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TITULO: EVALUACIÓN IN VITRO DE LA ACTIVIDAD FOTOTÓXICA DE LA BIS (TRI­N­ 
HEXILSILOXIDO)­ Y BIS CLORO FTALOCIANINA DE SILICIO EN LEISHMANIA ∗ 

AUTORES:  LIZARAZO  JAIMES,  Edgar,;  PÁEZ  MOZO,  Edgar,;  MARTÍNEZ  ORTEGA, 
Fernando, ESCOBAR RIVERO, Patr icia ** 

PALABRAS  CLAVES:  ftalocianinas  de  silicio,  fotosensibilización,  terapia  fotodinámica, 
Leishmania, .liposomas. 

En  numerosos  países  la  quimioterapia  con  antimoniales  es  usada  como  tratamiento  único  contra  la 
leishmaniasis a pesar de los efectos tóxicos sistémicos y a la resistencia que ha desarrollado el parásito 
a  estos  medicamentos.  Por  tal  razón  es  necesaria  la  búsqueda  de  nuevos  tratamientos.  La  terapia 
fotodinámica (TFD) es una alternativa terapéutica usada principalmente contra el cáncer que podría ser 
utilizada  para  la  destrucción  de  parásitos  de  Leishmania.  Se  basa  en  que  ciertos  compuestos 
denominados fotosensibilizadores, cuando son excitados con radiación visible de una longitud de onda 
apropiada,  pueden  generar  especies  reactivas  del  oxígeno  que  causan  la  destrucción  selectiva  de  los 
tejidos enfermos. 

En  este  trabajo  se  evaluó  la  fototoxicidad  de  la  bis(tri­n­hexilsiloxido)­  y  bis  cloro  ftalocianina  de 
silicio contra monocitos humanos de leucemia y parásitos intracelulares de Leishmania chagasi. Para 
incrementar la solubilidad en el medio de cultivo y su incorporación en la células, las ftalocianinas se 
encapsularon en liposomas de fosfatidilcolina y colesterol. 

La bis cloro  ftalocianina de silicio  liposomal  (Cl2PC) presentó mayor actividad contra  las células de 
leucemia  que  la  bis(tri­n­hexilsiloxido)  ftalocianina  de  silicio  liposomal  (TriPC). La magnitud  de  la 
concentración  letal  cincuenta  (CL50)  fue  11.78  veces mayor  para  la TriPC  (2.98±0.17)  x10 ­6 M que 
para la Cl2PC (2.53±0.22) x10 ­7 M. El efecto fototóxico ocasionó menos del 50 % de muerte celular al 
utilizar las ftalocianinas disueltas en una mezcla de RPMI­solvente. 

La concentración inhibitoria cincuenta (CI50) fue evaluada en un rango de concentraciones entre 0.12 a 
1.11 µM para la TriPC y entre 0.04 a 0.4 µM para la Cl2PC. La TriPC mostró efecto inhibitorio de la 
infección y el valor correspondiente a la CI50 encontrado fue 6.17x10 ­7 M. Las ftalocianinas disueltas 
en  RPMI­solvente  no  mostraron  actividad  fototóxica  contra  parásitos  intracelulares  de  Leishmania. 
Los resultados obtenidos muestran que las ftalocianinas de silicio al ser utilizadas en la TFD pueden 
llegar  a  ser  una  excelente  alternativa  contra  la  leishmaniasis  si  estos  fotosensibilizadores  son 
encapsulados en liposomas. 

∗ Tesis de grado de Maestría en Química 
** Facultad de Ciencias, Maestría en química, Dra. Patricia Escobar Rivero
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HEXILSILOXY)  SILICON  PHTHALOCYANINE  AND  DICHLOROSILICON 
PHTHALOCYANINE ∗ 

AUTHORS:  LIZARAZO  JAIMES,  Edgar ,;  PÁEZ  MOZO,  Edgar ,;  MARTÍNEZ  ORTEGA, 
Fernando, ESCOBAR RIVERO, Patr icia ** 

KEYWORDS:  Silicon  phthalocyanine,  Photosensitization,  photodynamic  therapy,  Leishmania, 
liposomes. 

In many countries the chemotherapy with pentavalent antimonials is used as unique treatment against 
the  leishmaniasis  in  spite  of  the  systemic  toxic  effects  and  to  the  resistance  that has  developed  the 
parasite  to  these  drugs.  For  this  reason  it  is necessary  the  search  of  new  treatments.  Photodinamyc 
therapy  (PDT)  is a  therapeutic alternative used mainly against  the cancer  that could be used  for  the 
destruction  of  parasites  of  Leishmania.  PDT  is  based  on  the  concept  that  certain  compounds  called 
photosensitizer  can  be  localized  in neoplastic  tissue,  and  subsequently,  these  photosensitizer  can  be 
activated with appropriate wavelength of light to generate active molecular species of the oxygen that 
are toxic to cell and tissues. 

In  this work  the phototoxic activity  in vitro of  both bis(tri­n­hexilsiloxido)  ­ and bis chlorine silicon 
phthalocyanine  was  evaluated  against  human monocitos  of  leukemia  and  parasites    of  Leishmania 
chagasi.  These  phthalocyanines  have  been  encapsulated  in  phosphatidilcoline  and  cholesterol 
liposomas. 

The dichlorosilicon phthalocyanine liposomal (Cl2PC) it presented bigger activity against the leukemia 
cells that the bis(tri­n­hexilsiloxido) silicon Phthalocyanine liposomal (TriPC). The magnitude of the 
lethal concentration fifty (LC50) has been 11.78 bigger for the TriPC (2.98±0.17) x10 ­6 M that for the 
Cl2PC (2.53±0.22) x10 ­7 M. The activity phototoxic caused less than 50% of cellular death when using 
the phthalocyanines dissolved in a mixture of RPMI­solvent. The inhibitory concentration (CI50) it was 
evaluated in a range of concentrations among 0.12 to 1.11 µM for the TriPC and among 0.04 to 0.4 
µM  for  the  Cl2PC.  Alone  the  TriPC  showed  inhibitory  activity  of  the  infection  and  the  value 
corresponding  to  the  IC50  has  been  6.17x10­7  M.  Phthalocyanines  dissolved  in  RPMI­solvent  not 
showed phototoxic  activity  against   Leishmania. Results  showed  that  the  silicon  phthalocyanines  in 
PDT can end up being an excellent alternative against  the leishmaniasis when  these photosensitizers 
are  encapsulated  in  liposomas,  to  increase  their  photoactivity  and  increment  their  incorporation  in 
cells. 

∗ Thesis of grade of Master in Chemistry 
** School of sciences, Master in Chemistry, Patricia Escobar Rivero
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ABREVIATURAS 
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INTRODUCCIÓN 

La  leishmaniasis  son  enfermedades  endémicas  causadas  por  diferentes  especies  de 

parásitos  denominados  Leishmania,  los  cuales  se  transmiten  a  los  humanos  por  la 

picadura  de  mosquitos  infectados,  esta  transmisión  generalmente  es  zoonótica. 

Clínicamente esta enfermedad se manifiesta por  la producción de  lesiones cutáneas, 

mucosas  o  viscerales.  Solo  los  tratamientos  quimioterapéuticos  han  sido  aprobados 

contra  la  leishmaniasis,  y  son  los  antimoniales  pentavalentes  considerados  como 

medicamentos  de  primera  elección  aunque  presentan  ciertas  deficiencias 

principalmente porque su uso esta  ligado con ciertos efectos tóxicos  secundarios en 

varios órganos  y algunos parásitos han mostrado resistencia al  tratamiento, además, 

estos  medicamentos  están  restringidos  en  el  mercado.  Por  estas  razones  se  hace 

necesaria la búsqueda de tratamientos alternativos que permitan destruir los parásitos 

de Leishmania con un menor efecto tóxico secundario. 

El  objetivo  principal  de  esta  investigación  fue  destruir  parásitos  intracelulares  de 
Leishmania chagasi con un novedoso método conocido como terapia fotodinámica, el 

cual fue desarrollado inicialmente contra el cáncer y que eventualmente podría llegar 

ha  ser  utilizado  en  el  tratamiento  de  las  leishmaniasis  debido  a  que  existen  ciertas 

características  comunes  entre  las  células  cancerígenas  y  las  células  infectadas  con 

parásitos  de  Leishmania,  lo  cual  ha  estimulado  el  uso  de  ciertos  compuestos  y 

tratamientos, desarrollados originalmente contra el cáncer, para destruir parásitos de 
Leishmania  (Croft,  Seifert  y  Duchene,  2003;  Paris,  2004).  La  TFD  consiste  en  la 
destrucción  selectiva  de  tejidos  por  la  fotooxidación  lipídica  de  las  membranas 

celulares debido a la presencia especies reactivas del oxígeno, que se generan cuando 

ciertos  fotosensibilizadores que han  sido  localizados  sen  los  tejidos neoplásicos  son 

activados mediante radiación con longitudes de onda apropiada.
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En esta investigación se utilizó la actividad fotodinámica de la bis cloro­ y bis (tri­n­ 

hexilsiloxido)  ftalocianinas  de  silicio  in  vitro  contra  parásitos  intracelulares  de 
Leishmania  chagasi  y  contra  células  humanas  de  leucemia. Estas  ftalocianinas  han 
sido  utilizadas  con  muy  buenos  resultados  en  investigaciones  contra  células  de 

cáncer, aunque su principal inconveniente es su carácter hidrófobo el cual no permite 

que estas ftalocianinas puedan ser utilizadas directamente en medios de cultivo. 

Algunos  investigadores  han  observado  que  los  medicamentos  tradicionalmente 

usados al ser administrados en formulaciones lipídicas presentan una reducción de la 

toxicidad  y  un  incremento  de  la  actividad  contra  la  Leishmania  (Yardley  y  Croft, 
2000). En  esta  investigación  el  objetivo  específico más  relevante  fue  la  utilización 

liposomas  como  transportadores  de  las  ftalocianinas  de  silicio  para  facilitar  su 

solubilidad en medios acuosos además de las ventajas mencionadas anterormente. 

Para  los  ensayos  de  actividad  fototóxica  (TFD),  se  preparó  una  mezcla  con  las 

diluciones de las ftalocianinas en solventes orgánicos y medio RPMI 1640, cuidando 

que  el  porcentaje  de  solvente  fuera  menor  a  0.5  %.  Además,  se  usaron  las 

ftalocianinas  encapsuladas  en  liposomas  como  estrategia  para  incrementar  su 

actividad  fototóxica.  Estos  liposomas  tienen  la  capacidad  de  aumentar  la 

concentración de la ftalocianina en las células y dirigir estos fotosensibilizadores a los 

sitios  donde  se  encuentran  los  parásitos  de Leishmania. Los  liposomas  permiten  el 
transporte de compuestos altamente hidrófobos en medios acuosos, el  transportador 

liposomal  utilizado  en  esta  investigación  fue  preparado  con  fosfatidilcolina  y 

colesterol, estos lípidos garantizan que el liposoma libere la ftalocianina solo cuando 

estos  son  irradiados  con  longitudes  de  onda  correspondiente  al  rojo  del  espectro 

electromagnético (λ > 650 nm). En el proceso de irradiación la ftalocianina excitada 

puede destruir la membrana de los liposomas y liberarse de esta, una vez liberada esta 

ftalocianina continúa la fotooxidación de las membranas del parásito y de las células. 

Los  resultados de  fotocitotoxicidad obtenidos con  las  formulaciones  liposomales en 

células  de  leucemia,  presentaron  un  efecto  fototoxico  dependiente  de  la
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concentración,  el  cual  fue  reproducible  en  los  dos  experimentos  realizados,  la 

citotóxicidad en  la oscuridad de estas  formulaciones es muy baja por lo general son 

menores al 10 %. 

Finalmente  se  evaluó  in  vitro  la  actividad  contra  la  Leishmania,  en  células  THP­1 

infectadas con parásitos de Lesihmania chagasi. En estos experimentos se determinó 
la inhibición de la infección con respecto a células  infectadas que no fueron tratadas 

con  las  ftalocianinas.  Se  observó  un  efecto  fototóxico  dependiente  de  la 

concentración  cuando  se  utilizó  la  bis  (tri­n­hexilsiloxido)  ftalocianina  de  silicio 

liposomal (TriPC). 

La bis cloro ftalocianina de silicio liposomal (Cl2PC) presentó mayor actividad contra 

las  células  de  leucemia  que  la  bis  (tri­n­hexilsiloxido)  ftalocianina  de  silicio 

liposomal (TriPC). La magnitud de la concentración letal cincuenta (CL50) fue 11.78 

veces mayor para  la TriPC que para  la Cl2PC. El efecto  fototóxico ocasionó menos 

del  50 %  de muerte  celular  al  utilizar  las  ftalocianinas  disueltas  en  una mezcla  de 

RPMI­solvente.  Aunque  la  Cl2PC  no  mostró  efecto  fototóxico  en  amastigotes 

intracelulares de L. chagasi en el rango de concentraciones evaluada. 

La  concentración  inhibitoria  cincuenta  (CI50)  fue  evaluada  en  un  rango  de 

concentraciones  entre  0.12  a  1.11 µM para  la TriPC. Las  ftalocianinas  disueltas  en 

RPMI­solvente  no mostraron  actividad  fototóxica  contra  parásitos  intracelulares  de 

Leishmania. Los resultados obtenidos muestran que las ftalocianinas de silicio al ser 
utilizadas  en  la  TFD  pueden  llegar  a  ser  una  excelente  alternativa  contra  la 

leishmaniasis  si  estos  fotosensibilizadores  son  encapsulados  en  liposomas,  porque 

incrementan su actividad fototóxica.
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1. ESTADO DEL ARTE 

1.1 LEISHMANIASIS 

Las  leishmaniasis  es  un  grupo  de  enfermedades  causada  por  parásitos  protozoarios 

del  género  Leishmania  spp,  que  tienen  como  reservorios  a  animales  domésticos, 
silvestres y en algunas ocasiones al hombre (Macias, 1999). El número de personas 

enfermas  en  el  mundo  son  12  millones  y  las  que  están  en  riesgo  de  contraer  la 

enfermedad  son  alrededor  de  350  millones  según  los  reportes  de  la  Organización 

Mundial de la Salud (WHO, 1995). 

En Colombia el Ministerio de  la protección social  informa alrededor de 6.500 casos 

anuales  de  leishmaniasis,  sin  incluir  los  casos  que  se  presentan  en  el  ejército 

(aproximadamente  2.000),  este  panorama  es  aún  más  desalentador,  debido  al  gran 

número  de  personas  infectadas  que  no  acuden  a  los  centros  de  salud  para  su 

tratamiento. (King et al., 2004; Velez et al., 2001; Trujillo, 2001). 

El parásito o agente etiológico responsable es un protozoario dimórfico que pertenece 

a  la  familia Trypanosomatidae, del género Leishmania orden Kinetoplastidia (Cuba, 
2000).  Morfológicamente  todas  las  especies  son  similares,  con  diferencias  en  el 

comportamiento  biológico,  inmunológico,  tipo  de  enfermedad  que  causan  y 

distribución  geográfica.  En  el  Nuevo  Mundo,  se  han  reconocido  un  total  de  20 

especies  del  género  Leishmania,  de  las  cuales  14  son  conocidas  que  infectan  al 
hombre  (Ampuero,  2000).  La  leishmaniasis  es  una  antropozoonosis  que  llega  al 

hombre por la picadura de diferentes especies de mosquitos  infectados (Travi et al., 

2001). En América y en el resto del mundo (Europa, Asía y África)  las especies de 

insectos  responsables  de  transmitir  los  parásitos  son  la  Lutzomia  y  Flebotomos 
respectivamente.
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Estas  enfermedades  de  evolución  crónica  se  caracterizan  por  comprometer  piel, 

mucosas  y  vísceras  dependiendo  de  la  especie  de  Leishmania  causante  y  de  la 
respuesta  inmune  del  huésped.  Las  formas  clínicas  son:  leishmaniasis  cutánea, 

visceral,  mucocutánea  y  difusa  (Lenis,  1998).  La  leishmaniasis  visceral  es  la 

condición  más  agresiva,  causa  fiebre,  pérdida  de  peso,  causa  hepatomegalia  y 

esplenomegalia y es letal si no es tratada (Burstein y Guillén, 2002). Por otra parte, la 

leishmaniasis  cutánea  es  la  forma  de  mayor  incidencia  en  Latinoamérica  con  39 

millones de personas en riesgo de contraer la enfermedad y 59.000 casos reportados 

anualmente (Galvão et al., 2003). Esta incluye la leishmaniasis cutánea localizada que 

se  caracteriza  por  la  presencia  de  lesiones  granulomatosas  y  ulceradas  y  la 

leishmaniasis cutánea difusa no presenta ulceras y solo se observan algunas  lesiones 

nódulares (Lenis, 1998). 

Estas  enfermedades  tienen  en  común:  (i)  el  agente  causal  (alguna  especie  de 
Leishmania),  (ii)  el  vector  (insectos  dípteros  hematófagos),  (iii)  el  reservorio 
(vertebrados  mamíferos)  y  (iv)  el  parasitismo  de  las  células  del  sistema  fagocítico 

mononuclear sobre todo macrófagos (Ampuero, 2000). 

Los  parásitos  de  Leishmania  presentan  dos  ciclos  de  transmisión:  el  ciclo  silvestre 
donde la Leishmania circula entre los reservorios naturales, manteniendo el ciclo con 
la participación de vectores propios de la zona y el ciclo doméstico donde participan 

como reservorios animales domésticos como el perro  y el caballo  y el  hombre  (ver 

figura  1)  (Ampuero,  2000).  El  parásito  presenta  dos  formas  de  vida  bien 

diferenciadas:  la promastigota y  la amastigota. Como se aprecia en  la Figura 1,  los 

promastigotes, se multiplican en el intestino medio del insecto y están caracterizados 

morfológicamente  por  la  presencia  de  un  flagelo. La  infección  se  inicia  cuando  los 

mosquitos hembra  inyectan  los promastigotes en  la piel y estos son  fagocitados por 

las  células  mononucleares  del  sistema  inmunitario  (principalmente  macrófagos). 

Dentro de estas células,  los promastigotes  forman  la  vacuola parasitófora  la cual  se
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fusiona  con  los  lisosomas.  En  este  sitio,  los  promastigotes  pierden  su  flagelo  y  se 

transforman en amastigotes los cuales se multiplican por fisión binaria. Estos pueden 

romper  la célula y liberarse para infectar otras células del mismo tipo (Descoteaux y 

Turco, 1999) 

Figura 1. Ciclo de vida de la Leishmania. 

*  (1) Forma extracelular del parásito (promastigotes), se encuentran en las glándulas 

salivales  de  los  mosquitos,  infectan  los  macrófagos  donde  se  transforman  en 

amastigotes,  (2),  forma  intracelular,  dentro  de  las  células  los  parásitos  forman  las 

vacuolas  parasitófora,  (3)  los  parásitos  se  dividen  por  fisión  binaria,  (4)  los
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amastigotes lisan las células y (5) pasan al torrente sanguíneo donde son tomados por 

los mosquitos dípteros. 

Los  macrófagos  y  demás  células  fagocíticas  tienen  la  capacidad  de  eliminar  los 

patógenos  intracelulares  por  medio  de  diferentes  mecanismos  que  incluyen  la 

respuesta oxidativa y la producción de enzimas lisosómicas y proteínas catiónicas, los 

cuales además, inducen la formación de ulceras e inflamación de los tejidos en donde 

se localizan los parásitos (Lenis, 1998). 

Los  promastigotes  han  desarrollado  estrategias  para  sobrevivir  en  las  células  del 

sistema  inmunitario  de  algunos  mamíferos,  una  de  ellas  es  la  localización  de 

lipofosfoglicanos  en  su  superficie.  A  estas moléculas  se  les  ha  responsabilizado  de 

facilitar la entrada del parásito a la célula y de conferirle resistencia a la acción lítica 

por  acción  del  ambiente  ácido  y  las  hidrolasas  de  los  lisosomas  de  estas  células 

(Descoteaux y Turco, 1999). Recientemente se ha encontrado que la alta infectividad 

de  los  promastigotes  en  la  fase  estacionaria  comparada  con  la  fase  logarítmica,  se 

debe  a  la principalmente a  la exposición de  fosfatidilserina  (FS) en su  superficie el 

cual puede ayudar al promastigote a ser  incorporado por los macrófagos a través de 

los  receptores  de  FS  similar  al  mecanismo  adoptado  por  las  células  apoptoticas 

(Fadok et al. 2000; Freitas et al. 2001; Tripathi A. y Gupta, 2003). 

Dentro  de  las  células  el  parásito  pierde  su  flagelo,  a  esta  forma  intracelular  no 

flagelada  se  le  denomina  amastigote,  la  cual  se  localiza  en  un  compartimiento 

denominado fagolisosoma en donde se multiplica por fisión binaria, luego se liberan e 

infectan otras células del mismo tipo (Descoteaux y Turco, 1999).
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1.2 QUIMIOTERAPIA EN LA LEISHMANIASIS. 

Los  antimoniales  pentavalentes:  gluconato  sódico  de  antimónio  (Pentostan®)  y  el 

antimoniato  meglumine  (Glucantime®)  son  consideradas  por  la  Organización 

Mundial de la Salud como los medicamentos de primera línea en el tratamiento de la 

leishmaniasis (Machado et al., 2002). Como tratamiento de segunda línea se utiliza la 

anfotericina B, la pentamidina y la miltefosina (Croft et al., 2005). El mecanismo de 

acción  de  los  antimoniales  pentavalentes  no  se  ha  elucidado  claramente  aunque  se 

sabe  que  ellos  inhiben  la  ruta  glucolítica  y  la β  oxidación  de  ácidos  grasos  de  las 

membranas de los amastigotes (Yepez y Scorza, 2003). Sin embargo, el uso de estas 

drogas en pacientes está limitado por: su elevado potencial cardio y nefrotóxico, por 

su  inactividad al  ser usadas por vía oral, por el  incremento desproporcionado de su 

costo y/o por la poca disponibilidad de estos medicamentos en el mercado (Carcelén 

et al., 199 9; Martínez et al, 1998; Moskowitz y Kuerban, 1999, Toledo et al., 2001). 

Además, su uso continuo ha causado que el parásito incremente su resistencia a estos 

medicamentos,  esto  debido  posiblemente  a  algunas  proteínas  de  la  membrana  del 

parásito  que  actúan  como  bombas  que  retiran  el  medicamento  (Guimond,  2003; 

Leandro y Campino, 2003). 

En  Colombia  el  tratamiento  de  primera  opción  es  el  antimoniato  de  meglumine 

Glucantime y sólo en caso de que este falle se utiliza el  isotianato de pentamidina 

(Pentacarina) y la anfotericina B. 

Además de la quimioterapia se han utilizado otros métodos para destruir los parásitos 

de  Leishmania,  entre  estos  se  encuentra  la  termoterapia,  la  electroterapia  y  la 
crioterapia  (Moskowitz  y  Kurban,  1999).  Pero,  estos  métodos  no  han  mostrado 

resultados comparables con la quimioterapia. Recientemente se ha tratado de inhibir 

la producción de enzimas vitales para  la supervivencia del parásito, por ejemplo, se
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han  utilizado  antidepresivos  tricíclicos  para  inhibir  la  enzima  H+­ATPasa 

(responsable  de  la  resistencia  del  parásito  a  los  cambios  de  pH)  (Yepez  y  Scorza, 

2003).  Lamentablemente  el  tratamiento  quimioterapéutico  con  estos  medicamentos 

presenta baja o nula efectividad en algunas especies de Leishmania. También se han 
utilizado  combinaciones  de  los  medicamentos  de  primera  línea  con  resultados 

alentadores (Ampuero, 2000; Galvao et al., 2001). 

Recientemente,  la  miltefosine  (Hexadecilfosfocolina)  desarrollada  originalmente 

como un medicamento contra el cáncer y actualmente usada para tratamientos tópicos 

de cáncer de piel,  ha mostrado que al ser utilizada en  forma oral es eficaz y  segura 

para el tratamiento de leishmaniaisis visceral y la cutánea. Además, la miltefosine se 

ha usado con éxito en pacientes resistentes a los medicamentos antimoniales (Paris et 

al.,  2003).  Los  complejos  organometálicos  de  Pt  (II)  y  Rh  (I)  los  cuales  también 

fueron  evaluados  inicialmente  contra  el  cáncer  han mostrado  una  actividad  in  vitro 
relativamente  alta  contra  promastigotes  y  amastigotes  de  Leishmania  donovani 
(Mesa, 1996). 

A  pesar  de  los  efectos  secundarios,  de  los  fracasos  terapéuticos  y  de  la  resistencia 

creciente a los medicamentos, no existe una terapia alternativa eficaz es por ello que 

es necesario la búsqueda de un nuevo agente o tratamiento contra la Leishmania. 

1.3 TERAPIA FOTODINÁMICA (TFD). 

La TFD es un novedoso método utilizado para  la detección y destrucción de tejidos 

cancerosos, en algunas enfermedades de la piel y en la destrucción de bacterias, virus 

y  parásitos  (Wainwringht,  1998).  Se  basa  en  que  ciertos  compuestos  denominados 

fotosensibilizadores  (FS)  pueden  causar  la  destrucción  selectiva  de  tejidos  por  la 

acción  de  especies  reactivas  del  oxígeno,  tales  como  el  oxígeno  singulete  1 O2,
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radicales hidróxilo • OH, el anión radical superóxido O ­• 2, y el peróxido de hidrógeno 

H2O2. Estas especies son generadas por la interacción entre el oxígeno molecular o un 

sustrato orgánico con el FS excitado por radiación visible (Hansan et al., 1999). 

La  radiación  visible  empleada  en  la  TFD  para  la  excitación  de  los  FS,  cubre  un 

limitado rango de longitudes de onda (λ entre 400 y 700 nm), y es la porción roja del 

espectro  electromagnético  la  que  tiene  mayor  utilidad  en  la  TFD,  por  cuanto  esta 

puede penetrar la piel con mayor profundidad (Macdonald y Dougherty, 2001). 

Figura 2. Fotorreacciones tipo I y II presentes en la terapia fotodinámica. 

1 P * _______________  Fotorreacciones Tipo I 

1 O2 

_________ 3 P *  3 O2 
Fotorreacciones Tipo II 

1 P_________________________        ____ 3 O2 

*  1 P es el fotosensibilizador en estado basal singulete, 3 P * es el fotosensibilizador en 

estado  excitado  triplete,  S  es  la  molécula  de  sustrato,  P ­  es  la  molécula  de 

fotosensibilizador reducida, S + es la molécula de sustrato oxidada. 

1.3.1 Mecanismos fotoquímicos presentes en la TFD. El proceso de generación de 

las  especies  oxidantes  se  inicia  cuando  el  FS  es  irradiado  con  luz  visible  de  una 

longitud de onda apropiada. Esta radiación excita al cromóforo o FS hasta el estado 

3 P * + S  3 P * +  S + 

P ­ + O2  P ­ + O ­ 2 
3 P * + O * 2  P +  +  O ­ 2 

3 P *  +  3 O2 
1 P  +  1 O2 

1 O2  +  S                          S(O) 

Fluorescencia 

Absorbancia  Fosforescencia 
1270 nm
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singulete excitado (identificado como  1 P *  en la Figura 2) el cual puede relajarse por 

dos vías:  (i) por emisión de un  fotón  fluorescente que  regresa el FS  hasta el estado 

fundamental  y  (ii)  pasar  al  estado  excitado  triplete  ( 3 P + )  por  cruzamiento  ínter­ 

sistema.  Se  han  propuesto  dos  mecanismos  de  reacción  en  la  TFD  denominados 

fotorreacciones tipo I y tipo II, en los cuales el FS en se encuentra en el estado triplete 

excitado  (Figura  2).  La  presencia  de  uno  u  otro  mecanismo  depende  de  la 

concentración de oxígeno en los tejidos y del tiempo de vida media de FS en el estado 

triplete excitado (Wainwringht, 1998). 

Las  fotorreacciones  tipo  I  se  caracterizan  porque  ocurren  en  células  con 

concentraciones  de  oxígeno  relativamente  bajas  o  en  ambientes  más  polares 

(Sharman  et  al.,  1999).  En  este  caso  el  FS  en  su  estado  triplete  excitado  puede 

transferirle un electrón a los sustratos orgánicos (S) produciendo su oxidación (S + ) y 

la  formación del FS  reducido  (P ­ ). Este último  tiene  la capacidad de  reaccionar con 

oxígeno  molecular  para  producir  aniones  superóxido  (O ­ 2).  En  este  tipo  de 

fotorreaciones  el  anión  radical  superóxido  (O ­• 2)  también  puede  generarse  por  la 

interacción entre el FS en estado triplete excitado y un radical superóxido (O • 2). Las 

fotorreacciones tipo I se caracterizan por la generación de radicales  libres ya sea del 

sustrato (S * ) o del FS (P*) que pueden en principio inducir una cascada peroxidativa 

(Sharman et al., 1999). 

Las fotorreacciones tipo II ocurren en ambientes más oxigenados, en este caso el FS 

en estado triplete excitado, fácilmente transfiere  su energía al oxígeno molecular en 

estado  basal  ( 3 O2),  transformándolo  en  oxígeno  singulete  ( 1 O2).  Esta  especie  es 

considerada  en  TFD  como  la  principal  responsable  de  la  oxidación  de  sustratos 

orgánicos (S), principalmente lípidos, causando la destrucción de los tejidos celulares 

(Macdonald y Dougherty, 2001).
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El  fotosensibilizador  en  estado  triplete  excitado  puede  relajarse  al  estado  basal  sin 

intervenir  en  ninguno  de  los  dos  tipos  de  fotorreacciones,  este  proceso  está 

acompañado por la emisión de un fotón fosforescente. 

El tipo de muerte celular en la TFD dependiendo en gran mediada de la localización 

del  fotosensibilizador  en  la  célula.  Los  FS  localizados  en  los  lisosomas  y  en  las 

membranas  celulares  inducen  necrosis  (involucra  proceso  inflamatorios)  y  los  FS 

localizados en la mitocondria inducen muerte celular por apoptosis (Belichenco et al, 

2001;Chiu et al, 2001; Hieh et al, 2003). 

1.3.2 Mecanismos  de  fotooxidación  de  las  membranas  lipídicas  en  la  TFD.  La 

química  de  la  fotooxidación  de  lípidos,  de  forma  similar  a  los  procesos 

fotodinámicos,  puede  ser  clasificada  como  tipo  I  o  tipo  II.  En  el  primer  caso  los 

responsables  de  la  oxidación  lipídica  son  los  radicales  libres  formados  en  las 

fotorreacciones  tipo  I  y  en  el  segundo  caso  el  responsable  es  el  oxígeno  singulete 

generado en  las  fotorreacciones tipo II. La presencia de  los hidroperóxidos  lipídicos 

en las membranas celulares induce la formación de defectos estructurales y canales en 

las bicapas lo que puede llegar a ocasionar un incremento de la permeabilidad de los 

iones H + , OH ­ , induciendo una disminución del potencial eléctrico. En las membranas 

celulares, además de estos efectos se puede presentar la oxidación de los grupos S­H 

de  las  proteínas  que  actúan  como  bombas  de  calcio,  dando  como  resultado  un 

incremento intracelular de iones Ca 2+ ; finalmente se presenta la muerte de las células 

por efecto de la lisis (Vladimirov et al., 2004). 

Los  principales  intermediarios  o  productos  de  la  fotooxidación  de  las  membranas 

lipídicas  son  los  hidroperóxidos  de  los  fosfolípidos  (LOOHs)  e  hidroperóxidos  del 

colesterol (COOHs). La identificación de estos compuestos nos permiten determinar 

cual  especie  reactiva  del  oxígeno  o  cual  fotorreacción  está  involucrada  la  TFD 

(Girotti, 2001).
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La  fotooxidación  de  lípidos  tipo  I  son  reacciones  radicalarias.  Se  inicia  cuando  el 

OH* retira  un hidrógeno alílico de un lípido insaturado (LH) como se aprecia en la 

ecuación  (1).  Las  ecuaciones  (2)  y  (3)  corresponden  a  los  pasos  de  propagación  y 

finalización  de  la  reacción. En  el  caso  particular  de  los  fosfolípidos  este  hidrógeno 

proviene  del  grupo  acilo  sn­2,  mientras  que  para  el  colesterol  el  hidrógeno 

corresponde al carbono 7. 

L:H + OH •  →  L • + H2O  (1) 

L • + 3 O2  →  LOO •  (2) 

LOO • + LH  →  LOOH + L •  (3) 

Para el caso de  las  fotooxidación de  lípidos tipo II, el 1 O2  reacciona con  los grupos 

acilo sn­2 y con el colesterol para dar pocos hidroperoxidos. 

L:H + 1 O2  →  LOOH  (4) 

Por  ejemplo,  el  1­palmitoil­2­linoleil­sn­glicero­3­fosfocolina  al  ser  atacado  por  el 

oxígeno singulete genera cuatro hidroperoxidos, dos de los cuales (10­OOH y el 12­ 

OOH)  son  específicos  para  esta  especie  y  nos  permiten  confirma  la  presencia  de 

fotorreacciones tipo II, como se precia en la siguiente ecuación. 

N 
O  P 

O 

O 

O 

O 

O 

O 

O 

La reacción por radicales para este mismo fosfolípido genera sólo dos hidroperoxidos 

el 9­OOH y el 13­OOH, lamentablemente su identificación no nos permite confirmar 

la  presencia  de  las  fotorreacciones  tipo  I.  En  la  siguiente  ecuación  química  se 

9 
12 

11 
13 

10  + 1 O2 

No conjugados 
10­OOH + 12­OOH 

Conjugados 
9­OOH + 13­OOH
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aprecian  los productos obtenidos en  las  fotorreacciones  tipo  I para el 1­palmitoil­2­ 

linoleil­sn­glicero­3­fosfocolina. 

Los  productos obtenidos  de  la  reacción  entre  el  colesterol  y  el  oxígeno  singulete  o 

con radicales pueden ser utilizados para determinar el tipo de fotorreacción presente. 

Por ejemplo, la detección del 5α­OOH confirma la presencia de la especie 1 O2  como 

se muestra en la siguiente reacción (Cheien et al., 2002; Caruso et al., 1996; Kulig y 

Smith, 1973; Ubhayasekera et al., 2004; Chien et al., 2004) 

En la oxidación del colesterol por radicales se obtienen dos productos el 7α y β­OOH 

(reacciones  tipo  I),  y  cuando  esta oxidación  se  lleva  a  cabo  por  efecto  del  oxígeno 

O H 

C 8 H 17 

O H 

C 8 H 17 

R2 

R1 

O H 

C 8 H 17 

OOH 

O H 

C 8 H 17 

R2 R1 

Tipo I 
(radicales) 

Tipo II 

R1         R2 

5α­OOH 

R1         R2 

6α­OOH    OOH     H 
6ß­OOH      H       OOH 

( 1 O2 ) 

7α­OOH       OOH       H 
7ß­OOH        H         OOH 

+ OH *  9­OOH + 13­OOH 9    10 
12   13 

11 

•
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singulete se obtienen los mismos hidroperóxidos obtenidos en las reacciones tipo I y 

el 5α­OOH el cual es especifico para la especie 1 O2. 

La  identificación  del hidroperóxido  de  colesterol  5α­OOH,  es  confirmatorio  de  la 

presencia del 1 O2, como se precia en la siguiente reacción. 

1.3.3  Fotosensibilizadores  (FS)  empleados  en  la  terapia  fotodinámica.  La 

selectividad dual de la TFD ha mostrado que este es un tratamiento propicio para la 

destrucción  de  células  cancerígenas,  de  virus,  bacterias  y  parásitos  (Wainwringht, 

1998). Esta selectividad se  logra porque la  irradiación se  limita al área que se desea 

destruir y porque  los tejidos enfermos poseen alta afinidad por los FS (Kimel et al., 

2000). 

Los fotosensibilizadores se han clasificado como FS de primera y segunda generación 

(Ver  Apéndice  4).  En  la  primera  categoría  se  encuentran  las  porfirinas  y  sus 

derivados,  cuya  principal  desventaja  para  ser  usados  en  la  TFD  es  que  la  máxima 

absorción de estos compuestos ocurre a  longitudes de onda menores de 650  nm,  lo 

cual  impide  una  mayor  penetración  de  esta  radiación  en  los  tejidos  (Kimel  et  al., 

2000). El fotofrin®, es el derivado hematoporfirinico comercial más importante en el 

tratamiento contra el cáncer. Ha sido aprobado como FS en el tratamiento de cáncer 

de esófago y endobronquial en varios países (Chwilkowska et al; 2003; Hsieh et al., 

2003; Bellnier et al., 1997). 

El protoporfirinogeno IX (Pp IX) es una porfirina perteneciente a los FS de la primera 

generación. Es generado dentro de la célula en la biosíntesis del grupo hemo a partir 

del ácido 5­aminolevulinico ALA (Hornung et al, 1999; Weiss et al., 2003; Scarmato 

et al., 2003). Recientemente se ha inducido su formación y acumulación con ayuda de 

el  ALA  y  una  enzima  que  inhibe  la  ferroquelatasa,  esta  enzima  se  encarga  de 

incorporar el hierro al Pp IX para formar el grupo hemo (Bhasin et al., 2002)
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Los  fotosensibilizadores  de  segunda  generación  poseen  ciertas  ventajas  sobre  los 

derivados  hematoporfirinicos  ya  que  absorben  a  longitudes  de  onda mayores.  Esto 

permite que sean utilizados para tratar células cancerígenas que se encuentran a una 

mayor profundidad de la piel, además estos FS se eliminan fácilmente del organismo, 

lo  cual  evita  la  sensibilización  de  los  pacientes  por  largos  periodos  de  tiempo 

(Macdonald y Dougherty., 2001). 

Las clorinas son FS de segunda generación los cuales han mostrado una alta actividad 

fotocitotoxica  in  vitro.  Por  ejemplo  la meta­tetra  (hidroxifenil)  clorina  ha mostrado 

una alta actividad contra células de cáncer HT 29 (Bourdon et al, 2000) y la clorina 

E6  ha  sido  evaluada  con  éxito  en  células  resistentes  a  múltiples  drogas  contra  el 

cáncer (Merlin et al., 2002). 

Otro grupo de FS pertenecientes a  la segunda generación son  las  ftalocianinas (Pc), 

las cuales satisfacen la mayoría de los requerimientos que debe tener un FS para ser 

utilizados  en  la  TFD.  Las  ftalocianinas  se  caracterizan  por:  (i)  poseer  un  pico  de 

máxima  absorción  en  la  parte  roja  del  espectro  electromagnético,  (ii)  poseen  baja 

toxicidad y alta selectividad y (iii) se pueden obtener altamente puras. Otra ventaja de 

las Pc es que sus propiedades fisicoquímicas pueden ser modificadas por varias vías, 

entre ellas, por la inclusión de un metal central apropiado, por la inclusión de grupos 

funcionales  en  la  periferia  y  por  la  inclusión  de  grupos  funcionales  en  la  posición 

axial. Esta particularidad solo se puede realizar en  las Pc que contienen metales del 

grupo  IV (silicio  y germanio)  las cuales poseen  una  alta eficiencia cuántica para  la 

generación del estado triplete excitado. (Waszkowiak et al., 2002). 

Algunas  Pc  de  aluminio  y  zinc  han  mostrado  un  interesante  efecto  fotocitotóxico, 

(Lukyanets et al., 1999; Leznoff et  al., 1989; Decreau et al., 1999) en comparación 

con  el  fotofrin. Este  aspecto  está  relacionado  con  la mayor  absortividad molar  que 

poseen las Pc a radiaciones cercanas a los 700 nm (Gao et al., 2001; Kharisov et al., 

2004; Maree et al., 2001; Kassab et al., 2000). También se ha observado que  las Ft
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solo  requieren  una  tercera  parte  del  oxígeno  (∼10  mmHg)  del  requerido  por  los 

derivados  hematoporfirinicos,  para  obtener  una  eficiencia  cuántica  similar  a  las 

porfirinas (Leznoff et al., 1989). 

1.4 FTALOCIANINAS DE SILICIO (PcSi) 

Las  PcSi  presentan  la  característica  especial  de  llevar  uniones  axiales  (Si­R,  Ver 

Figura 3), perpendiculares a las uniones planares del silicio con los cuatro nitrógenos 

del macrociclo de la Pc donde el silicio presenta estructura octaédrica (Benar, 1979). 

Las  PcSi  han mostrado muy  buenos  resultados  en  la  TFD  para  destruir  células  de 

cáncer, ejemplo de ello es la denominada Pc4 (Esposito et al., 1978). Esta PcSi tiene 

la  capacidad  de  localizarse  en  las  mitocondrias  (posiblemente  por  su  carácter 

amfifilico), e inducir muerte celular por apoptosis posiblemente por la liberación del 

citocromo  c  desde  la  mitocondria  al  citosol,  lo  que  ocasiona  la  inhibición  de  la 

respiración  celular  (Varnes  et  al.,  1999; Chiu  et  al.,  2001; Belichenco  et  al.,  2001; 

Nagy et al., 2000; Reddan et al., 1999). Algunas PcSi dicationicas se han utilizado en 

complejos con suero bovino fetal para incrementar su actividad en células tumorales 

(Huang et al., 2003) 

Figura 3. Estructura de las ftalocianinas de silicio sustituidas axialmente. 
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* El  grupo  axial R  puede  ser  uno  de  los  siguientes  grupos:  alquilo,  arilo,  alcóxido, 

acilo, siloxilo, halógenos e hidróxilo.
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En esta investigación se emplearon las PcSi por su alta estabilidad térmica y química 

e  interesantes  propiedades  ópticas  principalmente  porque  absorben  a  longitudes  de 

onda cercanas a los 700 nm. Además, los grupos tri­n hexilsiloxido axiales, de una de 

la  PcSi  utilizada,  evitan  que  en  solución  formen  agregados  que  desactivan 

rápidamente el estado triplete de la Pc (Leznoff et al., 1989). 

El principal inconveniente de las PcSi es su alta hidrofobicidad, inducida por el anillo 

ftalocianinico  lo cual  impide que estos FS puedan ser utilizadas directamente en  los 

cultivos  celulares,  haciendo  necesario  el  uso  de  solventes  orgánicos  o  sistemas 

transportadores.  Esta  falta  de  solubilidad  se  ha  resuelto  con  la  incorporación  de 

grupos altamente hidrófilos  tales como (COO­, SO3 
­ ) en  la periferia del anillo. Esta 

estrategia aunque permite su administración directa al torrente sanguíneo, disminuye 

su  incorporación  en  las  células  porque  se  reduce  la  afinidad  de  la  Pc  por  las 

membranas de las células (Kimel et al., 2000). 

Estos  inconvenientes  han  sido  resueltos  con  la  utilización  de  liposomas  como 

transportadores de estas Pc. Estos transportadores además de permitir  la  solubilidad 

de las Pc en solventes acuosos, ha incrementado la absorción de las Pc en las células 

enfermas ocasionando una mayor actividad fototóxica. (Whorle et al., 1999; Decreau 

et  al.,  1999).  En  esta  investigación  se  utilizaron  liposomas  de  fosfatidilcolina  y 

colesterol  para  incrementar  la  solubilidad  de  las  PcSi  y  para  dirigir  estas  a  los 

fagolisosomas donde se encuentran los parásitos de Leishmania. 

1.5 LIPOSOMAS 

1.5.1 Generalidades. Los liposomas son partículas esféricas de tamaño nanométrico, 

constituidas  por  una  o  más  bicapas  de  lípidos,  principalmente  fosfolípidos  y 

colesterol. Estas bicapas de lípidos encierran en su interior una fase acuosa. Debido a
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este carácter amfipático se pueden incorporar sustancias hidrófobas entre sus bicapas 

lipídicas y sustancias hidrófilas en la fase acuosa. (Metselaar et al., 2003). 

Dependiendo del número de bicapas lipídicas (lamelas) los liposomas se clasifican en 

vesículas multilamelares (VML) y vesículas unilamelares (VUL) (Ver Figura 4). Las 

VML  poseen  tamaños  de  partícula  entre  350­1000  nm  y  están  formados  por  un 

compartimiento acuoso central y varios  interlamelares así como un número variable 

de bicapas. 

Figura 4. Clasificación de los liposomas según su lamelaredad y tamaño. 

Las VUL están formadas por una bicapa que engloba un compartimiento acuoso, las 

cuales dependiendo de su tamaño se subdividen en vesículas unilamelares pequeñas 

(SUV) con tamaños entre 25­50 nm y las vesículas unilamelares grandes con tamaños 

que van de 50­250 nm. (Ver Figura 4): Las VUL que miden alrededor de los 100 nm 

son frecuentemente usadas como transportadores de medicamentos debido a su mejor 

distribución en el organismo (Hope et al., 1986; Sulkowski et al., 2005). Las VML se 

obtienen por hidratación de una película  lipídica y  las VUL se obtienen por ruptura 

mediante radiación ultrasónica o por extrusión y reacomodación de las membranas de 

(VML) Vesícula 
Multilamelar 

1 µm 
(VUL) Vesícula 
Unilamelares 300 

nm 

(SUV) Vesícula 
Unilamelares 
pequeñas < 100 

nm



34 

las VML (MacDonald et al., 1990). Las propiedades de los liposomas y su aplicación 

en  el  área  médica  dependen  de  las  características  de  los  lípidos  que  componen  la 

membrana (Sulkowski et al., 2005). 

Los  medicamentos  contenidos  en  los  liposomas  deben  liberarse  en  respuesta  a  un 

estímulo  específico  del  sitio  donde  se  quiere  dirigir  los  compuestos  activos.  Las 

estrategias desarrolladas para inducir la ruptura de los liposomas y la liberación de los 

componentes activos que ellos transportan  incluye:  formación de defectos y canales 

en  las  bicapas  lipídicas,  transición  de  la  fase  lamelar  a  micelar  o  a  hexagonal  y 

separación de las fases lipídicas y la fusión liposomal. 

Los  estímulos  que  inducen  la  liberación  de  los  medicamentos  desde  los  liposomas 

pueden  ser  externos  tales  como  calor  o  luz  o  ser  estímulos  biológicos  tales  como 

cambio  de  pH,  ruptura  por  enzimas  o  cambio  del  potencial  redox.  Finalmente  los 

componentes químicos que  responden  a estos estímulos e  inducen  la  ruptura de  los 

liposomas  incluyen:  lípidos  ionizables,  lípidos con una temperatura de transición de 

fase deseada, polímeros y péptidos  ionizables, detergentes  ionizables,  isomerización 

cis­trans y radicales libres generados por compuestos tales como fotosensores (Guo y 

Szoka, 2002). 

1.5.2  Composición  química  de  los  liposomas.  Los  liposomas  se  preparan 

principalmente  a  partir  de  fosfolípidos  y  colesterol. Estos  lípidos  son  biomoléculas 

orgánicas presentes en las membranas celulares de plantas y animales. Generalmente 

son insolubles en agua y muy solubles en solventes orgánicos de baja polaridad. Los 

fosfolípidos  comúnmente  usados  son:  fosfatidilcolina,  fosfatidilserina, 

fosfatidilglicerol,  esfingomielina,  diestearoil  fosfatidilcolina, 

dimiristoilfosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina (Konvertier, 2004). 

Los  fosfolípidos  le  dan  la  forma  espacial  de  los  liposomas.  La  parte  hidrófoba  la 

forman  largas  cadenas  de  ácidos  grasos  y  la  parte  hidrófila  es  el  extremo  dipolar
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iónico  (el  grupo  fosfato  sustituido)  (Ver  Figura  5).  Estas  moléculas  en  soluciones 

acuosas tienden a formar capas dobles, para ello se alinean dos hileras de moléculas, 

la parte posterior con la parte posterior, con sus extremos polares proyectándose hacia 

el  agua  de  las  dos  superficies  de  la  capa  doble.  El  grueso  de  la  capa  doble  está 

formado  por  las  cadenas  de  ácidos  grasos  en  donde  es  posible  disolver  moléculas 

(medicamentos) no polares (Otake et al., 2001). 

Figura 5. Estructura molecular de los fosfolípidos. 

(a) Estructura molecular de la fosfatidilcolina (b) Grupos funcionales que componen 

los fosfolípidos. 

Los  fosfolípidos a menudo presentan estados  intermedios entre  los estados  sólido  y 

líquido conocidos como mesofases o cristales  líquidos, en donde  las propiedades de
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los  sólidos  y  de  los  líquidos  son  observadas.  Estas  mesofases  son  obtenidas  al 

someter  los  fosfolípidos a una determinada temperatura denominada temperatura de 

transición (Ver Figura 6). La temperatura ocasiona  la  transición de  la conformación 

cis a trans de las múltiples insaturaciones de las fracciones acílicas de la posición sn­2 

de los fosfolípidos naturales (Konvertiert, 2004). 

Figura 6. Estructuras teóricas de los estados que pueden presentar los  fosfolípidos. 

Los requerimientos espaciales del estado cristal­líquido son mayores que en el estado 

sólido (Konvertier, 2004). Al hidratar  los  fosfolípidos en su estado cristal­liquido se 

forman diversos arreglos tridimensionales (mezcla de  fosfolípidos y agua) cada uno 

con  una  fase  característica. Estos  arreglos  se  pueden  explicar  a  partir  de  un  simple 

modelo el cual se fundamenta en la “forma teórica de los fosfolípidos” y a la facilidad 

que estos poseen para agruparse ordenadamente en el espacio, como se aprecia en la 

tabla 1. 

El colesterol es un esteroide con un núcleo cíclico semejante al del fenantreno, al cual 

se  le une un anillo ciclopentano. Este  lípido  tiene  la capacidad de conferirle mayor 

estabilidad  a  los  liposomas  porque  permite  un  mejor  acomodamiento  de  los 

fosfolípidos  en  la  bicapa  (Ver  Figura5).  Esta  estabilidad  impide  el  intercambio 

lipídico  entre  los  liposomas  y  hace  menos  fluida  las  membranas  liposomales 

(Sulkowski et al., 2005; Gelabert y Díaz, 2001).
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Tabla 1.  Estructuras espaciales teóricas de los lípidos en la fase de cristal­líquido. 

Lípido  Forma  Organización  Fase 

Lisofosfolipidos  Isotropita 

Hexagonal I 

Fosfatidilcolina 

­Serina 

­Inositol 

Lamelar 

Cúbica 

Fosfatidiletanolamina 

Ácido fosfatídico 

Colesterol 

Miscelas 

invertidas 

Hexagonal II 

Mezclas de 

lisofosfatidilcolina y 

fosfatidiletanolamina  Lamelar 

* Organización y fase de las vesículas que se forman al ser hidratados 

1.5.3 Utilización  de  los  liposomas  como  transportadores  de medicamentos. Los 

liposomas  han  sido  utilizados  como  transportadores  de  medicamentos  por  su 

capacidad de interaccionar fácilmente con diversos tipos de células. Esta interacción 

puede  ocurrir  por:  adsorción,  fusión,  transferencia  lipídica  o  por  contacto  célula­ 

liposoma.  Se  pueden  diseñar  liposomas  específicos  para  cierto  tipo  de  células 

(Gelabert y Díaz, 2001). Por ejemplo, liposomas preparados con tamaños superiores a 

10 nm, podrían llegar a los tejidos enfermos (tejidos neoplásicos), que por lo general 

presenta  poros  entre  100­1000 nm y  no  a  tejidos  sanos  que  en  su microvasculatura 

presentan tamaños menores a 10 nm (Romero et al., 1999).
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La mayoría de los tratamientos con medicamentos liposomales presentan una mayor 

especificidad,  mayor  índice  terapéutico  porque  se  disminuye  la  toxicidad  asociada 

con  la  no  especificidad  de  la  distribución  de  los  medicamentos  y  aumenta  la 

localización del medicamento en los tejidos enfermos (Papahadjopoulos, 1999). 

En  recientes  investigaciones  se  han  evaluado  la  actividad  de  un  gran  número  de 

estructuras moleculares encapsuladas en liposomas sobre diversas enfermedades. Los 

liposomas  sensibles  al  pH  son  utilizados  frecuentemente  como  transportadores  de 

material genético, por ejemplo se han encapsulado agentes antivirales en este tipo de 

liposomas para afectar la replicación de HIV en macrófagos (Duzgunes et al., 2005), 

también  como  transportadores  de material  genético  contra  algunos  tipos  de  cáncer 

(Dutour  et  al.,  2004).  También  han  sido  utilizados  en  el  transporte  de  ciertos 

esteroides  liposomales  en  el  tratamiento  contra  el  asma  (Konduri,  2005),  como 

transportadores de anestésicos opiodes  (Rose et al., 2005), como transportadores de 

antibióticos  (Salem  et  al.,  2005),  en  el  transporte  de  aminas  usadas  como 

antidepresivos  (Ahyayauch  et  al.,  2004),  en  el  transporte  de  beznidazol  contra  la 

enfermedad de Chagas (Morilla et al, 2005), en el transporte de antioxidantes como la 

superóxido  dismutasa  en  el  tratamiento  contra  la  artritis  (Cruz  et  al;  2005)  y  en 

algunas  aplicaciones  cosméticas  y  dermatológicas  (Foco  et  al.,  2005;  Betz  et  al., 

2005; Sinico et al; 2005). 

El uso de liposomas ha permitido obtener excelentes resultados de  incorporación de 

los FS  en  las  células  y  se  ha observado un  incremento considerable de  la actividad 

contra  células  cancerígenas  (Scarmato  et  al.,  2000;  Igarashi  et  al.,  2003).  Las 

formulaciones liposomales no afectan la presencia de uno u otro tipo de fotorreación 

en  la  TFD  y  en  algunas  investigaciones  en  las  que  se  utilizan  los  liposomas  para 

incrementar  la  incorporación  de  estos  FS  en  células  se  ha  logrado  detectar  la 

generación de oxígeno singulete (Baier et al; 2004; Heyne et al; 2005).



39 

2. METODOLOGÍA 

Para el desarrollo de esta investigación seguimos el orden establecido en el diagrama 

de  flujo  de  la Figura  7. La  etapa  inicial  consistió  en  la  estandarización  del método 

modificado de Bangham (Otake, 2001), para preparar  las  ftalocianinas  liposomales. 

Estas  formulaciones  luego  fueron  caracterizadas  por  espectrometría 

ultravioletavisible.  Posteriormente  se  determinaron  importantes  características 

biológicas como su incorporación en células de mamífero y en células infectadas con 

amastigotes intracelulares de L. chagasi. 

Figura 7. Diagrama de flujo de las etapas principales realizadas en esta investigación.
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Finalmente se evaluó la actividad fototóxica in vitro de estos compuestos en células y 

amastigotes  intracelulares  de  L.  chagasi.  La  actividad  que  presentaron  las  PcSi 
liposomales fue comparada con las PcSi libres. 

2.1 MATERIALES 

2.1.1  Parásitos.  Se  utilizó  una  cepa  de  referencia  de  Leishmania  chagasi 
(HOM/BR/74/PP75).  Los  promatigotes  fueron  cultivados  en  medio  RPMI  1640 

(Gibco) con 20 % de suero bovino fetal inactivado (SBFi) a 27 °C. 

2.1.2 Células.  Se utilizó una  línea celular de monocítos tumorales humanos THP­1 

(ATCC). Estas células fueron mantenidas en medio RPMI con 20 % de SBFi a 37 ºC 

y una atmósfera que contiene 5 % de CO2 y 95 % de humedad. Las  células  fueron 

transformadas a macrófagos con forbol miristato acetato (PMA, Sigma). 

2.1.3  Fotosensibilizadores.  Se  emplearon  las  siguientes  ftalocianinas  de  silicio 

(PcSi):  (i)  bis  (cloro)  ftalocianina de  silicio  [PcSiCl2]  disuelta  en  dimetilformamida 

(DMF)  y  (ii)  bis(Tri­n­hexilsiloxido)  ftalocianina  de  silicio  [TriHex]  disuelta  en 

tetrahidrofurano  (THF).  Para  los  ensayos  de  fotocitotoxicidad  se  utilizó  una 

concentración máxima de  la  ftalocianina  igual a 10x10 ­6 M, para ello  las soluciones 

se  diluyeron  en  medio  de  cultivo  celular  (RPMI  1640)  teniendo  en  cuenta  que  el 

volumen de solvente orgánico no excediera a 0.5 % v/v. Estas Pc fueron adquiridas 

comercialmente  (Sigma­Aldrich)  y  denominadas  en  este  trabajo  como  ftalocianinas 

libres.  Los  nombres,  los  grupos  axiales  unidos  al  átomo  de  silicio  central  y  las 

propiedades  físicas  más  relevantes  para  las  dos  ftalocianinas  utilizadas  se  pueden 

apreciar en la tabla 2.
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Tabla 2. Formulaciones de las ftalocianinas de silicio libres utilizadas. 

Ftalocianinas de silicio 

N 

N 
N 

N 

N 

N 

N 

N 

Si  R R 

Nombres de la ftalocianina 
Grupo sustituyente 

representados por R 

Propiedades 

físicas y solvente 

utilizado 

Bis(Tri­n­hexilsiloxi)silico 

ftalocianina  O  Si 

λmax= 669 nm 

ε ≈ 10 5 M ­1 cm ­1 

Tetrahidrofurano 

(THF) 

Bis(cloro) silico ftalocianina 
Cl2 

λmax= 673 

ε > 10 5 M ­1 cm ­1 

Dimetilformamida 

(DMF) 

* Abreviaciones: ε: absortividad molar en solventes orgánicos, R : grupo sustituyente 

unido axialmente al átomo de silicio. 

2.1.4 Ftalocianinas  liposomales.  Las  ftalocianinas  de  silicio TriHex  y PcSiCl2  se 

encapsularon en vesículas unilamelares de fosfatidilcolina (FC) y colesterol (Col), las 

cuales fueron denominadas en este trabajo como se describe más adelante en la tabla 

3.
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2.1.5  Sistema  de  irradiación.  Se  utilizó  un  sistema  láser  clase  III  b  de  Edmund 

Industrial Optics   acoplado a una fibra óptica (longitud de onda 670 nm, potencia de 

salida entre 0 y 300 mW). 

2.2  PREPARACIÓN  DE  LAS  FTALOCIANINAS  DE  SILICIO 
LIPOSOMALES. 

Se  prepararon  tres  liposomas  de  igual  composición  lipídica,  en  dos  de  ellos  fueron 

incorporadas  las  ftalocianinas  de  silicio  y  en  el  tercer  liposoma  se  dejó  sin 

ftalocianina. Este último fue utilizado como control negativo en los ensayos. 

Para  la  preparación  de  los  liposomas  se  utilizó  el  método  de  Bangham  y 

colaboradores  (Otake,  2001)  con  una  modificación  para  obtener  las  vesículas 

unilamelares pequeñas (SUV). Este método consiste en dos pasos fundamentales: (i) 

formación de una capa lipídica y (ii) la hidratación de esta para obtener las vesículas 

multilaminares  (VML).  Luego  las  VML  fueron  modificadas  a  SUV  por  radiación 

ultrasónica. 

La  relación  lipídica  utilizada  para  la  preparación  de  las  PcSi­liposomales  SUV  fue 

establecida  previamente  en  una  serie  de  experimentos,  en  los  cuales  se  prepararon 

cuatro liposomas VML, cada uno con diferente relación lipídica. A estos liposomas se 

les  evaluó  la  cantidad  de  PcSi  incorporada  y  su  actividad  fotocitotóxica  en  células 

THP­1.  En  estos  experimentos  se  pudo  determinar  que  las  VML  que  presentaron 

mayor  incorporación  de  la  ftalocianina  TriHex  y  mayor  actividad  fototóxica  en 

células  THP­1  fueron  las  que  se  prepararon  con  la  siguiente  composición  lipídica: 

colesterol  38%  y  fosfatidilcolina  62%.  Por  tal  razón  las  demás  formulaciones 

liposomales  de  las  ftalocianinas  de  silicio  se  prepararon  con  el  mismo  porcentaje 

lipídico



43 

El  procedimiento  para  la  obtención  de  las SUV  se  inició  con  la  preparación de  los 

stocks de lípidos y ftalocianinas. Para ello se preparó una solución de colesterol y de 

fosfatidilcolina  ambas  a  una  concentración  de  10 µmol/mL  utilizando 

cloroformo:metanol (90:10 v/v) como solvente. Debido a que la fosfatidilcolina posee 

alrededor de 35 % de impurezas, se eliminó el mayor porcentaje de estos con varios 

lavados  con  acetona  como  se  indica  en  el  apéndice  2. Las PcSi,  TriHex  y  PcSiCl2 
fueron  disueltas  en  tetrahidrofurano  y  diclorometano  respectivamente  a  una 

concentración de 2 x10 ­3 M. 

Para formar la capa lipídica se depositaron en un balón fondo redondo 14.95 µmol de 

colesterol,  24.38 µmol  de  fosfatidilcolina  y  0.67 µmol  de  PcSi  (la  relación  molar 

lípido: ftalocianina fue 59:1). El solvente fue retirado a 40ºC en un roto­evaporador a 

una velocidad de rotación 140 revoluciones por minuto, durante 40 minutos. La capa 

lipídica fue hidratada con 4 mL de una solución tamponada de Tris base 10 mM (0.9 

%  p/v  de  NaCl  y  pH  7.4)  durante  15  minutos,  utilizando  agitación  magnética  y 

esferas de vidrio (5­6 esferas) para facilitar la hidratación. 

Los  liposomas SUV  fueron obtenidos a partir de  los  liposomas VML dejando estas 

últimas  en  ultrasonido  durante  20  minutos  a  40  ºC.  Posteriormente,  el  compuesto 

activo que no fue encapsulado por los liposomas SUV fue separado por precipitación 

en  una  centrifuga  a  1200  revoluciones  por  minuto  y  4  ºC.  En  el  sobrenadante 

permanecieron las SUV porque su masa es tan pequeña no precipitan al centrifugar la 

suspensión.  Todos  los  liposomas  obtenidos  se  depositaron  en  frascos  ámbar  y  se 

almacenaron a 4ºC.
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2.3 CARACTERIZACIÓN DE LOS LIPOSOMAS 

La caracterización de  los  liposomas se  llevó a cabo por espectrometría ultravioleta­ 

visible  para  determinar  principalmente  la  concentración  de  fosfolípidos  y  de 

ftalocianina. Igualmente se determinó su estabilidad en el tiempo de almacenamiento. 

2.3.1 Determinación de la concentración de los fosfolípidos.  La cuantificación de 

los  fosfolípidos  se  realizó  por  el  micrométodo  de  Bartlett  (Botcher,  1961),  el  cual 

consiste  en  la  reacción  del  molibdeno  (Mo)  con  los  aniones  fosfato  (PO4 
­3  de  los 

fosfolípidos)  para  formar  heteropoliácidos  que  a  su  vez  reaccionan  en medio  ácido 

con  iones  tartrato  y  amonio,  formando  el  molibdofosfato  de  amonio  de  coloración 

azul, el cual puede fue cuantificado por espectrometría a 818 nm. 

Para los ensayos se preparó una solución de fosfatos (32 nmol de NaHPO42H2O/mL 

de  agua)  y  se  elaboró  una  curva  de  calibración  preparando  cinco  concentraciones 

diferentes  de  fosfato  en  el  rango  10­50  nmol,  adicionando  los  volúmenes 

correspondientes en tubos de ensayo. Luego, se adicionó 0.2 mL de ácido perclórico 

tanto a los tubo que contenía los puntos de la curva como a las muestras (2­5 µL) de 

los  liposomas  y  se  calentó  durante  30 minutos  a  una  temperatura  entre  180­190°C. 

Posteriormente,  se  dejó  enfriar  a  temperatura  ambiente  y  se  adicionó  2  mL  del 

reactivo de molibdatos y 0.25 mL de ácido ascórbico al 10 %. Finalmente, la solución 

de los tubos se homogenizó y se calentó en baño María durante 10 minutos, luego de 

los  cuales  fueron enfriados con agua. Se midió  la absorbancia de  la  solución a 818 

nm. La curva de fosfatos utilizada para la cuantificación de fosfolípidos se encuentra 

en el apéndice 1. 

2.3.2  Determinación  de  la  concentración  de  ftalocianina.  Para  cuantificar  la 

concentración de PcSi en  la  solución  liposomal  se elaboró una curva de calibración 

que  consistió  en  la  preparación  de  cinco  patrones  de  cada  uno  de  éstos
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fotosensibilizadores en un rango de concentración entre 2.25x10 ­8 a 8.80x10 ­7 M para 

el  caso  de  la TriHex  y  de 3.57x10 ­7  a 1x10 ­5 M para  la PcSiCl2.  A cada patrón  de 

TriHex,  se adicionaron 192 µL de  la  suspensión  liposomal sin  ftalocianina (BPC)  y 

253 µL de BPC a cada patrón de PcSiCl2. Este volumen de BPC permitió  restar  el 

efecto de los lípidos sobre la lectura de la absorbancia a 670 nm en cada muestra (Ver 

Apéndice 3). Cada patrón fue preparado por triplicado. 

Para  determinar  la  concentración  molar  de  la  ftalocianina  en  las  suspensiones 

liposomales se depositó de 80 a 100 µL de muestra en un tubo de 2 mL y se aforó con 

THF  o  DMF  dependiendo  de  la  ftalocianina.  Este  procedimiento  se  realizó  por 

triplicado.  Para  la  lectura  de  la  absorbancia  se  utilizó  un  espectrómetro  ultravioleta 

visible Hewlett Packard 8453. 

La estabilidad  en el  tiempo de  las  formulaciones  liposomales de  las PcSi se  evaluó 

por espectrofotometría ultravioleta visible. Se tomaron dos espectros, uno de ellos al 

preparar  estas  formulaciones  y  otra  al  finalizar  los  ensayos  de  fototóxicidad  (1­2 

meses). Se analizó el corrimiento de la banda Q de  los espectros ultravioleta visible 

de las formulaciones libres para determinar si había formación de agregados cuando 

se disolvía la solución orgánica de la ftalocianina en medio RPMI 1640. 

2.3.3  Evaluación  de  la  contaminación  de  las  formulaciones  liposomales.  Para 

determinar si las suspensiones liposomales estaban libres de patógenos, entre 10 y 20 

µL de la suspensión fueron adicionados a 2 mL de medio de cultivo RPMI 1640 con 

suero  bovino  fetal  al  20  %  y  se  incubaron  8  días.  Luego  una  fracción  de  esta  se 

observó al microscopio entre lámina y laminilla en busca de hongos o bacterias.
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2.4  INCORPORACIÓN  DE  LAS  FTALOCIANINA  LIPOSOMALES  EN 
CÉLULAS THP­1. 

Este experimento se realizó para comprobar si las formulaciones de las PcSi tenían la 

capacidad de incorporarse en las células THP­1 

Para  éste  ensayo  se  depositaron  100 µL  de  una  suspensión  que  contenía  una 

concentración 800.000 células/mL en una placa de 16 pozos (Lab­Tek ® ). Las células 

fueron transformadas a macrófagos adherentes adicionando 100 µL de medio RPMI 

con forbol miristato acetato (PMA) al 10 %. Las células fueron incubadas durante 48 

horas en una atmósfera que contiene 5 % de CO2  a 37 ºC. Finalizado este tiempo el 

medio de cultivo fue retirado completamente de todos los pozos y se adicionó 100 µL 

de  las  formulaciones  de  las  ftalocianinas  de  silicio.  Las  concentraciones  que  se 

evaluaron fueron las siguientes, para las PcSi liposomales 15, 20 y 30  µM y para las 

PcSi  libres 20, 30 y 40 µM, cada concentración se evaluó por triplicado. Las células 

con  las  ftalocianinas  se  dejaron  incubando  durante  15 minutos  y  luego  se  adicionó 

100 µL de medio RPMI 1640 con SBFi al 20 %. En cada placa se dejaron dos pozos 

como  controles,  a  uno  de  ellos  se  le  adiciona  liposomas  que  no  contienen  la 

ftalocianina y el otro pozo solo debe contener las células. Las placas fueron incubadas 

24 horas a 37 ºC y 5% de CO2. Luego se retiró el medio, se lavó tres veces cada pozo 

con 200 µL de PBS estéril y  se  secaron a 37  ºC durante 20 minutos. Se determinó 

cualitativamente  la  incorporación  de  la  ftalocianina  por  comparación  con  los 

controles,  la  fluorescencia  de  coloración  roja  de  la  ftalocianina  incorporada  es 

observada cuando las células son iluminadas con radiación ultravioleta con ayuda de 

un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse E­400 con filtro de excitación UV2A 

(λExc. =330­380nm).
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2.5  DETERMINACIÓN  DEL  EFECTO  DE  LAS  FTALOCIANINAS  DE 

SILICIO EN CÉLULAS THP­1. 

En estos ensayos  se determinó  la toxicidad de  las PcSi liposomales y PcSi  libres en 

función  de  su  concentración  en  condiciones  de  oscuridad  (citotoxicidad)  o  previa 

irradiación  con  luz  visible  (fototoxicidad).  Primero  se  estableció  el  rango  de 

concentraciones de toxicidad de los compuestos sin luz y después se evaluó el efecto 

fototóxico  de  estos  compuesto  (con  luz)  para  obtener  los  valores  del  porcentaje  de 

fototoxicidad corregido o real 

Para estos ensayos, se colocaron 100 µL de células THP­1 (800.000 células/mL) en 

dos cajas de 96 pozos fondo plano y 100 µL de RPMI 1640 con 10% SBFi y 2 % de 

PMA. Las células fueron incubadas en una atmósfera de 5 % de CO2  a 37 ºC por 72 

horas para  transformar  y adherir  las células al  fondo de  los pozos. Al  terminar este 

tiempo, todo el medio fue retirado y cada pozo fue lavado con 200 µL de PBS. Luego 

se  adicionaron  100 µL  de  los  fotosensibilizadores  (concentraciones  de  0.37,  1.11, 

3.33 y 10.00 µM; cada concentración se evaluó por triplicado) en forma de PcSi libre 

y  PcSi­liposomal  disueltos  en  medio  RPMI  1640  libre  de  SBFi  para  facilitar  la 

incorporación de los liposomas. Como controles algunas células se dejaron con medio 

RPMI 1640 libre de SBFi sin adicionar  la ftalocianina. Las células fueron incubadas 

durante 15 minutos y luego se les adicionó 100 µL de medio RPMI al 20 % de SBFi. 

Las cajas fueron incubadas nuevamente durante 24 horas. Posteriormente las células 

fueron  lavadas  tres  veces  con  100 µL  de  PBS  y  fue  adicionó  medio  fresco.  Las 

células  fueron  irradiadas con una  longitud de onda alrededor de 670 nm durante 76 

minutos (10 J/cm 2 ). Una de las cajas no fue irradiada y se utilizó para determinar  la 

toxicidad (sin luz). Al finalizar este tiempo las dos cajas se dejaron incubando durante 

24 horas a 37 ºC y en atmósfera con 5 % de CO2.
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Finalizado  el  tiempo de  incubación,  se  determinó  el  porcentaje  de  toxicidad  en  las 

células  por  el método MTT. El método  está  basado  en  la  capacidad que  tienen  las 

sales  MTT  [bromuro  de  3­(4,5­dimetil­2­tiazolilil)­2,5­difeniltetrazoilo]  para 

atravesar  las  membranas  de  las  células  vivas,  y  por  acción  de  las  reductasas 

intracelulares  y  de  la  membrana  plasmática  se  reducen  estas  sales,  formando 

compuestos  coloreados  fácilmente  detectables  por  espectrofotometría  (Mosman, 

1983). La magnitud de la absorbancia de estos compuestos es función del porcentaje 

de células vivas. 

Se adicionó 20 µL de una solución de MTT de concentración 20 ng/mL a las células 

tratadas con las formulaciones por 4 h a 37 °C en una atmósfera con 5 % de CO2. El 

medio de cultivo y el MTT fue retirado de los pozos por inversión y los cristales de 

formazán fueron disueltos con 100 µL de dimetilsulfóxido. La concentración de sales 

de  tetrazolio  se  determinó  por medio  de  un  espectrofotómetro  con una  longitud  de 

onda  igual a 540 nm. Para calcular el porcentaje de  fototoxicidad en  las células que 

fueron irradiadas se empleó la siguiente ecuación. 

% Fototoxicidad = [1­(absorbancia de las células tratadas con las PcSi e irradiadas 
/absorbancia de las células no tratadas con las PcSi e irradiadas)] x 100 

El porcentaje de fototoxicidad corresponde al % de células muertas posiblemente por 

acción  de  las  especies  oxidantes  generadas  por  la  ftalocianina  en  presencia  de  la 

radiación visible. 

De  forma similar,  se empleó  la  siguiente ecuación para determinar el porcentaje de 

citotoxicidad en las células que no fueron irradiadas. 

% de Citotoxicidad = [1­(absorbancia de las células tratadas con las PcSi no 
irradiadas /absorbancia de las células no tratadas con PcSi y no irradiadas)] x 100
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La citotoxicidad se refiere al efecto tóxico  innato de  la  ftalocianina en  las células  y 

parásitos que no han sido irradiadas y corresponde a un indicador de la actividad de la 

PcSi en  células THP­1. El porcentaje de citotoxicidad  corresponde al porcentaje de 

células muertas. 

Los  resultado  más  importante  en  estos  ensayos  corresponden  a  los  porcentajes  de 

mortalidad  celular  corregida  o  porcentajes  de  fototoxicidad  corregida  porque  estos 

fueron utilizados como el indicador de la actividad de las ftalocianinas en células, su 

valor fue calculado utilizando la siguiente formula. 

% Fototoxicidad corregida = % de Fototoxicidad ­ % de citotoxicidad. 

2.6  DETERMINACIÓN  DEL  EFECTO  FOTOTÓXICO  DE  LAS 
FATLOCIANINAS DE SILICIO EN LEISHMANIA. 

En este ensayo se determinó el efecto fototóxico de los FS en la infección intracelular 

de L. chagasi en macrófagos THP­1, en función de la concentración de la PcSi. 

Se  utilizaron  tres  placas  de  16  pozos,  en  las  cuales  se  depositaron  100 µL  de  una 

suspensión de células THP­1 a una concentración igual a 800.000 células/mL, y 100 

µL de RPMI 1640  al  10 % de SBFi  y  2 % de PMA. Las  células  fueron  incubadas 

durante 72 horas a 37 ºC y una atmósfera con 5 % de CO2. Luego todo el medio fue 

retirado  y  las  células  fueron  infectadas  con  parásitos  a  una  relación  célula:parásito 

1:10,  con  promastigotes  de  L.  chagasi,  durante  24  horas  a  37  ºC  y  5  %  de  CO2. 

Después de este tiempo se descartó el sobrenadante y las células fueron lavadas tres 

veces con 100 µL de PBS.
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Una de las placas se utilizó como control de infección a las 24 horas el cual debía ser 

mayor a 60 % para continuar  los ensayos. El porcentaje de  infección (porcentaje de 

células  infectadas  con  amastigotes  de  Leishmania)  se  determinó  por  recuento 
microscópico previa fijación de las células con metanol y coloración con Giemsa. Se 

contó  el  número  de  células  infectadas  presentes  en  300  células  (infectadas  y  no 

infectadas) y por regla de tres se determinó el porcentaje. Se consideró como célula 

infectada aquella que presentaba más de un amastigote intracelular. 

En  las dos placas  restantes,  las  células  infectadas  fueron  tratadas con 100 µL de  la 

PcSi (concentraciones de 0.12, 0.37, 1.11, 10.00 y 3.33 µM) en medio RPMI libre de 

SBFi,  o  sin  PcSi  (control  negativo)  por  24  horas  a  37  ºC,  5 %  de CO2.  Luego,  se 

retiró  el  fotosensibilizador  y  las  células  se  lavaron  tres  veces  con  100 µL  de  PBS 

estéril y se adicionó 200 µL de medio RPMI 1640. Posteriormente las células fueron 

irradiadas  con  luz  visible  (λ = 670  nm)  durante  76 minutos  (10  J/cm 2 ). Una de  las 

placas  fue  dejada  sin  irradiar  para  determinarel  porcentaje  de  la  infección  en  la 

oscuridad. Las dos placas se dejaron incubando durante 24 horas a 37 ºC y atmósfera 

de 5 % de CO2. Finalmente, se determinó el porcentaje de infección en cada pozo de 

las  dos  placas,  como  se  describió  para  la  placa  que  se  dejó  como  control  de  la 

infección  a  las  24  horas.  A  partir  de  los  porcentajes  de  infección  se  calculó  la 

inhibición  del  porcentaje  de  células  infectadas  con  L.  chagasi  inducido  por  la 
ftalocianina  sensibilizada  y  no  sensibilizada  por  radiación  visible  mediante  la 

siguiente ecuación. 

Inhibición de la infección = [1 – (% de células infectadas en cultivos con 
ftalocianina / % de células infectadas en cultivos sin ftalocianina)] x 100 

La  inhibición  de  la  infección  parasitaria  es  la  capacidad  que  tienen  las  PcSi  de 

destruir  los  parásitos  intracelulares  de  Leishmania  chagasi,  esta  magnitud  se 
determinó  en  cultivos  infectados  que  fueron  tratados  con  las  PcSi  y  activados  con 

radiación  visible  y  en  ensayos  con  las  mismas  condiciones  pero  sin  activar  la
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ftalocianina con radiación. Esta inhibición de la infección debida a las PcSi activadas 

o  no  por  la  radiación  fue  utilizada  como  el  indicador  de  la  actividad  de  las 

ftalocianinas de silicio contra parásitos intracelulares de Leishmania chagasi. 

2.7 ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 

Se utilizó el porcentaje de muerte de células THP­1 como el indicador de la actividad 

de  las  ftalocianinas  de  silicio  en  función  de  su  concentración,  este  porcentaje  de 

muerte  celular  fue  denominado  %  de  citotoxicidad  para  los  ensayos  en  donde  la 

ftalocianina  no  fue  activada  con  luz  visible  y  %  de  fototoxicidad  en  los  ensayos 

donde  fue  activada  la  ftalocianina  Se  determinaron  los  valores  del  %  de  muerte 

celular  (indicador de  la actividad) causado por  la  fototoxicidad de  las PcSi  libres  y 

liposomales en células THP­1, en función de la concentración de PcSi. La potencia de 

de  las  formulaciones  de  las  ftalocianinas  de  silicio  contra  monocítos  tumorales 

humanos THP­1 fue obtenido de los ensayos de fototoxicidad y fue expresado como 

concentración letal 50 (CL50). Este valor fue calculado utilizando el programa XLFIT. 

Este  programa  determinó  la  función  que  mejor  se  justó  a  los  datos  obtenidos  de 

fototoxicidad y a partir de esta función calculó la CL50. 

Todos los experimentos fueron repetidos por triplicado. El valor de  la  fototoxicidad 

utilizado  para  determinar  los  valores  de  la CL50  corresponde  al  valor  corregido,  el 

cual  se  obtiene  restando  el  efecto  tóxico  (sin  luz).  La  fototoxicidad  corregida  fue 

determinada  por  triplicado  para  cada  concentración  y  su  valor  se  presentó  como  el 

promedio,  con  un  intervalo  de  confianza  igual  a  la  desviación  estándar  entre  los  3 

datos obtenidos. 

Finalmente,  se  determinaron  los  valores  de  la  fototoxicidad  de  las  PcSi  libres  y 

liposomales  contra  amastigotes  intracelulares  de  L.  chagasi,  en  función  de  la
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concentración  de  PcSi.  El  indicador  de  la  actividad  de  las  formulaciones  de  las 

ftalocianinas  de  silicio  contra  los  amastigotes  intracelulares  que  fue  utilizado 

corresponde  al  porcentaje  de  inhibición  en  función  de  la  concentración,  además  la 

potencia de la TriHex liposomal contra amastigotes intracelulares fue obtenido de los 

ensayos de inhibición de la infección y fue expresado como concentración inhibitoria 

50  (CI50).  Este  valor  fue  calculado  de  forma  similar  que  los  datos  de  CL50  en 

fotocitoxicidad.  Los  datos  de  inhibición  se  presentaron  como  el  promedio,  con  un 

intervalo de confianza igual a la desviación estándar entre los 3 datos obtenidos para 

cada concentración.
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3. RESULTADOS 

3.1  OBTENCIÓN  Y  CARACTERIZACIÓN  DE  LAS  FTALOCIANINAS  DE 
SILICIO LIPOSOMALES. 

Se obtuvieron dos formulaciones liposomales, (i) liposomas de la ftalocianina TriHex 

denominada  TriPC  (ii)  liposomas  de  la  ftalocianina  PcSiCl2  denominada  Cl2PC. 

Además  se  prepararon  liposomas  sin  ftalocianina  para  utilizarlos  como  control 

negativo, denominada BPC la cual presentó una concentración de fosfolipido igual a 

1.75x10 ­3 M. La concentración de fosfilípidos y de ftalocianina de las preparaciones 

(i) y (ii) es mostrada en la tabla 3. Cada formulación fue preparada como mínimo dos 

veces. De  acuerdo  a  los  resultados mostrados  en  la  tabla  3,  la  encapsulación  de  la 

PcSi en los liposomas fue 1.5 veces mayor para la TriHex que para la PcSiCl2. Este 

comportamiento se observó en diferentes ensayos. 

Tabla  3.  Concentración  de  fosfolípidos  y  ftalocianina  en  las  formulaciones 

liposomales. 

Ftalocianina 

encapsulada 

Fosfolípidos 

[M] 

Ftalocianina PcSi 

[M] 

Mol fosfolípidos : mol 

de ftalocianina 
Código 

TriHex  3.36x10 ­3  4.7x10 ­5  71,5:1  TriPC 

PcSiCl2  4.43x10 ­3  4.1x10 ­5  108:1  Cl2PC 

Ninguna  1.75x10 ­3  0  0  BPC 

3.1.1 Estabilidad de las ftalocianinas en medio acuoso.  La formación de agregados 

en  medios  acuoso  se  confirma  con  el  ensanchamiento  de  las  bandas  y  el
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desplazamiento de la banda Q hacia longitudes de onda menores en los espectros de 

la  ftalocianina en medio acuoso en comparación con  los espectros de la  ftalocianina 

en  solvente  orgánico  (Leznoff,  1989).  Se  determinó  que  en  la  forma  libre  de  la 

TriHex  no  forma  agregados  cuando  se  diluye  en  medio  de  cultivo  celular  (RPMI 

1640)  en  las  ftalocianinas  libres.  Esto  se  evidenció  al  comparar  los  espectros 

ultravioleta  visible  de  la  TriHex  en  RPMI­THF  (THF  al  0.5 %  v/v)  con  los  de  la 

TriHex en THF. No se observó ningún corrimiento de la banda Q hacia longitudes de 

onda menores en el espectro de la TriHex en RPMI 1640 Figura 9. 

Figura  8. Espectro  de  absorción  ultravioleta  visible  de  la TriHex  en THF  y  en  una 

mezcla de medio de cultivo RPMI 1640 y THF 1.0x10­5M. 

* En el espectro de la TriHex en RPMI­THF el THF no sobrepaso el 0.5% v/v. 

En  la Figura 9  se observa el espectro de absorción de  la TriHex, en el  cual  solo  se 

observaron  transiciones π­π *  entre  los  280  a  700  nm.  La  banda  más  intensa 

corresponde a la banda Q (n­π * ) en la región roja del espectro entre 650 y 700 nm. La 

banda Soret o B (π­π * ) se localiza entre los 300 y 400 nm. Aunque, el espectro de la 

TriHex en RPMI presenta un desplazamiento de las bandas S y Q hacia longitudes de
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onda mayores, esto posiblemente se debe a efectos de la  interacción entre la TriHex 

con el medio acuoso. 

Por el contrario, la PcSiCl2  formó agregados cuando se disolvió en RPMI­DMF. Esto 

fue confirmado por el ensanchamiento de las bandas y el desplazamiento de la banda 

Q hacia longitudes de onda menores del espectro ultravioleta visible como se aprecia 

en la grafica 9. 

Figura  9.  Espectro  de  absorción  ultravioleta  visible  de  la  PcSiCl2  1.0x10­5 M  en 

DMF y en una mezcla de medio de cultivo RPMI 1640 y DMF. 

* En el espectro de la PcSiCl2 en RPMI­DMF la DMF no sobrepaso el 0.5 % v/v. 

3.1.2  Estabilidad  de  las  formulaciones  liposomales.  La  TriPC  fue  estable  en  el 

tiempo, ya que los espectros de 1a TriHex liposomal tomados al iniciar y finalizar los 

ensayos  no  presentaron  cambios  apreciables  de  las  bandas  que  indiquen  la 

degradación de  los  liposomas (Figura 11). Sólo se observó una diferencia debido al 

cambio  de  la  intensidad  de  la  absorbancia,  al  parecer  este  cambio  es  constante  en 

todas  las  longitudes  de  onda  y  no  corresponde  a  la  degradación  de  los  liposomas,
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aunque  esta  afirmación  solo  se  puede  corroborar  con  la  técnica  de  escaneo 

calorimétrico diferencial de alta resolución (El Magraby, 2005). 

Los  espectros  de  absorción  ultravioleta  visible  de  ftalocianinas  liposomales  fueron 

registrados  por  encima  de  los  500  nm  ya  que  no  se  observa  ninguna  banda 

característica  de  la  ftalocianina  por  debajo  de  estas  longitudes  de  onda  (datos  no 

mostrados). Este fenómeno ha sido expuesto en trabajos anteriores, en  los cuales se 

ha  observado  que  en  liposomas  que  contiene  más  de  un  25  %  de  colesterol  con 

respecto a los lípidos totales, no se observa la banda Soret característica de estos FS 

ya que es solapada por  la banda de absorción de  los  lípidos mencionados (Oliveira, 

2005). 

Figura 10. Espectros ultravioleta visible de la ftalocianina liposomal TriPC 1.0x10­5 

en medio RPMI. 
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3.2. INCORPORACIÓN DE LA FTALOCIANINAS EN MACRÓFAGOS. 

Se observó fluorescencia intracelular solo cuando las macrófagos fueron tratados con 

concentraciones  de  TriHex  iguales  o  mayores  a  20  µM  al  emplear  la  TriPC.  La 

TriHex  libre  también  presentó  fluorescencia  intracelular  sólo  cuando  ésta  era 

utilizada  a  concentraciones  mayores  de  40  µM.  Las  PcSiCl2  liposomal  y  libre  no 

mostraron  fluorescencia  al  ser  excitada  con  las  longitudes  de  onda  que  permite  el 

equipo  (λExc. =330­380nm)  a  pesar  de  que  la PcSiCl2  absorbe  a  estas  longitudes  de 

onda,  la  fluorescencia de esta ftalocianina no se observó en  la suspensión  liposomal 

pero si se observó en DMF. 

En la Figura 11 se observa que la formulación liposomal de la TriHex se localizó en 

el citoplasma de  la célula. Además se observó claramente una circunferencia oscura 

bien delimitada,  la cual posiblemente corresponda al núcleo de  la célula. Es posible 

que estos liposomas se localicen en los lisosomas de las células. 

Figura 11. Fluorescencia de la TriPC incorporada por las células THP­1. 

A. TriPC 2.0x10 ­5 M  B. Control
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* Las células THP­1  fueron  incubadas con  la TriPC a una concentración  igual a 2.0 

x10 ­5 M. Figura A fluorescencia de las células incubadas con la ftalocianina. Figura B 

fluorescencia de los controles. 

Con  respecto  a  la  incorporación  de  la  TriHex  libre,  se  encontraron  precipitados 

visibles en el microscopio de inversión cuando se utilizaron concentraciones mayores 

de 40 µM. En la Figura 12, se observa la fluorescencia de la ftalocianina TriHex libre 

dentro de las células THP­1 y muy posiblemente la de los precipitados formados. 

Figura 12. Fluorescencia de la TriHex libre en células THP­1. 

A. TriHex 4,0x10 ­5 M          B. Precipitados de TriHex   C. Control 

* Las  células  fueron  incubadas  a  una  concentración  de  TriHex  igual  a  40x10 ­6  M. 

Figura A  fluorescencia  de  las  células  cultivadas  con  la  ftalocianina  libre,  Figura B 

formación  de  precipitados  a  concentraciones  mayores  de  4.0x10 ­5  M,  Figura  C 

fluorescencia de los controles. 

En  la  foto el núcleo no está bien delimitado y dentro de este se encuentran un gran 

número de puntos fluorescentes. Esta fluorescencia y la que corresponde a los puntos 

de  tamaño  considerable  posiblemente  corresponda  en  parte  a  algunos  precipitados 

formados y que son observados en el microscopio.
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Por medio de este tipo de análisis cualitativo no se permite elucidar en que organelo 

de  la célula se encuentra  la PcSi  ni  la cantidad que es  incorporada. Sin embargo se 

puede decir que la TriHex libre y liposomal fueron incorporadas por la célula y que la 

formulación liposomal fue más eficaz en la incorporación de la TriHex en la célula a 

concentraciones bajas. 

3.3.  EFECTO  TÓXICO  Y  FOTOTÓXICO  DE  LAS  FTALOCIANINAS  DE 
SILICIO EN CÉLULAS THP­1 

De  acuerdo  con  los  datos  de  la  tabla  4  no  se  encontró  efecto  de  la  composición 

lipídica de los liposomas ni de la radiación visible suministrada por el  láser sobre la 

mortalidad de las células THP­1. 

Tabla 4. Citotoxicidad de las formulaciones de las PcSi en macrófagos no infectados. 

% de Citotoxicidad en macrófagos 

Controles 
Concentración 

[M]  Promedio experimento 

I ± desviación estándar 

Promedio experimento 

II ± desviación 

estándar 

Negativo  14.00±0.56  0.00 

BPC  0.00  0.00 
1,00x10 ­5  0.00  0,00 
3,33x10 ­6  9.90±0.32  8,37±0.59 
1,11x10 ­6  10.13±0.34  0,00 

TriPC 

3,70x10 ­7  7,28±0,30  0.00 
1.0x10 ­5  19,80±1,85  8,58±0,36 
3.33x10 ­6  19,51±3,76  0.00 
1.11x10 ­6  43,50±6,09  0.00 

Cl2PC 

3.7x10 ­7  23,92±3,61  0.00 
* Cultivos no irradiados.
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En todos los experimentos, excepto el experimento I con la Cl2PC, se encontró que la 

toxicidad de las formulaciones de las ftalocianinas es muy baja en los macrófagos que 

no fueron irradiados, en estos caso la citotoxicidad siempre fue menor a 10 % 

Para  el  caso  de  los  ensayos  de  fototoxicidad  se  encontró  que  las  PcSi  liposomales 

presentaron  un  efecto  fototóxico  contra macrófagos  tumorales  humanos  el  cual  fue 

dependiente de la concentración de ftalocianina. Contrario a las PcSi libres, las cuales 

mostraron baja o nula actividad fototóxica, como se muestra en las tablas 4 y 5. 

Tabla  5.  Fototoxicidad  de  las  formulaciones  de  la  PcSiCl2  en  células  THP­1  no 
infectadas. 

% Fototoxicidad en células THP­1 

Formulación 
Concentración 

[M]  Promedio experimento 

I ± desviación estándar 

Promedio experimento 

II ± desviación 

estándar 

1.0x10 ­5  57.61 ± 0.68  89.32 ± 0.33 

2x10 ­6  57.11 ± 0.58  84.61 ± 1.13 

4.0x10 ­7  29.28 ± 1.08  69.23 ± 2.87 
Cl2PC 

8.0x10 ­8  9.84 ± 3.33  8.09 ± 2.24 

1.0x10 ­5  46.08 ± 1.29  28.88 ± 1.29 

3.33x10 ­6  52.64 ± 0.43  21.16 ± 1.34 

1.11x10 ­6  63.76 ± 0.92  21.69 ± 1.40 
PcSiCl2/Libre 

3.7x10 ­7  45.46 ± 0.44  16.76 ± 1.32 

* Irradiación 75 min. (10J/cm 2 ). Los resultados son expresados como el promedio del 

% de fototoxicidad. ND = no determinado. 

Los  experimentos  I  y  II  no  fueron  reproducibles  para  la Cl2PC,  por  lo  tanto  no  se 

utilizo esta ftalocianina para los ensayos en amastigotes intracelulares de Leishmania.
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Aunque, es importante resaltar que el efecto fototóxico para la Cl2PC fue determinado 

para  un  rango  de  concentraciones  menores  que  las  evaluadas  para  la  TriPC.  Los 

ensayos con la Cl2PC se realizaron a concentraciones menores porque al ser utilizadas 

las  mismas  concentraciones  no  se  observó  ninguna  variación  del  porcentaje  de 

mortalidad en células THP­1 en función de la concentración de la ftalocianina (datos 

no  mostrados).  La  mayor  concentración  de  PcSi  fue  la  misma  para  las  dos 

ftalocianinas (1,0x10 ­5 M), pero en el caso de  la TriPC se emplearon diluciones 1:3 

mientras que para la Cl2PC se utilizaron diluciones 1:5. 

Se  observó  el  mismo  comportamiento  de  la  actividad  fototoxica  la  cual  fue 

dependiente  de  la  concentración  de  la  Cl2PC  en  células  THP­1  en  los  dos 

experimentos,  como  se  aprecia  en  la  Figura  14.  Posiblemente  los  valores  de 

citotoxicidad para el experimento I no corresponden a los valores reales ya que en un 

experimento preliminar realizado con esta  formulación se obtuvieron porcentajes de 

citotoxicidad  menores  (20.22;  10.93;  3.09  y  11.00  %  de  muerte  celular)  para 

concentraciones mayores de Cl2PC esto es 1.0x10 ­5 , 3.33x10 ­6 , 1.11x10 ­6  y 3.70x10 ­7 

M respectivamente. 

Figura 13. Actividad de la Cl2PC en macrófagos THP­1 
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En los ensayos de la actividad en células THP­1 en los cuales se utilizó la Cl2PC no 

existió  reproducibilidad  en  los  resultados,  en  este  caso  los  valores  de  citotoxicidad 

presentaron las mayores diferencias entre experimentos. 

Experimento I.  Experimento II.
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La  concentración  letal  50  (CL50)  para  la  Cl2PC,  obtenida  utilizando  el  programa 

XLFIT fue 11.78 veces menor que el obtenido para la TriPC. Este valor para la Cl2PC 

fue (2.53± 0.22)x10 ­7 M y para la TriPC fue (2.98± 0.17)x10 ­6 M (Figuras 15 y 16). 

En  las  dos  formulaciones  los  datos  de  fototoxicidad  se  ajustaron  a  una  función 

sigmoidea correspondiente al modelo de Weibull, el coeficiente de correlación de esta 

grafica para la Cl2PC fue r 2 = 0.9977 y para la TriPC fue mejor la correlación de los 

datos a la función de onda seleccionada por el programa XLFIT (r 2 = 0.999969). 

Figura 14. Potencia relativa de la Cl2PC en la destrucción de células THP­1. 

*  Ajuste  de  los  datos  obtenidos  en  el  experimento  II  a  una  función  sigmoidea 

mediante el programa XLFIT,  la función corresponde al modelo de Weibull  la línea 

roja punteada indica el valor de la CL50. 

En  la Figura 15 se aprecia que  la  fototoxicidad no  varía significativamente para  las 

dos concentraciones más altas de Cl2PC, este efecto tiende a ser constante por encima 

de 4x10 ­7 M. La parte inicial de la grafica muestra que con pequeñas variaciones de la
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concentración se obtienen porcentaje de muerte celular mayores en comparación con 

la TriPC. 

Tabla 6. Fototoxicidad de las formulaciones de la TriHex en células THP­1. 

% de Fototoxicidad en células THP­1 

Formulación 
Concentración 

[M]  Promedio experimento 

I ± desviación estándar 

Promedio experimento 

II ± desviación 

estándar 

1.0x10 ­5  70.91 ± 0.13  64.36 ± 2.89 

3.33x10 ­6  55.45 ± 7.76  52.02 ± 0.30 
1.11x10 ­6  34.98 ± 6.05  31.83 ± 2.49 

TriPC 

3.7x10 ­7  15.29 ± 4.11  14.54 ± 2.02 
1.0x10 ­5  48.60 ± 6.36  28.49 ± 4.21 

3.33x10 ­6  13.77 ± 5.72  12.20 ± 0.21 

1.11x10 ­6  0.00  0.00 
TriHex/Libre 

3.7x10 ­7  0.00  0.00 

Para  las  dos  formulaciones  los  valores  de  la  CL50  se  obtuvieron  de  los  datos  del 

experimento  II,  debido  a  que  los  datos  de  fotocitotoxicidad  obtenidos  en  este 

experimento  presentaron  la  menor  dispersión  para  cada  concentración  de  la 

ftalocianina. 

La  CL50  no  pudo  ser  obtenida  para  las  formulaciones  libres  de  la  TriHex  y  de  la 

PcSiCl2  en  el  rango  de  concentraciones  evaluadas.  Los  datos  de  fototoxicidad 

obtenidos  en  los  dos  experimentos  para  las  ftalocianinas  libres  no  fueron
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reproducibles  y  en  el  caso  de  la  TriHex  el  valor  de  fotocitotoxicidad  siempre  fue 

menor a 50 % por lo cual no se determinó la DL50. 

Figura 15. Efecto fototóxico de la TriPC en células THP­1. 

*  Ajuste  de  los  datos  obtenidos  en  el  experimento  II  a  una  función  sigmoidea 

mediante el programa XLFIT,  la función corresponde al modelo de Weibull  la línea 

roja punteada indica el valor de la CL50. 

De acuerdo con los resultados de actividad de la TriPC presentados en la Figura 17, 

los  datos  de  citotoxicidad  fueron  relativamente  muy  bajos  y  no  mostraron  un 

comportamiento dependiente de la concentración de ftalocianina. Por el contrario los 

valores  de  la  fototoxicidad  además  de  ser  dependientes  de  la  concentración,  fueron 

reproducibles en los dos experimentos.
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Figura 16. Actividad de la Cl2PC en macrófagos THP­1. 

0 

20 

40 

60 

80 

100 

10,00 3,33 1,11 0,37 
Tr iP C  µM 

EFECTO CITOTOXICO 
EFECTO FOTOTOXICO 

0 

20 

40 

60 

80 

100 

10,00 3,33 1,11 0,37 

T riP C  µM 

EFECTO CITOTOXICO 
EFECTO FOTOTOXICO 

3.4.  EFECTO  FOTOTÓXICO  DE  LAS  FTALOCIANAS  DE  SILICIO 
CONTRA PARÁSITOS INTRACELULARES DE LEISHMANIA CHAGASI. 

Debido a la baja reproducibilidad de los ensayos en los cuales se utilizó la Cl2PC se 

decidió no utilizar esta ftalocianina en  los ensayos con amastigotes intracelulares de 
Leishmania chagasi. 

De acuerdo con los resultados de la tabla 6 se encontró que la TriPC indujo inhibición 

de  la  infección  por  L.  chagasi  en  células  THP­1.  Este  efecto  fototóxico  fue 
dependiente  de  la  concentración  de  ftalocianina.  La  formulación  libre  de  esta 

ftalocianina  no  mostró  actividad  fototóxica  contra  la  L.  chagasi.  El  valor  de  la 
concentración  inhibitoria del 50 por ciento  (CI50) obtenido con el  programa XLFIT 

fue  6,17x10 ­7  M  (Figura  18).  Este  valor  fue  menor  que  el  encontrado  en  la 

investigación  realizada  por  Sereno  y  colaboradores,  en  la  cual  encontraron  que  la 

concentración inhibitoria del 50 % para el glucantime en amastigotes axenicos de L. 
infantum se encontraba en un rango entre (3.03­4.65)x10 ­6 M (Sereno et al., 1998). 

Experimento I.  Experimento II.
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Aunque se evaluaron concentraciones mayores a 1.11x10 ­6 M estas  interfieren en  la 

lectura  de  los  ensayos,  puesto  que  concentraciones  mayores  lisan  un  porcentaje 

mayor  del  50  %  de  las  células  THP­1,  por  esta  razón  los  datos  se  reportan  para 

concentraciones menores de 1.10x10 ­6 M. Esta concentración de TriPC causo solo un 
31.83% de mortalidad en los ensayos con células THP­1 no infectadas. Los resultados 

de  fototoxicidad  contra  amastigotes  intracelulares  de  L.  chagasi  se  muestran  en  la 
tabla 7. 

Figura 17. Efecto fototóxico de la TriPC contra amastigotes intracelulares de L. 
chagasi. 

* Función obtenida por XLFIT 

Los  controles  negativos  (células  infectadas  las  cuales  no  fueron  tratadas  y  otras 

tratadas  con  liposomas  sin  ftalocianina  BPC)  no  presentaron  inhibición  de  la
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infección. Además, el  rango de concentraciones que  fue evaluada  la actividad de  la 

TriPC contra la Leishmania no mostró inhibición de la  infección en los ensayos que 
no fueron irradiados los cultivos. 

Tabla 7. Efecto fototóxico de la TriPC contra amastigotes de Leishmania chagasi. 

Formulación 
Ftalocianina 

[M] 

Porcentaje de fototoxicidad ± desviación 

estándar 

1.11x10 ­6  60.27 ± 1.90 

3.70x10 ­7  29.37 ± 9.30 TriPC 

1.20x10 ­7  10.96 ± 1.90 

La inhibición de la infección por parásitos de L. chagasi fue igual a 60.27 % cuando 
se utilizó una concentración 1.11x10 ­6 M de TriPC.
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4. DISCUSIÓN 

La mayor incorporación de la TriHex en los liposomas posiblemente ocurre debido a 

un efecto de estabilización dado por las interacciones (fuerzas de Van der Waals) que 

se  pueden  presentar  entre  las  cadenas  acilicas  de  la  fosfatidilcolina  y  las  cadenas 

hidrocarbonadas  de  los  grupos  tri­n­hexilsiloxi  de  la  ftalocianina  de  silicio.  Este 

fenómeno ha sido explicado por El Maghraby  y  colaboradores  (El Maghraby et al., 

2005), según estos autores las moléculas hidrófobas, clasificación que podemos dar a 

las PcSi, se localizan en las bicapas lipídicas (Ver Figura 8). 

Figura 18. Posible conformación de la bicapa lipídica de la TriHex. 

* Los círculos azules representan el anillo de la ftalocianina. 

Se  utilizó  el  modelo  de  la  conformación  de  la  membrana  de  liposomas  de  L­α­ 

dipalmitoil  fosfatidilcolina  y  colesterol,  elucidada  con  ayuda  de  la  resonancia
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electrónica  paramagnética  por Sulkowski  y  colaboradores  (Sulkowski  et  al.,  2005), 

para  representar  la  conformación  de  la  membrana  de  colesterol,  fosfatidilcolina  y 

ftalocianina de silicio de  los  liposomas obtenidos en esta  investigación. Se propone 

entonces, que las moléculas de PcSi se localicen entre la bicapa como se observa para 

la TriHex en la Figura 8. 

Por  el  contrario  la  menor  incorporación  de  la  PcSiCl2  en  los  liposomas  de 

fosfatidilcolina colesterol, posiblemente se debe a que los átomos de cloro no ofrecen 

un  efecto  de  estabilización  por  interacción  con  las  cadenas  acílicas  de  los 

fosfolípidos. Esto está en concordancia con los datos de la relación lípido:ftalocianina 

obtenidos,  en  donde  un  menor  número  de  moléculas  de  PcSiCl2  se  encuentran 

presentes entre las moléculas de fosfolipidos. 

4.1  INFLUENCIA DE LA NATURALEZA DE LA FORMULACIÓN SOBRE 
LA ACTIVIDAD FOTOTOXICA DE LAS FTALOCIANINAS EN CÉLULAS 
THP­1 

La  actividad  de  las  ftalocianinas  libres,  PcSiCl2  y  TriHex  fue  menor  que  las 

respectivas  formulaciones  liposomales,  debido  principalmente  a  la  dificultad  que 

tienen  las  ftalocianinas  libres para  ingresar a  las  células THP­1, esto es confirmado 

con los ensayos de la incorporación de la ftalocianina en las células en los cuales no 

se  observó  incorporación  de  la  ftalocianina  libre  a  concentraciones  menores  de  40 

µM. En este caso particular la formación de agregados, los cuales tienen la capacidad 

de desactivar el estado triplete excitado del fotosensibilizador y por ello disminuir la 

actividad del fotosensibilizador, no tiene gran influencia en la baja actividad mostrada 

por estas formulaciones (Decreau et al., 1999; Macdonald y Dougherty, 2001). 

Las fotografías de la incorporación de las PcSi fueron obtenidas luego de 24 horas de 

incubación con cada formulación liposomal y en todos los casos se observó puntos de
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fluorescencia  correspondiente  a  la  ftalocianina  contenida  en  el  interior  de  los 

liposomas  que  fueron  fagocitados  por  la  célula,  lo  que  en  cierta medida  nos  indica 

que estos liposomas son insensibles al pH, ya que en el caso contrario la fluorescencia 

debería verse uniformemente en todo el citoplasma puesto que, los medicamentos que 

son  transportados  por  liposomas  sensibles  al  pH  son  liberados  al  citoplasma 

inmediatamente  después  de  ingresar  a  la  células,  aproximadamente  15  min., 

dependiendo de la composición lipídica del liposoma (Morilla, 2005). 

El índice de actividad de las PcSi en células THP­1 fue expresado como porcentaje de 

muerte celular, estos valores fueron aproximadamente el doble para las ftalocianinas 

liposomales  en  comparación  con  las  formulaciones  libres,  este  efecto  se  debe 

posiblemente  a  la  capacidad  que  tienen  este  tipo  de  transportador  de  aumentar  la 

solubilidad de los FS en medios acuosos, y a la alta afinidad entre las membranas de 

la célula y de  los  liposomas. Esta afinidad aumenta debido a  la presencia de ciertos 

receptores  que  poseen  los  macrófagos  y  que  permiten  reconocer  y  fagocitar  los 

liposomas, estos aspectos le permiten a la célula concentrar mayores cantidades de la 

ftalocianina  en  la  célula  (Rudenko,  2002),  esto  se  confirma  con  las  imágenes 

obtenidas de la incorporación de la TriHex en las células THP­1. 

La  baja  fotocitotoxicidad  de  las  ftalocianinas  libres  y  el  inconveniente  de  la 

reproducibilidad  entre  experimentos,  posiblemente  se  debe  a  la  formación  de 

precipitados de la ftalocianina inducidos por el carácter altamente hidrófobo de estos 

fotosensibilizadores.  Este  efecto  es  incrementado  por  las  cadenas  alifáticas  de  los 

grupos Tri­n­hexilsiloxi en la TriHex.



71 

4.2  INFLUENCIA DE LA NATURALEZA DE LA FORMULACIÓN SOBRE 
LA  ACTIVIDAD  FOTOTOXICA  DE  LAS  FTALOCIANINAS  EN 
AMASTIGOTES DE LEISHMANIA CHAGASI 

La  naturaleza  lipídica  de  los  liposomas  permitió  una  mayor  incorporación  de  la 

ftalocianina en  la células THP­1 posiblemente debida a  la afinidad que  tienen  estas 

micro esferas por las membranas celulares, lo cual les permitió traspasar la membrana 

celular  más  fácilmente.  Los  liposomas  preparados  en  esta  investigación  garantizan 

que la ftalocianina solo fue liberada en el momento que las células fueron irradiadas, 

lo  cual,  posiblemente  aumentó  la  destrucción  de  los  amastigotes  de  Leishmania 
localizados en los fagolisosomas que es a donde se dirigen los liposomas luego de ser 

fagocitados por las células (Morilla, 2005). 

El índice de actividad el cual corresponde al porcentaje de inhibición de la infección 

fue  dependiente  de  la  concentración  para  la  TriPC,  en  los  cuales  es  importante 

resaltar que se  logró un porcentaje significativo de  la  inhibición de  la  infección con 

concentraciones relativamente pequeñas de la ftalocianina de silicio. 

Los  resultados  de  fototoxicidad  de  las  PcSi  contra  amastigotes  intracelulares  de  L. 
chagasi  permitió  confirmar,  que  la  estrategia  de  encapsular  moléculas  activas  en 
formulaciones  lipídicas  incrementa  la  destrucción  del  parásito,  como  ha  sido 

encontrado  en  otras  investigaciones  (Yardley  y  Croft,  2000).  Además,  estos 

resultados nos sugieren que muchos de los compuestos orgánicos hidrófobos que no 

mostraron actividad contra ciertas enfermedades deberían ser nuevamente evaluados 

empleando formulaciones liposomales para aumentar su actividad. 

Este resultado puede ser considerado promisorio, ya que se deja abierta la posibilidad 

de usar la TFD contra la Leishmania (Gardlo et al. 2003).
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Finalmente,  se  realizaron  experimentos  preliminares  de  fotocitotoxicidad  de  las 

formulaciones de las PcSi en promastigotes de L. chagasi. Estos experimentos no se 
continuaron debido a que  las  formulaciones  liposomales mostraron un efecto tóxico 

en la oscuridad. Este efecto posiblemente sea debido a la fusión entre las membranas 

del  liposoma y del parásito, lo cual ocasiona la lisis de los parásitos por efecto de la 

formación  de defectos  estructurales  en  la membrana del  parásito. En  el  caso  de  las 

ftalocianinas  libres  no  se  observó  toxicidad  ni  fototoxicidad  en  concentraciones 

menores a 20 µM.
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5. CONCLUSIONES 

Se  observó  un  efecto  fototóxico  en  los  ensayos  donde  estaba  presente  las 

ftalocianinas  de  silicio  y  la  radiación  visible  en  células  THP­1  infectadas  y  no 

infectadas con L. chagasi. Este efecto fue evidenciado por la muerte de las células y 
la disminución del porcentaje de infección en las células THP­1. Por el contrario, en 

ausencia  de  luz  las  formulaciones  de  la  TriHex  no  mostraron  citotóxicidad  en  los 

ensayos  realizados  con  las  células  THP­1  ni  en  los  ensayos  con  amastigotes 

intracelulares.  Las  formulaciones  liposomales  mostraron  un  efecto  fototóxico 

dependiente de la concentración de la ftalocianina. 

Al  utilizar  liposomas  como  transportadores  de  la  TriHex  y  PcSiCl2,  se  obtuvó  un 

mayor  efecto  fototóxico  en  células  THP­1  comparado  con  sus  respectivas 

formulaciones  libres.  Esto  está  en  concordancia  con  numerosos  investigadores,  los 

cuales  sugieren  que  estas  formulación  permiten  incrementar  la  solubilidad  de  los 

compuestos  hidrófobos  en  medios  acuosos  e  incrementar  su  incorporación  en  las 

células debido a la alta afinidad entre las membranas celulares y la de los liposomas. 

El  efecto  fototóxico  que  ocasiona  la  inhibición  de  la  infección  con  L.  chagasi  en 

células THP­1 es significativa en liposomas de TriHex, este hecho concuerda con los 

resultados  mostrados  en  la  literatura  en  donde  se  sugiere  que  los  liposomas 

incrementan  la  actividad  anti­Leishmania  de  los  medicamentos  debido  a  que  estos 
tienen  la  capacidad  de  localizarse  en  los  fagolisosomas  en  donde  se  encuentra  el 

parásito, y al ser irradiados, las especies que se generan se encontrarían más cerca al 

parásito incrementado la probabilidad de destrucción del parásito. 

Aunque  no  existe  reproducibilidad  en  los  resultados  obtenidos  para  la  PcSiCl2,  se 

muestra  que  la  TFD  podría  ser  una  herramienta  útil  en  la  lucha  contra  la 

leishmaniasis.  En  conclusión,  los  resultados  obtenidos  muestran  que  los  liposomas
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son sistemas transportadores que pueden encapsular compuestos insolubles como las 

PcSi  y  facilitar  su  incorporación  celular. La  actividad  fototóxica  presentada  por  las 

formulaciones  liposomales  de  PcSi  contra  amastigotes  intracelulares  de  L.  chagasi 
muestran  que  la  TFD  podría  ser  una  herramienta  útil  en  la  lucha  contra  la 

leishmaniasis. Igualmente por la fototoxicidad encontrada en células tumorales como 

las THP­1 muestran su aplicabilidad en el tratamiento contra el cáncer
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6. RECOMENDACIONES 

Debido  a  que  las  moléculas  de  colesterol  en  las  membranas  celulares  y  en  los 

liposomas  actúan  como protectores  de  la  fotooxidación  lipídica  interfiriendo  con  la 

lisis  de  las  bicapas  en  la  liberación  de  la  ftalocianina desde  los  liposomas  (Girotti, 

2001), sería interesante preparar liposomas que contengan un menor porcentaje molar 

de colesterol para  facilitar  la  liberación de  la  ftalocianina  e  incrementar aun más  la 

actividad fototóxica de estos FS. 

Una estrategia  interesante en el diseño de  los  liposomas es  la utilización de  lípidos 

con carga negativa como  la  fosftaidilserina  y  la  fosfatidiletanolamina. Cuando estas 

moléculas están en cantidades entre 7­10 % de las moles totales de  los  lipidos en  la 

superficie de  los  liposomas, estos liposomas son  reconocidos e  incorporados por las 

células  fagocitarías  en  mayores  cantidades  (Rothkopf  et  al.,  2005).  Como  se  ha 

indicado  en  la  literatura,  este  porcentaje  de  lípidos  con  carga  negativa  no  afecta  el 

carácter pH insensible de los liposomas (Makino et al, 2003), lo cual garantizaría que 

la  ftalocianina  se  libere  del  liposoma  solo  cuando  estos  sean  irradiados  por  luz 

visible.  Sería  conveniente  preparar  un  transportador  liposomal  que  contenga  estos 

fosfolípidos de carga negativa. 

Sería  importante  determinar  el  tipo  de  fotorreacción  que  estuvo  presente  en  la  los 

procesos fototóxicos observados. Una ruta para establecer el tipo de fotorreacción en 

estos experimentos sería determinando los hidroperóxidos de colesterol generados por 

la fotooxidación lipídica. 

Finalmente, sería interesante estudiar la localización de la PcSi encapsulada y el tipo 

de muerte celular que estos ocasionan en macrófagos.
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APÉNDICE 1. 

Cuantificación de fosfolípidos. Para determinar la relación lipido:ftalocianina de los 

liposomas se utilizó el método de Bartlett para la cuantificación de fosfatos (Botcher, 

1961), consiste en la reacción del molibdeno Mo con los aniones fosfato (PO4 
­3 de los 

fosfolipidos)  para  formar  heteropoliácidos  que  a  su  vez  reaccionan  en medio  ácido 

con  iones  tartrato  y  amonio,  formando  el  molibdofosfato  de  amonio  de  coloración 

azul, el cual es cuantificado por espectrometría a 818 nm. 

Procedimiento: Se coloca de 1­5 µL de muestra en un tubo de ensayo, agregar 0.2 mL 

de HClO4  al 70 %. Calentar durante 30 minutos a 180­190 ºC, luego se dejan enfriar 

durante 15 minutos,  luego adicionar 2 mL de una solución de  (NH4)6Mo7O24  4H2O 

(preparado con 2.2 g de este reactivo, 14,3 mL de H2SO4 y aforada a 1 litro con agua 

destilada) y 0.25 mL de ácido ascórbico al 10 %. Calentar en baño María durante 10 

minutos. 

Luego  se  retiran  los  tubos  y  enfriar  con  agua  de  la  llave,  finalmente  se  mide  la 

absorbancia a 818 nm. Para cuantificar  las concentración de  fosfatos se elaboró una 

curva  de  calibración  a  partir  de  una  solución  de  fosfatos  (596,6  mg  de  Na2HPO4 

2H2O en 100 mL de agua destilada) en un rango de concentraciones entre 10­50 nmol 

la cual fue tratada de igual forma que la muestra de liposomas.
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Figura A. Curva de calibración de  fosfolípidos  (A1) Espectro  de absorción UV/vis 

del complejo molibdofosfato de amonio a diferentes concentraciones; λmáx = 818 nm. 

(A2) Curva de calibración de fosfatos (fosfolipidos). 
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APÉNDICE 2. 

Cuantificación de  la  ftalocianina  incorporada  en  los  liposomas. Se determinó  la 

relación  lípido:  ftalocianina  a  partir  de  la  concentración  de  la  ftalocianina  en  las 

suspensiones liposomales. Para determinar la concentración de la ftalocianina en estas 

suspensiones se determinó previamente la concentración de fosfolipidos en cada una 

de  ellas.  Luego  se  preparó  una  curva  de  calibración  de  la  ftalocianina  en  solvente 

orgánico  (THF  para  la  TriHex  y  DMF  para  la  PcSiCl2)  en  un  rango  de 

concentraciones entre 2.25x10 ­8 a 8.80x10 ­7 M en el caso de la TriHex y de 3.57x10 ­7 

a  1x10 ­5  M  para  la  PcSiCl2,  adicionando  a  cada  patrón  de  TriHex,  192  µL  de  la 

suspensión  liposomal que no contiene  ftalocianina (BPC) y 253 µL para  la PcSiCl2, 

estos liposomas son adicionados para restar el efecto que tiene  los  lípidos que están 

presentes en la muestra de cada formulación liposomal que se quiere analizar. 

Figura B. Curva de calibración de TriHex (B1) Espectro de absorción UV/vis de la 

TriHex a diferentes concentraciones; λmáx = 670 nm. (B2) Curva de calibración para 

la cuantificación de TriHex a 670 nm. 
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Figura C. Curva de calibración de la PcSiCl2  (C1) Espectro de absorción UV/vis de 

la a PcSiCl2 a diferentes concentraciones; λmáx = 670 nm. (C2) Curva de calibración 

para la cuantificación de PcSiCl2 a 670 nm. 
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APÉNDICE 3. 

Purificación de la fosfatidilcolina. Debido a que la fosfatidilcolina contenía 35 % de 

impurezas, estas se trataron de eliminar lavando varias veces este lípido con acetona. 

Se tomó 1 g de fosfatidilcolina y gel de sílice, aproximadamente el doble del volumen 

de  la  fosfatidilcolina. Estos sólidos  fueron depositados en un vaso de precipitados  y 

se adiciono 5 mL de acetona, con una varilla de agitación se homogenizó esta mezcla 

y posteriormente se retiró la acetona. A la fracción de acetona se le tomó un espectro 

Uv/Vis  y  se  continuó  adicionando  porciones  de  acetona  pura,  hasta  que 

desaparecieron las bandas en la región visible del espectro Uv / Vis correspondientes 

a un porcentaje de impurezas. Inmediatamente después, la fosfatidilcolina fue disuelta 

en cloroformo y filtrada para retirar el gel de sílice. Finalmente se tomó un espectro 

infrarrojo  con  el  que  comprobamos  que  fosfatidilcolina  no  había  sufrido  ninguna 

modificación. 

Figura D. Espectro infrarrojo de la fosfatidilcolina. 
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APÉNDICE 4. 

Tabla A. Fotosensibilizadores de primera y segunda generación 

Fotosensibilizadores “ 

primera generación” 

λ de 

máxima 

absorción 

Coeficiente e 

extinción M ­ 

1 cm ­1 

Duración del 

fotosensibilizador  

en la piel 

Fotofrin 

N 

NH  N 

N H 

R 

Me 

Me 

Me 
Me 

H 

O 

CO 2 Me  CO 2 Me 

Me 
N 

NH  N 

N H 

Me 

Me 

R 

Me 

H 

Me 

Me 

CO 2 Me  CO 2 Me 

630 nm  3.0x10 3  2­3 meses 

Protoporfirinogeno IX 

N 

NH  N 

N H 

HOOC 

HOOC 

630 nm  3.0x10 3  2­3 meses 

Verteporfina 

N 

N  N 

N 

CO 2 Me  CO 2 Me 

H 3 CO 2 

H 3 CO 2 

630 nm  3.0x10 3  2­3 meses
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fotosensibilizadores 

“segunda generación” 

λ de 

máxima 

absorción 

Coeficiente e 

extinción M ­ 

1 cm ­1 

Duración del 

fotosensibilizador  

en la piel 

Ftalocianinas metalicas 

N 

N 
N 

N 

N 

N 

N 

N 

M 
670­680 nm  2.5x10 5  8­10 días 

Naftalocianinas 

M 

N 

N 

N  N 

N 

N N 

N 

750­780 nm  >2.5x10 5  ­­­­ 

Texaprinas 

N 

N 

N 

N 

N 

OH 

OH 

O 

O  O 

O 

O 

O 

OMe 

OMe 
Lu 

AcO 

AcO  730 nm  4.2x10 4  Mínimo
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