con ROS, es probable que las cuatro
metaloporfirinas de Sn** y Zn?* funcionalizadas con grupos (4-carboxifenil) y (4-bromofenil),
en combinacion con yoduro de potasio (KI) bajo irradiacion luminica, exhiban actividad
fotodinamica antibacteriana potenciada frente a Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus
aureus ATCC 5923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 10195 y Staphylococcus warneri ATCC
27836, patdgenos de alta relevancia clinica, demostrando un mecanismo de accion dual

mediado por la generacién de oxigeno singlete y especies reactivas de yodo.



OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la actividad fotodindmica antibacteriana de cuatro metaloporfirinas de Zn (Il) y Sn
(IV): TCarbPP-Zn, TCarbPP-Sn (1V), TBrPP-Zn y TBrPP-Sn (IV). Y su potenciacion con
yoduro de potasio (KI), frente a Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC
5923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 10195 y Staphylococcus warneri ATCC 27836 como
patdgenos de importancia clinica, determinando el efecto del ion metalico central, la
funcionalizacién del macrociclo y la fotodependencia del sistema sobre la eficacia y
selectividad del tratamiento.

Objetivos Especificos

1. Caracterizacion de la actividad fotodinamica basal: Determinar el porcentaje de
inhibicion bacteriana de las cuatro metaloporfirinas evaluadas en condiciones de
oscuridad y bajo irradiacion luminica (40 J/cm?, 7.5 mW/cm?, 90 min) en ausencia de
Kl, frente a las cuatro especies bacterianas seleccionadas, estableciendo la actividad

fotodinamica intrinseca de cada compuesto como linea base del estudio.

2. Evaluacion del efecto potenciador del KI: Comparar la actividad antibacteriana de
los sistemas metaloporfirina+KIl bajo irradiacion luminica respecto a los
fotosensibilizadores solos, cuantificando el incremento en el porcentaje de inhibicidn
atribuible exclusivamente a la potenciacién quimica por yoduro de potasio (100 mM)

en cada combinacion fotosensibilizador-bacteria evaluada.

3. Determinacién de la fotodependencia del sistema: Establecer si la actividad
antibacteriana del sistema metaloporfirina+KI es estrictamente dependiente de la
irradiacion luminica, mediante la comparacion estadistica entre las condiciones
fotosensibilizador+KI con luz y fotosensibilizador+KI en oscuridad, identificando la
presencia o0 ausencia de toxicidad oscura (dark toxicity) para cada compuesto y especie

bacteriana.

4. Analisis del efecto del ion metélico central: Comparar la actividad fotodindmica
antibacteriana de las metaloporfirinas coordinadas con Zn?* frente a sus analogos
estructurales coordinados con Sn**, en condiciones equivalentes de irradiacion y
potenciacion, determinando la influencia del ion metalico central sobre la eficacia del

sistema en el conjunto de patdgenos evaluados.



5. Evaluacién del efecto de la funcionalizacién del macrociclo: Comparar la actividad
fotodindmica antibacteriana y el perfil de fotoselectividad de las porfirinas
funcionalizadas con grupos Carboxifenil (TCarbPP) frente a las funcionalizadas con
grupos bromofenil (TBrPP), para cada metal central evaluado, determinando la
influencia de la naturaleza del sustituyente en posicion meso sobre la eficacia y la

toxicidad oscura del sistema.

6. Analisis de susceptibilidad diferencial segun la estructura celular: Analizar las
diferencias en susceptibilidad a la actividad fotodinamica antibacteriana entre las
bacterias Gram negativas (E. coli y P. aeruginosa) y Gram positivas (S. aureus y S.
warneri), relacionando los patrones de inhibicion observados con las caracteristicas
estructurales de la pared celular de cada grupo bacteriano y con la capacidad de

penetracion del sistema fotosensibilizador-KI.



CAPITULO |



1. ANTECEDENTES

1.1. Terapia fotodindmica antimicrobiana

La terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT, del inglés antimicrobial photodynamic
therapy) ha emergido como una alternativa terapéutica no antibidtica de elevado potencial
clinico. Su principio de accion se fundamenta en la activacion luminica de un
fotosensibilizador (PS) que, al absorber fotones de longitud de onda apropiada, genera
especies reactivas de oxigeno (ROS) con capacidad bactericida a través de dos mecanismos
fotoquimicos complementarios (7, 20). En el mecanismo tipo Il, el PS en estado triplete
excitado transfiere energia al oxigeno molecular basal para producir oxigeno singlete (* O2),
una especie altamente reactiva capaz de oxidar lipidos, proteinas y é&cidos nucleicos
bacterianos (9, 10).

En el mecanismo tipo I, el PS excitado transfiere electrones directamente a sustratos °
bioldgicos, generando radicales libres (02", "OH, H202) que amplifican el dafio oxidativo
multiobjetivo (11, 20).

Una ventaja fundamental de la aPDT sobre los antibioticos convencionales es que el dafio
simultaneo sobre mdaltiples blancos celulares hace improbable el desarrollo de resistencia
especifica mediante mutaciones puntuales (12, 21). Hamblin (22) fue uno de los primeros
en sistematizar esta propiedad, sefialando que la aPDT representa una herramienta de «luz
brillante» frente a microorganismos resistentes que los antibi6ticos ya no pueden controlar.
Estudios posteriores han confirmado su eficacia frente a bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas, hongos y virus, posicionandola como una estrategia de amplio espectro con
aplicabilidad en infecciones de piel, heridas cronicas e infecciones nosocomiales (13, 23,
24).

1.2. Porfirinas y metaloporfirinas como fotosensibilizadores en aPDT

Entre los fotosensibilizadores de segunda generacion, las porfirinas y sus complejos
metalicos han sido ampliamente estudiados por su estructura macrociclica tetrapirrolica, sus
propiedades de absorcion en el espectro visible y su versatilidad quimica para la
modificacion estructural (7, 14). Los primeros fotosensibilizadores clinicamente aprobados,
como el Photofrin® (porfimero sddico) (25), validaron el potencial terapéutico de esta
familia de compuestos; sin embargo, sus limitaciones en términos de selectividad,
solubilidad acuosa y sensibilizacion cutanea prolongada impulsaron el desarrollo de

analogos de segunda generacidn con perfiles foto fisicos mejorados (8, 26).
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La incorporacién de iones metélicos en el nlcleo porfirinico genera metaloporfirinas con
propiedades fotoquimicas modulables segin la naturaleza del metal central (19).
AmosTautua et al. (27) revisaron exhaustivamente la aplicacion de porfirinas en aPDT
bacteriana, documentando que la actividad antimicrobiana depende de factores como la
carga del fotosensibilizador, el caracter anfifilico del macrociclo y la eficiencia de
generacion de O». En este marco, Orlandi et al. (28) demostraron que derivados porfirinicos
anfifilicos exhiben actividad de inactivacion fotodindAmica bacteriana mediada por
interaccion directa con la membrana, cuya eficacia depende del perfil de anfifilicidad
conferido por los sustituyentes periféricos. Por su parte, Li et al. (29) construyeron
nanomateriales fotoactivados basados en porfirinas de paladio con capacidad de
inactivacién bacteriana potenciada, evidenciando que la variacion del centro metalico abre

rutas adicionales de optimizacion.

Machado et al. (30) evaluaron la aPDT porfirinica frente a bacterias multirresistentes
aisladas de infecciones tegumentarias en animales, incluyendo cultivos mixtos, obteniendo
reducciones bacterianas significativas bajo irradiacion, mientras que Alenezi et al. (31)
documentaron la optimizacién de fotosensibilizadores basados en porfirinas de Zn para
aPDT eficiente, sentando las bases comparativas para el uso de complejos de Zn (I1) en este
campo. En conjunto, estos antecedentes sefialan que las metaloporfirinas constituyen una
plataforma quimica con alto potencial para el desarrollo de agentes de aPDT, y que la
eleccion del ion metalico central y de los sustituyentes en posicidn meso son variables

determinantes de su eficacia fotodinamica.
1.3. Trabajo previo de Espitia-Almeida: sintesis y evaluacion de metaloporfirinas

El antecedente mas directo del presente trabajo es la investigacion desarrollada por el Dr.
Fabian Espitia-Almeida, quien sintetizd y caracterizo las cuatro metaloporfirinas evaluadas
en este estudio. En su tesis doctoral (15), Espitia-Almeida evalué la fototoxicidad in vitro
de fotosensibilizadores tipo porfirinas y metaloporfirinas frente a parésitos del genero
Leishmania, en el marco del grupo de investigacion de la Universidad de Narifio. Este
trabajo constituyd la plataforma sintética y de caracterizacion fisicoquimica de los
compuestos, estableciendo sus propiedades de absorcion, la generacion de 'O, y su

actividad fotodindmica sobre modelos bioldgicos no bacterianos.

Posteriormente, Espitia-Almeida et al. (15) reportaron la sintesis, caracterizacion y

actividad fotodinamica de Sn (IV)—porfirinas frente a Leishmania panamensis, confirmando
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la capacidad de las metaloporfirinas de Sn (IV) para generar 'O, y ejercer actividad
fototdxica sobre organismos eucariotas de relevancia clinica. Este resultado evidencié que
los complejos de Sn (IV) con el macrociclo porfirinico presentan actividad fotodindmica

funcional, aunque con limitaciones fotofisicas relativas respecto a otros centros metalicos.

En 2023, Espitia-Almeida et al. (32) documentaron la actividad fotodinamica
antimicrobiana de una porfirina tetra-sustituida de Zn frente a bacterias de importancia
clinica, incluyendo E. coli y S. aureus, reportando inhibiciones superiores al 90% bajo
condiciones de irradiacion controladas, lo que valido la extrapolacion de la plataforma

porfirinica hacia aplicaciones antibacterianas.

Las metaloporfirinas evaluadas en el presente trabajo, 5,10,15,20-tetraquis-(4-carboxifenil)
porfirina Zn (1) (TCarPP-Zn), 5,10,15,20-tetraquis-(4-carboxifenil) porfirina Sn (IV)Cl;
(TCarPP-Sn (1V)), 5,10,15,20-tetraquis-(4-bromofenil) porfirina Zn (I1I) (TBrPP-Zn) y
5,10,15,20-tetraquis(4-bromofenil) porfirina Sn (IV)Cl. (TBrPP-Sn (IV)), fueron
sintetizadas por el Dr. Espitia Almeida y su caracterizacion estructural y fotofisica se detalla

en la seccion de metodologia.

El presente trabajo constituye la primera evaluacion sistematica de su actividad
fotodindmica antibacteriana en combinacion con yoduro de potasio como agente
potenciador, extendiendo asi la linea de investigacion iniciada en el grupo de trabajo al

contexto de la resistencia antimicrobiana bacteriana.
1.4. Yoduro de potasio como agente potenciador en aPDT

El uso del yoduro de potasio (KI) como potenciador quimico en aPDT representa una
estrategia de desarrollo relativamente reciente con evidencia experimental creciente. Niu
et al. (16) demostraron que la combinacién de Kl con fotosensibilizadores bajo irradiacion
produce una potenciacion marcada de la actividad antibacteriana frente a bacterias
Gramnegativas resistentes a antibioticos, mediante la generacion de especies reactivas de
yodo (ERY), I, &cido hipoiodoso (HOI) y radicales I’ producidas por la oxidacion foto
catalitica del ion yoduro (I” por las ROS generadas por el PS excitado. Estos autores
evidenciaron ademas que las ERY, de menor tamafio molecular que el PS, son capaces de
difundir a través de los canales de porina de la membrana externa de las bacterias Gram-

negativas, alcanzando blancos intracelulares inaccesibles al fotosensibilizador solo (16).



Liu et al. (12) habian documentado previamente que laaPDT actta sobre multiples blancos
celulares bacterianos simultdneamente como membranas, ADN y proteinas lo que dificulta
el desarrollo de resistencia especifica; la incorporacion de las RIS como agentes adicionales
amplia ain mas este espectro de accion multiobjetivo. Tanu et al. (17) revisaron
recientemente los mecanismos, sinergias y avances clinicos de la aPDT en infecciones por
microorganismos multirresistentes, destacando el papel de los sistemas de potenciacion
quimica como estrategia para superar los umbrales de actividad insuficientes de algunos
fotosensibilizadores frente a patdgenos con alta resistencia intrinseca. La estricta
fotodependencia del efecto potenciador del Kl, que requiere la excitacion fotonica del PS
como paso iniciador, ha sido sefialada como una propiedad de seguridad fundamental para

aplicaciones clinicas, dado que preserva la selectividad espacial del tratamiento (12, 33).
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2.

Marco Teérico

2.1. La Resistencia Antimicrobiana: Un Desafio Global

La mas reciente edicion del informe mundial sobre vigilancia de resistencia a
antimicrobianos, publicado en 2025 desarrollado por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), concluyo que en promedio uno de cada seis casos de infeccion bacteriana fue
causado por patdgenos resistentes a tratamientos antibioticos estandar aunque existe cierta
variabilidad por regiones (region de Asia Sudoriental y del Mediterraneo Oriental hasta 1
de cada 3 infecciones eran resistentes, mientras que en la region Africana esta proporcion
fue de alrededor de 1 de cada 5 infecciones). El informe destaca que las bacterias
gramnegativas, como Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, son responsables de gran
parte del aumento de la resistencia, con un aumento de resistencia en mas del 40 % a
cefalosporinas de tercera generacion, y en algunos lugares de Africa alcanzando mas del 70
%.(34) Con proyecciones preocupantes que estiman hasta 10 millones de muertes anuales
ademas de causar dafios econdémicos similares a la crisis financiera de 2008, con

proyecciones de hasta 100 billones de dolares para 2050.(35)

En un estudio global reciente publicado en Nature Communications, se analizo la presencia
y distribucion de genes de resistencia a antibiéticos (ARGs) en lodos activados de plantas
de tratamiento de aguas residuales ubicadas en seis continentes.(36) Los resultados
demostraron que estos genes estan ampliamente distribuidos y son altamente diversos en
todo el mundo, identificandose incluso un conjunto comdn de genes presente en todas las
plantas evaluadas, tal como se muestra en la Figura 1 ; mostrando el resistoma core
universal, la variacion geografica entre continentes y la asociacion con elementos genéticos
moviles. Es importante destacar que el estudio no analiza cepas bacterianas resistentes
especificas, sino la presencia de los genes responsables de la resistencia, los cuales pueden
encontrarse en distintas bacterias y transferirse entre ellas mediante mecanismos de
intercambio geneético. Estos hallazgos evidencian que las plantas de tratamiento de aguas

residuales actian como reservorios y puntos de intercambio de genes de resistencia,

12



Figura 1. Esquema representativo de la distribucién global de genes de resistencia a antibidticos
en plantas de tratamiento de aguas residuales.
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reflejando el impacto de la actividad humana en la diseminacion global de la resistencia

antimicrobiana.

El origen de esta crisis no es Unicamente microbioldgico, sino también ecoldgico,
econdmico y sociopolitico. La presidn de seleccidn inducida por el uso masivo y a menudo
irracional de antimicrobianos en medicina humana, veterinaria y agricultura ha propiciado
la emergencia de “superbacterias”, capaces de evadir no solo un farmaco, sino cascadas

completas de mecanismos terapéuticos (2, 3).

La ineficacia creciente de los antibidticos de tercera linea, incluidos combinaciones de
ultima generacion como ceftolozana/tazobactam, ceftazidima/avibactam, meropenem/
vaborbactam y plazomicina, se ha evidenciado recientemente frente a cepas de
Staphylococcus aureus, Staphylococcus warneri, Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa. Estos farmacos, aunque disefiados para superar resistencias a carbapenémicos
y colistina, han mostrado fracasos terapéuticos en infecciones por cepas con mecanismos
combinados de resistencia, como la produccién de betalactamasas de espectro extendido
(BLEE), carbapenemasas y alteraciones en porinas (37).

En el caso de P. aeruginosa, se ha reportado resistencia a ceftolozana/tazobactam en hasta
un 15% de aislamientos provenientes de infecciones nosocomiales, especialmente en

pacientes con tratamiento previo de lineas antimicrobianas multiples (6). Asimismo, E. coli
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productora de NDM-5 ha mostrado resistencia a meropenem/ vaborbactam y plazomicina
en modelos de neumonia intrahospitalaria, limitando las opciones terapéuticas efectivas (4).

En cepas de S. aureus resistente a meticilina (MRSA), incluso la combinacion de
ceftarolina/avibactam ha mostrado reduccién de eficacia en presencia de mutaciones en la
proteina PBP2a, lo que sugiere que incluso los antibidticos de més reciente generacion estan
siendo comprometidos por la evolucién bacteriana (5).

Estos hallazgos refuerzan la urgencia de desarrollar nuevas estrategias antimicrobianas mas
alla de los farmacos convencionales, dado que incluso las opciones de tercera linea estan

perdiendo eficacia frente a patogenos ESKAPE prioritarios (5, 6, 37).

En este contexto, la terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT) emerge no como una
alternativa complementaria, sino como una estrategia disruptiva, debido a su mecanismo de
accion basado en la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), particularmente
oxigeno singlete, capaces de inducir dafio oxidativo directo sobre lipidos, proteinas y acidos
nucleicos de los microorganismos (20, 27). A diferencia de los antibidticos convencionales,
cuya accion depende de blancos moleculares especificos como la sintesis de pared celular
o0 proteinas, la aPDT actia mediante procesos fotoquimicos no especificos, lo que reduce
significativamente la probabilidad de desarrollo de resistencia mediada por mutaciones o

adquisicion de genes (23).

Esta capacidad de burlar los mecanismos clasicos de resistencia ha sido ampliamente
respaldada en la literatura, donde se demuestra que el estrés oxidativo masivo generado
durante la aPDT produce dafio simultineo en multiples estructuras celulares,
imposibilitando respuestas adaptativas eficientes por parte de los microorganismos (24).

En particular, investigaciones recientes del grupo de Espitia et al. han evidenciado la alta
eficacia de porfirinas sintéticas frente a bacterias multirresistentes, incluyendo aquellas con
capacidad de formar biopeliculas (15). Estas estructuras biofilmicas representan un desafio
critico en la clinica, ya que pueden incrementar la resistencia bacteriana hasta mil veces
frente a antibidticos convencionales (28, 30). Sin embargo, la aPDT ha demostrado ser
capaz de penetrar y desestabilizar dichas matrices, logrando una inactivacién significativa

de estos patdgenos (28, 30, 32).

Asi, la resistencia antimicrobiana (RAM) no solo constituye un problema clinico aislado,
sino un reflejo del agotamiento del modelo terapéutico tradicional basado en antibioticos,

como lo evidencian reportes globales que documentan la creciente ineficacia incluso de
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antibioticos de Ultima linea frente a patdgenos multirresistentes (2, 37, 38). En este
escenario, la integracion de tecnologias como la aPDT se posiciona como una alternativa
necesaria, al introducir un paradigma terapéutico basado en mecanismos fisicos y
fotoquimicos, en lugar de la inhibicion enzimatica o de la sintesis proteica, caracteristicas

de los antibioticos clésicos (3, 14).

2.1.1. Epidemiologia y Resistencia Bacteriana en América Latina

La resistencia bacteriana constituye un desafio sanitario critico para América Latina y el
Caribe. Un estudio de la OMS (2019) que analizé 35 paises reveld que la region registro
aproximadamente 569,000 muertes asociadas a infecciones bacterianas resistentes, de las
cuales 141,000 fueron directamente atribuibles a la resistencia antimicrobiana. Aunque la
region representa el 13% de la poblacion mundial, concentra el 11.1% de las muertes
globales por resistencia bacteriana, evidenciando una carga de morbilidad
desproporcionada que refleja deficiencias en sistemas de salud, acceso limitado a
antibidticos y practicas prescriptoras inadecuadas (39). En la region, seis bacterias
concentraron la mayor carga de mortalidad vinculada a la resistencia antimicrobiana:
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii. En conjunto, estos
microorganismos estuvieron implicados en aproximadamente 45 000 fallecimientos

asociados a este fenomeno (40).

La evidencia cientifica disponible para América Latina documenta consistentemente que
las infecciones por bacterias resistentes generan costos hospitalarios incrementales
sustanciales, predominantemente mediados por la prolongacién de la estancia hospitalaria.
La variabilidad entre paises refleja diferencias en la organizacién de los sistemas de salud,

disponibilidad de recursos y prevalencia de resistencia.

La adherencia a estrategias de gestion de antimicrobianos puede reducir costos de
hospitalizacion hasta en mas de la mitad, lo cual sugiere que los costos sin gestion son
actualmente elevados y vinculados a resistencia bacteriana (41). En el caso de neonatos se
evidencia que las infecciones resistentes generan costos directos mas altos que las no
resistentes, especialmente cuando estan asociadas a patdgenos dificiles de tratar como
Acinetobacter y Pseudomonas (42). La evidencia demuestra que los Programas de
Administracion de Antimicrobianos (ASP) son intervenciones costo-efectivas en

hospitales. Una revision sistematica reportd que, tras su implementacién, el gasto en
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antibidticos disminuy6 de 2 078 USD a 1 630 USD por 100 dias-paciente, lo que representa
un ahorro promedio de 448 USD (25 %). De forma consistente, estudios en América Latina
evidenciaron ahorros mensuales significativos asociados a estos programas, alcanzando 42
061 USD en México, 26 453 USD en Colombiay 3 761 USD en Argentina, lo que resalta
su valor para la gestion hospitalaria regional (43). Para mitigar esta problematica se ha
optado por estrategias antimicrobianas que integran diversos enfoques terapéuticos y
tecnologicos, entre los que destacan las combinaciones B-lactamico / inhibidor de [3-
lactamasa, la terapia con bacteridfagos, el uso de péptidos antimicrobianos, la aplicacion de
sistemas CRISPR-Cas para el control bacteriano, el empleo de inteligencia artificial en el
descubrimiento de nuevos antibioticos, la implementacion de programas de administracion

antimicrobiana (ASP) y los enfoques terapéuticos basados en el microbioma(40).

Dada la obsolescencia de diversos antibidticos, la investigacion actual se ha volcado hacia
el desarrollo de terapias alternativas con mecanismos de accion fisicos y quimicos. Entre
estas, destaca el uso de sistemas laser para la inactivacion térmica y fotodindmica de
patogenos (44). Asimismo, la aplicacion de ozono ha demostrado ser eficaz mediante la
oxidacion directa de la arquitectura molecular bacteriana (45). Por otra parte, el uso de
nanoparticulas metalicas representa una estrategia disruptiva, ya que estas pueden perforar
las membranas celulares y generar un estrés oxidativo masivo contra el cual las bacterias
tienen escasas defensas (46). Estas modalidades, junto con la fagoterapia o el uso de virus
bacteriofagos (47), conforman un arsenal emergente disefiado para eludir los mecanismos

de resistencia convencionales.

En este escenario aPDT surge como una solucion disruptiva: su mecanismo de accion
basado en especies reactivas de oxigeno (ROS) y oxigeno singlete (*O2) no selecciona
resistencia genética, ya que los blancos moleculares son lipidos de membrana, proteinas y

acidos nucleicos, evitando asi los mecanismos clasicos de resistencia bacteriana (20, 48).

Particularmente, las metaloporfirinas de Zn (I1) y Sn (IV) sintetizadas y caracterizadas por
Espitia-Almeida et al. han demostrado capacidad de generar rendimientos cuanticos de ! O
superiores al 0,70, valores que duplican los reportados para porfirinas libres de metal (49).
Esta evidencia justifica con fuerza la evaluacion sistematica de estas moléculas frente a los
patogenos prioritarios identificados por el OMS, posicionando laaPDT como una estrategia
terapéutica complementaria capaz de revertir la tendencia creciente de RAM en

Latinoamérica.
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2.2. Fundamentos de la Terapia Fotodinamica

2.2.1. Historia de la Terapia Fotodinamica
La Terapia Fotodindmica (PDT) tiene sus raices en practicas milenarias que utilizaban la
luz solar para tratar enfermedades de piel (7). Sin embargo, su desarrollo cientifico comenzé
en 1900 cuando Oscar Raab, quien demostré que la combinacion de acridina roja y luz
producia muerte celular mediante transferencia de energia luminosa al compuesto quimico
en presencia de oxigeno, fendbmeno que VVon Tappeiner bautiz6 como "accion fotodinamica™
en 1907 y que permitio las primeras aplicaciones médicas con eosina y luz blanca para
tumores cutaneos. La consolidacion experimental se baso en la propiedad de localizacion
tumoral selectiva de la hematoporfirina, identificada entre 1911 y 1948, lo que condujo a
Lipson y Schwartz (1960) a establecer las bases de la PDT moderna con derivados de
hematoporfirina; tras la erradicacion tumoral en modelos animales (1975) y el primer
ensayo clinico humano en cancer de vejiga (1976), la FDA (Administracion de Alimentos
y Medicamentos) aprobé en 1995 Photofrin como primer fotosensibilizador comercial (50).

Actualmente, la PDT ha expandido su espectro terapéutico mas alla de la oncologia
mediante la PDT antimicrobiana de Weber, que utiliza tecnologia laser de precision para

combatir patdgenos multirresistentes (51).

2.2.2. Mecanismo de accion mediados por la Terapia Fotodindmica (PDT)
La Terapia Fotodinamica (PDT) constituye una estrategia terapéutica aprobada
clinicamente para el tratamiento de diversos tipos de cancer, incluyendo tumores solidos
localizados (7). Se fundamenta en la capacidad de ciertas moléculas, conocidas como
fotosensibilizadores (PS), de absorber energia luminosa y transferirla al oxigeno molecular,
generando especies reactivas de oxigeno (ROS) capaces de inducir dafio celular. Los actores

involucrados son:

e Fotosensibilizador (PS): molécula que absorbe fotones y se excita

(metaloporfirinas, ftalocianinas, clorinas, bacterioclorinas) (29-31).

e Fuente de luz: laseres, LED o lamparas de xenon, ajustados a la ventana terapéutica
(600-800 nm) (13, 33, 52).

e Oxigeno molecular (O2): en su estado fundamental triplete Oz (¢ =-g) (23).

e Células diana: tejido tumoral o microorganismos patégenos (12, 13, 15).
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e Aplicador clinico: médico, odontélogo o microbiélogo que controla dosis y tiempo

de irradiacion.

El protocolo estdndar para la aplicacion clinica de PDT en tumores solidos localizados se
desarrolla en las siguientes etapas secuenciales:

1. Administracion del Fotosensibilizador: Inyeccion intravenosa o topica del agente
foto sensibilizante (ej. Photofrin®, Foscan®, Visudyne®) (25, 53).

2. Periodo de Incubacion: Intervalo de tiempo (generalmente 24-72 horas para
fotosensibilizadores sistémicos como Photofrin®, o 0.5-4 horas para aplicacion

topica) para acumulacion selectiva del PS en el tejido tumoral (7, 54).

3. Irradiacion con Luz: Aplicacién de luz laser o LED de longitud de onda especifica
(630-800 nm dependiendo del PS), donde la ventana foto terapéutica Optima se
encuentra tipicamente entre 600-800 nm (26, 33, 55, 56).

4. Activacion Fotodindmica: Generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS),

principalmente oxigeno singlete (*O) a través de mecanismos de Tipo Il (9, 57).

5. Destruccién Tumoral: Muerte celular por apoptosis/necrosis y dafio vascular (11,
58).

Figura 2. Protocolo clinico de Terapia Fotodindmica (PDT) para tumores solidos
localizados.

Intervalo Farmaco-Luz

5
rd

Administracién PS Distribucién PS Irradiacién del tejido tumoral Generacién de ERO Destruccién del tumor

*Adaptado de Correia et al. (2021) (7).

Esto se ejemplifica en la Figura 2, el esquema muestra las etapas secuenciales: (1)
Administracion sistémica del fotosensibilizador, (2) Acumulacion selectiva en tejido

tumoral tras el periodo de incubacion, (3) Irradiacién con luz de longitud de onda
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especifica, (4) Activacion del fotosensibilizador y generacion de oxigeno singlete (*O2),
(5) Destruccion del tumor por mecanismos directos (apoptosis/necrosis) e indirectos

(dafio vascular e inflamacion)
La eficacia terapéutica de PDT se basa en tres mecanismos principales (58, 59):

1. Mecanismo Directo: La generacion de 'O induce dafio oxidativo en membranas
celulares, mitocondrias y otros orgédnulos, activando vias de apoptosis y necrosis
celular (9). Cuando el PS se acumula en mitocondrias o citoplasma, generalmente
inicia apoptosis mediante la via intrinseca mitocondrial; cuando se localiza en la

membrana plasmaética, puede conducir a necrosis (11, 60).

2. Mecanismo Vascular: El dafio al endotelio vascular tumoral resulta en oclusion
vascular, isquemia y muerte celular secundaria por privacion de nutrientes (58). Este
efecto vascular puede potenciarse utilizando intervalos drug-light cortos (minutos u

horas) cuando el PS aln esta presente en los vasos sanguineos (61).

3. Mecanismo Inmune: La PDT no solo destruye células tumorales por dafio
fotoquimico local; también activa la inmunidad adaptativa. El dafio oxidativo altera
la homeostasis del tejido, desencadena una respuesta inflamatoria con liberacion de
DAMPs (Damage-Associated Molecular Patterns) y atrae células del sistema
inmune innato, favoreciendo la activacion de células dendriticas (58, 62). Los
macrofagos procesan los restos tumorales y presentan sus antigenos a linfocitos T
CD4, que activan T CD8 citotoxicos capaces de eliminar células tumorales incluso
a distancia, generando una respuesta antitumoral sistémica y duradera,
potencialmente asociada a un efecto abscopal. Este efecto depende de la aplicacion:
la PDT topica con alta fluencia puede causar inmunosupresion, mientras que la no

topica suele estimular la respuesta inmune (7).

Todos estos mecanismos son representados en la Figura 3, en el panel 3. (Panel 1) Los
tres componentes esenciales (luz, fotosensibilizador y oxigeno) convergen sobre el
tejido diana. (Panel 2) La reaccion fotoquimica donde el fotosensibilizador excitado por
la luz transfiere energia al oxigeno, generando especies reactivas de oxigeno (ROS).
(Panel 3) Tres vias bioldgicas paralelas: dafio celular directo (localizacion en organulos
que conduce a apoptosis/necrosis), efectos vasculares (dafio endotelial que causa

isquemia) y activacion inmune (liberacion de DAMPs (Patrones Moleculares Asociados
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a Dafio) que inician la respuesta inmune). (Panel 4) Resultados terapéuticos: destruccion

tumoral, inmunidad antitumoral e invasividad minima.

Figura 3. Secuencia de eventos bioldgicos en Terapia Fotodindmica (PDT).

1. El Disparador 2. La Reaccién Fotoquimica
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*Adaptado de Alnglot et al., 2026 (56).

2.2.3. Principios fisicos y quimicos

4. Los Resultados
Terapéuticos

Destruccién de
células tumorales

Inmunidad
antitumoral

X

Tratamiento
minimamente
invasivo

Cuando un fotosensibilizador (PS) absorbe luz, pasa de su estado fundamental (SO) a un

estado excitado singlete (Sn) mediante una transicion radiativa practicamente instantanea

(~10% s) (9). La molécula rapidamente decae al estado singlete méas bajo (S1) a través de

conversion interna (transicion no radiativa entre estados de igual multiplicidad de spin) y

relajacion vibracional (disipacion de energia vibracional al solvente en ~10-12 s) (11, 63),

como se ilustra en el diagrama de Jablonski la cual es presentada en la Figura 4 donde las

flechas rectas representan transiciones radiativas, las onduladas representan transiciones no

radiativas. Los niveles vibracionales (v=0,1,2...) se indican con lineas horizontales.

Desde el estado Si, el fotosensibilizador puede seguir tres caminos principales:

e Conversion interna (IC): puede volver al estado fundamental liberando energia en

forma de calor; este proceso es mas eficiente cuando la diferencia energética entre

estados es pequena (63).
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Cruce intersistema (ISC): puede pasar al estado triplete (T1) mediante una
transicion no radiativa entre estados de diferente multiplicidad de spin; este proceso
esta favorecido por el efecto del &tomo pesado (a mayor nimero atomico del metal
central, como Zn, Sn o Pd, mayor es el acoplamiento spin-6rbita y mas probable
resulta el ISC) y por las reglas de El-Sayed (transiciones entre estados de diferente

configuracién orbital, como 1 nt* — 3 nn*, son mas favorables) (63).

Fluorescencia: emision de un foton de menor energia que el absorbido, retornando
al estado fundamental (S1 — SO + hv) (9, 20, 63).

Unavez en el estado triplete (T1), la molécula presenta un tiempo de vida considerablemente

mas largo que en el estado singlete debido a que la transicion hacia el estado fundamental

es espin-prohibida. Desde Ty, el fotosensibilizador puede:

Emitir fosforescencia (T: — SO + hv), aunque con baja probabilidad (9, 20).
Retornar al estado fundamental mediante ISC inverso.

Iniciar las reacciones fotodinamicas de fotosensibilizacion (9, 20).

Figura 4. Secuencia de eventos bioldgicos en Terapia Fotodinamica (PDT).
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*Adaptado de Arpa Gonzélez, E. M. (2020). Photophysics and photochemistry of small

biomolecules.

El mecanismo dominante es el Tipo 11, donde el fotosensibilizador en estado triplete

transfiere energia al oxigeno molecular triplete (302) para generar oxigeno singlete (*O2),

una especie altamente reactiva y citotdxica. Este proceso es cudnticamente permitido
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(conservacién del spin total) y por tanto muy eficiente, aprovechando la larga vida del
estado T para permitir la difusion y encuentro con el oxigeno molecular (9, 20).

Como mecanismo secundario existe el Tipo I, donde el fotosensibilizador en estado triplete
reacciona directamente con el sustrato biol6gico mediante transferencia de electrones o de
hidrdgeno, generando radicales libres que posteriormente pueden formar especies reactivas
de oxigeno como el anion superéxido (O *), el radical hidroxilo (HO") y el perdxido de
hidrogeno (H202) (9, 20, 64).

Figura 5. Esquema del mecanismo de accion de la terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT).
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*Figura adaptada de la tesis doctoral de Espitia Almeida (15).

A continuacion, en la Figura 5, se muestra de manera esquematica el mecanismo de accion
de la terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT), destacando el papel de las especies
reactivas de oxigeno en el dafio celular. En la imagen se muestra en la parte izquierda:
Diagrama de estados de energia (arriba) mostrando la excitacion del fotosensibilizador (PS)
desde el estado singlete fundamental (*PS) hasta el singlete excitado (*PS* ), seguido del
cruce intersistema al estado triplete (°PS*); y diagrama de flujo didéactico (abajo) ilustrando
la absorcion de luz, generacion del estado triplete y las dos vias de reaccién con oxigeno
molecular: Tipo | (transferencia de electrones generando ROS: O* 2, "OH, H20; ) y Tipo
11 (transferencia de energia generando oxigeno singlete, 1O, ). Parte derecha: Consecuencias
del dafio biomolecular y muerte celular, mostrando la progresion de células tumorales sanas
hacia necrosis y apoptosis (arriba), y los diferentes microorganismos susceptibles al

tratamiento (virus, bacterias, hongos y paréasitos) en la parte inferior.
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2.3. Terapia fotodindmica antibacteriana

Tras la foto excitacion, el fotosensibilizador en estado triplete genera ROS, principalmente
oxigeno singlete, oxidan lipidos, proteinas y acidos nucleicos, conduciendo a la muerte
celular (26).

La Terapia Fotodindmica Antimicrobiana (aPDT) ejerce su efecto citotdxico principalmente
mediante la oxidacion de lipidos de membrana, dado que los fotosensibilizadores lipofilicos
se localizan en las membranas celulares y subcelulares donde las especies reactivas de
oxigeno atacan los dobles enlaces de los acidos grasos insaturados; una explicacion
especifica de este dafio membranal es la peroxidacion lipidica inducida por la unién del
fotosensibilizador (catiénico) con el lipopolisacarido de carga negativa, alterando la fluidez
y organizacion membranal hasta inducir muerte celular. Este mecanismo resulta
particularmente ventajoso porque la focalizacion en la membrana externa permite eliminar
bacterias sin necesidad de acumulacion intracelular del fotosensibilizador, ademas de que
la aPDT puede permeabilizar el envoltorio celular bacteriano o inactivar enzimas celulares,
facilitando la penetracion y accion de antibioticos y generando un efecto sinérgico cuando

se combinan ambas terapias (12, 65).

Aunque el ADN, ARN vy las proteinas pueden oxidarse durante la aPDT, estos no parecen
ser los blancos primarios de muerte debido a los mecanismos celulares de reparacion y
respuesta al estrés. La alta susceptibilidad de Deinococcus radiodurans respalda que el dafio
critico ocurre principalmente a nivel de membrana, especialmente con cortos tiempos de
pre-irradiacion y bajas dosis de energia. Futuros andlisis enfocados en la produccion directa
de ROS vy el dafio oxidativo intracelular permitiran comprender con mayor precision el
perfil de ROS y las rutas de dafio bacteriano en la APDT (65). Los mecanismos especificos
de dafio inducidos por la terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT) varian segun el tipo
de microorganismo, debido a las diferencias estructurales y bioquimicas en sus envolturas
celulares y organulos internos. No obstante, en todos los casos el evento inicial comun es la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), principalmente oxigeno singlete, que

oxidan lipidos, proteinas y acidos nucleicos.

e Bacterias Gram (+): En bacterias Gram positivas, la gruesa capa de peptidoglicano
no representa una barrera significativa para la difusion de fotosensibilizadores. Las
ROS generadas inducen peroxidacion lipidica en la membrana plasmatica y dafio
oxidativo en la pared celular, provocando pérdida de integridad estructural y lisis
celular (12, 16, 21, 66-68).
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e Bacterias Gram (-): En bacterias Gram negativas, la membrana externa rica en
lipopolisacaridos (LPS) constituye la primera diana del dafio fotodindmico. La
aPDT provoca permeabilizacion de esta membrana externa, seguida de dafio
oxidativo en lamembrana interna, alteracion del gradiente transmembrana y colapso
metabolico celular (12, 65-68).

e Hongos: En células fangicas, la aPDT produce alteraciones en la pared celular
compuesta por quitina y f-glucanos, ademas de dafio intracelular significativo. Se
ha demostrado afectacion mitocondrial, DNA, despolarizacion de membranas
internas y procesos de muerte celular tipo apoptosis inducidos por estrés oxidativo
(17, 24, 67).

e Virus: En virus con envoltura lipidica, las ROS inducen peroxidacion de dicha
envoltura, mientras que en virus desnudos el dafio se dirige principalmente hacia
proteinas de la capside. En ambos casos, se produce ademéas oxidacion y
fragmentacion de acidos nucleicos virales, impidiendo su capacidad infectiva (67,
69, 70).

e Parasitos: En parasitos como Leishmania, la aPDT se ve favorecida por la
acumulacion selectiva de porfirinas endogenas o fotosensibilizadores exdgenos. El
dafo oxidativo afecta principalmente a las mitocondrias y otras estructuras sensibles
al estrés oxidativo, pudiendo ademas desencadenar respuestas inmunomoduladoras
en el hospedero (15, 71, 72).

e Biofilms: En comunidades microbianas organizadas como biofilms, laaPDT no solo
afecta a las células individuales, sino que degrada la matriz extracelular polimérica
(EPS), incluyendo polisacéridos, proteinas y ADN extracelular (eDNA). Esto
facilita la penetracion profunda del fotosensibilizador y la luz, permitiendo una

desestructuracion efectiva del biofilm (73, 74).

2.3.1. Caracteristicas ideales de un fotosensibilizador para aPDT

a) Alta eficiencia de oxigeno singlete:

Un fotosensibilizador (PS) eficiente debe exhibir alto rendimiento cuéntico de
oxigeno singlete (102), idealmente ®» > 0.60, para garantizar la produccién efectiva
de especies reactivas de oxigeno (ROS) capaces de dafar las estructuras bacterianas
(7, 26). Segun estudios recientes, los PS de tercera generacion alcanzan valores de
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b)

®, superiores a 0.85, superando a los fotosensibilizadores clinicos tradicionales
(75). Este alto rendimiento cuantico es esencial porque la generacion de O, ocurre
predominantemente mediante mecanismos de Tipo Il en la mayoria de los casos de
aPDT, aunque se ha reportado que las especies Gram-negativas pueden ser mas

susceptibles al radical hidroxilo (OH") generado por mecanismos de Tipo | (17, 76).
Absorcidn intensa en la ventana terapéutica (600-800 nm):

El PS ideal debe presentar absorcion intensa en la region de 600-800 nm, conocida
como la “ventana terapéutica” o “ventana optica del tejido” (7, 13). Esta region es
Optima porque la luz con longitudes de onda entre 600-800 nm penetra mas
profundamente en los tejidos bioldgicos, alcanzando profundidades de 2-3 cm,
mientras que longitudes de onda menores a 600 nm son absorbidas por la
hemoglobina y mayores a 850 nm no poseen suficiente energia para excitar el
oxigeno a su estado singlete (7). Los fotosensibilizadores de segunda generacion,
como las ftalocianinas y bacterioclorinas, absorben en el rango de 675-800 nm,

permitiendo un mayor alcance terapéutico en tejidos profundos (13, 75).
Toxicidad residual nula en oscuridad:

Una caracteristica fundamental del PS ideal es la ausencia de toxicidad en ausencia
de luz. El fotosensibilizador debe ser completamente inerte en la oscuridad y
unicamente ejercer efectos citotoxicos tras la activacion fotonica (7, 13). Esta
propiedad es critica para evitar dafios a las células hospederas sanas durante el
tratamiento. Estudios con complejos no porfirinicos han demostrado que, en
ausencia de luz, no se observan efectos citotoxicos significativos en lineas celulares,
confirmando que cualquier toxicidad observada puede atribuirse exclusivamente a
la foto activacion (60). Asimismo, los FS de tercera generacion disefiados con
estrategias de diana molecular muestran selectividad preferencial por células
microbianas sobre células de mamiferos hospederos, minimizando los efectos

adversos sistémicos (13, 17).

2.3.2. Ventajas de la aPDT sobre los antibidticos tradicionales

La terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT) representa una alternativa terapéutica con
multiples ventajas comparativas frente a los antibidticos convencionales, particularmente
relevante en el contexto de la creciente crisis de resistencia antimicrobiana documentada

por la OMS (34, 38, 48). A continuacion, se detallan las principales ventajas:
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a)

b)

d)

f)

Espectro antimicrobiano amplio y no selectivo: La aPDT demuestra actividad
efectiva contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, hongos, virus,
protozoos y parasitos, incluyendo cepas multirresistentes (7, 15, 24, 71). El
mecanismo de generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) mediante
fotosensibilizadores tipo porfirinas y metaloporfirinas (27, 49, 77) permite atacar
maltiples blancos celulares simultaneamente, sin distinguir entre patdgenos

sensibles o resistentes a antibidticos convencionales (21, 30, 65).

Baja probabilidad de induccion de resistencia: A diferencia de los antibidticos
que acttan sobre dianas especificas (ribosomas, DNA girasa, enzimas de sintesis de
pared celular), laaPDT genera dafio oxidativo no especifico sobre lipidos, proteinas
y acidos nucleicos mediante oxigeno singlete y radicales hidroxilos (12, 17). Este
mecanismo multitarget dificulta el desarrollo de mutaciones de resistencia, ya que
no existe una diana Unica que pueda modificarse (12, 66). La ausencia de toxicidad
en oscuridad de los fotosensibilizadores y el intervalo droga-luz demasiado corto

para adaptaciones bacterianas contribuyen a esta ventaja (14, 53).

Ausencia de resistencia cruzada con antibioticos: Los mecanismos de resistencia
bacteriana convencionales: bombas de eflujo, enzimas modificadoras, alteracion de
porinas y modificaciones de sitios diana (40). No protegen contra el dafio oxidativo
inducido por ROS (24, 31). La aPDT puede restaurar la susceptibilidad de cepas
resistentes como Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA),
Enterococos resistentes a vancomicina (VRE) y Pseudomonas aeruginosa
multirresistente (16, 29, 31, 32).

Efectividad contra biopeliculas: La aPDT puede penetrar y eliminar células
embebidas en biopeliculas, estructuras que confieren resistencia a los antibioticos

convencionales (73, 74).

Perfil de seguridad favorable: Al tratarse de una terapia topica o localizada, se
minimizan los efectos adversos sistémicos asociados a antibidticos de amplio
espectro (61, 62). Los fotosensibilizadores clinicamente aprobados como Photofrin
(porfimero sédico) han demostrado baja toxicidad sistémica cuando se utilizan

segun protocolos establecidos (25, 78).

Efectos inmunomoduladores adicionales: Ademas de la erradicacion directa de

patdgenos, laaPDT estimula respuestas inmunes locales y puede neutralizar factores
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9)

de virulencia microbianos mediante oxidacion de aminoacidos sensibles (histidina,
cisteina, tirosina, triptéfano, metionina) (57, 62). Esta accion dual favorece la

resolucion de infecciones crénicas y la cicatrizacion de heridas (11, 58).

Versatilidad tecnoldgica y combinacion: La aPDT puede combinarse
sinérgicamente con antibidticos convencionales, aumentando la susceptibilidad
bacteriana y permitiendo reducir dosis de ambos agentes (23, 56). Las innovaciones
en nanotecnologia (nano emulsiones, nanoparticulas metélicas, fullerenos
catiénicos) y fuentes de luz avanzadas mejoran la eficiencia de entrega y activacion
de fotosensibilizadores (29, 56, 58).

2.3.3. Limitaciones de la terapia fotodinamica y terapia fotodinamica

antimicrobiana

Se presenta varias limitaciones importantes que afectan su eficacia clinica y aplicacién

préctica.

a)

b)

Dependencia del oxigeno molecular: La aPDT requiere la presencia de oxigeno
molecular para generar especies reactivas de oxigeno (ROS), por lo que su eficacia
se ve reducida en condiciones de hipoxia tisular o tumoral. Esta limitacion deriva
directamente del mecanismo de accion fotodinamico basado en la transferencia de
energia al oxigeno (Tipo |y I1). Muchos tumores presentan bajos niveles de oxigeno,

lo que limita la produccion de ROS y genera resultados subdptimos (8, 12).

Penetracién limitada de la luz: La eficacia de la aPDT esta restringida a areas
accesibles a la luz, generalmente no mas de unos pocos milimetros de profundidad.
La absorcidon y dispersion de la radiacion en tejidos bioldgicos limita la activacion
de la foto sensibilizante en estructuras internas, confinando el uso de aPDT a
lesiones superficiales o subsuperficiales y reduciendo su efectividad en infecciones

profundas o lesiones internas (33, 67).

Difusion rapida y acumulacion inadecuada de la foto sensibilizante: La rapida
difusion de la foto sensibilizante lejos del sitio objetivo disminuye la concentracion
local efectiva y, por ende, la eficacia del tratamiento. Ademas, la absorcion
inadecuada de foto sensibilizantes por las bacterias resulta en fotosensibilizacién

insuficiente para inducir letalidad microbiana. La fotosensibilizantes pueden
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d)

f)

9)

h)

acumularse en tejidos sanos, causando dafio no intencionado, y la naturaleza
heterogénea de los tumores o biofilms puede resultar en distribucion desigual del

agente, generando tratamientos incompletos y posible recurrencia (12, 67, 79).

Tincion tisular y fotosensibilidad prolongada: Algunos fotosensibilizantes
causan tincién de tejidos sanos, representando un problema estético y clinico que
limita la aceptacion del tratamiento. Posteriormente, los agentes fotosensibilizantes
pueden renderizar la piel y ojos extremadamente sensibles a la luz durante varias
semanas tras el tratamiento, requiriendo estricta evitacion de luz solar y fuentes

brillantes para prevenir reacciones fototoxicas severas (67, 79).

Toxicidad secundaria: La generacion indiscriminada de especies reactivas de
oxigeno puede provocar efectos secundarios no deseados en tejidos circundantes,
siendo una preocupacion critica en aplicaciones clinicas donde la selectividad es
fundamental (8, 12).

Efectos antimicrobianos de corta duracion: Los efectos antimicrobianos de la
aPDT suelen ser de corta duracién, lo que puede requerir aplicaciones repetidas para
mantener la supresion de la poblacién microbiana. Existe también evidencia de que
algunas células bacterianas pueden adaptarse al estrés oxidativo inducido por aPDT,
desarrollando mecanismos de resistencia (8, 79).

Limitaciones en cancer metastasico: La aPDT no es aplicable para tratar cancer
metastasico, ya que requiere exposicion directa a la luz para activar el
fotosensibilizante, siendo inefectiva contra células cancerosas diseminadas a través

del torrente sanguineo o sistema linfatico a 6rganos distantes (79).

Seleccion de fuentes de luz y barreras préacticas: La eleccion de la fuente de luz
afecta la eficacia de activacién del fotosensibilizante, con distintas longitudes de
onda y modos de entrega (LED, laser, etc.) presentando ventajas y desventajas
especificas segun el tejido, profundidad y fotosensibilizante utilizado.
Adicionalmente, existen desafios practicos como la dificultad para determinar
variables 6ptimas de tratamiento, resistencia institucional a adoptar nuevas terapias,

y altos costos de capital para establecer centros de aPDT (33, 79).
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2.3.4. Potenciacion de la Accion Fotodinamica mediante el uso de Yoduro de
Potasio (KI)

La incorporacion de yoduro de potasio (KI) como adyuvante inorganica potencia
significativamente la eficacia de la terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT) mediante
la generacion de especies reactivas de yodo (RIS). EI mecanismo fundamental reside en una
reaccion de adicion en la que el oxigeno singlete (102 reacciona con el anion yoduro (1)
para formar el intermediario peroxiyoduro (HOOI™ ;). Este intermediario es inestable y se
descompone en yodo molecular (I2), anion triyoduro (I” 3) y perdxido de hidrégeno (H205).
(80, 81)

Es importante destacar que la transferencia de un solo electrdn entre el oxigeno singlete y
el yoduro es termodinamicamente inviable. Por ello, la citotoxicidad adicional observada
en presencia de Kl proviene principalmente de la formacion de yodo molecular, el cual
actlia como un potente agente bactericida de amplio espectro, capaz de penetrar membranas

celulares y oxidar componentes criticos como lipidos, proteinas y acidos nucleicos. (81)

Esta sinergia permite alcanzar incrementos significativos en la inactivacion bacteriana,
incluso en condiciones anaerdbicas. Asimismo, posibilita la reduccion de las dosis
necesarias de fotosensibilizadores como el azul de metileno o la temoporfina, minimizando
efectos secundarios clinicos asociados a la fotosensibilidad prolongada sin comprometer la

eficacia antimicrobiana (26, 80).
2.4. Fotosensibilizadores: La Clave de la aPDT
2.4.1. Porfirinas y Metaloporfirinas

Las porfirinas son macrociclos tetrapirrélicos planos formados por la unién de cuatro anillos
de pirrol mediante puentes metinicos; la conjugacion m de 18 electrones les confiere
aromaticidad, planaridad y una rica quimica de coordinacion. Esta arquitectura permite
anclar sustituyentes meso-p con precision atomica, modulando propiedades electronicas,
estéricas y de solubilidad sin alterar el nacleo aromatico. Por ello, la funcionalizacion
selectiva es la herramienta clave para dirigir la absorcion hacia la ventana terapéutica (600

800 nm) y aumentar la afinidad por membranas bacterianas cargadas negativamente (15).

Cuando un ion metalico se inserta en la cavidad N4 se forma una metaloporfirina,
compuesto indispensable en procesos bioldgicos esenciales: el grupo hemo (Feporfirina)
transporta O2 en hemoglobina y cataliza reacciones redox en citocromos P450; la clorofila
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(Mg-porfirina) captura fotones para la fotosintesis; y la vitamina B12 (Co-porfirina)
participa en la sintesis de ADN/ARN (15, 82). Estos ejemplos validan la biocompatibilidad
intrinseca del esqueleto porfirinico y justifican su uso como fotosensibilizadores
antimicrobianos. El radio interno de la cavidad es de 2.00-2.10 A, mientras que el radio
externo supera los 8 A cuando se incluyen sustituyentes meso-f; esta dimension permite la
insercion de iones metalicos y la posterior funcionalizacion selectiva, tal como se muestra
en la Figura 6 (83).

Figura 6. Estructura representativa de una porfirina y su cavidad interna.
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*Elaboracion propia.

2.4.1.1. Clasificacion topolégica y estructural: meso vs f sustitucion

El macrociclo porfirinico posee dos posiciones periféricas distintivas para la
funcionalizacion, cuya ocupacion determina drasticamente las propiedades oOpticas,

conformacionales y la simetria de la molécula (Figuras 7 y 8).

e Porfirinas B-sustituidas: Los sustituyentes se localizan en los carbonos periféricos
de los anillos pirrdlicos (posiciones C-2, 3, 7, 8, 12, 13, 17 y 18). Esta disposicion
imita la topologia de las porfirinas naturales (67), como la protoporfirina IX. A
diferencia de las sustituciones voluminosas en otras posiciones, la funcionalizacion

en P tiende a mantener la planicidad del anillo macrociclico al minimizar las
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repulsiones estéricas (84). Ademas, la incorporacién de cadenas alquilicas o
hidroxialquilicas en estas posiciones modula la lipofilicidad del fotosensibilizador,
lo que favorece su interaccion y penetracion en bicapas lipidicas bacterianas (67, 85,
86).

e Porfirinas meso-sustituidas: Los grupos se insertan en los puentes metino (C-5,
10, 15y 20) que conectan los pirroles. La condensacion clasica de pirrol y aldehido
permite sintetizar estas estructuras con un alto control sobre su simetria (Cay, D2d,
Cav). Dado que los sustituyentes en meso ejercen una influencia electronica directa
y fuerte sobre el sistema 7 del anillo, es posible sintonizar las bandas de absorcion
(entre 600 y 750 nm) utilizando grupos electrodonadores (red-shift) o
electroaceptores (blue-shift) (87). Asimismo, estas posiciones son altamente
compatibles con estrategias de modificacion postsintética, como la quimica “click”
(CuAAC) y acoplamientos catalizados por paladio, facilitando el anclaje de
péptidos, PEG o carbohidratos (88, 89).

Figura 7. Representacion esquematica de la topologia B-sustituida, las cuales se presentan
naturalmente.

*Elaboracion propia.
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Figura 8. Representacion esquematica de la topologia meso-sustituida y su funcionalizacion
selectiva.

*Elaboracion propia.

2.4.2. Espectroscopia

Las porfirinas, gracias a su nucleo aromatico conjugado de 18 electrones @, presentan una
absorcion intensa en el rango UV-Vis, lo que las hace especialmente atractivas para
aplicaciones fotodinamicas. Esta conjugacion cumple con la regla de Hiickel y genera dos
grupos principales de transiciones electrdnicas: la banda Soret (B), entre 390 y 425 nm, y
las bandas Q (Qx Yy Qy), que se extienden desde 480 hasta aproximadamente 700 nm. La
posicién y forma de estas bandas estan estrechamente relacionadas con la naturaleza de los
sustituyentes en las posiciones meso y con la presencia o ausencia de un ion metélico en el

centro del macrociclo (83).

Este patron espectral puede ser modulado mediante la introduccion de sustituyentes
electronicos en las posiciones meso 0 mediante la metalacién del nucleo. Estos cambios
permiten desplazar la absorcién hacia la ventana terapéutica (600—-800 nm), region optima
para aplicaciones biomédicas debido a su mayor penetracion en tejidos y menor toxicidad
foto inducida sobre células sanas (13, 19).
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2.4.3. Propiedades fotodinamicas criticas en la generacion de ROS
2.4.3.1.Rendimiento cuantico de fluorescencia (®F)

El rendimiento cuantico de fluorescencia (®f) representa la eficiencia con la que un
fotosensibilizador convierte la energia de los fotones absorbidos en luz emitida mediante
fluorescencia. En el contexto de la terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT), un valor
bajo de ®F no constituye una limitacion sino una ventaja fotodindmica: indica que el
sistema canaliza preferentemente la energia excitonica hacia procesos no radiativos,
fundamentalmente el cruce intersistema (ISC) que culmina en la formacion del estado
triplete y, consecuentemente, en la generacion de oxigeno singlete (*O.) (27, 66). El
rendimiento cuantico de fluorescencia esta definido por la relacion entre las constantes de
velocidad de los procesos radiativos y no radiativos que desactivan el estado excitado, lo
que determina la fraccion de fotones absorbidos que son reemitidos (13). Esta eficiencia
puede calcularse mediante la siguiente ecuacion:

Fx Aref+ n?x
Fref Ax n?ref

®F,x = OF, ref (1)

e O . Rendimiento cuantico de fluorescencia de la muestra (adimensional).

e  Or (. Rendimiento cuéntico del patron, fluoresceina en NaOH 0.1 M, cuyo valor
es 0.92.

e Fx Area integrada bajo el espectro de emision de fluorescencia de la muestra

(unidades arbitrarias).

e Frr. Area integrada bajo el espectro de emision de fluorescencia del patron

(unidades arbitrarias).

e Ay Absorbancia de la muestra a la longitud de onda de excitacion (adimensional,
valor < 0.05).

e Aref: Absorbancia del patrén a la misma longitud de excitacion (adimensional, valor
< 0.05). nx: indice de refraccion del disolvente de la muestra (acetato de etilo,
1.3724).

e nrr. Indice de refraccion del disolvente del patron (agua, 1.3336).
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Donde A es la absorbancia a la longitud de excitacion, F el area integrada del espectro de
emision y n el indice de refraccion del disolvente (acetato de etilo = 1.3724; agua = 1.3336).
(15)

2.4.3.2.Rendimiento cuantico de oxigeno singlete (®»)

El rendimiento cuantico de oxigeno singlete (®a) representa la proporcion de fotones
absorbidos que finalmente generan 'O, la especie reactiva clave para oxidar lipidos de
membrana, proteinas y acidos nucleicos bacterianos (7, 15). Este parametro es fundamental
para evaluar la eficiencia de los fotosensibilizadores en aplicaciones de terapia
fotodindmica, y el oxigeno singlete constituye el principal agente responsable de la
destruccion o inactivacion de células objetivo en la terapia fotodindmica (13).

El método indirecto mediante el uso de 1,3-difenilisobenzofurano (DPBF) como trampa
quimica permite cuantificar la generacion de 'O, a través del seguimiento
espectrofotométrico de la disminucion de su absorbancia caracteristica a aproximadamente

410-415 nm (15). La eficiencia puede calcularse mediante la siguiente ecuacion:

DA, x = DA, ref + kexp, x 2
- T I§ kexp, ref )

e @A, x: Rendimiento cuantico de generacion de oxigeno singlete (*Oz) para la

muestra problema (adimensional).

e @A, ref.: Rendimiento cuantico de referencia, correspondiente a la 5,10,15,20-

tetrafenilporfirina (H2 TPP) en DMF, cuyo valor aceptado es 0.55.

e Kexp, x: Pendiente de la recta obtenida al graficar In (A/Ao) vs. tiempo para la

degradacion del DPBF inducida por la muestra (unidades: s—1).

o Kexp, rer: Idem anterior, pero para la solucion patron que contiene H2 TPP (unidades:

sh.

2.5. Sintesis y caracterizacion de metaloporfirinas: Estudio de Espitia et al.

Nos centraremos en 4 metaloporfirinas de las 20 que fueron sintetizadas siguiendo una
metodologia basada en el procedimiento reportado por Alder y colaboradores, con una
modificacion introducida por Espitia et al. (15). La sintesis consistié en la mezcla de pirrol
y aldehidos correspondientes en &cido propionico, bajo agitacion continua y a temperatura
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ambiente (Figura 9). Tras la formacion del producto, este fue precipitado mediante la
adicion de 60 mL de metanol frio y posterior filtracion. Las porfirinas obtenidas fueron

purificadas por cromatografia en columna.

Para TBrPP, se utilizo silica gel como fase estacionaria (2.5 x 24 cm), empleando mezclas
de éter de petréleo y acetato de etilo en diferentes proporciones como fase maévil. En el caso
de TCarbPP, se opt6 por alumina inerte como fase estacionaria, ya que al usar silica gel el
producto se retenia en la columna, probablemente debido a interacciones entre los grupos
carboxilo (-COOH) del compuesto y los grupos SiO2 del soporte, mediante puentes de
hidrégeno o fuerzas de Van der Waals.

Una vez purificadas, las porfirinas fueron caracterizadas mediante técnicas
espectroscopicas. Los espectros de UV-Vis se registraron disolviendo cada compuesto en
acetato de etilo a una concentracion de 3 x 10" M. Para los analisis de espectrometria de

masas, las muestras se disolvieron en metanol.

El espectro de *H RMN y 3C RMN de TBrPP se obtuvo disolviendo 80 mg de compuesto
en 5 mL de cloroformo deuterado (CDCIs). En el caso de TCarbPP, se utilizd
dimetilsulfoxido deuterado (DMSO—ds) debido a su mayor solubilidad en este solvente. En
los dos casos, se observaron sefiales y desplazamientos quimicos caracteristicos de las
estructuras porfirinicas. Los espectros de FT-IR se registraron en fase sélida, depositando
una pequefia cantidad de cada compuesto sobre la plataforma del equipo. El analisis integral
de los datos obtenidos permitié confirmar la identidad y pureza de las porfirinas

sintetizadas.

Figura 9. Porfirinas tetra-sustituidas preparadas a partir de aldehidos arométicos y pirrol.
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*Adaptado de Espitia-Almeida et al., 2025 (15).
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La Figura 9 muestra la ruta general empleada para la preparacion de las porfirinas meso-
sustituidas.

Los sustituyentes (R) se detallan en la Tabla 1. Adaptado de la tesis doctoral de Espitia
Almeida (15).

Tabla 1. Sustituyentes de las porfirinas sintéticas.

o o Sustituyente
Porfirina Cadigo
R2 R3 R4 RS
5,10,15,20-tetrakis-(4 bromofenil) porfirina ~ TBrPP H H Br H H
,10,15,20-tetrakis-(4-carboxifenil) porfirina  TCarbPP H H CO:H H H

*Adaptado de Espitia-Almeida et al., 2025 (15).

2.5.1. Metalacién de Porfirinas con Estafio y Zinc

Se llevo a cabo la metalacién de las porfirinas TBrPP y TCarbPP previamente purificadas,
utilizando ZnCI2 y SnCI2 como fuentes de los metales. El procedimiento consistio en
disolver la porfirina y la sal metalica en proporcion equimolar en dimetilformamida (DMF),
manteniendo la mezcla en agitacion constante a temperatura ambiente durante un periodo
de 6 a 15 horas, lo que permitié la formacion de las metaloporfirinas correspondientes, como
se muestra en el Esquema de la Figura 10.

Figura 10. Esquema de metalacion de porfirina central con Zn?* y Sn**,

" " Lk
) @ A < Wy~ R:Br,COOH, CH,CH,, F
S =\ TBIPP:Br
m;\:;(a\‘-“g TCarbPP: COOH
AL

TEtPP: CH,CH,

S
apios 8 TFPP: F
() 0 Xy, . '
=N I~
O N = {_ )\
R - / ~

*Adaptado de Espitia-Almeida et al., 2025 (15).
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La caracterizacion de los productos se realiz6 mediante espectroscopia UV-Vis e infrarroja.
Las soluciones para UV-Vis se prepararon a una concentracion aproximada de 3 x 107 M
en acetato de etilo, mientras que los espectros FT-IR se obtuvieron en fase sélida, colocando

una pequefia cantidad de muestra sobre el soporte del equipo.

Estas técnicas permitieron verificar la incorporacion del ion metalico y confirmar la

identidad de las metaloporfirinas sintetizadas.
2.5.2. Caracterizacion estructural y espectroscopica

A continuacidn, se describen los protocolos empleados para corroborar la identidad y pureza
de las porfirinas y metaloporfirinas sintetizadas. Todos los anélisis se ajustaron a los

lineamientos metodoldgicos establecidos por Espitia-Almeida en su tesis doctoral (15).
2.5.2.1. Espectroscopia UV-Vis

Las porfirinas libres de metal meso-tetra(4-carboxifenil) porfirina (TCarbPP) vy
mesotetra(4-bromofenil) porfirina (TBrPP), presentan el perfil de absorcion UV-Vis
caracteristico de los macrociclos porfirinicos no metalados. En la Figura 11 se observan sus
respectivos espectros, dominados por una intensa banda Soret alrededor de los 420 nm,
atribuida a la transicién electronica fuertemente permitida desde el estado fundamental al
segundo estado excitado (So — S»). Adicionalmente, en la regién visible (500-700 nm), se
aprecian cuatro bandas Q de menor intensidad. Segun el modelo de los cuatro orbitales de

Figura 11. Espectros de absorcion UV-Vis de las porfirinas libres de metal TBrPP (linea roja)
y TCarbPP (linea negra). Se aprecia la intensa banda Soret y las cuatro bandas Q caracteristicas
de la simetria D2n
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8
<
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0 -
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*Adaptado de Espitia-Almeida et al., 2020 (15).
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Gouterman, la presencia de estas cuatro bandas es consecuencia directa de la simetria Don
que posee el anillo de la porfirina libre; los dos protones en la cavidad central rompen la
simetria cuadrada plana, levantando la degeneracion de los orbitales moleculares
desocupados mas bajos (LUMO) vy desdoblando las transiciones electronicas

correspondientes al primer estado excitado (So — S1) (15).

Al llevar a cabo la metalacion de estos compuestos con iones como Zn (I1) y Sn (1V), se
produce una alteracion profunda en sus propiedades fotofisicas, evidenciada por un cambio
drastico en el patron de las bandas Q. Como se observa en los espectros de las
metaloporfirinas de TCarbPP (Figura 12) y TBrPP (Figura 13), el nimero de bandas Q se
reduce de cuatro a dos, acompariadas de un incremento en la absortividad molar de la banda

Soret.

Tal como se detalla en la tesis doctoral de Espitia-Almeida, este fendbmeno dptico es el
resultado directo de un cambio en la simetria molecular. La coordinacion del ion metalico
en la cavidad central N4 provoca la pérdida de los dos protones pirrolicos y fuerza al
macrociclo a adoptar una conformacién de mayor simetria, tipicamente Dan. Este aumento
en la simetria restaura la degeneracion de los orbitales LUMO (egx Y €gy). En consecuencia,
las transiciones dipolares a lo largo de los ejes x e y del plano porfirinico se vuelven
energéticamente equivalentes (degeneradas), fusionando las cuatro bandas originales en
solo dos transiciones vibronicas principales: la banda Q (0,0) o banda a, y la banda Q (1,0)
o banda f (15).

En las Figuras 12 y 13 se muestra el espectro de absorbancia de las metaloporfirinas, donde
se evidencia que las transiciones dipolares a lo largo de los ejes x e y del plano porfirinico
se vuelven energéticamente equivalentes (degeneradas). En consecuencia, se fusionan las
cuatro bandas originales en solo dos transiciones vibronicas principales: la banda Q (0,0) o
banda a y la banda Q (1,0) o banda (3 (15).
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Figura 12. Espectros UV-Vis de las metaloporfirinas de TCarbPP coordinadas con Zn (I11) y Sn
(IV). Se observa el colapso a dos bandas Q por el aumento de simetria.

~——— TCarbPP-Zn (II)
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340 540 740
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*Adaptado de Espitia-Almeida et al., 2020 (15).

Figura 13. Espectros UV-Vis de las metaloporfirinas de TBrPP coordinadas con metales. La
metalacion restaura la degeneracion orbital reflejada en la regién Q.
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3.5
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3.0
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*Adaptado de Espitia-Almeida et al., 2020 (15).

La insercion del metal no solo simplifica el espectro, sino que, dependiendo de la naturaleza
del i6n central (efecto del atomo pesado, como en el caso del Sn (1V) o Zn (11)), modula el

cruce intersistema hacia el estado triplete excitado. Esta modulacion es esencial para
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maximizar la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y, por ende, potenciar la
eficacia de estas moléculas dentro de la ventana terapéutica para su uso en terapias

fotodindmicas.
2.5.3. Obtencidn de propiedades fotofisicas
2.5.3.1.Rendimiento cuantico de fluorescencia (®r)

Se aplicé el método comparativo descrito por Demas & Crosby (90) y adoptado en trabajos
previos con porfirinas (91, 92), utilizando fluoresceina en NaOH 0.1 M (®r = 0.92) como

referencia.

Se prepararon soluciones de muestra y patron en acetato de etilo (3 x 10~° M) de modo que
su absorbancia a la longitud de excitacion fuera < 0.05. Los espectros de emision se
adquirieron en un fluorometro PTI-UM 40 (Aexc = 490 nm; rango de deteccion 500—-800
nm). El &rea bajo la curva (F) se integrd con el software del equipo y ®r se calculd con la
Ecuacion 1

Tabla 2. Propiedades fotofisicas y rendimiento cuantico de fluorescencia (®F) de los derivados
porfirinicos y metaloporfirinicos en acetato de etilo.

Compuesto Labs (nm) Aem (nm) Area (F) ®r + DE
TBrPP 414 651 3.85 x 1016 0.20 + 0.01
TBrPP-Zn (I 422 430 3.90 x 10" 0.25 + 0.005
TBrPP-Sn (1V) 426 466 5.80 x 1013 0.19 + 0.006
TCarbPP 416 651 2.14 x 103 0.23 + 0.0008
TCarbPP-Zn (I1) 422 604 2.04 x 10% 0.10 + 0.005
TCarbPP-Sn (1V) 428 650 2.99 x 102 0.35+0.08

*Adaptado de Espitia-Almeida et al., 2020 (15).
2.5.3.2. Rendimiento cuantico de oxigeno singlete (®»)

El rendimiento cuantico de generacion de oxigeno singlete (@) se determind mediante el
método de degradacion foto inducida del 1,3-difenilisobenzofurano (DPBF), empleando la
5,10,15,20-tetrafenilporfirina (H.TPP, ®x = 0.55 en DMF) como patrén, de acuerdo con
procedimientos previamente validados (14, 92, 93).

Se prepararon soluciones de cada compuesto en DMF (3 x 10°® M) y se ajustd la

absorbancia de DPBF a 2.22 + 0.01 a 410 nm. Las mezclas se irradiaron a 410 nm (luz
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visible filtrada) y se registrd la disminucion de absorbancia a dicho valor cada 5s durante
25 s. Las constantes de degradacion (Kexp) se obtuvieron del ajuste lineal de In(A/Aq) vs.
tiempo y @4 se calculd con la Ecuacion .2:

Tabla 3. Constantes de degradacion cinética (kexp) y rendimiento cuantico de produccién de
oxigeno singlete (®A) de los compuestos estudiados en DMF.

Compuesto Kexp = DE (s7) @\ + DE
TBrPP 0.049 + 0.004 0.60 £ 0.04
TBrPP-zn (I1) 0.075 + 0.004 0.90 + 0.04
TBrPP-Sn (1V) 0.046 + 0.003 0.56 £ 0.04
TCarbPP 0.065 + 0.003 0.75+0.04
TCarbPP-Zn (1) 0.076 + 0.004 0.93+0.03
TCarbPP-Sn (1V) 0.046 £ 0.001 0.550.03

*Adaptado de Espitia-Almeida et al., 2020 (15).

2.6. Patogenos Bacterianos de Importancia Clinica en Colombia

2.6.1. Criterios de seleccion: ¢Por qué E. coli, S. aureus, P. aeruginosay S.
warneri?

La eleccion de los cuatro microorganismos objeto de esta tesis obedece a una jerarquizacion
basada en (i) carga epidemioldgica nacional, (ii) perfil de resistencia a antibio6ticos de Gltimo
recurso y (iii) ajuste al mecanismo fotodinamico (interaccion con pared celular y membrana
citoplasmatica). El Instituto Nacional de Salud (INS) reporta que estos patdgenos
concentran > 70 % de los aislamientos multirresistentes en hospitales de tercer nivel del
pais (94).

a) Frecuenciay mortalidad asociada E. coli, S. aureus y P. aeruginosa encabezan la
lista de patdgenos causantes de bacteriemias, neumonias asociadas a ventilador y
sepsis neonatal en Colombia, con tasas de letalidad de 18 %, 25% y 38 %

respectivamente (95).

b) Resistencia a antibidticos de Gltima linea Segun el ultimo informe SIVIRAINS
(2023):

e E. coli productora de BLEE: 28 % en servicios generales y 39 % en UCI.
e S.aureus MRSA: 42 % en hospitales de alta complejidad.
e P. aeruginosa resistente a carbapenemes: 35 % (KPC, VIM-2, IMP-13).
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c) S. warneri ha emergido como el coagulasa-negativo mas frecuente en catéteres
vasculares (23 % de los estafilococos no S. epidermidis) con 23 % de aislamientos
mecA-positivos (96); su inclusion permite validar la selectividad de las

metaloporfirinas frente a especies tradicionalmente consideradas contaminantes.

d) Conexion mecanistica con la aPDT: Las diferencias de pared (Gramnegativo vs
Gram-positivo) y de carga superficial (aniones lipopolisacérido y acido teicoico)
permitiran correlacionar la actividad observada con la afinidad cationica de cada

metaloporfirina y con su capacidad de generar ROS intracelulares.

2.6.2. Caracterizacion de los patégenos objetivos: perfil de resistencia y blancos
foto oxidables

Tabla 4. Perfil epidemiologico y blancos de ROS de los patdgenos seleccionados.

Especie Impo,rt.anua Mecqmsmg de Blanco ROS
clinica resistencia
. ITU, sepsis BLEE (39 %), NDM-1, Membrana externa,

E. coli . I

neonatal KPC-2 lipopolisacarido
O ~ - - -
S.aureus  Bacteriemia, SSTI MRSA (42 %), Acido t_elcmco, m_embrana
SCCmec IV citoplasmética
P. Neumonia VAP,  VIM-2, IMP-13, KPC Lipopolisacarido, porinas,
aeruginosa guemados (35 %) eDNA

Acido teicoico, matriz

S.warneri  Catéter, protesis ~ mecA (23 %), biofilm
extracelular

* Datos tomado de INS-2023

2.6.3. Escherichia coli

Escherichia coli es el patdgeno Gram-negativo de mayor prevalencia en infecciones del
tracto urinario, bacteriemia de origen entérico y neumonia nosocomial a nivel mundial (34,
38). Su relevancia sanitaria se ha intensificado en la ultima década por la diseminacion
global de cepas productoras de p-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y
carbapenemasas, en particular la metaloproteasa NDM-5, que confieren resistencia
simultanea a cefalosporinas, carbapenémicos, plazomicina y combinaciones de nueva
generacion como meropenem/vaborbactam (4, 37). En Ameérica Latina, E. coli Figura entre

los principales agentes de sepsis neonatal con costos economicos directos documentados
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(42), y su resistencia a antibidticos de uso comudn ha sido ampliamente reportada en sistemas
de vigilancia regionales (35). En el contexto del presente estudio, E. coli fue seleccionada
como modelo de bacteria Gram-negativa con membrana externa constituida por
lipopolisacaridos (LPS), que representa la principal barrera de permeabilidad que limita la
penetracion de fotosensibilizadores porfirinicos hacia la célula bacteriana (12, 27). La
evaluacion de la actividad fotodindmica frente a esta especie permite determinar la
capacidad del sistema metaloporfirina—KI para superar dicha barrera mediante la

generacion de especies reactivas de yodo (RIS) de menor tamafio molecular (16).
2.6.4. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo Gram-negativo no fermentador catalogado por la
OMS como patdgeno de prioridad critica para el desarrollo urgente de nuevos agentes
antimicrobianos (38). Su importancia sanitaria radica en la convergencia de multiples
mecanismos de resistencia intrinseca y adquirida: baja permeabilidad de la membrana
externa, sobrexpresion de bombas de eflujo, produccion de B-lactamasas AmpC, y
capacidad de adquirir genes de resistencia mediada por plasmidos, lo que ha llevado a la
emergencia de cepas resistentes a ceftolozane/tazobactam en hospitales de tercer nivel (6).
Adicionalmente, su capacidad de formar biofilms sobre superficies bidticas y abidticas
dificulta la erradicacion en infecciones asociadas a ventilacién mecanica, fibrosis quistica
y quemaduras graves (21). En el presente estudio, P. aeruginosa representa el mayor desafio
entre los patdgenos Gram-negativos evaluados, dado que su membrana externa con alta
proporcién de LPS confiere resistencia intrinseca a la penetracion de macromoléculas (27).
Demostrar actividad fotodinamica significativa frente a esta especie tiene, por tanto, el
mayor valor traslacional del conjunto evaluado, y valida la capacidad del sistema
potenciado con KI para superar barreras de permeabilidad que limitan incluso a los

antibidticos de ultima generacion (12, 17).
2.6.5. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es el patogeno Gram-positivo de mayor relevancia clinica a nivel
global, responsable de un amplio espectro de infecciones que van desde infecciones
cutaneas superficiales hasta endocarditis, osteomielitis y bacteriemia con elevada
mortalidad (2). La emergencia y diseminacion pandémica de cepas resistentes a meticilina

(MRSA), mediada por la adquisicion del cassette cromosomico estafilococico mec
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(SCCmec) que codifica la proteina de unién a penicilina PBP2a, ha reducido drasticamente
las opciones terapéuticas disponibles (5). La OMS clasifica a MRSA como patogeno de
prioridad alta para el desarrollo de nuevas terapias antimicrobianas (38), y su prevalencia
en unidades de cuidados intensivos latinoamericanas ha sido documentada de forma
consistente en los reportes regionales de resistencia (39, 43). En el presente estudio, S.
aureus fue incluida como modelo de bacteria Gram-positiva con pared de peptidoglucano
gruesa y ausencia de membrana externa, lo que facilita la acumulacion del
fotosensibilizador y permite evaluar si la mayor accesibilidad superficial de estas bacterias
se traduce en mayor susceptibilidad a la aPDI. Asimismo, la actividad de las
metaloporfirinas evaluadas frente a esta especie resulta de interés directo dado su perfil de
multirresistencia y la necesidad de alternativas no antibioticas para el manejo de infecciones

cutaneas y de herida cronica (15, 27).

2.6.6. Staphylococcus warneri

Staphylococcus warneri es un estafilococo coagulasa-negativo (SCN) de relevancia clinica
creciente, particularmente en infecciones asociadas a dispositivos médicos implantables,
catéteres venosos centrales, protesis valvulares y articulares, marcapasos, y en pacientes
inmunocomprometidos, neonatos y pacientes sometidos a cirugia cardiaca (39, 40). Aunque
histéricamente considerado de baja virulencia, la capacidad de S. warneri para colonizar
superficies de biomateriales mediante la formacion de biofilm y para adquirir determinantes
de resistencia a meticilina y otros agentes lo ha consolidado como agente causal de
bacteriemia nosocomial con mortalidad significativa en poblaciones vulnerables (40). A
pesar de su relevancia clinica emergente, la actividad fotodinamica antibacteriana especifica
frente a S. warneri ha sido escasamente documentada en la literatura, constituyendo uno de
los aportes originales del presente trabajo. Su inclusién en el panel bacteriano permite,
ademas, establecer una comparacién sistematica entre dos especies de Staphylococcus con
diferentes perfiles de virulencia y resistencia, ambas Gram-positivas, enriqueciendo el
analisis de la relacion entre arquitectura celular y susceptibilidad a la aPDI mediada por las

metaloporfirinas evaluadas (12, 17).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion

Esta investigacion se esta llevo a cabo en el Eureka Distrito de Conocimiento en
Innovacion, en los laboratorios de Quimica. Universidad Simén Bolivar, Barraquilla,

Atlantico. Colombia.
3.2. Materiales
3.2.1. Porfirinas metalicas sintetizadas por Espitia et al.:

e 5,10,15,20-tetrakis-(4-bromofenil) porfirina Zn (I1), con el codigo de TBrPP-Zn (I1).

e 5,10,15,20-tetrakis-(4-bromofenil) porfirina Sn (V) Clz, con el codigo de TBrPP-
Sn (V).

e 5,10,15,20-tetrakis-(4-carboxifenil) porfirina Zn (I1), con el codigo de TCarbPP-Zn
(1.

e 5,10,15,20-tetrakis-(4-carboxifenil) porfirina Sn (IV) Cl,, con el codigo de
TCarbPP-Sn (1V).

3.2.2. Disolventes
e DMSO (dimetilsulfoxido espectroscopico, > 99.9 %).
3.2.3. Equipo para curvas de crecimiento bacteriano

Para la elaboracion de curvas de crecimiento conforme a las guias M07 y M100 del Clinical
and Laboratory Standars Institute (CLSI, 2023) (97), se requiere:

* Incubadora bacteriana (35 £ 2 °C) con atmoésfera humidificada y control de CO> (5
%).

» Espectrofotometro o lector de microplacas (A 600 nm) para medir la densidad optica
(OD600) cada 30 min durante 24 h.

* Micropipetas calibradas (10-100 puL y 100-1000 pL) con puntas estériles.
« Placas de 96 pocillos estériles, fondo plano, de poliestireno (CLSI M07-A11).

« Medio de cultivo Luria-Bertani (LB) cation-aumentado, pH 7,3 £ 0,1.
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» Software de analisis GraphPad Prism para ajustar curvas sigmoideas.
3.2.4. Equipos y material de laboratorio

» Preparacion del medio:
Balones de fondo plano 250 mL y 500 mL, condensador de reflujo, agitador magnético
con placa de calentamiento (25-250 °C, 0-1500 rpm), vortex y balanza analitica (0.1
maQ).

* Manejo de volumenes:
Micropipetas calibradas (0.1-10 pL, 10-100 pL, 100-1000 pL), puntas estériles y
gradillas para viales 1.5 mL y tubos 15 mL.

+ Disolventes:
DMSO (dimetilsulféxido espectroscopico, > 99.9 %).

3.2.5. Fotoreactor disefiado por el equipo de investigacion Espitia-Almeida

Se construy6 un fotoreactor compacto (34 cm alto x 40 cm ancho x 30 cm fondo) para
irradiar muestras bacterianas sin contaminacion luminica externa. EI cuerpo se mecaniz6 en
metacrilato transparente de 3 mm y se polarizé internamente con vinilo adhesivo opaco
(absorbancia > 99 % a 400-700 nm). La fuente de excitacidn consistié en ocho lamparas
LED monocromaticas azules (Amax = 470 nm, 400-495 nm, 12 W cada una) dispuestas en
pares sobre las paredes superior, inferior, laterales y fondo, garantizando homogeneidad
espacial £5 % (validado con radiometro patron Fluke 945). Cada par dispone de interruptor
individual y existe un interruptor general para el conjunto. El reactor se alimenta a 110 V
AC vy se acopla a la incubadora de temperatura controlada descrita en la seccion 14,
permitiendo irradiar hasta 12 pocillos simultaneamente sin intercambio térmico ni luminico

con el exterior.
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Figura 14. Esquema de las medidas del fotorreactor compacto disefiado por el equipo de
investigacion Espitia-Almeida para irradiacion de muestras bacterianas.

40x34cm

30x34cm 40x30cm 30x34cm 40x%30cm

40x34cm

*Elaboracion propia.

3.2.6. Control integrado de temperatura e irradiancia dentro del fotorreactor

El conjunto muestra-LED se mantuvo a 37,0 + 0,5 °C mediante un lazo realimentado
compuesto por sensor DHT22 (exactitud + 0,5 °C, histéresis 0,7 %), controlador REX-C100
y bombilla cerdmica calefactora (60 W). La funcidon de transferencia identificada con
pidTunner (Matlab) fue G (s) = (8/900s+1) e 2%%; el retardo de 200 s se compensé elevando
el set-point 0,3 °C por encima del valor deseado, alcanzando el estado estacionario en < 15
min. Se empled uUnicamente radiacion térmica, evitando ventiladores que introdujeran
vibraciones o contaminacién luminica (98). La intensidad de luz azul se monitored en tiempo
real mediante una fotorresistencia calibrada con el radiometro patron Fluke 945; la sefial de
voltaje se adquirié con Arduino UNO y se registrd cada segundo para garantizar que la dosis

acumulada fuera 40 J cm-2 (£ 2 %) en cada ensayo (52, 99).
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Figura 15. Fotorreactor casero con controladores de temperatura e irradiancia.

*1: Leds azules (470 nm), 2: sensor DHT22, 3: REX-C100, 4: calefactor cerdmico, 5:
Arduino UNO, Disefiado por el equipo de investigacion Espitia-Almeida.

Figura 16. Caracterizacion de histéresis del sensor DHT22.
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* Eje X: temperatura real (patron Fluke 945, °C); eje Y: temperatura medida (DHT22, °C).
Recta de regresion: y = 0.994x + 0.12, R2 = 0.997, histéresis maxima 0.7 %., disefiado por
el equipo de investigacion Espitia-Almeida
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Figura 17. Esquema del lazo de control de temperatura.

Selpoint T erature
PID REX-C100 1 ACTUADOR Bioreactor Erml*

Termocupla K

r

* El PID REX-C100 recibe la sefial del DHT22 y actla sobre la bombilla cerdmica; no se
utilizan ventiladores, evitando vibraciones y flujos que alteren la irradiancia. [98]

3.3. Métodos
3.3.1. Control de temperatura durante la irradiacion

Se mantuvo la temperatura del conjunto muestra-LED a 37,0 £ 0,5 °C mediante un lazo
de control realimentado compuesto por: sensor DHT22 (exactitud + 0,5 °C, histéresis
0,7 %), controlador REX-C100 con termopar tipo K y actuador bombilla ceramica
calefactora (60 W). La funcidn de transferencia identificada con pidTuner (Matlab) fue
G(s) = (8/900s+1) e—200s; el tiempo muerto de 200s se compenso ajustando el set-point
0,3 °C por arriba del valor deseado, alcanzando el régimen estacionario en < 15 min.
Esta estrategia evita el uso de ventiladores o disipadores, reduciendo vibraciones y
contaminacion luminica (98). La temperatura se registré cada segundo durante todo el
ensayo para confirmar que el estrés térmico no contribuye a la reduccion de viabilidad
bacteriana (52, 99).

3.3.2. Condiciones de crecimiento bacteriano y estandarizacién del in6culo

Para garantizar la reproducibilidad de los ensayos de foto inactivacién, se implementd
el protocolo de cultivos establecido por Espitia-Almeida para evaluar la actividad
antibacteriana de metaloporfirinas (68). A partir de cepas crio preservadas a —86°C, se
tomo un hielo microcristalino de cada organismo (Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 vy
Staphylococcus warneri ATCC 27836) y se sembré en 5 mL de caldo nutritivo estéril.

Los tubos se incubaron a 37 °C y 150 rpm durante 16 h, alcanzando la fase estacionaria
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temprana (100). La densidad Optica (DO600) se midid espectrofotométricamente y se
diluyé cada cultivo con caldo fresco hasta DO600 =~ 0,05 (=1,5 x 107 UFC mLY),
correspondiente al inicio de la fase exponencial. Se continu6 la incubacion a 37 °C y se
registré DO600 cada hora hasta DO600 = 0,5 (escala McFarland 0,5; 1,5 x 108 UFC
mL1), momento en el que se iniciaron todos los experimentos de aPDT para asegurar
poblacion metabdlicamente activa y uniforme (68). La validacion de la concentracion
celular se realizo por recuento en placa en agar nutritivo; los coeficientes de variacion

intra-ensayo fueron < 4,2 %, acordes con reportes previos del mismo grupo (68).
3.3.3. Soluciones madre y de trabajo

Preparacion de soluciones madre (stock) de la metaloporfirinas en DMSO vy soluciones

de trabajo (ver Tabla 5), junto con las soluciones de yoduro de potasio (KI).

Tabla 5. Preparacion de soluciones madre (8mM) de metaloporfirinas en DMSO puro.

Compuesto PM (g/mol) Preparacion stock (8 mM en 5 mL DMSO)
TBrPP-Zn 996.3 39.852 mg en 5 mL DMSO
TBrPP-Sn 1049.6 41.984 mg en 5 mL DMSO
TCarbPP-Zn 856.6 34.264 mg en 5 mL DMSO
TCarbPP-Sn 909.9 36.396 mg en 5 mL DMSO

Tabla 6. Preparacion de la solucion de trabajo de metaloporfirinas a partir de stock 8 mM.

Compuesto Concentracion Preparacion % DMSO final
Metaloporfirinas 200 uM 75 pL de stock + 2.5%

completar a 3 mL

Tabla 7. Preparacion de la solucion madre de Yoduro de Potasio (KI)

Compuesto Concentracion Volumen Final Masa a pesar
Yoduro de Potasio (KI) 400 mM 5mL 332 mg
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3.4. Ensayo de tratamiento fotodinamico en microplaca

La actividad fotodinamica se evalué en microplacas de 96 pocillos con un volumen final
de 100uL por unidad experimental. El disefio experimental se dividio en dos
condiciones principales de fotosensibilizacion:

» Fotosensibilizadores solos: Se adicionaron 50 pL de la metaloporfirina (200 pM en
DMSO al 5% v/v), 50 pL de agua destilada estéril y 100 pL de suspension bacteriana
ajustada a una densidad 6ptica (OD600) de 0.1. La concentracion final en el pocillo fue
de 50 uM de porfirina, 1.25% de DMSO y una OD600 bacteriana de 0.05.

» Fotosensibilizadores combinacion con Kl: Se adicionaron 50 pL de la metaloporfirina
(200 uM en DMSO al 5% v/v), 50 pL de yoduro de potasio (KI, 400 mM) y 100 pL de
suspension bacteriana (OD600 = 0.1). Al final de la mezcla, cada pocillo contenia una
concentracion de 50 uM de porfirina, 100 mM de KIl, 1.25% de DMSO y una densidad
bacteriana de 0.05 OD600.

Como controles del experimento se incluyeron:

« Control positivo: Gentamicina a una concentracion final de 80 uM (50 pL de
antibidtico y 50 pL de suspension bacteriana). La concentracion en el plato es de 20
HM.

» Control negativo: Suspensién bacteriana (50 pL) suplementada con PBS (50 pL), sin

la adicion de fotosensibilizador ni agentes potenciadores.
Tras la adicion de los reactivos, cada tratamiento se realizé por triplicado. La irradiacion
se ejecutd durante 90 min con un dispositivo vertical de Leds azules (420 —450 nm) a
una fluencia de 40 J/cm? y una irradiancia de 40 mW/cm?. La densidad 6ptica a 600 nm
se registré cada hora durante 24 h en lector de microplaca; el crecimiento neto se
determin6 como AOD = OD; — ODy.
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CAPITULO IV
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4. Resultados y Discusién

4.1. Resultados

En esta seccion se presentan los resultados de la evaluacion de la actividad fotodinamica
antibacteriana de cuatro metaloporfirinas sintetizadas, dos derivadas de zinc (1) (TcarbPP-
Zn, TBrPP-Zn) y dos de estafio (IV) (TcarbPP-Sn (1V), TBrPPSn (1V)). Los compuestos
fueron ensayados frente a cuatro cepas bacterianas de importancia clinica: Escherichia coli
ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 5923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 10195
y Staphylococcus warneri ATCC 27836, incluyendo representantes de bacterias Gram

negativas y Gram positivas.

Los ensayos de terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT) se realizaron utilizando una
concentracion de 50 uM de cada metaloporfirina, empleando una densidad dptica inicial de
0.05 a 600 nm para cada suspension bacteriana. Se evaluo el crecimiento bacteriano en
presencia y ausencia de luz visible durante 90 minutos, la fuente de excitacidn consistio en
ocho lamparas LED monocromaticas azules (Amax = 470 nm, 400-495 nm, una irradiancia
media de 7.4 mW/cm?), posteriormente se evaluo el crecimiento bacteriano durante 4 horas.
A partir de las curvas de crecimiento obtenidas, se identificé la fase logaritmica a las 1,5
horas, tiempo en el cual se determin el porcentaje de inhibicion del crecimiento bacteriano

para cada tratamiento.

Como control positivo se utilizd gentamicina a una concentracion de 20 puM, mientras que
el control negativo correspondio a las bacterias incubadas sin fotosensibilizadores o algun
tipo de inhibidor. Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente mediante las
pruebas de Dunnett y Tukey, con un nivel de significancia de p < 0.05, con el fin de
identificar diferencias significativas entre la actividad de las metaloporfirinas y el control

positivo.

Ademas, se calculo el porcentaje de inhibicién a 1,5 h segun la ecuacion:

o ODcontrol — ODtratado
Inhibicion (%) = T X 100 3)

A continuacidn, se presentan los resultados organizados por cepa bacteriana, detallando el
efecto de cada compuesto sobre el crecimiento bacteriano en condiciones de iluminacion y

oscuridad, asi como el analisis estadistico correspondiente.
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4.1.1. Actividad frente a Escherichia coli

La Figura 18 presenta los resultados de la actividad fotodindmica antibacteriana frente a
Escherichia coli, patogeno Gram-negativo de relevancia clinica global y modelo
representativo de la barrera de permeabilidad que presentan las bacterias con membrana
externa lipopolisacaridica (16). En dicha Figura se muestra la inhibicion bacteriana de
Escherichia coli durante la terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT) mediada por
diferentes fotosensibilizadores, evaluada en ausencia y presencia de luz, y con y sin yoduro
de potasio (KI). Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicion bacteriana,
incluyéndose los controles correspondientes (K1 y control positivo). Las barras representan
la media + desviacién estandar. El analisis estadistico se realiz6 mediante la prueba de
Tukey, donde ns indica no significativo y los asteriscos representan el nivel de significancia
(*p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001). Este microorganismo fue seleccionado como
referencia inicial para evaluar la capacidad de los fotosensibilizadores porfirinicos para
superar las defensas estructurales caracteristicas de los patdgenos Gramnegativos,
catalogados por la OMS como prioridad critica para el desarrollo de nuevas terapias

antimicrobianas (18, 38).

Figura 18. Inhibicion bacteriana de Escherichia coli durante la terapia fotodindmica

antimicrobiana (aPDT) mediada por diferentes fotosensibilizadores.
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TCarbPP-Zn demostrd ser el sistema fotodinamico mas eficaz frente a E. coli. La condicion
PS+Kl+luz alcanzd 94.1% + 1.6% de inhibicion bacteriana, siendo estadisticamente
superior al resto de condiciones evaluadas (p < 0.0001). Este resultado confirma la
capacidad de la ramificacion (4-carboxifenil), potenciado con KI, para generar especies
reactivas de oxigeno capaces de comprometer la integridad de la membrana externa
bacteriana y alcanzar blancos intracelulares (12, 20). Sin embargo, un hallazgo critico fue
la inhibicion elevada observada en la condicion PS+KI sin luz 76.85% * 14.2%, valor
estadisticamente comparable a la condicion irradiada (prueba de Tukey, p > 0.05). Este
fendmeno de toxicidad oscura (dark toxicity) indica que la interaccion entre TCarbPP-Zn 'y
el potenciador Kl genera actividad citotoxica independiente de la irradiacion luminica,
comprometiendo la selectividad espacial y temporal que constituye un principio
fundamental de la terapia fotodinamica antimicrobiana (12, 33). En contraste, el
fotosensibilizador solo sin potenciador presentd una inhibicion basal modesta 29.7% =+
2.2%, indicando que la actividad fotodindmica intrinseca de esta metaloporfirina frente a E.

coli es limitada sin el sistema de potenciacién quimica.

TCarbPP-Sn (1V) exhibio6 un perfil de actividad considerablemente inferior a su analogo de
Zn (1), manteniendo el patron de superioridad de metal-central observado
consistentemente. La condicion PS+Kl+luz alcanzé 63.6% + 3.3% de inhibicion,
representando una diferencia de aproximadamente 30 puntos porcentuales respecto a
TCarbPP-Zn bajo idénticas condiciones. Este comportamiento refuerza la hipotesis de que
el rendimiento cuéantico de formacién de oxigeno singlete, tipicamente menor en complejos
de Sn (V) comparados con los de Zn (1) debido a efectos de nimero atémico y spin-6rbita,
constituye un factor determinante en la eficacia fotodinamica (64, 101). Notablemente, la
condicion PS+KI sin luz no present6 inhibicidn detectable, comportamiento favorable que
confirma la ausencia de toxicidad oscura para este sistema y su estricta dependencia de la
activacion luminica. Las condiciones con fotosensibilizador solo, tanto con luz 39.2% =+
5.0% como sin luz 24.5% * 4.7%, resultaron estadisticamente equivalentes entre si, pero
superiores al control de KI, sugiriendo una actividad fotodinamica intrinseca moderada que

requiere del potenciador para alcanzar eficacia terapéutica relevante.

TBrPP-Zn presenté un comportamiento caracteristico de fotodependencia estricta del
potenciador KI. Las condiciones sin KI, tanto con luz 47.0% = 8.4% como sin luz 28.5% +
2.3%, mostraron inhibiciones moderadas estadisticamente equivalentes entre si, indicando

que la actividad basal del macrociclo bromado frente a E. coli es independiente de la
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irradiacion. La adicion de Kl sin luz no genero6 inhibicion detectable, confirmando la
ausencia de toxicidad oscura y el caracter estrictamente fotoquimico del mecanismo de
potenciacion. Bajo irradiacion con Kl, TBrPP-Zn alcanzé 84.9% + 3.2% de inhibicion,
constituyendo el segundo sistema mas eficaz evaluado y demostrando que la sustitucién
electron-atrayente bromo en las posiciones meso del anillo porfirinico mejora

significativamente la capacidad fotodinamica (68, 83).

TBrPP-Sn (IV) exhibid el patron de actividad méas heterogéneo entre las metaloporfirinas
evaluadas. El fotosensibilizador solo present6 inhibiciones moderadas tanto con luz 47.2%
+ 8.5% como sin luz 32.2% + 1.1%, valores estadisticamente equivalentes entre si. La
adicion de Kl sin luz produjo una inhibicion minima 1.40% + 13.14%, notablemente inferior
a la observada en TCarbPP-Zn bajo la misma condicion, lo que sugiere que la naturaleza
del sustituyente periférico (Br o COOH) modula la interaccién oscura con el potenciador.
Bajo irradiacion con K, el sistema alcanzd 68.6% + 4.4% de inhibicion, valor intermedio
que, aunque superior a TCarbPP-Sn (IV), mantiene la inferioridad respecto a TBrPP-Zn 'y
confirma la tendencia general de superioridad del Zn (11) sobre el Sn (V) (64). La ausencia
de toxicidad oscura pronunciada en TBrPP-Sn (IV), contrastando con el comportamiento
de TCarbPP-Zn, representa una caracteristica favorable desde el punto de vista de la
seguridad terapéutica (12, 13, 17).

El control de KI solo se mantuvo consistentemente por debajo del 5% en todas las
condiciones evaluadas, validando que el yoduro potasico no ejerce actividad antibacteriana
independiente a la concentracion empleada y que los efectos observados son atribuibles
exclusivamente a la interaccion fotoquimica con los fotosensibilizadores bajo irradiacion.
El control positivo evidencio inhibiciones entre 78-88% segun la condicién, confirmando

la validez del ensayo experimental y la sensibilidad del método microbiol6gico empleado.

En sintesis, los resultados frente a E. coli establecen patrones diferenciales criticos entre los
fotosensibilizadores evaluados: (i) la toxicidad oscura es exclusiva de TCarbPP-Zn en
presencia de KI, atribuible a interacciones especificas entre el (4carboxifenil) y el
potenciador; (ii) la potenciacion por Kl opera eficientemente en todos los sistemas bajo
irradiacion, con magnitud dependiente del metal central (Zn > Sn) y del sustituyente
periférico ((4-bromofenil) > (4-carboxifenil)) en ausencia de toxicidad oscura); y (iii) la
barrera de membrana externa Gram-negativa reduce globalmente las inhibiciones basales
pero no impide la accion fotodinamica potenciada, validando la aplicabilidad de estos

sistemas frente a patdgenos de alta prioridad clinica (16, 33, 38).
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Adicionalmente, la Figura 19 muestra las curvas de crecimiento de Escherichia coli en funcion
del tiempo bajo las diferentes condiciones experimentales evaluadas durante la terapia
fotodinamica antimicrobiana (aPDT). Se presentan las cinéticas en ausencia de luz, en presencia
de luz, en ausencia de luz con Kl y en presencia de luz con KI para los fotosensibilizadores
TCarbPP-Zn, TCarbPP-Sn (IV), TBrPP-Zn y TBrPP-Sn (IV), junto con los controles
correspondientes (C+, Kl y CN). Las mediciones de densidad Optica evidencian el
comportamiento cinético del crecimiento bacteriano y permiten visualizar la dependencia
fotodinamica, la potenciacion por yoduro de potasio y la presencia o ausencia de toxicidad

oscura observada para cada sistema.

Figura 19. Curvas de crecimiento de Escherichia coli en funcion del tiempo bajo diferentes

condiciones experimentales durante la terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT).
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4.1.2. Actividad frente a Pseudomonas aeruginosa

La Figura 20 presenta los resultados de la actividad fotodinamica antibacteriana frente a
Pseudomonas aeruginosa, patdgeno Gram-negativo de alta relevancia clinica catalogado
por la OMS como de prioridad critica para el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos
(3, 34). En dicha Figura se muestra la inhibicion bacteriana de Pseudomonas aeruginosa
durante la terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT) mediada por diferentes

fotosensibilizadores, evaluada en ausencia y presencia de luz, y con y sin yoduro de potasio
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(KI). Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicion bacteriana, incluyendose
los controles correspondientes (KI y control positivo). Las barras representan la media
desviacion estandar. El andlisis estadistico se realizé6 mediante la prueba de Tukey, donde
ns indica no significativo y los asteriscos representan el nivel de significancia (*p<0.05,
**p<0.01, ****p<0.0001). En términos generales, se observd que todos los
fotosensibilizadores evaluados mantuvieron actividad antibacteriana frente a esta especie,
con patrones de comportamiento comparables a los obtenidos frente a E. coli, aungue con

diferencias notables en la relacién luz/oscuridad.

Figura 20. Inhibicién bacteriana de Pseudomonas aeruginosa durante la terapia
fotodinamica antimicrobiana (aPDT) mediada por diferentes fotosensibilizadores.
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TCarbPP-Zn continu6 siendo el compuesto con mayor porcentaje de inhibicion global. Sin
embargo, a diferencia de lo observado frente a E. coli, en P. aeruginosa las condiciones
PS+KI sin luz 100.00% + 8.7% y PS+KI+luz 97.9% + 0.9% resultaron estadisticamente
equivalentes (prueba de Tukey, p > 0.05), lo que indica una toxicidad oscura pronunciada
para este sistema frente a esta bacteria. Este comportamiento sugiere que la actividad de
TCarbPP-Zn en presencia de Kl podria involucrar mecanismos adicionales independientes
de la fotogeneracion de oxigeno singlete, como interacciones directas con la membrana

bacteriana o formacion de complejos reactivos en ausencia de irradiacion (19, 20). Cabe
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destacar, ademas, que el fotosensibilizador solo bajo irradiacion (PS Con Luz, 74.7% + 9%)
alcanz6 una inhibicion considerable sin necesidad del potenciador, lo que resalta la

actividad fotodindmica intrinseca de esta metaloporfirina de Zn (11) frente a P. aeruginosa.

TCarbPP-Sn (IV) mostré nuevamente una actividad inferior a su analogo de Zn (1) en todas
las condiciones. La condicion PS+KI sin luz no presentd inhibicion detectable,
comportamiento favorable desde el punto de vista de la selectividad luminica, mientras que
bajo irradiacion con Kl alcanzé una inhibicion de 62.8% * 4.1%. Este patron confirma que,
para el Sn (IV), la generacion de especies reactivas de oxigeno mediada por luz es el

mecanismo predominante de accion (9, 20).

En el caso de TBrPP-Zn, se observd que la condicion PS sin luz 53.3% + 9.6% presentd
valores ligeramente superiores a PS con luz 40.4% * 6.7%, aunque ambas condiciones
compartieron grupos estadisticos similares, lo que sugiere que esta diferencia podria no ser
significativa y deberd interpretarse con cautela. Bajo irradiacion con Kl, TBrPP-Zn alcanzd
una inhibicion de 81.1%z+3.1%, constituyendo el segundo sistema mas eficaz evaluado
frente a P. aeruginosa. TBrPP-Sn (IV)+KI con luz exhibié la inhibicién més baja entre los
sistemas potenciados 54.0% + 3.0%, aunque estadisticamente superior al control de KI,
manteniendo el patron de superioridad Zn > Sn observado de manera consistente en ambas
bacterias (64).

En todos los compuestos excepto TCarbPP-Zn, la adicion de Kl en ausencia de irradiacion
no generd inhibicidn detectable, resultado estadisticamente equivalente al control de Kl solo
(p > 0.05). Este hallazgo refuerza el carécter estrictamente fotodependiente de la
potenciacion por Kl en estos sistemas, cuya actividad antibacteriana estd mediada por la
generacion fotoquimica de yodo reactivo y radicales derivados del oxigeno singlete bajo
irradiacion (16, 33). El control positivo confirmd la validez del ensayo con inhibiciones
entre ~76-90% segun la condicién, mientras que el control de KI solo se mantuvo por

debajo del 5% en todas las condiciones evaluadas.

Adicionalmente, la Figura 21 presenta las curvas de crecimiento de Pseudomonas
aeruginosa en funcion del tiempo bajo las diferentes condiciones experimentales evaluadas
durante la terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT). Se muestran las cinéticas en
ausencia de luz, en presencia de luz, en ausencia de luz con Kl y en presencia de luz con Kl
para los fotosensibilizadores TCarbPP-Zn, TCarbPP-Sn (IV), TBrPP-Zny TBrPP-Sn (IV),

junto con los controles correspondientes (C+, Kl y CN). Las mediciones de densidad Optica
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evidencian el comportamiento cinético del crecimiento bacteriano y permiten visualizar la
dependencia fotodindmica, la potenciacion por yoduro de potasio y la presencia o ausencia

de toxicidad oscura observada para cada sistema.

Figura 21. Curvas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa en funcion del tiempo bajo
diferentes condiciones experimentales durante la terapia fotodindmica antimicrobiana

(aPDT).
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4.1.3. Actividad frente a Staphylococcus aureus

La Figura 22 muestra los resultados de la actividad fotodindmica antibacteriana frente a
Staphylococcus aureus, patogeno Gram-positivo y agente etiologico de infecciones de alta
prevalencia clinica, incluyendo cepas resistentes a meticilina (MRSA) catalogadas como
prioridad alta por la OMS (36, 38, 65). En dicha Figura se observa la inhibicion bacteriana
de Staphylococcus aureus durante la terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT) mediada
por diferentes fotosensibilizadores, evaluada en ausencia y presencia de luz, y con y sin
yoduro de potasio (KI). Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicion
bacteriana, incluyéndose los controles correspondientes (KI y control positivo). Las barras
representan la media + desviacidn estandar. El andlisis estadistico se realizé mediante la

prueba de Tukey, donde ns indica no significativo y los asteriscos representan el nivel de
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significancia (*p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001).Un rasgo diferencial destacado frente a
las bacterias Gram-negativas previamente evaluadas fue el incremento generalizado en los
porcentajes de inhibicion basal de todos los fotosensibilizadores en condiciones de
oscuridad, con valores que oscilaron entre 38.4% + 5.7% para TBrPP-Sn(1V) y 64.7% +
12.6% para TCarbPP-Zn. Este comportamiento es consistente con las caracteristicas
estructurales de las bacterias Gram-positivas, cuya ausencia de membrana externa facilita
la penetracion y acumulacion de los fotosensibilizadores porfirinicos en la pared celular de

peptidoglicano (27, 68).

Figura 22. Inhibicién bacteriana de Staphylococcus aureus durante la terapia
fotodindmica antimicrobiana (aPDT) mediada por diferentes fotosensibilizadores.
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TCarbPP-Zn+KI bajo irradiacion alcanzé nuevamente la mayor inhibicion entre todos los
sistemas evaluados, con un valor de 98.5% + 0.1%, estadisticamente superior al resto de
condiciones (p < 0.0001). Sin embargo, a diferencia de lo observado en las bacterias Gram-
negativas, el andlisis por grupos de Tukey revel6 que las condiciones PS sin luz 64.7% +
12.6% y PS+KI sin luz 73.83% + 17.2% fueron estadisticamente equivalentes para este
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compuesto, indicando que la dark toxicity observada es atribuible al fotosensibilizador por
si solo y no a la interaccién con el potenciador Kl. Este hallazgo sugiere que la actividad
oscura de TCarbPP-Zn frente a S. aureus podria estar relacionada con interacciones directas
de la metaloporfirina con componentes de la pared celular bacteriana, independientes del

proceso fotoquimico (12, 27).

TCarbPP-Sn (IV) y TBrPP-Zn mantuvieron un perfil de fotodependencia estricta del
potenciador, con condiciones PS+KI sin luz estadisticamente equivalentes al control de KI
solo, comportamiento favorable que se preservé aun frente a la mayor susceptibilidad
intrinseca de S. aureus. Bajo irradiacion con KI, TBrPP-Zn alcanzé una inhibicion de 82.5%
+ 5.6%, mientras que TCarbPP-Sn (1V) se limit6 a 70.3% + 3.5%, manteniendo la tendencia

Zn (11) > Sn (IV) documentada de manera consistente en las tres bacterias evaluadas (64).

TBrPP-Sn (IV) presentd el incremento relativo méas notable por efecto del Kl en esta
bacteria: partiendo de 46.6% * 4.5% con el PS solo bajo irradiacion, la adicion del
potenciador elevd la inhibicion hasta 73.3% + 3.9%, representando una ganancia de
aproximadamente 29 puntos porcentuales atribuible exclusivamente al sistema de
potenciacion fotoquimica. Este resultado refuerza la utilidad del KI como agente
potenciador capaz de amplificar la actividad de fotosensibilizadores con actividad
fotodinamica intrinseca moderada (16, 33).

El control de Kl solo se mantuvo por debajo del 5% en todas las condiciones, confirmando
la ausencia de actividad antibacteriana independiente del potenciador, mientras que el
control positivo validé las condiciones experimentales con inhibiciones entre ~62-88%

segun la condicién evaluada.

Adicionalmente, la Figura 23 presenta las curvas de crecimiento de Staphylococcus aureus
en funcion del tiempo bajo las diferentes condiciones experimentales evaluadas durante la
terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT). Se muestran las cinéticas en ausencia de luz,
en presencia de luz, en ausencia de luz con Kl y en presencia de luz con KI para los
fotosensibilizadores TCarbPP-Zn, TCarbPP-Sn (1V), TBrPP-Zn y TBrPP-Sn (IV), junto
con los controles correspondientes (C+, KI y CN). Las mediciones de densidad oOptica
evidencian el comportamiento cinético del crecimiento bacteriano y permiten visualizar la
dependencia fotodinamica, la potenciacion por yoduro de potasio y la presencia o ausencia

de toxicidad oscura observada para cada sistema.
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Figura 23. Curvas de crecimiento de Staphylococcus aureus en funcién del tiempo
bajo diferentes condiciones experimentales durante la terapia fotodindmica
antimicrobiana (aPDT).
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4.1.4. Actividad frente a Staphylococcus warneri

La Figura 24 presenta los resultados de la actividad fotodindmica antibacteriana frente a
Staphylococcus warneri, patbgeno Gram-positivo emergente de creciente relevancia clinica
en infecciones nosocomiales, particularmente asociadas a catéteres y dispositivos médicos
implantados. En dicha Figura se muestra la inhibicién bacteriana de Staphylococcus
warneri durante la terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT) mediada por diferentes
fotosensibilizadores, evaluada en ausencia y presencia de luz, y con y sin yoduro de potasio
(KI). Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicion bacteriana, incluyéndose
los controles correspondientes (KI y control positivo). Las barras representan la media *
desviacion estandar. El andlisis estadistico se realizd mediante la prueba de Tukey, donde
ns indica no significativo y los asteriscos representan el nivel de significancia (*p<0.05,
**p<0.01, ****p<0.0001). Este microorganismo representa un objetivo importante dentro
del grupo de estafilococos coagulasa-negativos, cuya incidencia ha incrementado en
hospitales terciarios de Colombia (96). En téerminos generales, los patrones de inhibicién

observados frente a S. warneri mantuvieron consistencia con los documentados para S.
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aureus, aungue con diferencias notables en la magnitud de la respuesta fotodinamica y la

distribucion de la toxicidad oscura.

Figura 24. Inhibicién bacteriana de Staphylococcus warneri durante la terapia
fotodindmica antimicrobiana (aPDT) mediada por diferentes fotosensibilizadores.
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TCarbPP-Zn exhibié nuevamente el mayor porcentaje de inhibicion global entre todos los
fotosensibilizadores evaluados. La condicion PS+KI con luz alcanzé 99.15 + 0.9% de

inhibicion, estadisticamente superior al resto de condiciones (p < 0.0001).

Sin embargo, a diferencia del patron observado en S. aureus, en S. warneri la condicion
PS+KI sin luz 90.24% + 10.5% resultd estadisticamente inferior a la condicion irradiada,
aungue considerablemente elevada, sugiriendo una toxicidad oscura moderada atribuible a
la interaccion del fotosensibilizador con el potenciador KI. Notablemente, las condiciones
del fotosensibilizador solo, tanto con luz 73.1% + 5.2% como sin luz 66.3%+12.8%,
presentaron valores intermedios estadisticamente equivalentes entre si, indicando que la
actividad basal de TCarbPP-Zn frente a esta especie es intrinseca al compuesto y no requiere

del potenciador para manifestarse en oscuridad. Este comportamiento intermedio entre las
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bacterias Gram-negativas (donde la toxicidad oscura requiere Kl) y S. aureus (donde es
independiente de KI) sugiere diferencias en la permeabilidad de la pared celular o en la

afinidad por componentes especificos de la superficie bacteriana (13, 33).

TCarbPP-Sn (IV) mostré un perfil de actividad considerablemente reducido frente a S.
warneri comparado con S. aureus. Las condiciones con el fotosensibilizador solo, tanto con
luz 48.4% + 4.1% como sin luz 49.8% * 4.3%, resultaron estadisticamente equivalentes
entre si y superiores tnicamente al control de KI. La adicion del potenciador Kl en ausencia
de irradiacion generd una inhibicion minima 6.81% * 1.5%, comportamiento favorable que
confirma la ausencia de toxicidad oscura para este sistema. Bajo irradiacion con Kil, la
inhibicion alcanz6 61.6%+2.11%, valor modesto que, aunque estadisticamente superior a
las condiciones sin potenciador, posiciona a TCarbPP-Sn (1) como el sistema menos eficaz
evaluado en esta bacteria. Este resultado refuerza la hipétesis de que el rendimiento cuéntico
de oxigeno singlete, tipicamente inferior en complejos de Sn (IV) comparados con sus
analogos de Zn (Il), constituye un factor limitante para la actividad fotodindmica,
particularmente en especies bacterianas con paredes celulares mas resistentes a la

penetracion de especies reactivas (15, 64, 101).

TBrPP-Zn destaco por presentar el perfil de seguridad més favorable entre todos los
fotosensibilizadores evaluados frente a esta bacteria: su condicién PS+KI sin luz registr6
0.00% de inhibicion en la totalidad de sus réplicas, representando la ausencia absoluta de
toxicidad oscura para el sistema de potenciacién. Bajo irradiacién con KI, alcanz6é una
inhibicion de 76.79 £ 2.7% (p < 0.001), resultado estadisticamente superior a su condicion
sin potenciador (51.04 £ 7.0%), lo que subraya la contribucion especifica del Kl al efecto
fotodinamico de este compuesto. TBrPP-Sn (IV)+KI con luz alcanz6 65.87 + 9.5%,
mostrando la mayor variabilidad entre réplicas de los sistemas potenciados, mientras que su
toxicidad oscura fue minima (6.56 + 2.2%), confirmando el patron Zn (11) > Sn (IV) en

actividad fotodinamica neta (16, 20).

TBrPP-Sn (IV) exhibio el perfil de actividad més bajo entre todas las metaloporfirinas
evaluadas. Las condiciones con el fotosensibilizador solo alcanzaron 36.2%+3.7% sin luz
y 37.7% % 3.4% con luz, valores estadisticamente equivalentes entre si y marginalmente
superiores al control de KI. La adicion de Kl sin irradiacion produjo inhibicion minima
1.07% + 5.9%, mientras que bajo irradiacion el sistema alcanzé 65.9% + 9.80%. Aunque
este valor representa una ganancia de puntos porcentuales atribuible al efecto potenciador,

la eficacia global permanece sustancialmente inferior a la de TBrPP-Zn bajo las mismas
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condiciones, ¢reafirmando el patron consistente de superioridad Zn (1) > Sn (IV) observado

en las tres especies bacterianas evaluadas (15, 64).

Figura 25. Curvas de crecimiento de Staphylococcus warneri en funcion del tiempo bajo
diferentes condiciones experimentales durante la terapia fotodindmica antimicrobiana
(aPDT).
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Adicionalmente, la Figura 25 presenta las curvas de crecimiento de Staphylococcus warneri
en funcién del tiempo bajo las diferentes condiciones experimentales evaluadas durante la
terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT). Se muestran las cinéticas en ausencia de luz,
en presencia de luz, en ausencia de luz con KI y en presencia de luz con KI para los
fotosensibilizadores TCarbPP-Zn, TCarbPP-Sn (1V), TBrPP-Zn y TBrPP-Sn (IV), junto
con los controles correspondientes (C+, KI y CN). Las mediciones de densidad oOptica
evidencian el comportamiento cinético del crecimiento bacteriano y permiten visualizar la
dependencia fotodinamica, la potenciacién por yoduro de potasio y la presencia o ausencia

de toxicidad oscura observada para cada sistema.

El control de Kl solo se mantuvo por debajo del 5% en todas las condiciones evaluadas,
confirmando la ausencia de actividad antibacteriana independiente del potenciador y
validando que los efectos observados son atribuibles a la interaccion fotoquimica entre los

fotosensibilizadores, el Kl y la irradiacion luminica. El control positivo evidencio
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inhibiciones entre ~80—90% segtn la condicion, validando adecuadamente las condiciones

experimentales del ensayo.
4.2. Discusion

Los resultados obtenidos demuestran que las metaloporfirinas sintetizadas, particularmente
en combinacion con yoduro de potasio (KI), ejercen una actividad fotodinamica
antibacteriana significativa frente a patogenos de alta prioridad clinica, con eficacias
dependientes del metal central, la naturaleza del sustituyente periférico y la morfologia de
la pared celular bacteriana. A continuacion, se discuten estos hallazgos en el contexto de la

literatura cientifica reciente sobre terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT).
4.2.1. Eficacia fotodindmica y relacion estructura-actividad

El analisis comparativo reveld una superioridad consistente de los complejos de Zn (lI)
sobre sus andlogos de Sn (IV) en todas las condiciones evaluadas. Especificamente,
TCarbPP-Zn alcanz6 inhibiciones del 96.2 + 2.4% (E. coli), 98.1 + 1.4% (P. aeruginosa) y
98.4 £ 0.1% (Gram-positivas) bajo irradiacion con K, valores significativamente superiores
a los obtenidos con TCarbPP-Sn (IV) (654 + 3.1%, 63.2 £+ 4.1% y 70.3 + 3.5%,

respectivamente).

Esta diferencia se explica fundamentalmente por los rendimientos cuanticos de formacién
de oxigeno singlete (®,) determinados experimentalmente: TCarbPP-Zn presentd @ =
0.93+0.03, mientras que TCarbPP-Sn (1) mostrd 0.55+0.03. Estos valores concuerdan con
reportes previos de Shao et al. (64), quienes demostraron que en corroles y porfiririnas
halogenadas, los complejos de Zn(ll) exhiben mayores constantes de velocidad de
formacion del estado triplete (Kisc ) Y, consecuentemente, mayor generacion de O, que los
complejos de Sn(IV), debido a efectos de acoplamiento spin-6rbita mas eficientes en el ion
Zn?* comparado con el Sn** de mayor nimero atémico donde competen otros mecanismos

de desactivacion no radiativa (64, 101).

La naturaleza del sustituyente periférico ((4-carboxifenil) vs. (4-bromofenil)) también
moduld la actividad antibacteriana. TBrPP-Zn mostré una toxicidad oscura despreciable
(inhibicidn < 5% en ausencia de luz y Kl), pero alcanzo eficacias comparables a TCarbPP-
Zn bajo irradiacién con KI (85.2 + 3.2% vs. 96.2 + 2.4% en E. coli, respectivamente). Este
comportamiento sugiere que los grupos bromo, al ser electron-atrayentes y lipdfilos,

facilitan la interaccion con la bicapa lipidica bacteriana sin generar actividad oscura,
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mientras que los carboxilatos, altamente hidrofilicos y aniénicos a pH fisioldgico (pKa ~ 4

—5), pueden interactuar electrostaticamente con la superficie bacteriana de manera diferente

(27).
4.2.2. Mecanismo de potenciacion por yoduro de potasio

La adicion de KI (100 mM, ratio molar PS:KI = 1:2000) produjo un incremento dramatico
en la actividad fotodinamica bajo irradiacion (40 Jcm2 a 470 nm), consistente con el
mecanismo de generacion de especies reactivas de yodo (RIS) descrito por Huang et al. (81)
y posteriormente validado por Niu et al. (16). Segun este mecanismo, el 1 O2 generado por
el fotosensibilizador reacciona con el yoduro (17) para formar yodo molecular (1?) y
radicales yoduros (I¢), los cuales presentan mayor vida media y capacidad de difusion que

el oxigeno singlete, permitiendo alcanzar blancos intracelulares mas eficientemente (81).

Sin embargo, se observd una variabilidad significativa en la “fotodependencia” del
potenciador entre compuestos y bacterias. Mientras que TBrPP-Zn y TCarbPPSn (1V)
mostraron estricta dependencia luminica (inhibicion < 5% con Kl en oscuridad), TCarbPP-
Zn exhibi6 una marcada dark toxicity en bacterias Gram-negativas: 85.1 + 15.3% en E. coli

y 98.6 + 2.9% en P. aeruginosa con Kl en ausencia de irradiacion.

Este fendmeno de toxicidad oscura no ha sido ampliamente reportado en la literatura de
aPDT con porfirinas. Liu et al. (12) mencionan que ciertos fotosensibilizadores cationicos
pueden presentar actividad antibacteriana independiente de la luz por interacciones
disruptivas con la membrana, pero nuestros compuestos anionicos (TCarbPP-Zn) o neutros
(TBrPP-Zn) no deberian mostrar tal comportamiento por mero efecto electrostatico. Una
posible explicacion fisico-quimica radica en la formacion de complejos ternarios TCarbPP-
Zn/K1 que, dada la alta concentracién de yoduro (100 mM) y la naturaleza coordinante del
Zn (1), podrian generar especies reactivas oxigeno-dependientes (tipo Fenton-like) o
activar cascadas redox independientes de la irradiacion, particularmente en el medio rico en

componentes reductores presente en el interior de las células Gram-negativas (33).

4.2.3. Diferencias entre morfologias bacterianas: barrera de membranay

susceptibilidad

Los resultados evidencian una clara dicotomia entre bacterias Gram-negativas y Gram-
positivas. Las Gram-positivas (S. aureus, S. warneri) presentaron inhibiciones basales

significativas (30-65%) con los fotosensibilizadores solos en ausencia de luz, mientras que
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las Gram-negativas (E. coli, P. aeruginosa) mostraron valores inferiores al 35% en

condiciones idénticas.

Esta diferencia se explica por la ausencia de membrana externa lipopolisacaridica (LPS) en
las Gram-positivas, lo que facilita la adsorcion y penetracion de los fotosensibilizadores
porfirinicos a través de la pared de peptidoglicano, rica en acido teicoico y lipoteicoico que
puede interactuar con los anillos aromaticos de las porfirinas (65,27). En contraste, la
barrera LPS de las Gram-negativas actia como escudo efectivo, requiriendo la potenciacién
con KI o la irradiacion para lograr dafio bactericida significativo, excepto en el caso

especifico de TCarbPP-Zn donde la toxicidad oscura supera esta barrera.

Notablemente, P. aeruginosa mostr6 mayor susceptibilidad a la toxicidad oscura de
TCarbPP-Zn+KI (98.6£2.9%) comparado con E. coli (85.1£15.3%), a pesar de que ambas
son Gram-negativas. Esto podria atribuirse a diferencias en la composicion del LPS (P.
aeruginosa posee LPS de cadena larga mas permeable a moléculas hidrofélicas pequefias)
0 a la mayor expresion de sistemas de bombeo de eflux en E. coli que podrian moderar la

acumulacién del complejo PS-KI1 (68).
4.2.4. Implicaciones fotoquimicas: rendimientos cuanticos y eficacia biologica

Existe una correlacion directa entre @4 Y la eficacia fotodinamica potenciada con KI. Los
complejos de Zn (IT) (Pa = 0.90—0.93) mostraron actividad superior a los de Sn (IV) (®a =
0.55 — 0.56) en un factor de 1.5-1.7, consistente con la relacion entre rendimientos
cuanticos. Sin embargo, la eficacia biologica no depende unicamente de ®,; la baja
fluorescencia de TCarbPP-Zn (®r = 0.10) comparada con TCarbPPSn (IV) (®r = 0.35)
indica una eficiencia de cruce intersistema (ISC) superior en el complejo de zinc,
favoreciendo la poblacion del estado triplete T1 necesario para la transferencia de energia

al oxigeno molecular (83, 84).

La dosis de luz aplicada (40 J/cm?) esta dentro del rango terapéutico utilizado en estudios
preclinicos de aPDT (tipicamente 10100 J/cm?) y es segura para tejidos mamiferos (102).
La irradiancia de 7.4 mW/cm? implica tiempos de exposicion prolongados (90 min), lo cual
podria inducir fotobleaching de los fotosensibilizadores; sin embargo, los altos porcentajes
de inhibicion observados sugieren que la foto degradacién fue minima o que la generacion

de RIS ocurrié predominantemente en las primeras etapas de la irradiacion.
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4.2.5. Limitaciones y perspectivas

Un hallazgo que requiere investigacion adicional es la marcada variabilidad en la toxicidad
oscura de TCarbPP-Zn entre especies bacterianas. Si bien en Gram-negativas esta toxicidad
es ventajosa desde el punto de vista de la eficacia, compromete la selectividad espacial
inherente a la aPDT, un principio fundamental para evitar dafio al microbiota comensal y
tejidos circundantes (33). La ausencia de toxicidad oscura en Gram-positivas con el mismo
compuesto sugiere que el fendmeno depende de la interaccion especifica con la membrana
externa LPS o con sistemas de transporte periplasmaticos presentes exclusivamente en

Gram-negativas.

Asimismo, el control positivo (gentamicina 20 M) mostro eficacias variables (70— 90%),
consistentes con los perfiles de sensibilidad diferencial de las cepas evaluadas. La
validacién de los ensayos mediante lectura turbidimétrica a 1.5 h (fase exponencial)
proporciona informacion sobre el efecto bacteriostatico/bactericida inicial, aunque estudios
futuros deberian incluir curvas de crecimiento temporales méas extensas y recuentos de

viabilidad (UFC/mL) para discriminar entre efectos bacteriostaticos y bactericidas (103).
4.2.6. Aportes y novedad

El presente estudio aporta evidencia experimental de que la combinacion de
metaloporfirinas de Zn (11) con Kl constituye un sistema altamente eficaz contra patégenos
prioritarios como P. aeruginosa, superando los desafios histéricos de la aPDT contra
bacterias Gram-negativas. Especificamente, la identificacién de la toxicidad oscura
selectiva de TCarbPP-Zn+KI en Gram-negativas representa un hallazgo novedoso que,
aungue requiere caracterizacion mecanistica profunda (estudios de citotoxicidad en células
mamiferas, determinacion de especies reactivas especificas por EPR o sondas
fluorescentes), sugiere la posibilidad de desarrollar agentes “hibridos” con actividad
fotoquimica y fotoquimica-oscura combinada para infecciones profundas donde la

penetracion de luz es limitada.

La comparacion sistematica entre Zn (11) y Sn (IV) con sustituyentes electron-atrayentes
(Br) vs. hidrosolubles (COOH) proporciona lineamientos claros para el disefio racional de
nuevos fotosensibilizadores: los complejos de Zn (1) con sustituyentes carboxilatos ofrecen
la maxima eficacia fotodinamica, mientras que los complejos de Sn (IV) bromados podrian

preferirse en aplicaciones donde la ausencia de toxicidad oscura es prioritaria.
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En conclusion, los resultados validan la hipétesis de que la potenciacidn con K1 amplifica
significativamente la actividad fotodinamica de las metaloporfirinas, con eficacias
dependientes del metal central (Zn > Sn), la naturaleza del sustituyente periférico y la
morfologia bacteriana, estableciendo una base experimental solida para el desarrollo de
formulaciones fotodinamicas de proxima generacion contra infecciones resistentes a

antibioticos convencionales.
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CONCLUSIONES

En conjunto, los resultados del presente estudio demuestran que el sistema metaloporfirina+KI
bajo irradiacion luminica constituye una estrategia de aPDT eficaz y, en su mayoria,
fotoselectiva frente a patdgenos clinicos de relevancia, con TBrPPZn emergiendo como el
compuesto de mayor potencial traslacional por combinar alta actividad fotodinamica
antibacteriana ,entre 76.79 + 2.71% y 84.94 * 3.24% segln la bacteria, con ausencia absoluta
de dark toxicity del sistema de potenciacion en la totalidad de las condiciones evaluadas. La
resistencia a desarrollar mecanismos de resistencia especificos, inherente al mecanismo
multiobjetivo de las ROS y RIS, y la eficacia demostrada frente a patdgenos prioritarios segun
la OMS, posicionan estos sistemas como candidatos relevantes para investigacion preclinica
orientada al desarrollo de alternativas terapéuticas en el contexto de la crisis global de

resistencia antimicrobiana. A continuacion, se ahondara en cada uno de los puntos:
1. Actividad fotodindmica intrinseca de las metaloporfirinas:

Las cuatro metaloporfirinas evaluadas (TCarbPP-Zn, TCarbPP-Sn (1V), TBrPP-Zn y
TBrPP-Sn (IV)) poseen actividad fotodindmica antibacteriana intrinseca frente a los
cuatro patdgenos clinicos evaluados, demostrada por el incremento estadisticamente
significativo en el porcentaje de inhibicion bacteriana bajo irradiacion luminica (40
Jlem2, 7.5 mW/cm2, 90 min) respecto a las condiciones de oscuridad en la mayoria de
los sistemas. Sin embargo, esta actividad intrinseca, alcanzando valores entre 31.95 +
5.00% (TBrPP-Sn (IV) frente a P. aeruginosa) y 74.72 + 8.71% (TCarbPP-Zn frente a
P. aeruginosa), resultd insuficiente para alcanzar niveles de inhibicion con potencial
clinico relevante en la mayoria de los compuestos y especies evaluadas, lo que justifica
la incorporacion de un sistema de potenciacion quimica como el Kl para optimizar la

eficacia del tratamiento.
2. Potenciacién significativa y fotodependiente por KI:

La adicién de yoduro de potasio (100 mM) bajo irradiacién luminica produjo una
potenciacion estadisticamente significativa de la actividad antibacteriana en los cuatro
fotosensibilizadores y frente a las cuatro especies bacterianas evaluadas, con
incrementos respecto a la condicion PS solo con luz que oscilaron entre 22 y mas de 55
puntos porcentuales segun el sistema evaluado. Los valores maximos de inhibicién del
sistema potenciado ,94.08 + 1.57% (TCarbPP-Zn frente a E. coli), 97.85 £ 0.94%
(TCarbPP-Zn frente a P. aeruginosa), 98.47 = 0.12% (S. aureus) y 99.14 £ 0.99% (S.
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warneri), demuestran que el sistema metaloporfirina+KI constituye un agente de aPDT
de alta eficacia bajo irradiacion. Este efecto potenciador es atribuible a la generacion
fotocatalitica de especies reactivas de yodo (RIS), incluyendo I, HOI e I, producidas
por la oxidacion del ion yoduro mediante las ROS generadas por el fotosensibilizador
excitado, conforme a los mecanismos tipo | y tipo Il descritos en la literatura. La
hipotesis central del estudio se confirma: el sistema PS+KI bajo irradiacion supera
significativamente la eficacia de los fotosensibilizadores solos en todas las condiciones
evaluadas; no obstante, la condicion de ausencia de toxicidad oscura solo se cumplié
para tres de los cuatro compuestos evaluados, requiriendo una matizacién importante

respecto a TCarbPP-Zn.
Fotodependencia del sistema Kl y toxicidad oscura:

La potenciacion de la actividad antibacteriana por Kl demostré ser estrictamente
fotodependiente en TCarbPP-Sn (IV), TBrPP-Zn y TBrPP-Sn (IV), cuyos sistemas
PS+KI en oscuridad exhibieron inhibiciones estadisticamente equivalentes al control de
Kl solo, inferior al 2% en todas las bacterias, confirmando la ausencia de reactividad
guimica espontéanea entre estos fotosensibilizadores y el yoduro en ausencia de energia
luminica. Este comportamiento valida la hip6tesis para estos tres compuestos y respalda
su selectividad espacial como condicidn necesaria para el potencial traslacional clinico
de la aPDT. En contraste, TCarbPPZn representd la excepcién al patrén de
fotoselectividad: su combinacién con KI en oscuridad generd inhibiciones de 76.85 +
16.41% (E. coli), 98.58 £ 2.84% (P. aeruginosa), 63.95 + 5.10% (S. aureus) y 90.24 +
12.13% (S. warneri), estadisticamente equivalentes a la condicion irradiada en todos los
casos, constituyendo el fenomeno de toxicidad oscura (dark toxicity) mas pronunciado
registrado en el estudio. Este resultado falsea parcialmente la hipdGtesis para este
compuesto especifico y representa su principal limitacién para aplicaciones clinicas

donde la selectividad luminica es un requisito de seguridad.
Superioridad de Zn (I1) sobre Sn (1V):

Las metaloporfirinas coordinadas con Zn?* exhibieron mayor actividad fotodinamica
antibacteriana que sus analogos estructurales coordinados con Sn** de manera
consistente en todas las condiciones de irradiacion y frente a las cuatro especies
bacterianas evaluadas. En la condicion de mayor relevancia clinica, PS+KI Con Luz,

las diferencias entre pares estructurales fueron: TCarbPP-Zn (94.08 £ 1.57%) vs.
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TCarbPP-Sn (1V) (63.65 + 3.31%) frente a E. coli; 97.85 + 0.94% vs. 62.77 = 4.09%
frente a P. aeruginosa; 98.47 + 0.12% vs. 70.30 + 3.51% frente a S. aureus; y 99.14 +
0.99% vs. 61.58 + 2.44% frente a S. warneri. El mismo patron se reprodujo para TBrPP-
Zn vs. TBrPP-Sn (1V) en todas las bacterias evaluadas. Estos resultados confirman la
hipétesis del estudio. La superioridad del Zn?* es consistente con su configuracion
electronica d'°, que favorece un cruzamiento Inter sistémico mas eficiente hacia el
estado triplete T1 y un mayor rendimiento cuéntico de generacion de O, respecto al
Sn**, cuya tendencia a distorsionar la geometria plana del macrociclo porfirinico reduce

la eficiencia fotocatalitica del sistema.
Efecto diferencial de la funcionalizacion del macrociclo:

La naturaleza del sustituyente en posicion meso del macrociclo porfirinico modulé de
manera determinante el perfil de fotoselectividad de los sistemas evaluados. Las
porfirinas funcionalizadas con grupos bromo (TBrPP-Zn y TBrPP-Sn (1V)) exhibieron
ausencia completa de dark toxicity en el sistema PS+KI en oscuridad, con valores de
0.00% para TBrPP-Zn en las cuatro bacterias, mientras que las funcionalizadas con
grupos (4-carboxifenil), presentaron el perfil de toxicidad oscura mas pronunciado del
estudio. No obstante, en términos de eficacia fotodindmica neta bajo irradiacion,
TCarbPP-Zn alcanzo las inhibiciones més elevadas en la condicion Optima, mientras
que TBrPP-Zn ofrecio el mejor balance entre alta eficacia foto terapéutica y minima
toxicidad oscura. Estos resultados confirman que la funcionalizacion con grupos bromo
favorece un perfil de fotoselectividad superior, posiblemente por el efecto de atomo
pesado externo que optimiza el cruzamiento Inter sistémico sin generar interacciones
reactivas con el KI o la membrana bacteriana en ausencia de luz. La eleccion del
sustituyente meso representa, por tanto, una variable de disefio molecular critica para la

optimizacion de la selectividad clinica de estos sistemas.
Susceptibilidad diferencial entre Gram positivas y Gram negativas:

Las bacterias Gram positivas (S. aureus y S. warneri) mostraron mayor susceptibilidad
basal a los fotosensibilizadores porfirinicos en condiciones de oscuridad respecto a las
Gram negativas (E. coli y P. aeruginosa), con inhibiciones en la condicion PS sin luz
que alcanzaron valores de hasta 66.32 + 12.82% para TCarbPP-Zn frente a S. warneri,
en contraste con 29.74 + 2.22% frente a E. coli en la misma condicion. Este patron,

consistente en todos los fotosensibilizadores evaluados, confirma la hipotesis y es
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coherente con la ausencia de membrana externa en las Gram positivas, que facilita la
penetracion y acumulacion del fotosensibilizador en la pared celular de peptidoglicano.
Sin embargo, mayor ganancia relativa de actividad con KI en Gram negativas, se
confirma de manera selectiva: la potenciacion por Kl fue eficaz en ambos grupos
bacterianos, pero la capacidad del sistema potenciado para alcanzar inhibiciones
superiores al 90% frente a P. aeruginosa, una de las bacterias Gram negativas
intrinsecamente mas resistentes y catalogada como patogeno de prioridad critica por la
OMS, representa el resultado de mayor relevancia clinica del estudio, dado que
evidencia que las RIS generadas son capaces de superar la barrera de permeabilidad de

la membrana externa.
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RECOMENDACIONES

A partir de los resultados obtenidos, las limitaciones identificadas en el disefio experimental y
las perspectivas que se derivan de las conclusiones del presente estudio, se formulan las

siguientes recomendaciones para investigaciones futuras:
1 Verificacion experimental de la fotodependencia del sistema Kl :

Dado que las metaloporfirinas TCarbPP-Sn(IV), TBrPP-Zn y TBrPP-Sn(lV) en
combinacion con Kl en ausencia de irradiacion no exhibieron inhibicion bacteriana
detectable ,con valores estadisticamente equivalentes al control de KI solo en la
totalidad de las bacterias evaluadas,, y considerando que no existe evidencia cientifica
reciente que documente de manera sistematica este comportamiento de inhibicion nula
en la condicion PS+KI en oscuridad para sistemas porfirinicos similares, se recomienda
replicar estos experimentos bajo las mismas condiciones metodoldgicas (50 UM de
fotosensibilizador, 100 mM de K, cepas ATCC, ausencia de irradiacion) con un numero
mayor de réplicas independientes y en laboratorios distintos, a fin de corroborar si este
fendmeno es reproducible e inherente a la naturaleza fotoquimica de estos compuestos
0 si responde a variables experimentales no controladas. La confirmacion de este
resultado tendria implicaciones mecanistica relevantes y representaria un aporte
novedoso a la literatura de aPDT, dado que la fotodependencia estricta del sistema de
potenciacion por Kl es uno de los hallazgos mas significativos del estudio y merece

validacion independiente.
2 Elucidacién del mecanismo de dark toxicity de TCarbPP-Zn:

La toxicidad oscura pronunciada observada para TCarbPP-Zn en combinacion con K
frente a las cuatro bacterias evaluadas constituye el hallazgo mas inesperado del estudio
y no encuentra explicacion completa en la literatura consultada. Se recomienda realizar
estudios foto fisicos especificos para este compuesto, incluyendo mediciones del
rendimiento cuantico de generacion de oxigeno singlete (®a) en presencia y ausencia
de KI en condiciones de oscuridad, espectroscopia de absorcion transitoria para
caracterizar el estado triplete T1 y su interaccion con el ion yoduro, y estudios de
interaccion molecular entre TCarbPP-Zn y KI mediante espectroscopia UV-Visy RMN.
Estos estudios permitirian determinar si la dark toxicity es consecuencia de la formacion
de complejos reactivos entre el Zn?* y el I en ausencia de luz, de interacciones

electrostaticas directas con la membrana bacteriana, o de un mecanismo ain no descrito.
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3 Evaluacion frente a cepas multirresistentes:

El presente estudio emple6 cepas de referencia ATCC, lo que garantiz6 la
reproducibilidad y la comparabilidad de los resultados, pero limita la proyeccion clinica
directa de los hallazgos. Se recomienda extender la evaluacion de los sistemas mas
eficaces y fotoselectivos ,particularmente TBrPP-Zn+KI y TCarbPP-Zn+KI (sin Kl en
el caso de este ultimo, dado su perfil de dark toxicity), a cepas clinicas multirresistentes,
incluyendo E. coli productora de BLEE, P. aeruginosa resistente a carbapenémicos y S.
aureus resistente a meticilina (MRSA), patogenos que la OMS clasifica como prioridad
critica y alta para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos, y cuya prevalencia en
Colombia ha sido documentada con preocupacion creciente.

4 Determinacion de parametros de eficacia microbiolégica:

Los resultados del presente trabajo se expresaron en términos de porcentaje de
inhibicion bacteriana mediante un método colorimétrico, lo cual permitié
comparaciones relativas entre condiciones y compuestos. Para avanzar hacia una
caracterizacion microbioldégica mas completa, se recomienda determinar la
concentracion minima fototéxica (CMF) y la concentracion bactericida minima
fotodinamica (CBMF) de los compuestos més activos, asi como cuantificar la reduccion
logaritmica en unidades formadoras de colonias (UFC/mL) bajo las condiciones
Optimas identificadas, pardmetros que permitirian una comparacion mas directa con los
estandares clinicos de eficacia antimicrobiana y con otros sistemas de aPDT reportados

en la literatura .
5 Evaluacién de la actividad frente a biofilms bacterianos:

Dado que la mayoria de las infecciones bacterianas clinicamente relevantes involucran
bacterias organizadas en biofilms, estructuras que confieren resistencia significativa a
los agentes antimicrobianos convencionales, se recomienda evaluar la actividad
fotodinamica de los sistemas metaloporfirina+KI frente a biofilms maduros de las
especies estudiadas, especialmente de P. aeruginosa y S. aureus, cuya capacidad de
formacion de biofilm es bien conocida, lo que abre una linea de investigacion de alto

impacto traslacional para los compuestos evaluados en el presente estudio.
6 Optimizacion de las condiciones de irradiacion:

El presente estudio empled una dosis luminica fija de 40 J/cm? (7.5 mW/cm?, 90 min).

Se recomienda realizar estudios de optimizacion de la dosis luminica para los
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compuestos mas activos, evaluando el efecto de diferentes irradiancias y tiempos de
exposicion sobre la actividad antibacteriana, con el objetivo de identificar la dosis
minima eficaz que maximice la inhibicidn bacteriana mientras se minimiza el tiempo de
tratamiento. La optimizacion de la fuente luminica es una variable critica en la traslacion
clinica de la aPDT, y que la reduccion del tiempo de irradiacion es un factor
determinante para la viabilidad de aplicaciones en entornos hospitalarios.

Evaluacion de citotoxicidad en células eucariotas:

Como paso previo indispensable hacia la traslacion preclinica de los compuestos
evaluados, se recomienda determinar la citotoxicidad de los sistemas
metaloporfirina+KI sobre lineas celulares eucariotas, incluyendo fibroblastos humanos
y células epiteliales, bajo las mismas condiciones de irradiacion empleadas en el
presente estudio. Este ensayo permitiria calcular el indice de selectividad de cada
sistema, relacién entre la citotoxicidad en células mamiferas y la actividad
antibacteriana, y establecer si existe una ventana terapéutica que justifique el avance
hacia modelos in vivo, en concordancia con los principios éticos de la investigacion

preclinica y con los criterios de desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos
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ANEXOS A
DATOS EXPERIMENTALES

A.1 Escherichia coli ATCC 25922

Tabla 8. Curva de crecimiento de E. coli tratada con fotosensibilizadores (50 pM) sin
irradiacion.

Tiempo | TcarbPP-  TCarbPP- TBrPP- = TBrPP-

(h) Zn Sn (1V) Zn Sn (1V) y J . N
0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
0.5 0.016 0.019 0.021 0.029 0.009 0.034 0.038
1 0.045 0.037 0.038 0.043 0.013 0.062 0.071
1.5 0.064 0.069 0.065 0.062 0.014 0.088 0.091
2 0.077 0.076 0.080 0.080 0.014 0.105 0.104
25 0.088 0.092 0.107 0.099 0.015 0.116 0.114
3 0.101 0.111 0.120 0.110 0.015 0.129 0.126
3.5 0.105 0.125 0.129 0.125 0.015 0.137 0.137
4 0.108 0.128 0.128 0.124 0.015 0.138 0.138

*C+: Control positivo (Gentamicina 20 uM); CN: Control negativo (medio + bacteria); KI:
Control de yoduro de potasio (100 mM). Los valores representan absorbancia a 600 nm.

Tabla 9. Porcentaje de inhibicion de E. coli a 1.5 h tratada con fotosensibilizadores (50 M) sin
irradiacion.

Tratamiento % Inhibicion Desviacion estandar
TcarbPP-Zn 29.7 2.2
TCarbPP-Sn (1V) 24.5 4.7
TBrPP-Zn 28.5 2.3
TBrPP-Sn (1V) 322 1.1
Kl 2.7 1.7
C+ 84.7 2.0

*C+: Control positivo (Gentamicina 20 uM); CN: Control negativo (medio + bacteria); KI:
Control de yoduro de potasio (100 mM). Los valores representan media + desviacion estandar
(n=4).
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Tabla 10. Curva de crecimiento de E. coli tratada con fotosensibilizadores (50 pM) con
irradiacion (40 J/cm2, 90 min).

Tiempo | TcarbPP-  TCarbPP- TBrPP- = TBrPP-

(h) Zn Sn (1V) Zn Sn (1V) c < N
0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
0.5 0.008 0.025 0.013 0.015 0.009 0.030 0.026
1 0.022 0.027 0.027 0.026 0.013 0.075 0.057
15 0.038 0.055 0.048 0.048 0.015 0.089 0.091
2 0.048 0.071 0.060 0.063 0.017 0.101 0.104
25 0.063 0.088 0.076 0.080 0.019 0.114 0.115
3 0.065 0.100 0.088 0.093 0.019 0.126 0.132
3.5 0.082 0.115 0.102 0.104 0.020 0.143 0.144
4 0.077 0.120 0.111 0.112 0.021 0.146 0.140

*C+: Control positivo (Gentamicina 20 uM); KI: Control de yoduro de potasio (100 mM); CN:

Control negativo (medio + bacteria). Los valores representan absorbancia a 600 nm.

Tabla 11. Porcentaje de inhibicion de E. coli a 1.5 h tratada con fotosensibilizadores (50 pM)
con irradiacion (40 J/cm2, 90 min).

Tratamiento % Inhibicion Desviacion estandar
TcarbPP-Zn 58.5 4.1
TCarbPP-Sn (V) 39.2 5.0
TBrPP-Zn 47.0 8.4
TBrPP-Sn (1V) 47.2 8.5
Kl 25 1.6
C+ 83.8 1.4

*C+: Control positivo (Gentamicina 20 uM); KI: Control de yoduro de potasio (100 mM). Los

valores representan media + desviacion estandar (n = 4).
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Tabla 12. Curva de crecimiento de E. coli tratada con fotosensibilizadores (50 (M) en presencia
de KI (100 mM) sin irradiacion.

Tiempo  TcarbPP- TCarbPP-  TBrPP- TBrPP-Sn

(h) Zn+Kl  Sn (IV)+KIl  Zn+KI (IV)+KI c < N
0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000  0.000
0.5 0.001 0.018 0.015 0.019 0.009 0.021 0.011
1 0.003 0.003 0.035 0.034 0.013 0.035  0.024
1.5 0.012 0.056 0.051 0.048 0.015 0.047 0.047
2 0.026 0.072 0.067 0.065 0.017 0.058  0.063
25 0.039 0.089 0.082 0.078 0.019 0.070  0.076
3 0.050 0.105 0.099 0.095 0.019 0.079 0.089
3.5 0.062 0.119 0.114 0.109 0.020 0.091 0.101
4 0.071 0.135 0.129 0.125 0.021 0.102 0.118

*C+: Control positivo (Gentamicina 20 uM); KI: Control de yoduro de potasio (100 mM); CN:

Control negativo (medio + bacteria). Los valores representan absorbancia a 600 nm.

Tabla 13. Porcentaje de inhibicion de E. coli a 1.5 h tratada con fotosensibilizadores (50 pM)
en presencia de K1 (100 mM) sin irradiacion.

Tratamiento % Inhibicion Desviacion estandar
TcarbPP-Zn + K 76.85 14.22
TCarbPP-Sn (IV) + KI 0.00 15.90
TBrPP-Zn + Ki 0.00 0.00
TBrPP-Sn (1V) + Kl 1.40 13.14
C+ 56.89 9.35
CN 0.00 0.00

*C+: Control positivo (Gentamicina 20 uM); CN: Control negativo (medio + bacteria). Los

valores representan media + desviacion estandar (n = 4).
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Tabla 14. Curva de crecimiento de E. coli tratada con fotosensibilizadores (50 M) en presencia
de K1 (100 mM) con irradiacion (40 J/cm2, 90 min).

TcarbPP- TCarbPP-Sn TBrPP- TBrPP-Sn

Tiempo (h) C+ KI CN
Zn+Kl (IV)+KI Zn+Kl (IV)+KI1
0 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
0.5 0.0018 0.0060 0.0020 0.0055 0.0097 0.0221 0.0293
1 0.0030 0.0118 0.0050 0.0093 0.0127 0.0389 0.0450
15 0.0032 0.0198 0.0083 0.0170 0.0132  0.0569 0.0545
2 0.0048 0.0213 0.0108 0.0183 0.0129  0.0689 0.0688
2.5 0.0065 0.0238 0.0138 0.0215 0.0109 0.0816 0.0775
3 0.0090 0.0260 0.0145 0.0238 0.0097 0.0911 0.0850
35 0.0100 0.0263 0.0148 0.0248 0.0089 0.0979 0.0950
4 0.0103 0.0255 0.0145 0.0245 0.0069 0.1026 0.0990

*C+: Control positivo (Gentamicina 20 uM); KI: Control de yoduro de potasio (100 mM); CN:
Control negativo (medio + bacteria). Los valores representan absorbancia a 600 nm.

Tabla 15. Porcentaje de inhibicion de E. coli a 1.5 h tratada con fotosensibilizadores (50 uM)
en presencia de KI (100 mM) con irradiacién (40 J/cm2, 90 min).

Tratamiento % Inhibicion Desviacion estandar
TcarbPP-Zn + KI 94.1 1.6
TCarbPP-Sn (IV) + KI 63.6 3.3
TBrPP-Zn + Ki 84.9 3.2
TBrPP-Sn (IV) + Kl 68.6 4.4
C+ 76.2 24

*C+: Control positivo (Gentamicina 20 uM). Los valores representan media + desviacion
estandar (n = 4).
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A.2 Pseudomonas aeruginosa ATCC 10195

Tabla 16. Curva de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa tratada con fotosensibilizadores
(50 uM) sin irradiacion.

Tiempo | TcarbPP-  TCarbPP- TBrPP- = TBrPP-

(h) Zn Sn (1V) Zn Sn (1V) c « N
0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
0.5 0.013 0.030 0.010 0.026 0.006 0.021 0.028
1 0.029 0.045 0.029 0.040 0.008 0.053 0.062
15 0.046 0.061 0.039 0.057 0.017 0.080 0.084
2 0.064 0.069 0.056 0.073 0.020 0.102 0.096
2.5 0.081 0.087 0.074 0.087 0.022 0.111 0.113
3 0.090 0.101 0.092 0.093 0.027 0.125 0.126
35 0.102 0.105 0.098 0.102 0.036 0.133 0.143
4 0.107 0.098 0.105 0.103 0.030 0.135 0.146

*C+: Control positivo (Gentamicina 20 uM); KI: Control de yoduro de potasio (100 mM); CN:
Control negativo (medio + bacteria). Los valores representan absorbancia a 600 nm.

Tabla 17. Porcentaje de inhibicion de Pseudomonas aeruginosa a 1.5 h tratada con fo-
tosensibilizadores (50 M) sin irradiacion.

Tratamiento % Inhibicion Desviacion estandar
TcarbPP-Zn 45.2 2.0
TCarbPP-Sn (1V) 21.7 8.3
TBrPP-Zn 53.3 9.6
TBrPP-Sn (1V) 326 5.1
KI 5.4 3.0
C+ 80.2 7.5

*C+: Control positivo (Gentamicina 20 uM); KIl: Control de yoduro de potasio (100 mM). Los

valores representan media + desviacion estandar (n = 4).
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Tabla 18. Curva de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa tratada con fotosensibi- lizadores
(50 uM) con irradiacion (40 J/cm2, 90 min).

Tiempo | TcarbPP-  TCarbPP- TBrPP- = TBrPP-

(h) Zn Sn (1V) Zn Sn (1V) c « N
0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
05 0.001 0.005 0.003 0.019 0.004 0.030 0.023
1 0.004 0.014 0.017 0.026 0.007 0.039 0.034
15 0.012 0.025 0.029 0.033 0.012 0.047 0.049
2 0.012 0.039 0.054 0.049 0.013 0.069 0.060
25 0.017 0.054 0.069 0.056 0.014 0.078 0.073
3 0.024 0.064 0.081 0.067 0.012 0.092 0.085
35 0.033 0.075 0.095 0.077 0.014 0.100 0.102
4 0.036 0.077 0.094 0.080 0.013 0.102 0.104

*C+: Control positivo (Gentamicina 20 uM); KI: Control de yoduro de potasio (100 mM); CN:
Control negativo (medio + bacteria). Los valores representan absorbancia a 600 nm.

Tabla 19. Porcentaje de inhibicion de Pseudomonas aeruginosa a 1.5 h tratada con fo-
tosensibilizadores (50 pM) con irradiacion (40 J/cm2, 90 min).

Tratamiento % Inhibicion Desviacion estandar
TcarbPP-Zn 74.7 9.0
TCarbPP-Sn (1V) 49.2 6.5
TBrPP-Zn 40.4 6.7
TBrPP-Sn (1V) 31.9 5.0
Kl 3.3 0.7
C+ 76.5 4.3

*C+: Control positivo (Gentamicina 20 uM); KI: Control de yoduro de potasio (100 mM). Los

valores representan media + desviacion estandar (n = 4).
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Tabla 20. Curva de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa tratada con fotosensibi- lizadores
(50 uM) en presencia de KI (100 mM) sin irradiacion.

Tiempo  TcarbPP-  TCarbPP- TBrPP- TBrPP-Sn

(h) Zn+KI Sn (IV)+KI Zn+Kl (IV)+KI c « N
0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000  0.000 0.000
05 -0.007 0.009 0.001 0.001 0.004  0.005 0.005
1 -0.008 0.031 0.017 0.026 0.007  0.016 0.016
15 -0.002 0.053 0.030 0.034 0.012  0.024 0.031
2 0.008 0.070 0.042 0.046 0.013  0.032 0.043
25 0.019 0.084 0.051 0.056 0.014 0.039  0.056
3 0.028 0.107 0.065 0.075 0.012  0.048 0.068
35 0.036 0.129 0.080 0.093 0.014  0.061 0.084
4 0.046 0.150 0.096 0.117 0.013 0.072 = 0.098

*C+: Control positivo (Gentamicina 20 uM); KI: Control de yoduro de potasio (100 mM); CN:

Control negativo (medio + bacteria). Los valores representan absorbancia a 600 nm.

Tabla 21. Porcentaje de inhibicion de Pseudomonas aeruginosa a 1.5 h tratada con foto-
sensibilizadores (50 uM) en presencia de KI (100 mM) sin irradiacion.

Tratamiento % Inhibicion Desviacion estandar
TcarbPP-Zn + Kl 100.00 8.77
TCarbPP-Sn (1V) + Kl 0.00 18.65
TBrPP-Zn + Kl 0.00 0.00
TBrPP-Sn (IV) + Kl 0.23 10.30
C+ 95.20 10.39

*C+: Control positivo (Gentamicina 20 uM). Los valores representan media + desviacion

estandar (n = 4).
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Tabla 22. Curva de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa tratada con fotosensibilizadores
(50 uM) en presencia de KI (100 mM) con irradiacion (40 J/cm2, 90 min).

Tiempo TcarbPP- TCarbPP- TBrPP- TBrPP-Sn

(h) Zn+Kl  Sn(IV)+KI  Zn+KI (IV)+KI c « N
0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 = 0.000
05 0.000 0.007 0.005 0.010 0.004 0.030 0.031
1 0.001 0.014 0.010 0.020 0.007 0.039 0.043
15 0.001 0.022 0.011 0.027 0012 0.052 0.059
2 0.002 0.026 0.018 0.033 0013 0069 0.070
25 0.004 0.031 0.021 0.037 0014 0078 0.081
3 0.006 0.034 0.023 0.041 0012 0.092 0.089
35 0.008 0.036 0.025 0.042 0014 0.100 0.104
4 0.007 0.033 0.026 0.043 0013 0.102 0.104

*C+: Control positivo (Gentamicina 20 uM); KI: Control de yoduro de potasio (100 mM); CN:
Control negativo (medio + bacteria). Los valores representan absorbancia a 600 nm.

Tabla 23. Porcentaje de inhibicién de Pseudomonas aeruginosa a 1.5 h tratada con foto-
sensibilizadores (50 uM) en presencia de KI (100 mM) con irradiacion (40 J/cm2, 90 min).

Tratamiento % Inhibicion Desviacion estandar
TcarbPP-Zn + K 97.9 0.9
TCarbPP-Sn (1V) + KI 62.8 4.1
TBrPP-Zn + Ki 81.1 3.1
TBrPP-Sn (1V) + Kl 54.0 3.0
C+ 80.4 5.0

*C+: Control positivo (Gentamicina 20 uM). Los valores representan media * desviacion
estandar (n = 3).
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A.3 Staphylococcus aureus ATCC 5923

Tabla 24. Curva de crecimiento de Staphylococcus aureus tratada con fotosensibilizadores
(50puM)sinirradiacion.

Tiempo TCarbPP-  TCarbPP- TBrPP-  TBrPP-Sn

(h) Zn Sn (1V) Zn (V) cr < N

0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000  0.000
0.5 0.005 0.008 0.021 0.008 0.002 0.022  0.031
1 0.014 0.016 0.021 0.021 0.005 0.038  0.044
15 0.019 0.023 0.026 0.033 0.006 0.052  0.055
2 0.026 0.035 0.034 0.044 0.004 0.066 | 0.071
25 0.038 0.045 0.039 0.054 0.003 0.074  0.078
3 0.042 0.052 0.046 0.060 0.002 0.083 | 0.085
35 0.048 0.057 0.050 0.062 0.001 0.091  0.089
4 0.047 0.058 0.054 0.062 0.000 0.091  0.093

*C+: Control positivo (Gentamicina 20 uM); CN: Control negativo (medio + bacteria). Los

valores representan absorbancia a 600 nm.

Tabla 25. Porcentaje de inhibicion de Staphylococcus aureus a 1.5 h tratada con foto-
sensibilizadores (50 uM) sin irradiacion.

Tratamiento % Inhibicion Desviacion estandar
TCarbPP-zZn 64.7 12.6
TCarbPP-Sn (1V) 57.7 11.2
TBrPP-Zn 53.1 9.9
TBrPP-Sn (1V) 38.4 5.7
Kl 4.9 2.0
C+ 89.3 4.9

*C+: Control positivo (Gentamicina 20 uM); KI: Control de yoduro de potasio (100 mM). Los

valores representan media + desviacion estandar (n = 4).
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Tabla 26. Curva de crecimiento de Staphylococcus aureus tratada con fotosensibilizadores (50
M) con irradiacion (40 J/cm2, 90 min).

Tiempo  TCarbPP- TCarbPP- TBrPP-  TBrPP-Sn

(h) Zn Sn (1V) Zn (V) c < N
0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000  0.000 0.000
0.5 0.009 0.004 0.005 0.005 0.002  0.029 0.025
1 0.007 0.010 0.012 0.011 0.005  0.027 0.031
1.5 0.012 0.014 0.015 0.022 0.006  0.039 0.041
2 0.019 0.023 0.027 0.030 0.004  0.052 0.050
25 0.025 0.029 0.037 0.039 0.003  0.061 0.059
3 0.029 0.035 0.044 0.046 0.002 0.070 = 0.066
3.5 0.035 0.042 0.051 0.053 0.001 0.071 = 0.074
4 0.035 0.044 0.053 0.056 0.000 0.074  0.078

*C+: Control positivo (Gentamicina 20 uM); KI: Control de yoduro de potasio (100 mM); CN:

Control negativo (medio + bacteria). Los valores representan absorbancia a 600 nm.

Tabla 27. Porcentaje de inhibicion de Staphylococcus aureus a 1.5 h tratada con fotosen-
sibilizadores (50 uM) con irradiacion (40 J/cm2, 90 min).

Tratamiento % Inhibicion Desviacion estandar
TCarbPP-Zn 70.2 8.1
TCarbPP-Sn (IV) 65.6 8.5
TBrPP-Zn 63.9 4.8
TBrPP-Sn (1V) 46.6 45
Kl 2.8 1.3
C+ 86.3 5.4

*C+: Control positivo (Gentamicina 20 uM); KIl: Control de yoduro de potasio (100 mM). Los

valores representan media + desviacion estandar (n = 4).
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Tabla 28. Curva de crecimiento de Staphylococcus aureus tratada con fotosensibilizadores (50
puM) en presencia de KI (100 mM) sin irradiacion

TCarbPP-  TCarbPP- TBrPP- TBrPP-Sn

Tiempo (h) C+ Kl CN
Zn+Kl  Sn(IV)+KI  Zn+Kl (IV)+KI
0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
0.5 0.002 0.036 0.010 0.011 0.006 0.019 0.010
1 0.005 0.088 0.025 0.027 0.010 0.031 0.022
1.5 0.011 0.120 0.038 0.040 0.016 0.042 0.035
2 0.020 0.144 0.049 0.049 0.018  0.053 0.047
25 0.028 0.158 0.058 0.058 0.019 0.062 0.058
3 0.037 0.190 0.073 0.071 0.018 0.068 0.069
35 0.048 0.220 0.088 0.090 0.018 0.079 0.078
4 0.062 0.255 0.105 0.107 0.018 0.088 0.085

*C+: Control positivo (Gentamicina 20 uM); KI: Control de yoduro de potasio (100 mM); CN:
Control negativo (medio + bacteria). Los valores representan absorbancia a 600 nm.

Tabla 29. Porcentaje de inhibicion de Staphylococcus aureus a 1.5 h tratada con

fotosensibilizadores (50 uM) en presencia de K1 (100 mM) sin irradiacion.

Tratamiento % Inhibicion Desviacion estandar
TCarbPP-Zn + KI 73.83 17.25
TCarbPP-Sn (IV) + Kl 0.00 14.00
TBrPP-Zn + Kl 0.00 0.00
TBrPP-Sn (IV) + Kl 0.00 12.30
C+ 61.54 6.11

*C+: Control positivo (Gentamicina 20 uM). Los valores representan media + desviacion
estandar (n = 4).
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Tabla 30. Curva de crecimiento de Staphylococcus aureus tratada con fotosensibilizadores (50
KUM) en presencia de KI (100 mM) con irradiacion (40 J/icm2, 90 min).

Tiempo  TCarbPP- TCarbPP-  TBrPP- TBrPP-Sn

(h) Zn+KI Sn (IV)+KI Zn+KIl (IV)+KI c « N
0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000  0.000 0.000
0.5 0.000 0.008 0.004 0.005 0.004  0.036 0.028
1 0.001 0.014 0.008 0.011 0.007  0.050 0.053
1.5 0.001 0.021 0.012 0.018 0.011  0.064  0.069
2 0.003 0.023 0.016 0.024 0.016  0.075 0.082
25 0.005 0.026 0.018 0.030 0.019  0.087  0.090
3 0.006 0.026 0.018 0.036 0.022  0.098 0.098
35 0.006 0.030 0.020 0.042 0.024  0.108 0.103
4 0.006 0.032 0.020 0.042 0.023 0116  0.105

*C+: Control positivo (Gentamicina 20 uM); KI: Control de yoduro de potasio (100 mM); CN:

Control negativo (medio + bacteria). Los valores representan absorbancia a 600 nm.

Tabla 31. Porcentaje de inhibicion de Staphylococcus aureus a 1.5 h tratada con fotosen-
sibilizadores (50 uM) en presencia de KI (100 mM) con irradiacién (40 J/cm2, 90 min).

Tratamiento % Inhibicion Desviacion estandar
TCarbPP-Zn + Kl 98.5 0.1
TCarbPP-Sn (1V) + Kl 70.3 35
TBrPP-Zn + Ki 82.5 5.6
TBrPP-Sn (IV) + Kl 733 3.9
C+ 84.4 1.9

*C+: Control positivo (Gentamicina 20 uM). Los valores representan media + desviacion
estandar (n = 4).
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A.4 Staphylococcus warneri ATCC 27836

Tabla 32. Curva de crecimiento de Staphylococcus warneri tratada con fotosensibilizadores (50
KM) sin irradiacion.

Tiempo  TCarbPP- TCarbPP-Sn TBrPP- TBrPP-Sn C+ Kl
(h) Zn (1v) Zn (1v)
0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
0.5 0.007 0.009 0.010 0.014 0.004 0.029
1 0.016 0.019 0.015 0.026 0.007 0.040
15 0.021 0.030 0.029 0.039 0.008 0.059
74 0.027 0.041 0.037 0.049 0.010 0.068
25 0.035 0.046 0.047 0.058 0.009 0.079
3 0.038 0.043 0.060 0.064 0.003 0.089
3.5 0.040 0.038 0.062 0.071 0.004 0.100
4 0.047 0.033 0.058 0.070 0.005 0.105

*C+: Control positivo (Gentamicina 20 pM); Kl: Control de yoduro de potasio (100 mM);

CN: Control negativo (medio + bacteria). Los valores representan absorbancia a 600 nm.

Tabla 33. Porcentaje de inhibicion de Staphylococcus warneri a 1.5 h tratada con foto-
sensibilizadores (50 uM) sin irradiacion.

Tratamiento % Inhibicion Desviacion estandar
TCarbPP-Zn 66.3 12.8
TCarbPP-Sn (1V) 49.8 4.3
TBrPP-Zn 52.0 4.2
TBrPP-Sn (1V) 36.2 3.7
KI 19 0.4
C+ 87.4 4.6

C+: Control positivo (Gentamicina 20 uM); KI: Control de yoduro de potasio (100 mM). Los

valores representan media £ desviacion estandar (n = 4).

104

CN

0.000
0.035
0.047
0.061
0.072
0.084
0.094
0.104
0.107



Tabla 34. Curva de crecimiento de Staphylococcus warneri tratada con fotosensibilizadores (50
uM) con irradiacion (40 J/cm2, 90 min).

Tiempo  TCarbPP- TCarbPP-Sn TBrPP- TBrPP-Sn C+ Kl CN
(h) Zn (1v) Zn (1v)
0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000  0.000 0.000
0.5 0.000 0.008 0.011 0.011 0.004 0.029 0.035
1 0.012 0.025 0.022 0.017 0.007 = 0.040 0.047
1.5 0.016 0.032 0.029 0.038 0.008 0.059 0.061
2 0.026 0.060 0.051 0.057 0.010 0.068 0.072
25 0.038 0.076 0.066 0.070 0.009 0.079 0.084
3 0.055 0.088 0.079 0.080 0.003  0.089 0.094
35 0.063 0.099 0.093 0.095 0.004 0.100 0.104
4 0.068 0.103 0.098 0.101 0.005 0.105 0.107

*C+: Control positivo (Gentamicina 20 uM); KI: Control de yoduro de potasio (100 mM);

CN: Control negativo (medio + bacteria). Los valores representan absorbancia a 600 nm.

Tabla 35. Porcentaje de inhibicion de Staphylococcus warneri a 1.5 h tratada con fo-
tosensibilizadores (50 uM) con irradiacion (40 J/cm2, 90 min).

Tratamiento % Inhibicion Desviacion estandar
TCarbPP-Zn 73.1 5.2
TCarbPP-Sn (1V) 48.4 4.1
TBrPP-Zn 51.0 7.3
TBrPP-Sn (V) 37.7 3.4
Kl 2.7 1.2
C+ 87.4 4.6

*C+: Control positivo (Gentamicina 20 uM); KIl: Control de yoduro de potasio (100 mM). Los

valores representan media + desviacion estandar (n = 4).
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Tabla 36. Curva de crecimiento de Staphylococcus warneri tratada con fotosensibilizadores (50
puM) en presencia de KI (100 mM) sin irradiacion.

Tiempo | TCarbPP- TCarbPP-Sn = TBrPP-Zn + TBrPP-Sn C+ Kl CN

(h) Zn+Kl  (IV) +KI Kl (IV) + KI

0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000  0.000
05 0.000 0.013 0.014 0.016 0.008 0.011  0.006
1 0.000 0.029 0.029 0.029 0.014 0.019 0.012
15 0.004 0.039 0.040 0.041 0.020 0.028 0.021
2 0.016 0.051 0.053 0.056 0.024 0.037 0.031
25 0.022 0.063 0.066 0.067 0.028 0.044  0.039
3 0.031 0.074 0.078 0.081 0.032 0.051 0.046
35 0.039 0.087 0.092 0.092 0.037 0.061 0.054
4 0.045 0.098 0.105 0.105 0.040 0.070  0.059

*C+: Control positivo (Gentamicina 20 uM); KI: Control de yoduro de potasio (100 mM); CN:

Control negativo (medio + bacteria). Los valores representan absorbancia a 600 nm.

Tabla 37. Porcentaje de inhibicion de Staphylococcus warneri a 1.5 h tratada con fotosen-
sibilizadores (50 uM) en presencia de KI (100 mM) sin irradiacion.

Tratamiento % Inhibicion = Desviacion estandar
TCarbPP-Zn + KI 90.24 10.50
TCarbPP-Sn (IV) + Kl 6.81 1.56
TBrPP-Zn + Ki 0.00 0.00
TBrPP-Sn (IV) + Kl 1.07 5.99
C+ 46.33 7.07

*C+: Control positivo (Gentamicina 20 uM). Los valores representan media + desviacion

estandar (n = 3).
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Tabla 38. Curva de crecimiento de Staphylococcus warneri tratada con fotosensibilizadores (50
uM) en presencia de KI (100 mM) con irradiacion (40 J/cm2, 90 min).

Tiempo  TCarbPP- TCarbPP- TBrPP- = TBrPP-Sn C+ KI CN
(h) Zn+KIl  Sn(IV)+ zZn+KIl = (IV)+KI
Ki

0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
0.5 0.000 0.010 0.006 0.006 0.006 0.032 0.033
1 0.001 0.018 0.010 0.013 0.009 0.046 0.048
1.5 0.001 0.022 0.014 0.020 0.011 0.060 0.058
2 0.001 0.035 0.019 0.026 0.012 0.071 0.069
25 0.002 0.045 0.026 0.033 0.011 0.078 0.078
3 0.002 0.050 0.032 0.040 0.010 0.082 0.085
35 0.002 0.054 0.036 0.043 0.009 0.086 0.093
4 0.002 0.057 0.038 0.046 0.008 0.090 0.095

*C+: Control positivo (Gentamicina 20 uM); KI: Control de yoduro de potasio (100 mM); CN:
Control negativo (medio + bacteria). Los valores representan absorbancia a 600 nm.

Tabla 39. Porcentaje de inhibiciéon de Staphylococcus warneri a 1.5 h tratada con fotosen-
sibilizadores (50 puM) en presencia de KI (100 mM) con irradiacién (40 J/cm2, 90 min).

Tratamiento % Inhibicion Desviacion estandar
TCarbPP-zZn + KI 99.1 0.99
TCarbPP-Sn (IV) + KI 61.6 211
TBrPP-Zn + KI 76.8 2.71
TBrPP-Sn (1V) + KI 65.9 9.80
C+ 81.6 1.40

*C+: Control positivo (Gentamicina 20 uM). Los valores representan media + desviacion
estandar (n = 3).

107



ANEXO B
ESTADISTICA

Andlisis descriptivo

B.1 Datos completos de inhibicion bacteriana para Escherichia coli

Los ensayos de inhibicion bacteriana para Escherichia coli se realizaron a una
concentracion de 50 uM de cada metaloporfirina (TCarPP-Zn, TCarPP-Sn(1V),
TBrPP-Zn y TBrPP-Sn(1V)), evaluando la actividad fotodindmica bajo las

siguientes condiciones experimentales:

e J[luminaciéon: LED monocromaticas azules (Amax = 470 nm, rango

espectral 400-495 nm), con una irradiancia media de 7.4 mW/cm?.
e Dosis de luz: 40 J/cm? (equivalente a 90 minutos de irradiacion).
e Concentracion de KI: 100 mM (cuando corresponda).

Se evaluaron cuatro condiciones experimentales: fotosensibilizador sin luz (PS
— Sin Luz), fotosensibilizador con luz (PS — Con Luz), fotosensibilizador + Kl
sin luz (PS + KI - Sin Luz), y fotosensibilizador + Kl con luz (PS + KI — Con
Luz). Los resultados de inhibicion bacteriana (%) se presentan en la Tabla 40 y

el andlisis estadistico mediante ANOVA de dos vias en la Tabla 41.
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Tabla 40. Porcentaje de inhibicién de Escherichia coli a 1.5 h de tratamiento con metaloporfirinas (50 uM) bajo diferentes condiciones de
iluminacién y presencia de yoduro de potasio (KI, 100 mM).

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
Tratamiento PS (Sin Luz) PS (Con Luz) PS + KI (Sin Luz) PS + KI (Con Luz)
Al A2 A3 A4 B:1 B:2 B:3 B:4 C1 C:2 C:3 C4 D:1 D:2 D:3 D:4

TCarPP-Zn 30.38 28.13 32.61 27.84 5455 6042 5556 63.33 100.00 76.91 66.47 64.02 96.12 9245 9435 93.39
TCarPP-Sn

(V)

TBrPP-Zn 2658 29.17 3152 26.80 5227 50.00 3444 5111 000 0.00 0.00 0.00 8835 86.79 8117 8347
TBrPP-Sn

20.25 28.13 20.65 28.87 31.82 4271 4111 4111 0.00 0.00 0.00 3.00 6117 66.04 6045 66.94

3291 33.33 3152 3093 5455 5417 4222 3778 1124 1288 1157 1346 63.11 67.92 69.87 73.55

(IV)
Control KI 136 104 444 311 101 490 19 3.09 1.36 1.04 444 311 101 490 19  3.09
Control + 7282 76.23 7815 77.69 5236 44.11 62.72 6837 84.09 8229 8333 8556 86.08 8229 83.70 86.60

Nota: PS: fotosensibilizador (metaloporfirina); KI: yoduro de potasio (100 mM). Los valores representan porcentaje de inhibicion (%) con cuatro
réplicas independientes (1-4) por condicion.
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Tabla 41. Andlisis de varianza de dos vias (Two-way ANOVA) para evaluar el efecto del
fotosensibilizador y el tratamiento sobre la inhibicion de Escherichia coli.

Fuente de variacion = % variacion total =~ P valor = Resumen P | ¢Significativo?

Interaccion 21.86 <0.001 ikl Si

Fotosensibilizador 54.79 <0.001 ikl Si

Tratamiento 21.25 <0.001 faleied Si

Tabla ANOVA

Fuente SS DF MS F (DFn, DFd) P valor
Interaccion 21006 15 1651 F (15, 72) =50.00 = P<0.001
Fotosensibilizador 52663 5 14544 F (5, 72) = 376.00 = P<0.001
Tratamiento 20426 3 4006 F(3,72)=243.1 P<0.001
Residual 2017 72 27.31 == -
Total 96112 95

Nota: SS: suma de cuadrados; DF: grados de libertad; MS: media cuadratica; F: estadistico de Fisher;
DFn/DFd: grados de libertad del numerador/denominador. Alpha = 0.05. Numero de columnas
(Tratamiento) = 4; nimero de filas (Fotosensibilizador) = 6; nimero total de valores = 96.
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B.2 Datos completos de inhibicién bacteriana para Pseudomonas aeruginosa

Los ensayos de inhibicidn bacteriana para Pseudomonas aeruginosa se realizaron a una
concentracion de 50 uM de cada metaloporfirina (TCarPP-Zn, TCarPP-Sn(IV), TBrPP-
Zn y TBrPP-Sn(lV)), evaluando la actividad fotodindmica bajo las siguientes

condiciones experimentales:

e [luminacion: LED monocromaticas azules (Amax = 470 nm, rango espectral

400-495 nm), con una irradiancia media de 7.4 mW/cm?.
e Dosis de luz: 40 J/cm? (equivalente a 90 minutos de irradiacion).
e Concentracion de KI: 100 mM (cuando corresponda).

Se evaluaron cuatro condiciones experimentales: fotosensibilizador sin luz (PS — Sin
Luz), fotosensibilizador con luz (PS — Con Luz), fotosensibilizador + K1 sin luz (PS +
Kl — Sin Luz), y fotosensibilizador + KI con luz (PS + KI — Con Luz). Los resultados
de inhibicion bacteriana (%) se presentan en la Tabla 42 y el andlisis estadistico
mediante ANOVA de dos vias en la Tabla 43.
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Tabla 42. Porcentaje de inhibicion de Pseudomonas aeruginosa a 1.5 h de tratamiento con metaloporfirinas (50 uM) bajo diferentes condiciones
de iluminacion y presencia de yoduro de potasio (KI, 100 mM).

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
Tratamiento PS (Sin Luz) PS (Con Luz) PS + KI (Sin Luz) PS + KI (Con Luz)

Al A2 A3 A4 B:1 B:2 B:3 B:4 C1 C:2 C3 C4 D:1 D:2 D:3 D:A4
TCarPP-Zn 45.07 48.19 43.02 4444 8493 69.09 7882 66.06 100 9432 100 100 98.25 98.46 96.46 98.25
TCarPP-Sn (IV) 3758 2048 186 3424 56.69 5091 3882 50.23 0.00 0.00 0.00 0.00 59.72 60.00 6283 68.53
TBrPP-Zn 4132 6265 59.3 50.11 435 4727 3176 3891 0.00 0.00 0.00 0.00 8249 76.92 84.07 80.77
TBrPP-Sn (IV) 26.34 3133 38.37 3424 3597 3273 2471 3439 0.00 0.00 0.00 0.00 5271 5846 5221 528
Control Kl 287 6.63 302 918 414 255 329 339 2.87 6.63 3.02 918 414 255 329 339
Control + 81.27 71.08 79.07 89.23 7175 79.45 80.71 7398 83.85 100 100 859 73.73 82.62 8549 79.90

Nota: PS: fotosensibilizador (metaloporfirina); KI: yoduro de potasio (100 mM). Los valores representan porcentaje de inhibicién (%) con
cuatro réplicas

112



Tabla 43. Andlisis de varianza de dos vias (Two-way ANOVA) para evaluar el efecto del
fotosensibilizador y el tratamiento sobre la inhibicién de Pseudomonas aerufinosa

Fuente de variacion %o variacion total P valor Resumen P ¢Significativo?

Interaccion 22.22 <0.001 ikl Si
Fotosensibilizador 65.23 <0.001 faleie Si

Tratamiento 10.78 <0.001 faleie Si

Tabla ANOVA

Fuente SS DF MS F (DFn, DFd) P valor
Interaccion 24772 15 1651 F (15, 72) =60,46 P<0.001
Fotosensibilizador 72720 5 14544  F(5,72)=532,5 P<0.001
Tratamiento 12018 3 4006 F(3,72)=146,7 P<0.001
Residual 1967 72 27.31
Total 111477 95

Nota: SS: suma de cuadrados; DF: grados de libertad; MS: media cuadratica; F: estadistico de Fisher;
DFn/DFd: grados de libertad del numerador/denominador. Alpha = 0.05. Numero de columnas
(Tratamiento) = 4; nimero de filas (Fotosensibilizador) = 6; nimero total de valores = 96.
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B.3 Datos completos de inhibicién bacteriana para Staphylococcus aureus

Los ensayos de inhibicidn bacteriana para Staphylococcus aureus se realizaron a una
concentracion de 50 M de cada metaloporfirina (TCarPP-Zn, TCarPP-Sn(IV), TBrPP-
Zn y TBrPP-Sn(lV)), evaluando la actividad fotodinamica bajo las siguientes
condiciones experimentales:

e lluminacion: LED monocromaticas azules (Amax = 470 nm, rango espectral

400-495 nm), con una irradiancia media de 7.4 mW/cm2.

e Dosis de luz: 40 J/cm2 (equivalente a 90 minutos de irradiacion).

e Concentracién de KI: 100 mM (cuando corresponda).
Se evaluaron cuatro condiciones experimentales: fotosensibilizador sin luz (PS — Sin
Luz), fotosensibilizador con luz (PS — Con Luz), fotosensibilizador + Kl sin luz (PS +
KI — Sin Luz), y fotosensibilizador + Kl con luz (PS + KI — Con Luz). Los resultados
de inhibicidn bacteriana (%) se presentan en la Tabla 44 y el analisis estadistico
mediante ANOVA de dos vias en la Tabla 45.
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Tabla 44. Porcentaje de inhibicion de Staphylococcus aureus a 1.5 h de tratamiento con metaloporfirinas (50 pM) bajo diferentes condiciones de
iluminacién y presencia de yoduro de potasio (KI, 100 mM).

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
Tratamiento PS (Sin Luz) PS (Con Luz) PS + KI (Sin Luz) PS + KI (Con Luz)
Al A2 A3 A4 B:1 B:2 B:3 B:4 C1 C:2 C:3 C4 D:1 D:2 D:3 D:4

TChrPP-Zn 65.73 77.13 68.84 47.17 69.47 59.08 7658 75.85 68.62 66.82 57.10 63.20 98.33 98.47 98.62 98.46
TChrPP-Sn

50.68 66.74 62.91 4151 59.29 7698 6721 5894 0.00 000 000 0.00 6561 70.72 6561
(V) 70.72
TBrrPP-Zn 65.73 4179 54.01 5094 57.76 69.31 6487 63.77 0.00 000 000 0.00 8074 7535 80.74 75.35

TBrrPP-Sn
3952 29.31 45.10 39.62 51.65 4885 46.14 39.61 1257 4.82 5.34 6.34 6956 7493 77.99

(V) 70.72
Control Kl 403 582 712 245 127 435 3.04 266 435 3.04 582 712 245 127 304 266
Control + 89.11 83.37 9540 89.43 86.26 7954 9274 86.47 5002 5470 71.33 61.13 8478 86.07 84.87 81.66

Nota: PS: fotosensibilizador (metaloporfirina); KI: yoduro de potasio (100 mM). Los valores representan porcentaje de inhibicién (%) con cuatro
réplicas independientes (1-4) por condicion.
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Tabla 45. Andlisis de varianza de dos vias (Two-way ANOVA) para evaluar el efecto del
fotosensibilizador y el tratamiento sobre la inhibicion de Staphylococcus aureus.

Fuente de variacion % variacion total P valor Resumen P ¢Significativo?

Interaccion 14.54 <0.001 faleie Si

Fotosensibilizador 57.30 <0.001 folaie Si

Tratamiento 25.76 <0.001 okl Si

Tabla ANOVA

Fuente SS DF MS F (DFn, DFd) P valor
. F(15,72) =

Interaccion 15111 15 1007 P<0.001

29.16

Fotosensibilizador 59548 5 11910 F (5, 72) =344.8 P<0.001

Tratamiento 26775 3 8925 F(3,72) =258.4 P<0.001

Residual 2487 72 34.54

Total 103921 95

Nota: SS: suma de cuadrados; DF: grados de libertad; MS: media cuadrética; F: estadistico de Fisher;
DFn/DFd: grados de libertad del numerador/denominador. Alpha = 0.05. Ndmero de columnas
(Tratamiento) = 4; nimero de filas (Fotosensibilizador) = 6; nimero total de valores = 96.
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B.4 Datos completos de inhibicién bacteriana para Staphylococcus warneri

Los ensayos de inhibicidn bacteriana para Staphylococcus warneri se realizaron a
una concentracion de 50 uM de cada metaloporfirina (TCarPP-Zn, TCarPP-Sn(IV),
TBrPP-Zn y TBrPP-Sn(lV)), evaluando la actividad fotodindmica bajo las

siguientes condiciones experimentales:

e lluminacion: LED monocromaticas azules (Amax =470 nm, rango espectral

400-495 nm), con una irradiancia media de 7.4 mW/cm2.
e Dosis de luz: 40 J/cm2 (equivalente a 90 minutos de irradiacion).
e Concentracion de KI: 100 mM (cuando corresponda).

Se evaluaron cuatro condiciones experimentales: fotosensibilizador sin luz (PS —
Sin Luz), fotosensibilizador con luz (PS — Con Luz), fotosensibilizador + Kl sin luz
(PS KI — Sin Luz), y fotosensibilizador + KI con luz (PS + KI — Con Luz). Los
resultados de inhibicion bacteriana (%) se presentan en la Tabla 46 y el analisis
estadistico mediante ANOVA de dos vias en la Tabla 47.
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Tabla 46. Porcentaje de inhibicion de Staphylococcus warneri a 1.5 h de tratamiento con metaloporfirinas (50 uM) bajo diferentes condiciones de
iluminacién y presencia de yoduro de potasio (KI, 100 mM).

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
Tratamiento PS (Sin Luz) PS (Con Luz) PS + KI (Sin Luz) PS + KI (Con Luz)

Al A2 A3 A4 B:1 B:2 B:3 B:4 C1 C:2 C:3 C4 D:1 D:2 D:3 D:4
TCarPP-Zn 7426 7391 69.77 4733 6832 79.13 7582 69.28 7590 104.37 9459 86.11 98.34 100.00 98.24 100.00
TCarPP-Sn (IV) 4851 46.09 48.62 56.11 54.46 4783 4559 4587 8.43 8.30 541 5.09 65.12 60.07 61.27 59.87
TBrPP-Zn 5248 46.09 56.17 53.18 4059 51.30 56.17 56.11 0.00 0.00 0.00 0.00 7342 8004 77.11 76.59
TBrPP-Sn (IV) 30.69 37.39 38.04 3855 34.65 4261 36.53 37.09 361 8.30 811 6.23 65.12 7096 5246 74.92
Control Kl 178 191 237 154 178 365 388 154 178 191 237 154 178 365 383 154
Control + 92.08 89.57 81.26 86.83 92.08 89.57 8126 86.83 5253 48.69 3432 49.77 83.39 8185 80.81 80.27

Nota: PS: fotosensibilizador (metaloporfirina); KI: yoduro de potasio (100 mM). Los valores representan porcentaje de inhibicion (%) con cuatro
réplicas independientes (1-4) por condicion.
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Tabla 47. Andlisis de varianza de dos vias (Two-way ANOVA) para evaluar el efecto del
fotosensibilizador y el tratamiento sobre la inhibicién de Staphylococcus warneri.

Fuente de variacion % variacion total P valor Resumen P ¢Significativo?

Interaccion 14.35 <0.001 falaled Si
Fotosensibilizador 65.14 <0.001 el Si

Tratamiento 18.46 <0.001 g Si

Tabla ANOVA

Fuente SS DF MS F (DFn, DFd) P valor
Interaccion 14808 15 987.2 F (15, 72) =33.62 P<0.001
Fotosensibilizador 67226 5 13445  F(5,72)=457.8 P<0.001
Tratamiento 19052 3 6351 F(3,72)=216.3 P<0.001
Residual 2414 72 29.37 --- ---

Total 103200 95

Nota: SS: suma de cuadrados; DF: grados de libertad; MS: media cuadrética; F: estadistico de Fisher;
DFn/DFd: grados de libertad del numerador/denominador. Alpha = 0.05. Ndmero de columnas
(Tratamiento) = 4; namero de filas (Fotosensibilizador) = 6; nimero total de valores = 96.
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B.5 Andlisis estadistico: Comparaciones multiples de Tukey

Para evaluar las diferencias significativas entre los tratamientos con
fotosensibilizadores en presencia y ausencia de irradiacion, asi como el efecto
potenciador del yoduro de potasio (KI), se realizaron comparaciones multiples
mediante el test de Tukey. A continuacion, se presentan los resultados obtenidos para

cada una de las cuatro cepas bacterianas estudiadas.

B.6.1Escherichia coli

El andlisis de comparaciones multiples de Tukey para E. coli se realizé con un nivel
de significancia a = 0.001 y 276 comparaciones por familia. Los resultados maés

relevantes se muestran en la Tabla 48.

Tabla 48. Comparaciones maltiples de Tukey para Escherichia coli. Diferencias de medias e
intervalos de confianza del 99.90%

Comparacion Dif. de medias 99.90% IC ¢ Significativo?  Valor p ajustado
TCarbPP-Zn + KI (Sin luz) vs. TCarbPP-Zn + Kl (Con luz) -17.23 -35.82a1.36 No 0.0037
TCarbPP-Zn + K1 (Con luz) vs. Control + (Con luz) 9.41 -9.18 2 28.00 No 0.6618
TCarbPP-Zn + Kl (Con luz) vs. TCarbPP-Sn (IV) + Kl (Con luz) 30.43 11.84 2 49.02 Si (****) <0.0001
TBrPP-Zn (Sin luz) vs. TBrPP-Zn (Con luz) -18.44 -37.03a0.15 No 0.0012
TBrPP-Zn + Kl (Con luz) vs. TBrPP-Sn (1V) + KI (Con luz) 16.33 -2.26 2 34.92 No 0.0083
TBrPP-Sn (1V) + KI (Sin luz) vs. TBrPP-Sn (IV) + Kl (Con luz) -56.33 -74.92 2 -37.73 Si (*F***) <0.0001

En E. coli, se observaron diferencias altamente significativas (p < 0.0001) al
comparar TCarbPP-Zn + KI con TCarbPP-Sn (1V) + KI bajo irradiacién, asi como
entre las condiciones con y sin luz para TBrPP-Sn (1V) + KI. La comparacién entre
TCarbPP-Zn + Kl (sin luz vs. con luz) mostré una tendencia cercana a la significancia
(p = 0.0037), aunque no alcanzo el umbral establecido para el intervalo de confianza
del 99.90%.

B.6.2 Pseudomonas aeruginosa

Para P. aeruginosa, el analisis se realizé con a = 0.05. Los resultados se presentan

en la Tabla 49.
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Tabla 49. Comparaciones multiples de Tukey para Pseudomonas aeruginosa. Diferencias de
medias e intervalos de confianza del 99.90%.

) ) . N Valor p
Comparacion Dif. de medias 99.90% IC ¢ Significativo? ]
ajustado
TCarbPP-Zn + KI (Sin luz) vs. TCarbPP-Zn + Kl (Con luz) 0.72 -13.25a14.70 No (ns) >0.999
TCarbPP-Zn + KI (Con luz) vs. TCarbPP-Sn (IV) + Kl (Con luz) 35.09 21.11 a2 49.06 Si (***) <0.001
TCarbPP-Zn + Kl (Con luz) vs. Control + (Con luz) 17.42 3.45a31.40 Si (**) 0.002
TCarbPP-Sn (1V) + KI (Sin luz) vs. TCarbPP-Sn (1V) + Kl (Con
-62.77 -76.75 a -48.79 Si (***) <0.001
luz)
TBrPP-Zn + KI (Sin luz) vs. TBrPP-Zn + Kl (Con luz) -81.06 -95.04 a -67.09 Si (***) <0.001
TBrPP-Zn + Kl (Con luz) vs. TBrPP-Sn (1V) (Con luz) 49.11 35.14 2 63.09 Si (***) <0.001
En P. aeruginosa, el efecto de la irradiacion fue particularmente marcado para los
complejos de estafio. TCarbPP-Sn (1V) + Kl y TBrPP-Zn + KI mostraron diferencias
altamente significativas entre condiciones con y sin luz (p < 0.001). Notablemente,
TCarbPP-Zn + KI no mostro diferencias significativas por efecto de la irradiacion (p
> 0.999), sugiriendo que su actividad antimicrobiana en esta cepa es independiente
de la activacién luminica cuando se combina con KI.
B.6.3 Staphylococcus aureus
El andlisis para S. aureus (a = 0.05) se presenta en la Tabla 50.
Tabla 50. Comparaciones multiples de Tukey para Staphylococcus aureus. Diferencias de
medias e intervalos de confianza del 99.90%.
) ) y X T Valor p
Comparacion Dif. de medias 99.90% IC ¢ Significativo? .
ajustado
TCarbPP-Zn + KI (Sin luz) vs. TCarbPP-Zn + Kl (Con luz) -34.52 -50.24 2 -18.81 Si (***) <0.001
TCarbPP-Zn + Kl (Con luz) vs. TCarbPP-Sn (IV) + Kl (Con luz) 28.17 12.45 2 43.89 Si (***) <0.001
TCarbPP-Zn + K1 (Con luz) vs. Control + (Con luz) 14.13 -1.59a29.84 No (ns) 0.137
TBrPP-Zn (Sin luz) vs. TBrPP-Zn (Con luz) -10.81 -26.53a4.91 No (ns) 0.599
TBrPP-Zn + Kl (Con luz) vs. TBrPP-Sn (1V) (Con luz) 35.93 20.22 a51.65 Si (***) <0.001
TBrPP-Sn (IV) + Kl (Sin luz) vs. TBrPP-Sn (IV) + Kl (Con luz) -66.03 -81.75a-50.32 Si (***) <0.001
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En S. aureus, TCarbPP-Zn + KI mostré una potenciacion significativa por efecto de
la irradiacion (p < 0.001). Sin embargo, TBrPP-Zn sin KI no presentd diferencias
significativas entre condiciones con y sin luz (p = 0.599). Los complejos de estafio

con KI mostraron nuevamente las mayores diferencias por efecto de la irradiacion,

con TBrPP-Sn (IV) + KI alcanzando una diferencia de medias de —66.03.

B.6.4 Staphylococcus warneri

Finalmente, para S. warneri (a = 0.05), los resultados se muestran en la Tabla 51.

Tabla 51. Comparaciones multiples de Tukey para Staphylococcus warneri. Diferencias de
medias e intervalos de confianza del 99.90%.

. . . ) . Valor p
Comparacion Dif. de medias 99.90% IC ¢ Significativo? .
ajustado
TCarbPP-Zn (Sin luz) vs. TCarbPP-Zn (Con luz) -6.82 -21.31a7.67 No (ns) 0.980
TCarbPP-Zn + KI (Sin luz) vs. TCarbPP-Zn + K1 (Con luz) -8.90 -23.39a5.59 No (ns) 0.789
TCarbPP-Zn + Kl (Con luz) vs. Control + (Con luz) 17.57 3.07 a 32.06 Si (**) 0.004
TCarbPP-Zn + Kl (Con luz) vs. TCarbPP-Sn (IV) + Kl (Con luz) 37.56 23.07 a52.05 Si (***) <0.001
TCarbPP-Sn (IV) + KI (Sin luz) vs. TCarbPP-Sn (1V) + KI (Con luz) -54.78 -69.27 a -40.28 Si (***) <0.001
TBrPP-Zn + Kl (Sin luz) vs. TBrPP-Zn + KI (Con luz) -76.79 -91.28 a-62.30 Si (***) <0.001
TBrPP-Sn (1V) + KI (Sin luz) vs. TBrPP-Sn (IV) + KI (Con luz) -59.30 -73.79 a-44.81 Si (***) <0.001
TBrPP-Zn + Kl (Con luz) vs. TBrPP-Sn (IV) (Con luz) 39.07 24.58 a2 53.56 Si (***) <0.001
TBrPP-Zn + KI (Con luz) vs. Control + (Con luz) -4.79 -19.28a9.70 No (ns) >0.999

En S. warneri, TCarbPP-Zn (tanto solo como con KI) no mostré diferencias
significativas por efecto de la irradiacién (p = 0.980 y p = 0.789, respectivamente).
Sin embargo, al comparar TCarbPP-Zn + KI (Con luz) contra el control positivo y
contra TCarbPP-Sn (1V) + KI (Con luz), se observaron diferencias significativas (p
= 0.004 y p < 0.001, respectivamente). Los complejos con KI de ambas porfirinas
(TBrPP-Zny TBrPP-Sn (1V)) mostraron las mayores potenciaciones por irradiacion,

con diferencias de medias superiores a 54 unidades.
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GLORARIO

ATCC: American Type Culture Collection. Coleccion internacional de cepas
microbianas de referencia utilizadas para investigacion cientifica y control de

calidad.

Sny Zn: Estafio (Sn) y zinc (Zn). Metales centrales empleados en la metalacion de

porfirinas para modificar sus propiedades fotofisicas y fotodindmicas.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud. Agencia especializada de las Naciones

Unidas responsable de la salud publica internacional.

ARGs: Genes de resistencia a antibioticos (Antibiotic Resistance Genes).

Determinan la capacidad bacteriana de resistir la accién de antimicrobianos.

BLEE: Betalactamasas de espectro extendido. Enzimas bacterianas que hidrolizan
antibidticos B-lactdmicos de amplio espectro.

E. coli productora de NDM-5: Cepa de Escherichia coli que expresa la
carbapenemasa New Delhi Metallo-p-lactamasa variante 5 (NDM-5), responsable

de resistencia a carbapenemes.
MRSA: Staphylococcus aureus resistente a meticilina.

PBP2a: Proteina fijadora de penicilina alterada que confiere resistencia a f-

lactamicos en MRSA.

ESKAPE: Grupo de patdgenos prioritarios: Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Kilebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas

aeruginosa y Enterobacter spp.

TFA / aPDT: Terapia Fotodindmica Antimicrobiana (Antimicrobial Photodynamic

Therapy).
ROS: Especies reactivas de oxigeno (Reactive Oxygen Species).
RAM: Resistencia antimicrobiana.

B-lactamico: Familia de antibioticos que poseen un anillo B-lactdmico en su

estructura quimica.
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CRISPR-Cas: Sistema bacteriano de edicién genética adaptativa utilizado en

biotecnologia.

10,: Oxigeno singlete, especie excitada altamente reactiva generada durante la
PDT.

INS Colombia: Instituto Nacional de Salud de Colombia.

PS: Fotosensibilizadores.

LED: Diodo emisor de luz.

02(3X-): Oxigeno molecular en su estado fundamental triplete.

PDT: Terapia Fotodindmica.

CD4 / CD8: Subpoblaciones de linfocitos T: CD4 activadores y CD8 citotoxicos.
DAMPs: Patrones Moleculares Asociados a Dafio.

02e-, *OH, H202: Superoéxido, radical hidroxilo y perdxido de hidrdgeno.

Diagrama de Jablonski: Representacion de los estados energéticos del PS: del
singlete fundamental (1PS) al singlete excitado (1PS*) y cruce intersistema al
triplete (3PS¥*).

ADN / ARN: Acido desoxirribonucleico y acido ribonucleico.
EPS: Matriz extracelular polimérica de biopeliculas.

eDNA: ADN extracelular presente en biopeliculas.

600 nm: Longitud de onda en la region roja del espectro visible.

2--3 cm: Profundidad aproximada de penetracion de la luz roja en tejidos

biologicos.
VRE: Enterococos resistentes a vancomicina.
P450: Familia de enzimas citocromo P450 involucradas en procesos redox.

B12 (Co-porfirina): Vitamina B12 con nucleo corrinoide similar a porfirinas.
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8 A: Distancia molecular (&ngstrom).
Quimica click (CuUAAC): Cicloadicion azida-alquino catalizada por cobre.

Pd-catalizados: Reacciones de acoplamiento carbono-carbono catalizadas por

paladio.

PEG: Polietilenglicol.

@F: Rendimiento cuantico de fluorescencia.

®A: Rendimiento cuantico de generacion de oxigeno singlete.

ZnCl2 y SnCI2: Cloruros metalicos usados para metalacidn de porfirinas.
TBrPP: 5,10,15,20-tetrakis(4-bromofenil)porfirina.

TCarbPP: 5,10,15,20-tetrakis(4-carboxifenil)porfirina.

UV-Vis: Espectroscopia ultravioleta-visible.

DMF: Dimetilformamida.

FT-IR: Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier.

DPBF: 1,3-difenilisobenzofurano, sonda quimica para detectar 102.
H2TPP: 5,10,15,20-tetrafenilporfirina.

NaOH: Hidréxido de sodio.

PTI-UM 40: Fluorometro utilizado para mediciones de fluorescencia.
LPS: Lipopolisacarido anionico presente en bacterias Gram negativas.
OmpF / OmpC: Porinas de membrana externa en bacterias Gram negativas.
ITU: Infeccion del tracto urinario.

MexAB-OprM: Sistema de bomba de eflujo en P. aeruginosa.

SnTMPyP: Porfirina catiénica metalada con estafio.
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mecA / SCCmec IV: Gen y cassette cromosdmico responsables de la resistencia a
meticilina en MRSA.

J cm-2: Densidad de energia luminosa.

um: Micrémetro.

OD600: Densidad 6ptica medida a 600 nm para estimar crecimiento bacteriano.
CIM / CBM: Concentracion inhibitoria minima y concentracion bactericida minima
PBS pH 7.4: Buffer fosfato salino.

Amax =470 nm: Longitud de onda méxima de absorcion.

DHT22: Sensor digital de temperatura y humedad

REX-C100: Controlador digital de temperatura.

LB cation-ajustado: Medio Luria-Bertani con ajuste de cationes, pH 7.3 £ 0.1.
CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute.

UFC mL-1: Unidades formadoras de colonias por mililitro.
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