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PALABRAS CLAVES: tetrasulfoftalocianina de cobre, terapia 
fotodinámica, dióxido de titanio. 
 
RESUMEN: La Terapia fotodinámica (TFD) es una nueva modalidad en 
el tratamiento contra el cáncer, basada en la coexistencia de tres 
componentes: un fotosensibilizador, oxígeno molecular y luz.  En este 
trabajo se estudió el efecto fotodinámico in vitro de la TsPcCu libre y 
anclada sobre el TiO2 nanoparticulado en células humanas de cáncer 
de cérvix (HeLa). El TiO2 en tamaño nanométrico se obtuvo con un 
nuevo método, por hidrólisis de tetraisopropóxido de titanio con una 
mezcla agua 2-propanol.  La tetrasulfoftalocianina de cobre (II), se ancló 
al TiO2 sintetizado. 
 
Los materiales preparados se caracterizaron por espectroscopia UV-
Vis, IR y DRX.  El espectro de absorción del TsPcCu - TiO2 es típico del 
cromóforo ftalocianina.  Cada fotosensibilizador se suspendió en una 
mezcla de RPMI-PBS. Las células se incubaron por 7 h con los 
sensibilizadores (10, 9.95 y 0.05 µg/mL de TsPcCu-TiO2, TiO2 y TsPcCu 
respectivamente) y luego se irradiaron durante 1 h (~ 665 nm, 10 
J/cm2). 
 
Los compuestos mostraron ser no tóxicos en ausencia de luz.  En 
general se observó que tanto la densidad como la viabilidad celular, 
muestran cierta tendencia a disminuir con respecto al control negativo, 
cuando los cultivos son tratados con los compuestos bajo irradiación, no 
se apreció un efecto potenciador del TiO2 sobre la actividad fototóxica 
de la TsPcCu. Bajo las condiciones de tiempo e intensidad de 
irradiación empleados, el TiO2 preparado mostró el mejor efecto 
fotooxidativo, aún cuando el uso del láser garantiza la exclusión de luz 
ultravioleta responsable de la activación del TiO2. 

                                                 
* Trabajo de grado. 
** Facultad de Ciencias, Química.  Dra. Raquel Ocazionez, Dr. Edgar 
Páez Mozo y Dr. Fernando Martínez Ortega. 



 

TITLE: EVALUATION OF THE PHOTOTOXIC EFFECT OF COPPER 
(II) TETRASULFOPHTHALOCYANINE ANCHORED TO TITANIUM 
DIOXIDE IN GROWTH IN VITRO OF HeLa CELLS.* 
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KEYWORDS: copper (II) tetrasulfophthalocyanine, photodynamic 
therapy, titanium dioxide. 
 
ABSTRACT: The photodynamic therapy (PDT) is a new modality in the 
treatment against the cancer, based on the coexistence of three 
components:  a fotosensibilizador, molecular oxygen and light.  In this 
work was evaluated the photodynamic effect in vitro of free and 
anchored TsPcCu on nano-sized TiO2 in human cervix cancer cells 
(HeLa).  The nano-sized TiO2 is obtained by hydrolysis of titanium 
tetraisopropoxide with a mixture water 2-propanol, and then, the copper 
(II) tetrasulfophthalocyanine was anchored to TiO2. 
 
The prepared materials were characterized by DRX, UV-Vis and IR 
spectroscopy.  The spectral patterns of the TsPcCu - TiO2 are typical of 
phthalocyanine.  Each photosensitizer was suspended in RPMI-PBS 
mixture.  The cells are incubated for 7 h with the sensitizer (10, 9.95 and 
0.05 µg/mL to TsPcCu-TiO2, TiO2 and TsPcCu respectively) and then 
were irradiated for 1 h (λ ~ 665 nm, 10 J/cm2). 
 
The compounds showed to be nontoxic in the dark.  In general the cell 
number and viability, shows certain tendency to diminish with respect to 
the negative control, when the cultures are dealt with compounds under 
irradiation was not appraised a synergy effect of the TiO2, on the 
phototoxic activity of the TsPcCu.  TiO2 showed the highest 
photoactivity, even though the use of the laser guarantees the exclusion 
of ultraviolet light, responsible for the activation of the TiO2. 

                                                 
* Facultad de Ciencias. 
** Grade work.  Chemistry.  Dra. Raquel Ocazionez, Dr. Edgar Páez 
Mozo y Fernando Martínez Ortega. 



 

INTRODUCCIÓN 

 

Después del cáncer de mama, el carcinoma de cérvix es el segundo 

caso más frecuente en el mundo entre las neoplasias femeninas (Yu et 

al, 2005; Cifuentes et al, 2004; Harima et al, 2000 y Connolly et al, 

2000).  El tratamiento más comúnmente usado es la radioterapia que 

puede causar irritaciones en otros tejidos circundantes.  Cuando el 

cáncer se encuentra en un estado avanzado se recurre a la cirugía , 

dejando a cientos de mujeres potencialmente estériles (Carter et al, 

2005).  Sin embargo, la terapia fotodinámica (TFD) es una novedosa 

técnica altamente selectiva para el tratamiento de una gran variedad de 

tipos de tumores cancerígenos (Vogl et al, 2004).  

 

La TFD usa la combinación de luz visible, o luz cercana al visible con un 

fármaco fotosensible de mínima toxicidad en la oscuridad. (Gorman et 

al, 2004).  El fotosensibilizador es excitado a estado triplete y este  

interactúa con el oxígeno molecular del medio produciendo especies 

citotóxicas tales como oxigeno singulete, aniones superóxido y 

radicales hidroxilo  (Cauchon et al, 2005).  

 

Las ftalocianinas (Pc) son moléculas complejas, con propiedades 

colorantes, candidatos promisorios para varias aplicaciones prácticas, 
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además pueden ser usadas como eficientes fotosensibilizadores en  

TFD de cáncer (Frackowiak et al, 2002 y Koval et al, 2001).  Los 

fotosensibilizadores se activan en presencia de luz visible (alrededor de 

670 nm), la cual penetra más profundamente dentro de los tejidos a 

diferencia de otros fotosensibilizadores aprobados por el uso clínico; 

como el Photofrin.  Otra particularidad que se puede destacar  de las 

ftalocianinas es el aumento de sus funciones fotocatalíticas al ser 

ancladas a soportes sólidos (Hone et al, 2002). 

 

Las Pc presentan baja solubilidad tanto en el agua como en solventes 

orgánicos.  Para lograr un aumento de su solubilidad en medio acuoso 

se prefirió  el uso de una tetrasulfoftalocianina (TsPc), en la cual el 

macrociclo ftalocianínico está sustituido con grupos hidrofílicos tipo 

sulfo (SO3
-) (Uzdensky et al).  Al mismo tiempo las TsPc debido a la 

presencia de grupos SO3
- hacen viable la formación de enlaces con 

soportes sólidos tales como el dióxido de titanio (TiO2); un 

semiconductor fotacatalítico, no tóxico utilizado ampliamente en 

sistemas bioquímicos, y  ensayado en la desinfección de bacterias, 

hongos, virus y en cultivos de células cancerigenas con resultados 

promisorios (Blake et al, 1999).  Por otra parte, se ha mostrado que la 

tetrasulfoftalocianina de cobre (TsPcCu) anclada en  TiO2 (TsPcCu-
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TiO2) inhibe el crecimiento de Escherichia coli al ser irradiada con luz 

visible con una eficiencia relacionada con la cantidad de TiO2 (Yu et al, 

2003). 

 

En trabajos realizados por el  Centro de Investigación en Catálisis 

(CICAT) y  el Centro de Investigación en enfermedades tropicales 

(CINTROP) de la Universidad Industrial de Santander, se estudió el 

efecto fototóxico de las tetrasulfoftalocianinas metálicas  (TsPcM) de 

Zinc, Cobre y Cobalto ancladas en TiO2  sobre cultivos de células 

cancerosas de riñón de mono africano (LLCMK2).  Se encontró que la 

TsPcCu anclada al TiO2 (TsPcCu -TiO2) no presentó signos de toxicidad 

en la oscuridad y  mostró un mayor efecto fototóxico obteniendo así, 

resultados prometedores para la aplicación de este fotosensibilizador 

(Manrique et al, 2002). 

 

Teniendo en cuenta las consecuencias que acarrean  los actuales 

tratamientos contra el cáncer de cérvix a las pacientes que lo padecen, 

se quiso hacer un aporte en la búsqueda de nuevos medicamentos. 

 

Con base en la efectividad de la TFD, en las propiedades de la TsPcCu 

y las características del TiO2 anteriormente descritas, se resolvió hacer 

el presente trabajo; que pretendió estudiar la actividad fototóxica de la 
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TsPcCu anclada en TiO2; sintetizado por el método de sol-gel, sobre el 

crecimiento in vitro de una línea celular humana derivada de cáncer de 

cérvix (HeLa).  Los métodos de preparación sol-gel para el TiO2 

permiten la obtención  de partículas con tamaños manométricos 

consiguiendo una mayor penetración del fármaco en los tejidos además 

de incrementar la fotoactividad de la TsPcCu. 

El trabajo de investigación se desarrolló en dos etapas: Primera: 

síntesis y caracterización de los fotosensibilizadores con base en  las 

espectroscopias de absorción molecular ultravioleta/visible, absorción 

en el infrarrojo y rayos X.  Segunda: determinación in vitro de su efecto 

fototóxico sobre el crecimiento y viabilidad de células humanas de 

cáncer de cérvix (HeLa). 
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1.  ANTECEDENTES BIBLIOGRÁFICOS 

 

1.1.  CÁNCER DE CÉRVIX 

El cáncer de cérvix es un tipo frecuente de cáncer en mujeres, y 

consiste en una enfermedad en la cual se encuentran células 

cancerosas (malignas) en los tejidos del cuello uterino (Figura 1) 

(Cifuentes et al, 2004). 

 

 
Figura 1. Localización de los tumores del aparato reproductor femenino 

(Microsoft Corporation, 2004). 
 

1.1.1.  Características de las células cancerígenas 

En seres humanos y otros organismos multicelulares, el volumen de los 

tejidos individuales y los órganos es relativamente constante y acorde 

con el tamaño del cuerpo.  Además, la organización de los tejidos entre 

los órganos y el carácter diferencial de las células individuales es 
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también estable.  Esta estabilidad del volumen de los tejidos, 

diferenciación y organización es particularmente importante para el 

mantenimiento normal de las funciones.  Sin embargo, en los 

organismos multicelulares los mecanismos de regulación controlados 

por la división celular algunas veces pueden descontrolarse.  En esta 

situación la estabilidad de la organización de los tejidos y órganos es 

destruida, y en consecuencia surgen una variedad de enfermedades.  

Un ejemplo es la formación de tumores debido al crecimiento 

incontrolado.  Los tumores pueden ser clasificados como benignos o 

malignos basados en su tendencia de dispersión.  El término común 

para los tumores malignos es cáncer (Blake et al, 1999). 

 

Frecuentemente las células de origen animal pueden ser cultivadas in 

vitro, independientemente de otras células.  Estas imitan la tendencia 

de sus progenitoras formando monocapas, estas en contacto con un 

medio de cultivo se adhieren a la superficie lisa del vidrio o plástico.  

Por ejemplo, las primeras células cancerígenas que fueron 

satisfactoriamente aisladas y cultivadas fueron de carcinoma cervical en 

1951.  Estas células fueron nombradas células HeLa en honor a 

Henrietta Lacks, la mujer quien contrajo el carcinoma cervical y 

eventualmente murió por causa de esta enfermedad. Estas células han 

venido siendo cultivadas por más de cuarenta años.  Las células HeLa 
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son usadas vigorosamente en todo el mundo como material de ensayo 

de la actividad biológica de diferentes fármacos (Blake et al, 1999).  

  

 

1.1.2.  Epidemiología 

Casi el 80% de los casos de cáncer de cuello uterino se presenta en los 

países en desarrollo.  De estos, más de las 2/3 partes se diagnostican 

en estados avanzados.  En los últimos 40 años, la tasa de incidencia y 

mortalidad han disminuido en casi todos los países desarrollados. 

En Colombia, un informe del Instituto Nacional de Cancerología en 

1998, lo sitúa en primer lugar de todos los carcinomas, representando el 

26,8% de los cánceres en la mujer (Cifuentes et al, 2004) 

 

1.1.3.  Clasificación 

Las siguientes etapas se usan en la clasificación del cáncer cérvix:  

Estado 0: Las células anormales se encuentran sólo en la primera capa 

de células que recubren el cuello uterino.  Estado I: El cáncer afecta el 

cuello uterino, pero no se ha diseminado a los alrededores. Estado II: El 

cáncer se ha diseminado a áreas cercanas, pero aún se encuentra en el 

área pélvica. Estado III: El cáncer se ha diseminado a toda el área 

pélvica.  Puede haberse diseminado a la parte inferior de la vagina, o 
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infiltrar los uréteres.  Estado IV: El cáncer se ha diseminado a otras 

partes del cuerpo (a la vejiga, al recto u  órganos distantes como los 

pulmones (Cifuentes et al, 2004 y Novak et al, 1997). 

 

 

1.1.4.  Tratamientos convencionales 

Los tratamientos para cáncer de cuello uterino dependen de la etapa en 

que se encuentra la enfermedad, el tamaño del tumor, la edad, estado 

de salud general y el deseo de tener hijos (Cifuentes et al, 2004). 

Estado 0 

1. Conización. 

2. Cirugía con rayo láser. 

3. Procedimiento de escisión electroquirúrgica (LEEP). 

4. Criocirugía.  

5. Cirugía para eliminar el área cancerosa, cuello uterino y útero (total 

abdominal o histerectomía vaginal) para aquellas mujeres que no 

pueden o no desean tener hijos. 

Estado I.   

I-a: 1. Histerectomía  abdominal total. 

      2. Conización (por deseo de embarazo).  

      3. Histerectomía  radical, (con o sin disección de ganglios linfáticos). 

      4. Radioterapia.  
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I-b: 1. Radioterapia. 

      2. Histerectomía  radical ampliada con o sin radioterapia. 

Estado II.   

II-a: 1. Radioterapia. 

       2. Histerectomía abdominal total. 

II-b: 1. Radioterapia. 

       2. Ensayos clínicos de nuevas formas  (radioterapia/quimioterapia). 

Estado III.   El tratamiento podría consistir en: 

III-a: Radioterapia. 

III-b: Ensayos clínicos de nuevas formas de radioterapia/quimioterapia. 

Estado IV.  El tratamiento podría consistir en: 

IV-a: 1. Radioterapia. 

         2. Ensayos clínicos de nuevas formas (radioterapia/quimioterapia). 

IV-b: 1. Radioterapia para aliviar los síntomas como el dolor. 

         2. Quimioterapia (Cifuentes et al, 2004). 

 

Quimioterapia 

En sentido estricto, es el tratamiento de cualquier proceso mediante 

sustancias químicas: Sin embargo, se utiliza para referirse al 

tratamiento del cáncer mediante fármacos específicos que retrasan la  

tasa de crecimiento de las células tumorales (Díaz, 2000). Se espera 

que en el futuro la quimioterapia sea más específica hacia las células 
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tumorales malignas, explotando alguna característica propia de éstas 

que no compartan las células normales.  Hasta la fecha, tal propiedad 

no ha sido descubierta, y los fármacos utilizados en quimioterapia son 

en general citotóxicos, para todas las células en división, tanto malignas 

como normales. Esta falta de especificidad es responsable de algunos 

de los efectos secundarios indeseables de la quimioterapia (Byrne, 

1999). 

 

Los efectos secundarios de la quimioterapia más comunes incluyen 

náuseas y vómitos, caída del cabello, cansancio y un aumento de 

probabilidades de moretones, sangrado y contraer una infección (Novak 

et al, 1997) 

 

Radioterapia 

Se suele utilizar para el tratamiento del cáncer, la exposición de una 

zona determinada del organismo a una fuente de radiación ionizante.  

La radiación puede provenir de una fuente natural de isótopos 

radiactivos, ó de una fuente artificial de rayos X.  El tratamiento incluye 

la localización precisa del tumor y la utilización de dosis fraccionadas 

múltiples, diarias o periódicas, de irradiación durante un periodo de 

tiempo determinado (Microsoft Corporation, 2004). 
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La radiación ionizante lesiona las células mediante interacción con el 

ácido desoxirribonucleico (ADN) del núcleo, evitando la división celular 

normal.  Al igual que los agentes citotóxicos utilizados en quimioterapia, 

la selectividad es limitada y se ocasionan lesiones a las células no 

cancerosas (Díaz, 2000)  

 

Los posibles efectos secundarios de la radioterapia son: Fatiga y 

malestar, alteraciones en las células de la sangre, dificultad o dolor al 

deglutir, cambios en el sentido del gusto, sequedad de boca, anorexia, 

náuseas, vómitos, pérdida del cabello, aumento de infecciones, daño 

fetal en mujeres embarazadas, edema, caída o descamación, manchas, 

atrofia y dolor en la piel (Byrne, 1999). 

 

Recurrencia 

En caso de presentarse después de un tratamiento con radioterapia, se 

pueden tratar con quimioterapia y ocasionalmente con cirugía.  El 90% 

de las recurrencias se presentan dentro de los tres años del diagnóstico 

inicial, y menos del 5% de estas pacientes sobreviven los cinco años.  

En casos muy poco frecuentes se pueden dar posibilidades de curación 

(Ciefuentes et al, 2004). 
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1.2.  TERAPIA FOTODINÁMICA UN TRATAMIENTO ALTERNATIVO 

CONTRA EL CÀNCER 

La fotoquimioterapia frecuentemente llamada “terapia fotodinámica 

(TFD)”.  Es una de las más promisorias terapias anticáncer (Manyak et 

al, 1998).  La TFD es basada en el concepto que ciertos 

fotosensibilizadores pueden ser localizados en tejidos neoplásicos, y 

subsecuentemente, estos pueden ser activados con luz de una 

apropiada longitud de onda (energía) para generar especies 

moleculares activas, tales como radicales libres y oxigeno singulete 

(1O2), especies tóxicas que por oxidación destruyen el tejido circundante  

(Chwilkowska et al, 2002 y Reddan et al, 1999).  Es una terapia binaria 

y tiene una ventaja potencial ya que tiene una doble selectividad, la 

primera selectividad es desarrollada por el incremento de la 

concentración del fármaco en el tejido dañado, y la segunda, la 

irradiación puede ser limitada a un sitio específico.  La selectividad 

puede ser aumentada cuando el fotosensibilizador se enlaza a 

moléculas del sistema que tengan alta afinidad por los tejidos afectados 

(Hasan et al, 2000). 

 

1.2.1.  Historia de la TFD 

La combinación de sustancias fotosensibilizantes y su exposición a la 

luz, constituye uno de  los  tratamientos más antiguos en Dermatología.  
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Ya en la India y en el antiguo Egipto, se ingería una planta rica en 

psoralenos, la Ammi majus, para el tratamiento del vitíligo, lepra y otras 

lesiones cutáneas. (Escudero et al, 2001). 

 

El fenómeno de la TFD data desde1900, cuando Oscar Raab un 

científico Alemán observó que los paramecios en una solución del 

colorante acridina bajo la  exposición de luz se morían.  Mientras que, en 

ausencia de luz con solución de acridina, ó con exposición de luz en 

ausencia de acridina los paramecios sobrevivían (Bruce, 2001). 

 

Estas observaciones fueron seguidas por Von Tappeiner, quien usó 

colorantes tópicos para el tratamiento de lesiones cutáneas (Von 

Tappeiner, 1907 y 1903).  Tappeiner introduce el término reacción 

fotodinámica como aquel procedimiento que necesita luz, una sustancia 

fotosensibilizante y oxígeno (Escudero et al, 2001). 

Unos de los compuestos químicos más investigados hoy en TFD, son 

las porfirinas, Meyer-Betz en 1913, estudió la acumulación de la 

hemaroporfirina (Hp) y sus derivados en tumores de ratas y analizó  los 

efectos posteriores de la TFD en su administración sistemática (Meyer-

Betz, 1913). 
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La fluorescencia de estos compuestos fue investigada para el 

diagnóstico y delineación de tumores malignos en la década de 1940 a 

1950 por Figge y colaboradores (Figge et al, 1948).  Lipson y Blades 

establecieron que el agente localizador del tumor era una impureza de 

la Hp y no el compuesto en sí  (Lipson and Blades, 1960).  Los 

investigadores empezaron entonces a buscar sustancias que marcaran 

mejor los tumores, y así fue como prepararon la hematoporfirina 

derivada (HpD, figura 2a), una mezcla de porfirinas producida por el 

tratamiento ácido de la Hp (Kessel and Chou, 1983). 

 

Mas tarde Roswell Parl, un biólogo del Cancer Institute de Bufalo y 

varios cirujanos del Roswell Park consiguieron necrosificar  tumores en 

pacientes con cáncer a los que se les había administrado la 

hematoporfirina derivada y habían sido expuestos a una dosis de 

energía lumínica.  A partir de entonces comenzaron a multiplicarse los 

estudios de TFD en Europa, Japón y EEUU.  Es así como el 

fotosensibilizador más empleado en terapia fotodinámica fue la 

hematoporfirina derivada y su componente activo la porfirina (figura 2b) 

que es conocido desde 1960 (Miller, 1999). 
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Figura 2.  Estructura química de la hematoporfirina y su componente  

activo la porfirina (Miller, 1999). 
 

La HpD fue desarrollada por el laboratorio e investigaciones clínicas de 

Dougherty y colaboradores (Dougherty, 1986) en 1978, quienes 

presentaron numerosos estudios acerca de la aplicación de esta nueva 

técnica en el tratamiento de tumores cutáneos.  La terapia fotodinámica 

ha estado disponible desde la década de los 1970, cuando por primera 

vez se desarrolló el láser para el uso médico (Escudero et al, 2001). 

 

En teoría el tratamiento de cáncer con TFD se puede efectuar en 

cualquier sitio anatómico.  Cientos de pacientes han sido tratados con 

TFD en una variedad de neoplasias.  La modalidad de este tratamiento 

fue aceptada para el uso clínico en 1987 usando una forma purificada 

de la HpD, denominada Photofrin. Muchos otros fotosensibilizadores 

han venido siendo introducidos en tratamientos clínicos (Dougherty et 

al, 1998).   
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1.2.2.  Mecanismos de acción  de la TFD 

A nivel celular el mecanismo de acción fotodinámica puede describirse 

esquemáticamente como: 

( ) celularmuertecelulardañotóxiproductosShvS O →→→→+ cos* 2  

Donde S y S* representan el estado basal y  excitado, producto de la 

absorción del fotón hv por el sensibilizador (S) respectivamente.  El 

mecanismo se divide en dos componentes, una parte regida por la 

fotofísica y fotoquímica del fotosensibilizador, y la segunda gobernada 

por la respuesta biológica de las células en presencia de las especies 

oxidantes generadas (Phillips, 1997). 

 

En estos casos el fotosensibilizador actúa como un catalizador, ya que 

no es consumido en la reacción (Keizer et al, 2002).  El modo de 

operación de la TFD esta basado en la excitación del fotosensibilizador 

por la luz visible.  Después de la excitación existen dos mecanismos 

para la producción de especies muy reactivas (aniones superóxidos y/o 

oxígeno singulete 1O2) que conllevan a la posterior oxidación del 

substrato (Phillips, 1997). 

 

Mecanismo tipo I  
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Como se observa en la figura 3, involucra la transferencia de un 

electrón o un ión de hidrógeno (H+) entre el sensibilizador excitado y el 

sustrato para obtener iones radicales y radicales libres. Estos últimos 

son muy reactivos, al interaccionar con el oxígeno molecular generando 

especies como O-, O2- y OH-. 

 

3S* + O2 → S + O2
- 

3S* + Sub → S + Sub 

S + O2 → S + O2
- 

O2
- → HO2 

HO2 + Sub-H → H2O2 + Sub 

Figura 3.  Esquema del proceso fotoquímico del mecanismo tipo I 
(Phillips, 1997). 

 

Mecanismo tipo II  

En este caso como se muestra en la figura 4, se presenta una 

transferencia de energía del fotosensibilizador excitado (estado triplete) 

al estado basal del oxígeno (3O2) formando el oxígeno singulete (1O2) 

(Miller, 1999 y Phillips, 1997). 

 

S → 1S* → 3S* 
3S* + 3O2 → S + 1O2 

1O2 + Sub → Sub oxidado 

Figura 4.  Esquema del proceso fotoquímico del mecanismo tipo II 
(Phillips, 1997). 



18 

1.2.3.  Excitación del fotosensibilizador 

En la figura 5, se muestra un diagrama simplificado de Jablonsky, 

indicando que el fotosensibilizador posee una longitud de onda de 

máxima absorción.  La luz incidente sobre el sensibilizador (0S) causa la 

excitación al estado excitado singulete (1S*), el singulete excitado del 

colorante puede decaer al estado basal por la liberación de energía en 

forma de fluorescencia.  Si el tiempo de vida del estado excitado del 

singulete es suficientemente largo (1S*), es posible que el singulete sea 

convertido a un estado excitado triplete (3S*) el cual es capaz de 

transferir su energía a otro triplete.  Una de las pocas moléculas con 

estado basal triplete es el oxigeno diatómico, el cual se encuentra en la 

mayoría de las células y el aire.  La transferencia de energía tiene lugar 

para formar el oxigeno singulete, 1O2, considerado un agente altamente 

citotóxico, a partir del estado basal del oxigeno diatómico 3O2.  La 

energía provista por la molécula del sensibilizador excitado (3S*), es 

mucho mas alta que la del producto oxígeno singulete (Phillips, 1997) y 

(Miller, 1999). 
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Figura 5.   Diagrama modificado de Jablonsky para un 
fotosensibilizador donde: 1 Absorción de luz; 2 fluorescencia; 3 sistema 
de intercruzamiento; 4 Fosforescencia; 5 producción de oxígeno 
singulete (mecanismo de tipo II); 6 transferencia de electrón 
(Mecanismo tipo I); El diagrama de Jablonsky es una representación de 
los niveles de energía electrónica y transición radioactiva de moléculas 
(Miller, 1999). 
 

1.2.4.  Fotosensibilizadores 
 
Los fotosensibilizadores son compuestos capaces de absorber luz de 

una determinada longitud de onda y transferirla al oxígeno molecular 

para la producción de agentes citotóxicos que causan la muerte celular 

(Brown, 1999). 

 

En general un fotosensibilizador ideal debe tener las siguientes 

propiedades: 
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ü Absorber luz en el infrarrojo cercano. 

ü No tóxico, con baja fotosensibilidad cutánea posterior. 

ü Retención relativamente selectiva hacia tumotes en comparación con 

tejidos normales adyacentes.  

ü Generación eficiente de especies citotóxicas. 

ü Genere fluorescencia para visualización. 

ü De composición química definida, y preferiblemente soluble en agua 

(Phillips, 1997). 

 

Los tipos más comunes de fotosensibilizadores se mencionan a 

continuación: 

 

Hematoporfirinas derivadas y otros fotosensibilizadores porfirínicos 

Las porfirinas son sustancias químicas de vital importancia, sintetizadas 

por casi todos los organismos vivos y necesarias para la respiración 

celular.  La estructura molecular fundamental de las porfirinas consiste 

en un esqueleto cíclico de cuatro anillos unidos entre sí, o compuesto 

tetrapirrólico. Cada anillo tipo pirrol está formado por cuatro átomos de 

carbono y uno de nitrógeno.  Los diferentes tipos de porfirinas se 

distinguen por los átomos que se unen al esqueleto cíclico y por los 

metales que ocupan la posición central. El componente mayoritario de 

la hemoglobina es el grupo hemo, que es una ferroporfirina.  La 
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clorofila, que es la sustancia responsable del color verde de las plantas, 

es un derivado de una porfirina con magnesio (Detty et al, 2004). 

 

La Hematoporfirina derivada, figura 2a, fue el primer fotosensibilizador 

que recibió aprobación clínica en Canadá en 1993 y subsecuentemente 

en U.S., Europa y Japón para el tratamiento del cáncer de cérvix,  

esófago, hígado, gástrico y endobronquial (Dennis et al, 2003).  Mostró 

buenos resultados hasta que se conocieron ciertas desventajas.  La 

HpD es una mezcla de componentes que incluyen el monómero, como 

el dímero y olígomeros de la hematoporfirina (Iinuma et al, 1999 y 

Dougherty, 1983).  En la purificación parcial de esta mezcla resulta un 

producto comercial (Photofrin) (Dougherty, 1984).  Este producto 

purificado consiste en muchos componentes porfirínicos, alrededor de 

60, los cuales son difíciles de reproducir en su manufactura (Reddan et 

al, 1999).  El Photofrin y otros sensibilizadores relacionados a las 

porfirinas tienen una banda de máxima absorción en la región roja del 

espectro (≥ 600 nm donde la penetración de la luz en los tejidos es 

óptima) e induce una fotosensibilidad cutánea prolongada, de cuatro a 

seis semanas posterior a su administración (You et al, 2003 y Anderson 

et al, 1998). 
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Las Tetraaril porfirinas fueron las primeras porfirinas fácilmente 

preparadas y purificadas para ser evaluadas como fotosensibilizadores. 

La Tetrafenilporfirina (TPP) tiene una banda de máxima absorción de 

630 nm y es un eficiente generador de especies citotóxicas pero tiene 

limitada solubilidad.  La sulfonación de la TPP produce una 

tetrasulfonación y el producto es la tetrasulfofenilporfirina (TPPS4) 

(Figura 6).  Los grupos de ácido sulfónico tienen valores muy bajos de 

pKa y permanecen en forma aniónica a lo largo de rangos de pH 

fisiológico, esta retiene los beneficios de la TPP y tiene una excelente  

solubilidad en agua (Berg et al, 1993).   La TPPS4 es permeable a las 

membranas y se acumula en los lisosomas celulares de los tejidos 

tumorales y es eficiente tanto in vitro como in vivo.  Sin embargo, la 

TPPS4 presentó reportarse la neurotoxicidad en ratones cuando son 

expuestos a altas dosis (Winkelman and Collins, 1987). 

N
H

N

N
H

N

NaO3S SO3 Na

SO3NaNaO3S TPPS4  
Figura 6.  Estructura de la tetrasulfofenilpoprfirina  (Detty et al, 2004). 
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Trabajos con otras porfirinas derivadas sugieren novedosos 

aprovechamientos de las porfirinas con modificaciones en la periferia 

las cuales proveen superficies catíonicas y aniónicas demostrado alta 

solubilidad (Detty et al, 2004). 

 

Porfirinas con el centro modificado 

El intercambio de sustituyentes en la posición meso de las porfirinas 

aunque permite mejores propiedades biológicas no origina cambios 

apreciables en la longitud de onda de máxima absorción.  Mientras que 

la sustitución de un NH en la posición 21 del anillo porfirínico con S o 

Se  alcanza  longitudes de onda de absorción alrededor de 665 nm en 

las porfirinas (Latos-Grazynski et al, 1996).  Tales moléculas son 

denominadas porfirinas con centro modificado, como se muestra en la 

figura 7, el 21-tio- y 21-selenoporfirina (Hilmey et al, 2002).  De igual 

manera, análogos sulfonados han venido siendo evaluados como 

fotosensibilizadores en TFD (Marcinkowska et al, 1997).  La sustitución 

del nitrógeno por Se o S produce poco o ningún impacto en la 

generación de oxígeno singulete, estos compuestos son comparables a 

las clorinas por su eficiencia in vivo en ratones y la 21-selenoporfirina 

no muestra fotosensibilidad cutánea en animales irradiados 24 horas 

después de la inyección (You et al, 2003).  La 21-tio porfirina tiene una 
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banda de máxima absorción cerca de 730 nm, pero su uso como 

fotosensibilizador aún no se ha reportado (Detty et al, 2004). 

E

N

N
H

N

E= S  21-tiotetrafenilporfirina

E= Se 21-selenotetrafenilporfirina  
Figura 7.  Estructura química de la 21-tio y 21-selenotetrafenilporfirinas 

(Pushpan et al, 2001). 
 

Remplazado el segundo heteroátomo con azufre o selenio se obtienen 

porfirinas modificadas con longitudes de onda de máxima absorción de 

∼695 – 700 nm (Ulman et al, 1978). 

 

En la serie de porfirinas análogas a la tetrasulfofenil porfirinas (TPPS4) 

se ha realizado la sustitución con sulfonato arilo en la posición 5 y 10 

del anillo porfirínico y con otros sustituyentes en la posición 15 y 20, 

mostrando óptimas propiedades tanto en la captación como en 

distribución celular y alcanzando hasta un 50% de muerte celular, 

también muestran reducción de la fotosensibilidad cutánea al ser 
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relacionadas con el Photo frin (Hilmey et al, 2002; Stilts et al, 2000; 

Meng et al, 1994 y Kessel et al, 1987). 

 

Ácido 5-aminolevulinico y protoporfirin IX  

El ácido 5- aminolevulínico, ALA, figura 8 (a) es un aminoácido natural 

precursor de la protoporfirina IX (PpIX).  La protoporfirina IX se 

encuentra actualmente bajo investigación como fotosensibilizador en 

TFD (Iinuma et al, 1999).  PpIX es convertida en el grupo hemo a través 

de la acción de la enzima ferroquelatasa.  La administración exógena 

del ALA puede colmar de cierta manera la capacidad de la 

ferrocatalasa.  Además la actividad de la ferrocatalasa es baja en 

ciertos tumores relacionados con el tejido normal (El-Sharabasy et al, 

1992), factores que permiten una selectiva construcción de PpIX, figura 

8 (b), en el tumor y la concentración de PpIX se encuentra en un 

máximo de una a seis horas después de la administración del ALA 

(Escudero et al, 2001). 
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Figura 8.  (a) Estructura química del ALA y compuestos derivados. (b) 
Estructura química de la Protoporfirina IX (Peng et al, 1997) 

 

El uso de PpIX como fotosensibilizador ha recibido aceptación europea 

en el tratamiento de queratosis actinina, de células cancerosas básales 

(Foley, 2003; Freeman et al, 2003 y Morton, 2003) y acción efectiva en 

la enfermedad de Derier (Exadaktylou et al, 2003).  La 

fotosensibilización de la piel con PpIX es limitada de uno a dos días lo 

cual ofrece una ventaja con relación a la TFD con Photofrin.  Como 

Fotosensibilizador el PpIX tiene una banda de máxima absorción en 

635 nm lo cual ofrece un pequeño mejoramiento con respecto al 

Photofrín y otros fotosensibilizadores porfirínicos (Detty et al, 2004). 

 

El desarrollo de PpIX como fármaco ha sido atribuido a los precursores 

del ALA.  Mientras el ALA por si misma es hidrofílica, una variedad de 

NH2 OR

O

O
ALA, R=H
Metvix(R), R=Me
Benzvix(R), R=CH2Ph
Hervix(R), R=n-C6H13

(a) (b) 
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ésteres alquílicos del ALA penetran la célula mucho más rápido que 

esta (Gaullier et al, 1997).  Los ésteres bencílico y hexílico tienen 

indicaciones registradas para el tratamiento de cánceres intestinales y 

el diagnóstico de tumores de hígado, respectivamente (Dennis et al, 

2003).  La administración tópica del ALA y sus derivados han sido 

encontrados efectivos en la producción de PpIX en varias lesiones 

superficiales (Kennedy et al, 1996 y Kennedy et al, 1990).  El PpIX se 

enlaza firmemente a una variedad de prote ínas incluyendo el receptor 

bensodiacepínico de la periferia mitocondrial, proteínas hemo y 

mioglobina, las cuales sugieren sitios de acción en TFD (Chakraborti, 

2003). 

 

Clorinas y bacterioclorinas derivadas de fuentes naturales 

Aunque el centro porfírinico es estable a la oxidación, lo cual permite la 

obtención de numerosos derivados y su ensayo (Sternberg et al, 1998); 

la longitud de onda de máxima absorción es demasiado corta para 

optimizar la penetración de luz en los tejidos.  La reducción de uno de 

los dobles enlaces en la periferia del núcleo porfirina genera el centro 

clorina, y la posterior reducción de un segundo doble enlace pirrólico en 

la periferia de la clorina genera el centro bacterioclorina (figura 9).  

Ambas clases de moléculas poseen una banda de máxima absorción 
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con longitud de onda más larga (λmax = 650 – 670 nm para las clorinas y 

λmax = 730- 800 nm para las bacterioclorinas) que las porfirinas y 

retienen la eficiencia de la generación de 1O2 (Kostenich et al, 1994).  

Diversas clorinas y bacterioclorinas están en varios estados de 

evaluación para su aplicación en TFD. 

 

NH N

NHN

NH N

NHN

NH N

NHN

Porfirina Clorina Bacterioclorina

[H2] [H2]

 

Figura 9.  Esquema de la obtención de la clorina y bacterioclorina 
(Kostenich et al, 1994). 

 

Una de las primeras clorinas evaluadas fue la clorina e6.  La clorina e6 

es derivada de la oxidación de la clorofila a y tiene una banda de 

máxima absorción de 654 nm.  Desafortunadamente, esta indica larga 

fotosensibilidad cutánea y requiere de altas dosis para ser efectiva  

(Sharman et al, 1999).  El éster alquílico de la clorina e6 y el derivado 

mono-L-aspartilclorina e6 (figura 10) han sido encontradas más 

disponibles biológicamente a dosis mas bajas, por lo cual han 
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comenzado a ser evaluadas en TFD por no retenerse tópicamente 

(Wong et al, 2003). 

 

N
H

N

N
H

N

CO2R

CO2R

CO2R`

Clorina e6, R=R`= H

mono-L-aspartilclorina e6, R= H, R`=(L)-NHCH(CO2H)CH2CO2H

Trimetil esterclorina e6, R = R`= Me  
Figura 10.  Estructura química de la Clorina e6 y análogos     (Sharman 

et al, 1999). 
 

Otro derivado se obtiene de la reacción Diels-Alder, de un grupo vinílico 

con el C-8 de la trimetil esterclorina e6, generando una 

benzobacterioclorina (figura 11) con una banda de máxima absorción 

entre 737 y 805 nm.  Muchos de estos compuestos relacionados 

muestran una limitada fotosensibilidad cutánea y son efectivos en dosis 

de 5 µmol kg-1 con una intensidad de radiación de 135 J cm-2 en ratones 

con tumores (Li et al, 2003). 
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CO2Me
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CO2Me

CO2Me

CO2Me  
Figura 11.  Estructura química de la pentametil 

esterbenzobacterioclorina  (Li et al, 2003). 
 

La ciclo adición de dimetil acetilenedicarboxilato a la PpIX proporciona 

un derivado benzoporfirinico (figura 12); la Verteporfinina, la cual tiene 

una banda de máxima absorción en 690 nm (Sharman et al, 1999).  

Esta muestra una limitada fotosensibilidad cutánea (3 a 5 días) y una 

rápida limpieza de los tejidos.  La Verteporfirina se encuentra en ensayo 

clínico para el tratamiento de células cancerosas (Dennis et al, 2003) 

N
H

N

N
H

N

MeO2C

HO2C

CO2Me

CO2Me

Verteporfirina

 
Figura 12.  Estructura química de la verteporfirina (Sharman et al, 

1999). 
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Las clorinas y bacterioclorinas con metales centrales generan 

fotosensibilizadores muy útiles.  La etiopurina de estaño (SnET2, figura 

13) una clorina metalada, está siendo actualmente evaluada para el 

tratamiento del cáncer cutáneo de seno y células cancerosas (Dennis et 

al, 2003).  Tiene una banda de máxima absorción a una longitud de 

onda de 660 nm.  Sin embargo el tratamiento con la SnET2 imparte una 

larga fotosensibilidad cutánea, lo que limita su utilidad (Sharman et al, 

1999). 

N

N

N

N

O

O

Sn

SnET2  
Figura 13.  Estructura de la etiopurina de estaño  (Detty et al, 2003). 

 

Una de las complicaciones en las bacterioclorinas es la reacción de 

reoxidación a la correspondiente clorina o incluso a la correspondiente 

porfirina.  La introducción de paladio a la bacterioclorina genera el 

Tookad; un derivado de bacterioclorina estable a la oxidación, evitando 

la regresión a la clorina.  El Tookad tiene un máximo de absorción de 
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762 nm y muestra ser promisorio contra enfermedades que envuelven 

proliferación de vasos y cáncer de próstata  (Huang et al, 2003). 

 

Clorinas sintéticas 

La clorina sintética 5,10,15,20-tetra(3-hidroxifenil)-2,3-dihidroporfirina 

(mTHPC, figura 14) es quizás el fotosensibilizador más usado de las 

clorinas sintéticas.  La mTHPC ha sido aprobada en Europa para el uso 

contra el cáncer de cuello y cabeza, adicionalmente se han archivado 

las indicaciones para los tumores de próstata y páncreas (Dennis et al, 

2003).  También se ha usado eficazmente en el cáncer del seno 

recurrente para las lesiones de las paredes del tórax usando dosis de 

0,10 mg Kg-1, con dosis de luz de 5 J cm-2 a una longitud de onda de 

652 nm (Wyss et al, 2001).  Sin embargo, la mTHPC presenta más de 6 

semanas de fotosensibilidad cutánea; siendo una desventaja para su 

uso.  Al contrario de muchos fotosensibilizadores, la mitocondria no 

aparece como el primer organelo dañado por la mTHPC, sin embargo el 

aparato de Golgi y el retículo endoplasmático son inactivados por esta 

mediante el tratamiento con TFD (Cramers et al, 2003). 
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mTHPC  
Figura 14.  Estructura de la 5,10,15,20-tetra(3-hidroxifenil)-2,3-

dihidroporfirina (Detty et al, 2004). 
 

Otras estructuras relacionadas con la mTHPC y que muestra actividad 

como fotosensibilizadores son: 

 

La 2,3-dihifro-5,15,di(3,5-dihidroxifenil)porfirina (figura 15), posee una 

banda de máxima de absorción de 650 nm, es comparable con la 

mTHPC; respecto a la eficiente producción de 1O2, y eficacia in vitro 

como in vivo en TFD (Bourre et al, 2003).  Pero además esta se localiza 

velozmente en el tumor y su eliminación también es rápida; no 

produciendo fotosensibilidad cutánea (Ferrand et al, 2003). 
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Figura 15.  Estructura química de la 2,3-dihifro-5,15,di(3,5-
dihidroxifenil)porfirina  (Bourre et al, 2003). 

 

El glucoconjugado  tri(3-hidroxifenil)clorina, es un fotosensibilizador que 

ha venido mostrando mayor fototoxicidad que la mTHPC y una superior 

afinidad por la mitocondria (Laville et al, 2003).  Se requiere que la 

mTHPC posea cuatro veces la concentración del Fs para adquirir el 

mismo nivel de fototoxicidad (Detty et al, 2004). 

 

Otro potente fotosensibilizador in vivo emerge de la adición 

Markovnikoff del n-hexanol al grupo vinílico del pirofeoforbide-a metil 

ester, Esta clorina sintética llamada Photochlor (HPPH; figura 16) posee 

una banda de máxima absorción en 665 nm y actualmente está siendo 

ensayada clínicamente en células de cáncer (Dennis et al, 2003). 
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Figura 16.  Estructura química del Photochlor (Potter et a l, 

1999). 
 

Porfirinas con centro expandido 

Son otra clase de porfirinas sintéticas también llamada texafirinas 

(Sessler et al, 1994).  Estas moléculas poseen cinco átomos de N a lo 

largo de su centro, en el cual puede acumular metales con grandes 

radios iónicos tales como el lutecio y gadolinio.  Estas metalo-texafirinas 

tienen propiedades biológicas inusuales, lo que las hace interesantes 

para TFD (Sessler et al, 2000). 

 

La texafirina de lutecio (Lutex o Motexafina de Lutecio, figura 17) es 

reconocida para el tratamiento contra tumores de cérvix, próstata y 

cerebro.  Esta también está siendo evaluada en la fase II de los 

ensayos clínicos para el tratamiento contra el cáncer cerebral recurrente  

(Sharman et al, 1999).  Como fotosensibilizador el Lutex posee una 
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elevada longitud de onda de máxima absorción (732 nm) y es un 

eficiente generador de 1O2.  El texafirin de lutecio se carga y se elimina 

rápidamente de las células, lo que genera una mínima fotosensibilidad 

cutánea pero; también produce una ventana del tratamiento estrecha de 

4 a 6 horas después de la inyección (Sharman et al, 1999). 
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Figura 17.  Estructura química del texafrin de Lutecio (Detty et al, 

2004). 
 

Ftalocianinas y compuestos relacionados 

Las ftalocianinas como se observa en la figura 18 (a), son macrociclos 

tetrapirrólicos que al igual que las porfirinas tienen átomos de nitrógeno 

en vez de grupos metilénicos enlazando las unidades pirrólicas.  La 

periferia del macrociclo se extiende por la representación de cuatro 

anillos bencénicos que fortalecen la absorción de radiación a mayores 

longitudes de onda comparadas con la porfirina (Escudero et al, 2001; 

Ferraudi, 1997; Phillips, 1997). 
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Las ftalocianinas metálicas (PcM), figura 18 (b), presentan gran 

estabilidad lumínica, química y térmica, y se activan en presencia de luz 

visible, de baja energía (600-750 nm) (Oekermann et al, 2001), que 

penetra más profundamente los tejidos.  Estas han sido usadas 

extensamente como pigmentos o colorantes económicos y no tóxicos. 

Igualmente se han reportado como fotosensibilizadores potenciales en 

TFD del cáncer y elementos activos en sensores químicos como celdas 

solares y dispositivos optoeléctricos (Miao, 1998). 

 

En las ftalocianinas metálicas, la generación de las especies citotóxicas 

(Koval et al, 2001), está  normalmente determinada por el tiempo de 

vida del sensibilizador en su estado triplete excitado, el cual a su vez 

está influenciado por la naturaleza del ión metálico (Phillips, 1997). 

 



38 

N

NH

N

N

N

HN

N

N

N

N

N

N

N

N

N

NM

Pc PcM  

Figura 18.  Estructura química de la (a) ftalocianina y (b) ftalocianina 
metálica (Gorman et al, 2004). 
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Figura 19.  Estructura química de la tetrasulfoftalocianina metálica 

(TsPcM) (Abramczyk et al, 2004 y Liu  et al, 2004). 
 

Otra particularidad que se puede destacar  de las ftalocianinas es el 

aumento de sus funciones fotocatalíticas al ser ancladas a soportes 

(a) (b) 
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sólidos, debido a la reducción del fenómeno de dimerización (Niño et al, 

2000 y Jaramillo, 1990).  No obstante una desventajas de las PcM es su  

baja solubilidad tanto en agua como en solventes orgánicos.  Por lo cual 

para lograr un aumento de su solubilidad en medio acuoso muchas 

veces se prefiere el uso de una tetrasulfoftalocianina metálica, figura 19, 

en la cual el macrociclo está sustituido con grupos  hidrofílicos 

(Abramczyk et al, 2004 y LaMuraglia et al, 1995).  Al mismo tiempo las 

TsPcM debido a sus grupos SO3
- hacen viable la formación de enlaces 

con soportes sólidos tales como el TiO2 (Zhao et al, 2004 y Zhan et al, 

2002), un semiconductor fotacatalítico no tóxico utilizado ampliamente 

en sistemas bioquímicos (Blake et al, 1999).  Consiguiendo  una 

cooperación del semiconductor hacia el aumento del trasporte de la 

energía capturada por el sensibilizador a especies presentes en el 

sistema, tales como el oxigeno molecular; para una subsiguiente 

formación de especies reactivas (Yu et al, 2003 y Ranjit et al, 1998). 

 

Las ftalocianinas reciben un considerable interés para su uso en TFD, 

principalmente porque tienen un largo coeficiente de absorción en la 

región del espectro; donde la luz posee mayor penetración en los 

tejidos.  Las ftalocianinas sulfonadas con centros metálicos son 

interesantes agentes en TFD; sin toxicidad local y sistémica (Ogunsipe 

et al, 2004 y RA et al, 1995).  Sus propiedades fotosensibilizadoras 
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están siendo evaluadas extensamente en cultivos celulares y sobre 

condiciones in vivo.  El grado de sulfonación, la composición isomérica 

y la naturaleza del ión metálico central afecta la solubilidad y la 

magnitud de agregación (Allen et al, 2002).  La captación del 

fotosensibilizador en ensayos in vitro decrece con el grado de 

sulfonación.  Sin embargo, la fototoxicidad no siempre es paralela a la 

captación y extraordinariamente en contraste, en ensayos in vivo 

aparece un incremento de la retención en el tumor con el incremento de 

la sulfonación (Abramczyk et al, 2004). 

 

Estas moléculas son fácilmente preparadas y los derivados solubles en 

agua son preparados por sulfonación del anillo ftalocianínico (Detty et 

al, 2004). 

 

1.2.5.  Oxido de titanio 

La fotocatalisis del TiO2 se ha venido estudiando extensamente los 

últimos 25 años, debido a su amplia utilidad para la oxidación de 

compuestos contaminantes orgánicos e inorgánicos en agua y aire, 

incluyendo hidrocarburos, alcoholes, cloruros de alquilo (Einaga et al, 

2002 y Zavoianu et al, 2001), aromáticos (Shimizu et al, 2002) y grupos 

cianuro en forma libres y complejos disueltos en agua (Augugliaro et al, 
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1999), pesticidas (Tanaka and Reddy, 2002), desechos industriales y 

caseros (Rachel et al, 2002). 

 

La fotocatálisis heterogénea esta basada en la absorción de luz por 

partículas semiconductoras de TiO2.  Solo los fotones de alta energía 

son absorbidos por el TiO2 (band gap), y dependiendo de la fase 

cristalográfica del TiO2 se tiene una banda de máxima absorción: 

Anatasa 387 nm (3,2 eV) y rutilo 413 nm (3,0 eV).  Cuando el 

fotocatalizador está irradiado con luz UV dichos fotones son absorbidos 

generando: electrones en la banda de conducción (e-
CB) y agujeros 

positivos en la banda de valencia (h+
VB): 

TiO2 + hυ ?  h+
VB + e-

CB. 

Los electrones inducen la reducción de moléculas, pero en presencia de 

oxígeno, ellos conducen a la formación de aniones superóxido.  Los 

agujeros positivos son oxidados por las sustancias orgánicas 

adsorbidas o en medio acuoso reacciona con agua formando radicales 

hidróxilo (•OH), los cuales son eficientes oxidantes (con un potencial de 

oxidación de 2,80V con respecto al electrodo normal de hidrógeno) 

(Krýsová et al, 2003). 
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Este semiconductor es comúnmente usado en fotocatálisis por su no 

toxicidad y disponibilidad comercial (Degussa P25), presenta una 

composición porcentual de 30% rutilo y 70% anatasa; donde esta última 

forma cristalina es la más fotoactiva (Rachel et al, 2002).  El dióxido de 

titanio ha sido eficazmente utilizado en la esterilización fotocatalítica de 

bacterias, en la eliminación de microorganismos, en la limpieza y 

eliminación de contaminantes en utensilios domésticos.  Lograron la 

oxidación total de la bacteria Echerichia coli por las especies reactivas 

de oxígeno generadas por las reacciones fotocatalícicas del TiO2, las 

cuales producen diversos daños a los organismos vivientes.  Los 

trabajos de investigación sobre la muerte celular fotoinducida por el 

dióxido de titanio se han llevado a cabo sobre un amplio rango de 

organismos incluyendo virus, bacterias, hongos, algas y células 

cancerígenas.  Sin embargo, las respuestas de los organismos vivos a 

estas reacciones catalíticas no han sido estudiadas en detalle y los 

mecanismos que conllevan a la muerte celular no han sido aun 

descifrados claramente.  Si las partículas de dióxido de titanio son de 

tamaño nanométrico, ellas podrían penetrar en las células y el proceso 

fotocatalítico ocurre en el interior de la célula (Blake et al, 1999).  

Sorprendentemente muchos autores proponen métodos sencillos de 

obtener TiO2 de una variedad de tamaños de partícula ; principalmente 

nanométricos, por procedimientos novedosos y de fácil elaboración en 
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el laboratorio (López et al, 2001 y Yu et al, 2001).  El método sol-gel 

desde mediados del siglo XIX se ha usado en la generación de 

cerámicas inorgánicas y materiales vidriosos con una variedad de 

tamaños de partícula, que van desde macroscópicos hasta 

nanométricos (Hench & West, 1990). 

 

La fotoactividad del dióxido de titanio está limitada a la región UV, y la 

energía solar no es suficiente porque solo el 5% de la luz del sol 

presenta una región UV.  Además las fuentes comerciales necesitan 

lámparas con potencias muy altas lo cual es una desventaja en la 

aplicación del método fotocatalítico (Mele et al, 2002 y Ranjit et al, 

1998).  Luego se hace conveniente la sensibilización del TiO2 por un 

colorante; es decir extendiendo la capacidad de absorción de la luz 

visible por parte del TiO2 mediante la presencia dicho colorante 

(Oekermann, 2001 y Ranjit et al, 1998).  Los sistemas del TiO2 

sensibilizados han sido usados en celdas solares y en la degradación 

fotosensible de compuestos orgánicos (Lenzmann et al, 2001; 

Nazeeruddin et al, 2001; Haque et al, 2000 y Bach et al, 1998), y 

observandose un alto grado de actividad fotocatalítica  (Leznoff et al, 

1996 y Nazeeruddin et al, 1993).  La fotoactividad se debe al fenómeno 

de transferencia de carga por parte del sensibilizador excitado a la 

banda de conducción del TiO2 (figura 20), permitiendo así la formación 
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de anión superóxido: O2
*- y radicales OHB, debido a la adsorción del O2 

en la superficie del semiconductor o la presencia de un medio acuoso.  

Estas especies son capaces de oxidar sustratos orgánicos de su 

entorno inmediato (Yu et al, 2003; Cho & Choi, 2001 y San Roman, 

1996). 

 

Figura 20.  Principio de fotosensibilización del TiO2 (Yu et al, 2003). 

 

En este trabajo de grado se pretende estudiar el efecto fototóxico del 

dióxido de titanio sensibilizado con la TsPcCu sobre células HeLa.  Para 

ello se realizó la preparación del TiO2 mediante un método sol-gel con 

el fin de obtener tamaños de partículas que faciliten su ingreso a la 

célula y observar el efecto fotodinámico de la TsPcCu anclada al TiO2 

por irradiación con una fuente láser de una longitud de onda de 665 nm. 

1.2.6.  Luz 
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La luz es la parte activa de la TFD.  Para ello se utilizan dos fuentes de 

luz: Luz normal y luz coherente monocromática.  Muchas de las drogas 

fotosensibilizadoras, absorben en un amplio rango de longitudes de 

onda, por lo cual la luz monocromática, no se requiere.  Es así como la 

coherencia de la luz producida por fuentes láser no es una ventaja para 

la TFD, y en este sentido la aplicación de las fibras ópticas no son 

rigurosamente necesarias, mientras que las fuentes de luz normal las 

cuales producen anchas regiones de emisión de luz podrían ser más 

apropiadas (Brown et al, 1999). 

 

Las únicas opciones de fuentes láser disponibles eran láseres de 

colorante de argon y cobre, difícilmente transportables y además 

costosas.  Actualmente, se conocen una nueva generación de equipos 

láser, como los que se observan en la figura 21, que han revolucionado 

la escena de la TFD.  Estos son estables, fiables y económicamente  

disponibles, por consiguiente muy prácticos para su uso clínico, ya que 

para el tratamiento con un sensibilizador en particular estos son 

extremadamente convenientes (Brown et al, 1999). 

 

Se ha venido incrementando la utilidad de las fuentes no láser en TFD, 

especialmente en aplicaciones dermatológicas y otros tipos de 

tratamientos donde el uso de las fibras con radiación limitada no es 
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requerido, como por ejemplo en el tratamiento del cáncer de cérvix.  

Esas fuentes generalmente son más económicas que los láseres 

(Brown et al, 1999). 

 
Figura 21.  Fuente láser disponible en el laboratorio. 

 

 

La luz láser utilizada en la TFD es diferente a la luz solar por que es 

enfocada en lugar de difundirse.  En la TFD clínica con Photofrin son 

requeridos típicamente flujos de 50-500 J/cm2 de luz roja.  No obstante 

con la utilización de nuevos sensibilizadores más eficientes, se requiere 

flujos mas pequeños (∼10 J/cm2) (Dougherty et al, 1998). 
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2.  OBJETIVOS 

 

2.1.  OBJETIVO GENERAL 

Evaluar la actividad fototóxica de la tetrasulfoftalocianina de cobre 

anclada en nanopartículas de oxido de titanio sintetizado por el método 

de sol-gel (TSPcCu–TiO2) sobre el crecimiento in vitro de células 

humanas de cáncer de cerviz (células HeLa). 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Probar el efecto fototóxico de la TSPcCu sobre la viabilidad y 

concentración de células HeLa crecidas in-vitro. 

 

• Apreciar el efecto potenciador del TiO2 sobre la actividad 

fototóxica de la TSPcCu. 

 

• Comparar el efecto fototóxico entre la tetrasulfoftalocianina de 

cobre soportada y no en TiO2 en nanopartículas sobre el 

crecimiento in vitro de células HeLa. 
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3.  PARTE EXPERIMENTAL 

 

Materiales y reactivos 

• La tetrasulfoftalocianina de cobre (TsPcCu); se obtuvo de la casa 

comercial ALDRICH. 

• El TiO2 se sintetizo por un método sol-gel como se describe más 

adelante usando los siguientes reactivos: 

  2-propanol y el ácido nítrico al 65%.que se adquirieron de la casa   

comercial MERK. 

   Terbutoxido de titanio (IV) (Ti(OCH(CH3)2)4).al 97%, en 2-propanol    

se obtuvo de la casa comercial ALDRICH. 

Ácido sulfúrico (H2SO4) se adquirió en la casa comercial (ACS) 

• La línea celular HeLa (células de carcinoma humano de cérvix) fue 

otorgada generosamente por la Doctora Maria Mercedes Bravo del 

Instituto Nacional de Cancerología en Bogotá.  Las células fueron 

mantenidas en medio RPMI-1648 suplementado con suero bovino 

fetal (SBF) 10%. 

 

3.1.  SÍNTESIS DEL DIÓXIDO DE TITANIO  

Para la síntesis del TiO2 se usó un método sol-gel; cuyo protocolo se 

obtuvo de los originalmente propuestos por Weng et al, (2000) y 
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O’Regan et al, (1990), con lo que se esperó obtener un tamaño de 

partícula lo suficientemente pequeño como para que se facilite su 

ingreso a las células.  En la figura 22 se ha indicado un esquema 

resumido del proceso de síntesis seguido para la preparación del 

TiO2.el cual se describe a continuación. 

 

Se acidularon 900 mL de agua destilada hasta pH 2 con ácido nítrico 

(HNO3) al 65% y se llevó la mezcla a 2º C.  Luego se adicionaron gota a 

gota 5 mL de una solución Ti(OCH(CH3)2)4 en 2-propanol con una 

relación molar 1:19; mientras se agitó vigorosamente a 2000 rpm.  La 

agitación (2000 rpm) y la temperatura (2º C) se mantuvieron constantes 

durante un periodo de 6 horas.   La solución coloidal formada se secó 

en el rotoevaporador a una temperatura menor de 40º C y 150 rpm. 
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Acidular 450mL de H2O

HNO3 al 65%

A pH 2

Baño de hielo 

Temperatura = 2oC

2,5 mL de sln A

sln A

47,5 mL de 2-propanol

2,5 mL de Ti(OCH(CH3)2)4

Adicionar gota a gota

t = 6 horas

Temperatura ambiente

t = 16 horas

T = < 40oC

150 rpm

sln coloidal transparente

Adición de

Temperatura
ambiente

 
Figura 22. Procedimiento usado para de la síntesis del TiO2  
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3.2.  ANCLAJE DE LA TETRASULFOFTALOCIANINA DE COBRE AL 

DIÓXIDO DE TITANIO 

Para el anclaje de la TsPcCu al TiO2 se modificaron protocolos 

inicialmente descritos para el anclaje de colorantes como la TsPcCu y el 

FeIII(CN)6
3- al TiO2, publicados orignalmente por Yu et al, (2003); 

y.Weng et al (2000) respectivamente .  Brevemente: 1,5x10-5 g de 

TsPcCu y 0,03 g de TiO2 se mezclaron en proporción peso a peso 

1:199, en 25 mL de H2SO4 0.1 M.  Dicha mezcla se agitó vigorosamente 

(1500 rpm) durante tres horas a temperatura ambiente.  Posteriormente 

se dejó decantar el precipitado formado para finalmente lavarlo con 25 

mL de H2SO4 0.1M y agua destilada tres veces: El precipitado obtenido 

se secó en el rotoevaporador a 40º C y 150 rpm 

 

3.3.  CARACTERIZACIÓN DE LOS COMPUESTOS 

Con el fin de determinar la autenticidad de los compuestos, la 

caracterización se llevó a cabo haciendo uso de los métodos 

instrumentales  tales como: difracción de rayos X, espectroscopia UV-

VIS e infrarroja. 
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3.3.1.  Difracción  de rayos X 

Con este estudio se pretendió  tener una estimación del tamaño de 

partícula del TiO2 y obtener información a cerca de la cristalinidad tanto 

del TiO2 como de la TsPcCu-TiO2. 

Para este proceso se maceró la muestra en un mortero de ágata y el 

espécimen seleccionado de la muestra fue colocado en un 

portamuestra ZBH (Zero Background Holder) bajo las condiciones de 

medición descritas en el siguiente listado: 

Voltaje 40(kV) 
Corriente 20 (mA) 
Rendijas (Slits) DS 1.0o 
RS 0,3 mm 
SS 1.0o 
Velocidad de Barrido 3º/min 
Muestreo 0,02º 
Rango de medición 2 – 70º 
Radiación CuKα 
Monocromador Grafito 
Difractómetro Rigaku modelo D-MAX-III/B 
 

 

3.3.2.  Espectroscopia de absorción molecular ultravioleta/visible  

(UV-VIS) 

Este análisis se realizó con el objeto de medir la absorción de radiación 

ultravioleta y/o visible de los fotosensibilizadores esperando una fuerte 

banda alrededor de los 665 nm ya que el láser utilizado irradia a esta 

longitud de onda. 
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La TsPcCu se solubilizó en mL de PBS 1X a una concentración de 68 

µM, y se determinó el espectro con ayuda del espectrofetómetro 

HEWLETT-PACKARD UV-VIS modelo 8453. 

Para el espectro UV-VIS de la TsPcCu-TiO2 y del TiO2 se uso el 

espectrofotómetro de UV-VIS PERKIN ELMER, Lambda 4B y se hizo 

necesario el uso de la reflectancia difusa; método que permite 

determinar el espectro UV-VIS de compuestos en fase sólida.  Aunque 

en este caso las bandas de absorción no se logran tan definidas. 

 

3.3.3.  Espectroscopia de absorción en el infrarrojo  (IR) 

Mediante este análisis se procuró mostrar las bandas de absorción 

características de los fotosensibilizadores.  Esperando de manera 

especial evaluar el anclaje de la TsPcCu en el TiO2. 

 

Los sensibilizadores se analizaron en forma de pastilla con bromuro de 

potasio en un espectrómetro BROKER, en el rango de 4000 500 cm-1. 
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3.4. DETERMINACIÒN DE LA ACTIVIDAD FOTOTÓXICA  

3.4.1. Curva de crecimiento celular HeLa 

En placas de poliestireno de 24 pozos (FALCON); se sembraron 60 000 

células/pozo en un mililitro de RPMI suplementado con suero bovino 

fetal al 10% (GIBCO).  Las placas fueron incubadas a 37º C en 

atmósfera de CO2 (5%) en una incubadora (HEPA FILTER) y cada 12 

horas hasta completar 96, se determinó la concentración celular.  Para 

esto las células se desprendieron con tripsina (5 min; 37º C), se 

concentraron por centrifugación (8 min; 2000 rpm) y el botón se 

resuspendió en un volumen de RPMI.  Cada conteo se realizó por 

duplicado en una cámara de Neubauer (usando los cuatro cuadrantes 

de las esquinas) con un Microscopio NIKON (modelo ECLIPSE E400) 

con un lente de 10x.  La viabilidad celular se determinó con la técnica 

de azul de tripan al 0,4% (El azul tripán es un coloide que se introduce 

en el interior de las células muertas. Así pues las células teñidas de 

color azul, fueron consideradas no viables). 

 

La densidad celular (Número de células totales/mL) y viabilidad celular 

(porcentaje de células vivas) se graficaron versus tiempo para 

establecer la velocidad de crecimiento de la línea celular en las 

condiciones establecidas.  A partir de estas se determinaron: los 
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tiempos de incubación, adición de los fotosensibilizadores y 

sometimiento de  los cultivos a irradiación luego de la siembra. 

 

3.4.2. Evaluación del efecto fototóxico de los compuestos 

Los efectos fototóxico (efecto citotóxico que el sensibilizador induce en 

presencia de luz y oxígeno) y toxico (efecto que produce el 

fotosensibilizador en ausencia de la luz) fueron establecido en dos 

categorías:  

a) Inhibición del proceso de división celular (disminución de la densidad 

celular (No. de células/mL) en relación con el control negativo). 

b) Viabilidad celular (disminución del porcentaje de células vivas con 

respecto al control negativo). Que da una estimación del efecto letal que 

producen los compuestos sobre los cultivos celulares.  

 

Soluciones patrón de 280 µg/mL TsPcCu, TiO2 y TsPcCu–TiO2 fueron 

preparadas en PBS 1X y esterilizados en autoclave durante 15 minutos 

a 140º C y 15 lb de presión. 

 

Se sembró una placa de 24 pozos, con 60 000 células/pozo.  Pasadas 

24 horas a 37º C, bajo atmósfe ra de CO2 al 5%, cada pozo se lavó dos 

veces con 1 mL de PBS 1X.  Se administró 1mL de las soluciones con 
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concentraciones de 10, 9.95 y 0,05 µg/mL de TsPcCu-TiO2, TiO2, y 

TsPcCu respectivamente que corresponden al porcentaje peso a peso 

de la TsPcCu y el TiO2 en la TsPcCu-TiO2.  Estas se prepararon a partir 

de las soluciones patrón, diluidas con medio de crecimiento estéril 

(RPMI al 10% en suero bovino fetal).  La figura 23 indica la distribución 

de los fármacos en la placa.  Cada ensayo se realizó por triplicado. 

 

Todos compuestos se dejaron incubar en las mismas condiciones 

durante 7 horas.  Al término de estas los cultivos celulares fueron 

lavados dos veces con 1mL de PBS y se adicionó 1mL de RPMI al 10% 

por pozo.  Seguidamente, la  placa fue irradiada por un periodo de una 

hora (figura 21) con una fuente Láser (MARCA B & W TEK, modelo 

BFW-670-300) a una longitud de onda de ~ 665 nm (Anexo 1), la 

intensidad del haz fue de 10J/cm-2 y la distancia de 35 cm (Distancia 

mínima requerida para que la radiación emitida por la fuente abarque 

toda la placa).  La placa se llevó a incubación a 37º C y con atmósfera 

de CO2 al 5%.  La actividad de los fotosensibilizadores se determino a 

las 12, 18 y 24 horas pos-irradiación, mediante el procedimiento 

descrito en el numeral 3.4.1., para realizar las curvas de densidad 

celular (Número total de células/mL), y viabilidad celular (Porcentaje de 

células vivas por pozo). 
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Tiempo (horas 

post-irradiación) 
12  18 24 

C- C- C- C- C- C- 

 TSPcCu-

TiO2 

TSPcCu-

TiO2 

TSPcCu-

TiO2 

TSPcCu-

TiO2 

TSPcCu-

TiO2 

TSPcCu-

TiO2 

CTiO2 CTiO2 CTiO2 CTiO2 CTiO2 CTiO2 
 

CTSPcCu CTSPcCu CTSPcCu CTSPcCu CTSPcCu CTSPcCu 

Figura 23.  Distribución de fármacos en placas de 24 pozos.  C-:control 
negativo; pozos sin novedad (1mL de RPMI 10%).  CTSPcCu es el control 
para la tetrasulfoftalocianina de cobre.  CTiO2 es el control para el TiO2. 

 

3.4.3.  Evaluación del efecto tóxico de los compuestos 

Para comprobar el efecto tóxico de la luz y de  los fotosensibilizadores 

se utilizó el mismo procedimiento descrito para evaluar la actividad 

fototóxica (numeral 3.4.2), los experimentos se hicieron 

simultáneamente con la diferencia, que los cultivos tratados con los 

compuestos no fueron irradiados.  La distribución de los 

fotosensibilizadores fue también la misma que se muestra en la figura 

23. 

 

3.4.4.  Análisis estadístico 

Para establecer el efecto de los tratamientos y determinar la no 

presencia de errores experimentales apreciables durante el proceso, se 
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compararon los valores de densidad y viabilidad celular entre el control 

negativo, la TsPcCu, la TsPcCu-TiO2 y el TiO2 de cultivos tratados con 

luz y de estos con los no tratados.  La significancia de las diferencias se 

estableció usando análisis de varianza (ANOVA) y la prueba de 

Kruskal-Wallis, dependiendo si los datos eran o no paramétricos.  

Cuando se obtuvieron diferencias significativas, se utilizó la prueba a 

posteriori de Scheffé, que permite identificar entre que datos se 

encuentran dichas diferencias.  Para estos análisis se empleó el 

programa Statistica v 5.1 (Statsoft, 1996). 

 

En el análisis estadístico se consideraron  diferencias significativas para 

p<0.05; donde p es la probabilidad.  Aunque el número de réplicas es 

pequeño (n=3) para la realización del análisis estadístico se asumió la 

normalidad de los datos. 
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4.  RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

 

4.1.  SÍNTESIS Y CARACTERIZACIÓN DE LOS COMPUESTOS 

4.1.1.   Síntesis y caracterización  del TiO2 

El procedimiento empleado para la síntesis del TiO2 por el método sol-

gel descrito en el numeral 3.1; produjo un rendimiento del 97.8% de un 

sólido color crema insoluble tanto en agua como en PBS 1X aún 

después de llevar las mezclas a ultrasonido durante una hora. 

 

El porcentaje de rendimiento del TiO2 sintetizado fue alto, pero no 

obstante la cantidad obtenida es baja con relación al tiempo prolongado 

que se empleó en el secado del compuesto debido a la baja 

temperatura (40º C) de rotoevaporación que se requiere para obtener 

pequeños tamaños de partículas.  Lo que se puede perfeccionar con 

mejores condiciones de vacío. 

 

Difracción de rayos x 

Según el análisis del perfil de difracción del TiO2 (figura 24) se concluye 

que la forma cristalográfica predeterminante es la anatasa; debido a 

que presenta los picos correspondientes a las distancias cristalinas 

típicas de dicha fase, aunque con un bajo grado de cristalinidad (Yu et 

al, 2001). 
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Además de obtener la forma cristalina más activa del TiO2 (Anita 

Rachel, 2002).  También, se podría sugerir la obtención de pequeños 

tamaños de partículas,  basándose en los anchos de las bandas del 

difractograma. 
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Figura 24.  Difractograma de rayos X del TiO2 sintetizado 

 

Espectroscopia de absorción molecular ultravioleta/visible (UV-Vis) 

En la figura 25 se indica el espectro UV-Vis del TiO2, observándose una 

banda muy fuerte en 244 nm y otra de menor intensidad en 396 nm 

(bandas en el UV), características del material, y un pequeño pico 

alrededor de 400 nm.  En la figura 26 se observa el espectro UV-Vis del 

TiO2 Degussa Hulls (comercial), observándose las mismas 

características espectrales. 
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Figura 25.  Espectro de reflectancia difusa de absorción molecular 

ultravioleta visible del TiO2 sintetizado por un método sol gel. 
 

 
Figura 26.  Espectro de reflectancia difusa de absorción molecular 

ultravioleta visible del  TiO2 Degussa Hulls (comercial) 
 

 

Espectroscopia de absorción en el infrarrojo  (IR) 

El espectro IR (figura 27), corrobora la presencia de la fase anatasa por 

la banda situada en 608 cm-1 característica de tensión Ti-O.  Además, 

se distinguen los picos en 3443 cm-1 de la tensión del grupo O-H debida 

a la humedad del compuesto o a la presencia de grupos hidroxilo 
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superficiales del TiO2 que se corrobora con la banda que aparece en 

1600 cm -1de la flexión del O-H (Ti-OH) (Tabla 1). 

 

Tabla 1.  Asignación de las principales bandas de absorción de los 
espectros infrarrojos del TiO2 sintetizado y comercial. 

 

Tipo de vibración Frecuencia 
(cm-1) 

TiO2 
sintetizado 

TiO2 
comercial 

Tensión Ti-O 
(anatasa) 

608 v v 

Flexión C-C-H 1070 v - 
Tensión C-C 1145 v - 
Deformación C-H 1384 v - 
Flexión O-H 1600 v v 
Tensión sim y asim, 
C-H 2900 v v 

Tensión O-H 3443 

 

v v 
v  presente; –ausente. 

 

 
Figura 27.  Espectro de absorción molecular en el infrarrojo del TiO2 

sintetizado. 
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Figura 28.  Espectro de absorción molecular en el infrarrojo del TiO2 

P25 Degussa Hulls (comercial) 
 

Al comparar el espectro IR con el del TiO2 Degussa (figura 28) se 

observan las bandas mencionadas.  Incluyendo un doblete en 2900 cm-

1 que también aparecen en ambas muestras, debido a las vibraciones 

de tensión asimétrica y simétrica del C-H.  La diferencia está en una 

banda muy pronunciada en 1384 cm-1 y dos bandas de absorción en 

1145 y 1070 cm-1 correspondientes a la tención del enlace C-C y flexión 

del C-C-H, lo cual se atribuye a la presencia de grupos isopropilo  

adheridos a la superficie.  La manifestación de estas bandas 

posiblemente se debe a la no calcinación del producto final, la cual no 

se realizó para evitar la obtención de mayores tamaños de partícula.  

Aunque inicialmente no se esperaba la existencia de dichos grupos 

“superficiales”, se ha propuesto que la presencia de grupos metoxi  

parece ser beneficiosa  para la localización del fotosensibilizador en el 
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tumor (Yslas, 2005).  La naturaleza química del grupo isopropoxi 

((CH3)2CHO) es semejante a la del metoxi (CH3O). 

 

4.1.2.  Caracterización de la tetrasulfoftalocianina de cobre 

La muestra comercial se caracteriza por ser un polvo de color azul, que 

presenta alta solubilidad en agua destilada y PBS 1X 

Espectroscopia de absorción molecular ultravioleta/visible (UV-VIS) 

El espectro UV-Vis de la TsPcCu (figura 29) presenta las bandas Q 

(600-650 nm) y Soret (650-750 nm) de absorción características de las 

ftalocianinas.  Aunque las bandas de máxima absorción son anchas 

revelando así la posible formación de agregados, característico del 

compuesto, cuando se usó PBS 1X con suero bovino fetal al 10% se 

produjo una solución más estable para tiempos prolongados de 

conservación, además de una delimitación y aumento de la intensidad 

de las bandas de absorción, debido a que las Pc son preferiblemente 

enlazadas a las lipoproteínas del suero (Yslas. I., 2005). 
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Figura 29.  Espectro de absorción molecular UV-VIS de la TsPcCu en 

PBS 1X a una concentración de 68 µM. 
 

Espectroscopia de absorción en el infrarrojo  (IR) 

El espectro infrarrojo de la TsPcCu obtenida comercialmente (figura 30), 

muestra las bandas de absorción asociadas a las unidades 

estructurales de dicha molécula.  En la región de 3425 cm-1 se observa  

una ancha banda de tensión del grupo O-H debida a la humedad de la 

muestra.  Se observan tres bandas próximas a 2924 cm-1 

características a la vibración de tensión del =C-H, junto con las 

vibraciones del C=C en 1635 cm-1, características de las estructuras 

aromáticas.  También se aprecia la banda debida a las vibraciones de 

flexión C-H fuera del plano en 683 cm-1, y las vibraciones de flexión en 

el plano que dan lugar a absorciones entre 1507 a 1384 cm-1.  En la 

región de 700 a 590 cm-1 aparece la absorción de tensión C-S, que 

cuando el átomo de azufre está unido directamente a un grupo fenilo 

como es el caso, absorbe en 723 cm-1.  Finalmente aparecen tres 
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bandas debidas a las vibraciones de tensión del grupo S=O en la región 

de 1189 a 1136 cm-1, características de los ácidos sulfónicos (-SO3H) 

cuyo enlace S=O posee un considerable carácter de enlace sencillo 

donde la banda más intensa es la de mayor frecuencia  (Tabla 2). 
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Figura 30.  Espectro de absorción molecular en el infrarrojo de la 

TsPcCu (Comercial) 
 

 

4.1.3.  Anclaje de la tetrasulfoftalocianina al dióxido de titanio y 

caracterización 

El sólido obtenido presentó una coloración azul celeste; la cual prevé la 

presencia del colorante en el TiO2.  Al igual que este, presentó nula 

solubilidad en agua destilada y PBS 1X, aun después de ser  llevada a 

ultrasonido durante 1 hora. 
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Figura 31.  Difractograma de rayos X del TiO2 sintetizado y 

sensibilizado con TsPcCu al 0,5% p/p 
 

En el difractograma de la TsPcCu - TiO2 (figura 31) se observa la 

presencia de la anatasa como única forma alotrópica del TiO2 

sintetizado (2θ = 25.2), aun después del anclaje, aunque se ha perdido 

cristalinidad. 

Espectroscopia de absorción molecular UV-VIS 

 

 
Figura 32.  Espectro de reflectancia difusa de absorción molecular 

ultravioleta visible del TiO2 sintetizado y sensibilizado con TsPcCu al 
0,5% p/p. 
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En el espectro de reflectancia difusa UV-VIS de la TsPcCu - TiO2 (figura 

32) se observa la presencia de una banda alrededor de 400 nm 

característica del soporte (TiO2) y de una amplia banda entre 500 y 800 

nm, en la cual se pueden apreciar dos valores de máxima absorción, 

que se pueden asociar a las bandas características (soret y Q) de la 

tetrasulfoftalocianina de cobre, que se encuentran en este rango de 

longitudes de onda, ver figura 29, lo cual favorece la realización de este 

trabajo ya que el láser usado para irradiar las células tiene una longitud 

de onda de 665 nm, valor que se encuentra entre los dos máximos (617 

y 697 nm) de las bandas en la región visible de la TsPcCu.  Para lograr 

la máxima capacidad del fotosensibilizador lo ideal sería disponer de un 

láser que irradie a una de las longitudes de onda mencionadas. 

 

Espectroscopia de absorción en el infrarrojo  (IR) 
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Figura 33.  Espectro de absorción molecular en el infrarrojo de TiO2 

sintetizado y sensibilizado con TsPcCu al 0,5% p/p . 
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En el espectro de IR de la TsPcCu-TiO2, figura 33, se puede concluir la 

presencia de humedad debido a la ancha banda de absorción que se 

encuentran en la región comprendida entre 3350 y 3550 cm-1.  

Humedad que en la TsPcCu se atribuye a la humedad del ambiente 

retenida, mientras en el espectro IR de la TsPcCu-TiO2 se suma la 

presencia de los grupos OH de la superficie del TiO2.  Además, así 

como las bandas de absorción en 1189, 1119 y 1037 cm-1 propias de la 

TsPcCu y características del grupo –SO3 de las vibraciones de tensión 

del grupo S=O, se observan en el espectro IR.  En esta misma región 

del espectro de absorción de la TsPcCu-TiO2 es evidente la localización 

de estas bandas, así como el cambio tanto en la morfología  como en la 

intensidad de las bandas lo que permite suponer el anclaje de la 

TsPcCu al TiO2.  Por otra parte, la banda de tensión C-S y de la flexión 

C-H fuera del plano se ven solapadas por la ancha banda de tensión del 

Ti-O en 604 cm-1.  Las bandas de flexión C-H en el plano propias de 

compuestos aromáticos, que dan lugar a absorciones entre 1275 y 900 

cm-1, se encuentran solapadas por la del isopropilo en 1384 cm-1.  

Finalmente las bandas localizadas alrededor de 2925 cm-1 

correspondientes a las vibraciones de tensión C-H de la TsPc y la 

banda en 1637 cm-1 propia del estiramiento C=C y C=N se observan sin 

cambio en el espectro IR del material obtenido (tabla 2) 
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Tabla 2.  Principales bandas de absorción en el infrarrojo de la TsPcCu 
anclada al TiO2, comparándolas con las bandas de absorción de la 

TsPcCu. 
 

Tipo de vibración Frecuencia 
(cm-1) 

TsPcCu TsPcCu-TiO2 

Tensión O-H 3425 v v 
Tensión =C-H 2924 v v 
Estiramiento C=C y 
C=N 1635 

v v 

Flexión C-H en el 
plano (aromático) 1507 a 1333 

v - 

Tensión sim. S=O 1189 v v 
Estiramiento asim. 
S=O 

1118 
v v 

Tensión S-O 1036 v v 
Tensión C-S 723 v - 
Flexión C-H fuera 
del plano 
(aromático) 

683 

 

v - 

v  presente; – ausente 
 

4.2.  EVALUACIÓN IN-VITRO DE LA ACTIVIDAD FOTOTÓXICA DE 

LOS COMPUESTOS 

Cabe recordar que para la determinación de las actividades tóxica y 

fototóxica de los compuestos se realizaron los experimentos por 

triplicado. Estos se denotan en las tablas 3 y 4 como experimento 1, 2 y 

3.  Para el caso de la densidad celular existen diferencias significativas 

entre los tres experimentos con p=0.000, por lo que se procedió a 

realizar la prueba de Scheffé encontrando diferencias entre el 

experimento 1 con relación al 2 y 3, lo cual no es difícil de esperar 

puesto que el experimento 1 se comenzó con un número mayor de 
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células.  Sin embargo, se aclara que el comportamiento de los tres 

experimentos en el transcurso de las horas es el mismo, encontrando 

de igual manera un mayor número de células a las 24 horas en el 

experimento 1 con respecto a los 2 y 3, motivo por el cual no se eliminó 

ningún experimento para obtener el promedio. 

 

El tratamiento estadístico de los tres ensayos para los resultados de 

porcentajes de viabilidad celular no mostró diferencia significativa con 

p= 0.818 lo que indica la reproducibilidad y en caso tal la confiabilidad 

de los resultados.  

 

4.2.1.  Curva de crecimiento celulas HeLa 

La figura 34 (a) indica la curva de crecimiento de las células HeLa que 

se inició con 50 000 células/mL. Revela un aumento de la densidad 

celular hasta las 90 horas de incubación, posteriormente se observa 

una región en la cual la cantidad de células es constante.  Es una curva 

característica de crecimiento con las etapas habituales: crecimiento 

exponencial y meseta de la densidad celular.  La viabilidad de las 

células se mantuvo constante en los tiempos de incubación (figura 34 

(b)).  Con estas gráficas se pretendió garantizar que la  muerte celular 

se deba a la actividad de los compuestos y no de otros factores 

externos tales como: muerte por envejecimiento o por escasez de 
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nutrientes.  Además permiten corroborar el crecimiento normal del 

cultivo y concertar los tiempos de adición e internalización de los 

fármacos para la posterior irradiación láser, de modo que estos no 

superen las 90 horas. 

 

 

Figura 34.  Curva de crecimiento células HeLa, crecidas en placas de 
24 pozos, suspendidas en 1 mL de RPMI suplementado con suero 

bovino fetal al 10% (a)  Densidad celular y (b) porcentaje de viabilidad. 
 

4.2.2.    Efecto de la distancia y tiempo de irradiación 

La distancia de irradiación fue de 35 cm (distancia mínima que 

garantiza la irradiación de toda la placa de 24 pozos).  La irradiación de 

los cultivos celulares se llevo a cabo durante una hora, con intensidad 

de 10 J/cm2.  Las figuras 35 (a) y 35 (b) certifican que bajo dichas 

condiciones la radiación por si misma no produce efecto alguno sobre 

los cultivos celulares, ya que no se observa una disminución 
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significativa en la densidad celular ni en el porcentaje de viabilidad con 

respecto a la placa no irradiada. 

 

Por otra parte los resultados del análisis estadístico para los controles 

negativos (irradiación láser, no irradiación láser) tanto en  densidad 

celular como en porcentaje de viabilidad permiten  reiterar que para las 

condiciones de distancia y tiempo de irradiación utilizadas no se 

encontró efecto apreciable con p = 0.175 y 0.317 respectivamente. 

 

 
Figura 35.  Efectos de la distancia, tiempo e intensidad de irradiación 

sobre: (a) el crecimiento y (b) viabilidad de células HeLa. 
 

 

4.2.3.  Efecto toxico de los compuestos 

En las tablas 3 se presentan los resultados de tres experimentos 

realizados bajo las mismas condiciones para evaluar la actividad de los 

compuestos en la oscuridad a las 12, 18 y 24 horas postratamiento . 
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La figura 36 muestra el promedio de tres experimentos indicados en la 

tabla 3 para comparar los efectos tóxicos que se observaron para la 

TsPcCu-TiO2 y los respectivos controles.  En estos ensayos realizados 

en ausencia de luz se pueden considerar los siguientes 

comportamientos: El TiO2 inhibe el crecimiento celular a las 12, 18 y 24 

horas.  La TsPcCu  ayuda al incremento de la densidad celular a las 12 

y 18 horas, lo cual indicaría que hasta este tiempo dicho compuesto da 

paso a mayor velocidad de replicación, pero a las 24 horas se observa 

una inhibición del crecimiento.  Mientras que el compuesto TsPcCu-TiO2 

evidencia un comportamiento intermedio, en especial una disminución 

de la densidad celular a las 18 horas (figura 36 (a)). Sin embargo la 

probabilidad de que haya significancia en estas diferencias fue de 

0.886.  

 

Finalmente la figura 36 (b), resalta el hecho que ninguno de los 

fotosensibilizadores a las 12, 18 y 24 horas postratamiento, producen 

disminución del porcentaje de viabilidad alguno en la oscuridad sobre 

los cultivos celulares (p = 0.488). 



75 

 

Tabla 3.  Efecto tóxico de los compuestos sobre el crecimiento (No.) y la 
viabilidad (V) de células Hela. 

12 horas de tratamiento  
Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3 

Compuestos 
No. V (%) No. V (%) No. V (%) 

Ti02-TsPcCua 423000 64,40 322000 64,13 346500 67,00 
TiO2

b 448000 57,81 263800 59,10 259000 60,81 
TsPcCuc 490500 71,30 318500 67,60 331500 65,40 

Medio(control) 
483000 65,22 308000 60,46 311500 62,70 

18 horas de tratamiento  
Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3 

Compuestos 
No. V (%) No. V (%) No. V (%) 

Ti02-TsPcCua 510000 66,00 326000 72,22 389000 78,36 
TiO2

b 490000 62,16 340000 66,70 320000 68,80 
TsPcCuc 630500 79,63 453000 80,90 482500 74,00 

Medio(control) 
582000 73,68 427000 68,03 406000 71,40 

24 horas de tratamiento  
Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3 

Compuestos 
No. V (%) No. V (%) No. V (%) 

Ti02-TsPcCua 627000 65,00 441000 66,67 496000 65,00 
TiO2

b 587000 50,46 410600 54,00 395500 50,46 
TsPcCuc 553000 72,00 387500 75,00 400000 72,00 

Medio(control) 
650000 67,88 486500 68,34 518000 67,88 

Monocapas de células crecidas en placas de 24 pozos (60,000 cls) a 37º C, fueron 
tratadas con los compuestos. a10 µg de TiO2-TsPcCu. b9,95 µg de TiO2. 

c0,05 µg de 
TsPcCu. 
Las diferencias no fueron significativas (p>0.05, ANOVA) entre tratamientos o cada 
uno con el control. 
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Figura 36.  Comparación del efecto tóxico de los compuestos sobre 
cultivos de células Hela . (a): sobre el crecimiento y (b): sobre la 

viabilidad celular. Promedio de tres experimentos (Tabla 3). 
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4.2.4.  Efecto fototóxico de los compuestos  

Tabla 4. Efecto fototóxico de los compuestos sobre el crecimiento (No.) y la 
viabilidad (V) de células Hela. 

9 horas antes de irradiación 

Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3 Compuestos 

No. V (%) No. V (%) No. V (%) 
Ti02-TsPcCua 272500 93,12 187500 88,00 190000 88,30 
TiO2

b 272500 93,12 187500 88,00 190000 88,30 
TsPcCuc 272500 93,12 187500 88,00 190000 88,30 
Medio(control) 

272500 93,12 187500 88,00 190000 88,30 

12 horas de tratamiento 
Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3 Compuestos 

No. V (%) No. V (%) No. V (%) 
Ti02-TsPcCua 434000 67,00 280000 66,25 273000 62,82 
TiO2

b 469000 62,69 333000 55,10 290500 46,99 
TsPcCuc 392000 69,64 255500 68,00 294000 69,39 
Medio(control) 

472000 64,60 267000 62,40 332500 58,95 

18 horas de tratamiento 
Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3 Compuestos 

No. V (%) No. V (%) No. V (%) 
Ti02-TsPcCua 483000 59,65 283500 62,00 343000 60,00 
TiO2

b 469000 66,30 354000 63,50 296000 59,60 
TsPcCuc 462000 68,00 371000 59,40 374500 61,70 
Medio(control) 

544000 71,40 380000 67,20 372000 68,00 

24 horas de tratamiento 
Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3 Compuestos 

No. V (%) No. V (%) No. V (%) 
Ti02-TsPcCua 605500 63,20 360500 67,40 382000 68,40 
TiO2

b 465500 59,40 332000 58,00 280000 58,82 
TsPcCuc 440000 67,40 378000 64,00 276500 66,90 
Medio(control) 

672000 65,60 441000 72,22 489000 68,80 

Monocapas de células crecidas en placas de 24 pozos (60,000 cls) a 37º C, fueron 
tratadas con los compuestos a10 µg de TiO2-TsPcCu, b9,95 µg de TiO2 y c2 µg de 
TsPcCu.  Y luego se expusieron a luz visible (Parte experimental). 
Las diferencias no fueron significativas (p>0.05, ANOVA) entre tratamientos o cada 
uno con el control. 
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En la tabla 4, se muestran los datos de densidad y viabilidad celular a 

las 9 horas antes de la irradiación, y a las 12, 18 y 24 horas 

postirradiación de tres experimentos realizados para la determinación 

del efecto fototóxico de los compuestos. 

 

En la figura 37 (a), se comparan los valores promedio de las pruebas 

realizadas con irradiación láser de los resultados de la tabla 4.  Se 

pueden atribuir las siguientes conductas en cuanto al crecimiento 

celular: El TiO2 causa un decrecimiento de la densidad celular a partir 

de las 18 h con una diferencia de 59.000 células/mL con respecto al 

control negativo, donde su efecto más marcado es a las 24 horas 

(3,6x105 células/mL) comparado con el crecimiento normal (5,3x105 

células/mL), aún cuando el uso del láser garantiza la exclusión de luz 

en el rango del ultravioleta, longitud de onda responsable de la 

activación del TiO2.  En el caso de la TsPcCu, presentó una inhibición 

de crecimiento a partir de las 12 h; donde la diferencia de densidad 

celular fue de 7,0x103 células/mL con respecto al control negativo y este 

efecto se hace más notorio a las 24 h, donde la diferencia es de 1,7x105 

células/mL.  Por su parte el sólido TsPcCu-TiO2, para el cual se 

esperaba un efecto sinérgico que incrementara la actividad 

fotodinámica de la TsPcCu, presentó un efecto  de disminución del 

crecimiento celular a partir de las 12 h, y su mayor efecto se obtuvo a 
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las 24 horas mostrando una densidad celular de 4,5x105 células/mL, 

comparada con la del control negativo (5,3x105 células/mL).  En general 

se produce un retraso en el aumento de la densidad celular en los tres 

compuestos a partir de las 12 horas postirradación. 

 

La figura 37 (b), muestra la viabilidad de los cultivos irradiados.  El 

porcentaje de células vivas tratadas con TsPcCu a las 18 horas es 

mayor que en el control negativo; puede ser debido a la aceleración que 

se presentó en el proceso de replicación celular por la adición de dicho 

fármaco, pero a las 18 y 24 horas hay una leve disminución del 

porcentaje de viabilidad con respecto al control negativo, lo que permite 

estipular que aunque aumenta la rapidez de replicación al mismo 

tiempo produce mayor efecto letal a las 18 y 24 horas.  El TiO2 presenta 

un comportamiento de viabilidad diferente al control negativo, su efecto 

de inhibición es mayor al compararlo con los compuestos TsPcCu y 

TsPcCu-TiO2.  Un ejemplo de ello puede observarse a las 18 horas 

donde la densidad celular fue 3,7x105 células/mL, en comparación con 

el cultivo en crecimiento normal donde la densidad es 4,3x105 

células/mL. 

 

Los efectos producidos por el compuesto estudiado y los respectivos 

controles no mostraron diferencias significativas con p = 0,886 y p = 
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0.488 para densidad y porcentaje de viabilidad celular respectivamente.  

Los resultados observados para los cultivos irradiados podría n 

interpretarse, que tanto la concentración del compuesto, así como la 

intensidad de radiación no fueron apropiadas para observar un efecto 

más oxidativo sobre las células. 
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Figura 37.  Comparación del efecto fototóxico de los compuestos (a) 
sobre el crecimiento  celular y (b) sobre la viabilidad celular. 

(b) 

(a) 
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Figura 38.  Efecto de la luz sobre la actividad de los compuestos; (a) 
sobre la densidad celular y (b) la viabilidad celular.  I TsPcCu-TiO2; II 

TiO2; III TsPcCu. 
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En la figura 38, se confronta el efecto de la luz sobre la actividad de 

cada uno de los compuestos.  Los resultados de viabilidad cuando se 

irradió, son semejantes a los de la placa que se mantuvo en la 

oscuridad para todos los fotosensibilizadores.  Por otro lado, el efecto 

de inhibición de crecimiento celular se vio más marcado cuando se 

irradió, a pesar de usar una longitud de onda que no corresponde al 

máximo de absorción de la tetrasulfoftalocianina de cobre (figura 39).  

Se observó que el TiO2 presentó el mayor efecto fototóxico con 

respecto a los compuestos evaluados. 
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Figura 39.  Superposición del espectro de absorción UV/Vis de la 
TsPcCu, con el espectro de emisión del láser. 

 

En general se observa que tanto la densidad como la viabilidad celular, 

muestran cierta tendencia a disminuir con respecto al control negativo, 
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cuando los cultivos tratados con los compuestos son expuestos a 

irradiación.  Probablemente no se observó un mayor efecto sobre los 

cultivos de células HeLa, debido a las condiciones de concentración e 

irradiación usadas.  Ya que los resultados pueden estar afectados por el 

bajo contenido intracelular de los compuestos, debido a las 

concentraciones utilizadas.  Por otra parte, quizás, el uso de una 

longitud de onda que no coincide con los máximos de absorción de la 

tetrasulfoftalocianina de cobre y de un tiempo insuficiente de irradiación 

para generar una concentración apropiada de especies oxidantes. 
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5.  CONCLUSIONES 

 

• Se encontró un bajo efecto fototóxico para una concentración de 

0.05 µg/mL de TSPcCu sobre la viabilidad y concentración de células 

HeLa crecidas in-vitro al ser irradiadas a una λ ∼ 665nm. 

 

• No se apreció un efecto potenciador del TiO2 sobre la actividad 

fototóxica de la TsPcCu a una concentración de 10 µg/mL de TsPcCu-

TiO2 (0,5% p/p) bajo las condiciones de tiempo e intensidad de 

irradiación empleados.  Sin embargo el TiO2 preparado mostró el mejor 

efecto fotooxidativo. 

 

• Se evaluó la actividad fototóxica de la tetrasulfoftalocianina de 

cobre anclada en oxido de titanio sintetizado por el método de sol-gel 

(TsPcCu–TiO2) a una concentración de 10 µg/mL sobre el crecimiento 

in vitro de células humanas de cáncer de cérvix (células HeLa) a una λ 

de 665 nm, su efecto oxidativo fue muy leve en las condiciones de 

concentración y longitud de onda no apropiada para la máxima 

absorción de la tetrasulfoftalocianina de cobre. 
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6.  RECOMENDACIONES 

 

• Evaluar la actividad fotodinámica de la TsPcCu-TiO2 utilizando una 

fuente de luz que abarque de manera puntual los máximos de 

absorción de este fotosensibilizador o usar una fuente lumínica 

continua, que proporcione la longitud de onda adecuada. 

 

• Realizar ensayos con otras concentraciones de fármacos, 

proporciones de anclaje y modificar la intensidad de radiación 

incidente sobre los cultivos. 

 

• Evaluar el ingreso y localización del fotosensibilizador y sus 

respectivos controles en la célula con ayuda de la Microscopía de 

Fluorescencia. 

 

• Matener los cultivos celulares a una temperatura óptima para su 

crecimiento normal (∼37º C) mientras son irradiados. 

 

• Evaluar otros métodos sol-gel de síntesis del TiO2 y verificar el 

tamaño de partícula nanoestructurado del sólido. 
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• Verificar si la intensidad del haz sobre cada pozo es semejante, 

mediante la técnica de actinometría química.  

 

• Comparar resultados haciendo uso de otros métodos de conteo 

celular. 
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Espectro de emisión láser (MARCA B & W TEK, modelo BFW-670-300). 


