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RESUMEN 

La terapia fotodinámica (TFD) representa una alternativa terapéutica prometedora 

para el tratamiento de diversas enfermedades, incluyendo varios tipos de cáncer. 

Este método consiste en la aplicación de un pigmento fotosensibilizador (FS) 

selectivo a las células cancerosas, el cual, al ser activado por la luz genera especies 

reactivas de oxígeno (EROs). Estas EROs desencadenan procesos de muerte 

celular, lo que permite la destrucción específica de las células malignas sin dañar 

significativamente el tejido sano circundante. 

Este tratamiento ha demostrado ser eficaz en el manejo de diferentes neoplasias 

malignas. Sin embargo, el melanoma, un tipo de cáncer de piel que, aunque 

representa solo el 3% de todos los cánceres cutáneos, es responsable del 80% de 

las muertes relacionadas con el cáncer de piel. La eficacia de la TFD en el 

tratamiento del melanoma ha sido limitada debido a la presencia de melanina, que 

absorbe la luz y reduce la efectividad del FS. Esto ha presentado significativos 

desafíos para su aplicación exitosa, incluyendo la búsqueda de fotosensibilizadores 

(FSs) capaces de generar suficiente daño celular a pesar de la interferencia de la 

melanina. 

Para superar estas limitaciones, se propone utilizar las propiedades 

fotosensibilizantes de la feomelanina (FEO), un pigmento extraído del cabello 

pelirrojo, como FS en la TFD dirigida contra las células de melanoma. Por lo tanto, 

el objetivo de este trabajo fue: Objetivo: Investigar la eficacia de la FEO extraída del 

cabello pelirrojo como FS en la TFD contra células de melanoma. 

De acuerdo con los resultados obtenidos, concluimos que sí es posible utilizar la 

FEO como un FS efectivo. Su fotoactivación redujo la viabilidad de los cultivos 

celulares en un 35%. Estos hallazgos sugieren que la FEO podría ser una opción 

viable para mejorar la eficacia de la TFD en el tratamiento del melanoma. 
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ABSTRAC 

The photodynamic therapy (PDT) represents a promising therapeutic alternative for 

the treatment of various diseases, including several types of cancer. This method 

involves the application of a selective photosensitizer pigment to cancer cells, which, 

when activated by light, generates reactive oxygen species (ROS). These ROS 

trigger cellular death processes, allowing specific destruction of malignant cells 

without significantly harming the surrounding healthy tissue. 

While PDT has proven effective in managing different malignant neoplasms, its 

efficacy in treating melanoma a type of skin cancer that accounts for only 3% of all 

skin cancers but is responsible for 80% of skin cancer-related deaths has been 

limited. This limitation arises from the presence of melanin, which absorbs light and 

reduces the effectiveness of the photosensitizer. Overcoming this challenge has 

been crucial for successful application, necessitating the search for photosensitizers 

capable of inducing sufficient cellular damage despite melanin interference. 

To address these limitations, researchers propose utilizing the photosensitizing 

properties of pheomelanin (PHEO), a pigment extracted from red hair, as a 

photosensitizer in PDT targeted against melanoma cells. Therefore, the objective of 

this study was to investigate the efficacy of PHEO extracted from red hair as a 

photosensitizer in PDT against melanoma cells. 

Based on the obtained results, we conclude that it is indeed possible to use PHEO 

as an effective photosensitizer. Its photoactivation reduced the viability of cell 

cultures by 35%. These findings suggest that pheomelanin could be a viable option 

for enhancing the effectiveness of PDT in melanoma treatment. 
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CAPÍTULO I. INTRODUCCIÓN 

El cáncer es un conjunto de enfermedades provocadas por los cambios en el 

funcionamiento normal de las células, especialmente los relacionados con el 

crecimiento y la división celular, causados por daños al ácido desoxirribonucleico 

(ADN), estas alteraciones pueden ser tanto genéticas como epigenéticos1, que 

conducen a la transformación de células sanas a células cancerosas, lo que provoca 

el aumento descontrolado del número de células y la formación de tumores en los 

tejidos u órganos donde se originan. A medida que las células cancerosas se 

multiplican, pueden invadir tejidos circundantes y diseminarse a otras partes del 

cuerpo a través del sistema linfático o el torrente sanguíneo, en un proceso llamado 

metástasis2. 

El melanoma es un tipo de cáncer que se origina en los melanocitos, células de la 

piel especializadas en la producción de melanina, estas células presentan una alta 

capacidad de metástasis. Los factores de riesgo para el melanoma incluyen la 

exposición excesiva a la radiación ultravioleta (UV) del sol, uso frecuente de camas 

de bronceado, antecedentes familiares de melanoma, tener múltiples lunares o 

nevos atípicos, y un historial personal de quemaduras solares graves. El diagnóstico 

temprano del melanoma es esencial para una terapia favorable, el cual 

generalmente se basa en la inspección de cualquier lunar o lesión cutánea 

sospechosa. En el diagnóstico los aspectos que se evalúan incluyen el tamaño, la 

forma, el color y los bordes de las lesiones, que se pueden complementar con una 

biopsia y un análisis patológico que en conjunto ayudan a determinar la etapa de la 

enfermedad3,4. Según la Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer 

(IARC), los cánceres de piel son los más comunes diagnosticados en todo el mundo; 

en 2020, se estima que se diagnosticaron 325 000 nuevos casos de melanoma en 

todo el mundo y 57 000 personas murieron a causa de la enfermedad5. El 

tratamiento del melanoma suele incluir la extirpación quirúrgica del tumor, y la 

elección de otros tratamientos, como la inmunoterapia, la terapia dirigida o la 

quimioterapia, el tratamiento depende de la etapa del cáncer y de otros factores 

individuales del paciente6.  
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La terapia fotodinámica (TFD) es una alternativa terapéutica que se basa en tres 

elementos principales: un FS, luz y oxígeno intracelular, su mecanismo se basa en 

la activación de un FS en una longitud de onda específica formando EROs u oxígeno 

molecular excitado que a su vez induce la muerte celular, se considera 

mínimamente invasivo ya que produce menos efectos secundarios en comparación 

con los tratamientos convencionales. La TFD ha sido aprobada en muchos países 

para el tratamiento del pulmón, cáncer de esófago, vejiga, piel, cabeza y cuello7–9. 

Sin embargo, a pesar de que ha sido probada para el tratamiento clínico del 

melanoma, sus resultados no han sido favorables10,11 debido principalmente a la 

interferencia óptica12, mecanismos de defensa antioxidante de la melanina13 y a los 

transportadores ABC (del inglés ATP-binding cassette) que actúan como bombas 

de flujo que hacen que las células sean capaces de eliminar sustancias toxicas14 lo 

que provoca una reducción en la eficacia de la TFD en células de melanoma. 

1.1 Antecedentes  

El uso de las propiedades curativas de la luz en terapias de salud tiene una larga 

historia que se remonta a la antigüedad. Diversas civilizaciones aprovecharon la luz 

solar para tratar enfermedades de la piel, atribuyéndole efectos terapéuticos. Hace 

más de 3 000 años, los antiguos egipcios combinaban sustancias extraídas de 

plantas con la luz solar para tratar lesiones superficiales. En Egipto, India y China, 

la luz solar se empleaba en el tratamiento de enfermedades cutáneas, como se 

describe en textos antiguos como el Papiro de Ebers15  y el Atharva Veda16, el libro 

sagrado de la India. 

En los primeros años del siglo XIX, la comunidad científica reconocía que la luz UV 

y la luz azul eran ideales para inducir reacciones químicas. En 1900, Oscar Raab 

realizó la primera observación científica de la actividad fotodinámica al notar que 

tintes fluorescentes, como el naranja de acridina, podían matar microorganismos, 

observó que la combinación de luz y acridina tenía un efecto letal en una especie 

de paramecio17. Raab postuló que este efecto se debía a la transferencia de energía 

de la luz a la sustancia química, similar al proceso de fotosíntesis en las plantas. 
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Poco después, Von Tappeiner, junto con Jodlbauer (1904) descubrieron que el 

oxígeno era esencial para desarrollar reacciones mediadas por la luz, introduciendo 

así el término "efecto fotodinámico." Simultáneamente, investigaron la aplicación de 

eosina y luz para tratar tumores cutáneos en ratones. A pesar de los resultados 

prometedores, la TFD fue abandonada por un tiempo debido a la toxicidad de los 

FS utilizados en ese momento, como la acridina, que mostraba un alto potencial 

oncogénico18,19. 

La biofotónica es un área de investigación interdisciplinaria que se ha centrado en 

el estudio de la interacción entre la luz y los sistemas biológicos. Este término que 

ganó popularidad en la década de 1980 tiene como objetivo utilizar la luz para 

investigar, diagnosticar y tratar una amplia gama de enfermedades y trastornos 

médicos, así como para el estudio de procesos biológicos a través del uso de la luz, 

como por ejemplo el desarrollo de técnicas para la obtención de bioimagenes20. La 

TFD como una técnica biofotónica ha sido beneficiada del desarrollo de nuevas 

herramientas tecnológicas, especialmente con la llegada de fuentes láser y luz 

coherente, lo que ha permitido utilizar la luz de manera eficiente, ya que los 

procesos que se desencadenan en la TFD dependen de la eficiencia de los sistemas 

de entrega de luz. Por otra parte, la efectividad de la TFD depende en gran medida 

de las propiedades del FS utilizado. En los últimos años se han descubierto e 

identificando compuestos naturales con propiedades fotosensibilizantes que 

presentan una toxicidad reducida para los tejidos sanos y una menor incidencia de 

efectos secundarios, esto ha despertado interés por el estudio de los FS de origen 

natural21. 

Un ejemplo de un FS de origen natural es la curcumina que es un compuesto 

antioxidante obtenido de la cúrcuma, conocido por sus propiedades 

anticancerígenas. Este compuesto aplicado a la TFD a células de melanoma inhibe 

la proliferación celular e induce la expresión de caspasa-322. 

También se ha demostrado que la TFD implementada con hipericina como FS, un 

extracto de la hierba de San Juan fue eficaz para inhibir el crecimiento de las células 
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A375 al generar una pérdida de la integridad de la membrana celular y la 

externalización de fosfatidilserina23. 

Otro ejemplo de FS de origen vegetal es la riboflavina, las propiedades de la 

riboflavina como PS se han utilizado con éxito en el tratamiento de muchos cánceres 

como el melanoma24,25. 

Existen otras moléculas cromóforas, endógenas, con un alto potencial para ser 

usadas como FS, por ejemplo, la FEO, un tipo de melanina que se origina a partir 

de la tirosina y en presencia de cisteína, caracterizado por ser responsable de los 

colores rojizos en el reino animal, presentan una alta capacidad para actuar como 

un potente FS que conduce a una intensa producción de ROS mediante irradiación 

con luz UV-visible26,27. 

Contrario a algunos estudios que han demostrado los efectos fotoprotectores de la 

melanina, también se han reportado efectos fotosensibilizantes propios de este 

pigmento cuando se expone a la luz28, son pocos los trabajos en los que se ha 

probado la FEO como un FS, recientemente se utilizó la FEO para la inactivación 

de bacterias29 pero no se ha puesto a prueba su capacidad como FS en la TFD 

aplicada a cultivos celulares humanos. Por lo tanto, en este trabajo se presenta por 

primera vez el uso de la FEO como FS en la TFD contra células de melanoma.   
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1.2 Planteamiento del problema 

La TFD se ha probado como una alternativa terapéutica en el tratamiento del 

melanoma con algunos resultados prometedores, pero generalmente se considera 

que el melanoma es resistente a la TFD debido a la presencia de melanina, este 

pigmento confiere resistencia tanto a tratamientos convencionales como a la TFD30 

A pesar de los avances en la TFD contra células de melanoma, se han encontrado 

dificultades debido a las propiedades antioxidantes de la eumelanina (EU) (un tipo 

de melanina), el secuestro de los FSs dentro de los melanosomas, defectos en las 

vías apoptóticas y el flujo de FSs a través de transportadores de membrana 

dependientes de ATP.  

Además, la melanina es un pigmento biológico sintetizado en el melanocito, que 

exhibe una fuerte absorción de luz en la región UV-VIS, por lo que puede presentar 

dificultades al momento de la fotoactivación de un FS exógeno, por la competencia 

por la absorción de la luz entre la melanina y el FS, afectando el mecanismo de 

acción de la TFD. Además, tiene la capacidad de unirse a iones metálicos.  

En consecuencia, es necesario el desarrollo de nuevas estrategias para optimizar 

la TFD para células de melanoma. Una alternativa viable consiste en la exploración 

de nuevos FSs con propiedades capaces de superar las limitaciones encontradas 

en los FSs utilizados convencionalmente. Y considerando que la FEO (un tipo de 

melanina) puede actuar como FS endógeno, dando lugar a la formación de EROs 

como el anión superóxido y el peróxido de hidrógeno, se puede plantear su uso en 

los procesos de inactivación celular por TFD.  

1.3 Justificación 

El melanoma es uno de los tipos más agresivos de cáncer de piel, su incidencia está 

en aumento en muchas partes del mundo. A pesar de que su incidencia mundial es 

relativamente baja, representando aproximadamente el 3% de todos los casos de 

cáncer de piel31, el melanoma, es responsable del 80% de las muertes relacionadas 



17 
 

con esta enfermedad, lo que plantea un problema de salud pública32. En México la 

tasa de mortalidad general por melanoma ha aumentado un 78% en los últimos 19 

años. Los datos disponibles del año 2016 muestran una tasa media nacional del 

0.57% (hombres: 0.65% y mujeres: 0.49%); la entidad federativa con la tasa más 

alta es la Ciudad de México, el grupo de edad más afectado es el de 60 años o más, 

con una tasa del 3.7%33 . 

El tratamiento del melanoma en las etapas avanzadas de la enfermedad disminuye 

drásticamente la esperanza de vida del paciente ya que posee una alta capacidad 

de hacer metástasis, incluso en las etapas iniciales de la enfermedad. Esto hace 

que el diagnóstico y la terapia temprana sea crucial para controlar la enfermedad. 

En ese sentido, el diagnóstico oportuno y las terapias efectivas no sólo prolongan la 

vida de los pacientes, sino que también pueden mejorar significativamente su 

calidad al reducir el dolor y la morbilidad. El tratamiento del melanoma no sólo 

beneficia a los pacientes individualmente, sino que también tiene un impacto 

económico y social positivo al reducir los costos de atención médica a largo plazo y 

permitir que los pacientes se integren a la sociedad. Por lo tanto, la búsqueda de 

terapias innovadoras y efectivas para tratar este tipo de cáncer se ha convertido en 

una prioridad para la comunidad científica y médica. 

1.4 Objetivos 

1.4.1 Objetivo general 

Investigar la eficacia de la FEO extraída de cabello pelirrojo como FS en la TFD 

contra células de melanoma. 

1.4.2 Objetivos específicos  

1. Extraer y caracterizar FEO a partir de cabello pelirrojo. 

2. Determinar la dosimetría de luz y los tiempos de incubación óptimos para la FEO 

extraída, en el proceso de TFD. 
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3. Evaluar el efecto de los extractos de FEO como FS y comparar con el efecto de 

la TFD utilizando como modelo de referencia FS al azul de metileno (AM) y EU. 

1.5 Hipótesis 

La fotoactivación de la FEO inducirá la muerte celular, generando una disminución 

significativa de la viabilidad en una línea celular de melanoma humano. 

La fotoactivación de la FEO no inducirá la muerte celular, y no se producirá una 

disminución significativa de la viabilidad en una línea celular de melanoma humano. 
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CAPITULO II. MARCO TEÓRICO 

2.1 Piel 

La piel, es el órgano más grande de nuestro cuerpo, recubre la superficie corporal 

y es una defensa del organismo. En la mayor parte de las ocasiones la primera 

barrera frente a agresiones externas, inorgánicas y orgánicas. Entre las inorgánicas 

se destaca la exposición a las radiaciones solares, las cuales pueden conducir a 

fotodaño y cáncer de piel. Desde el punto de vista histológico, la piel está constituida 

por tres capas: la epidermis, la dermis y la hipodermis (Figura 1). 

 

Figura 1. Anatomía de la piel. En la imagen se observa la epidermis y la dermis. Los melanocitos 
están presentes en la capa de las células basales, en la parte más profunda de la epidermis34 

Epidermis: Es la capa más externa y está formada por células epiteliales 

queratinizadas organizadas en diferentes estratos, es una barrera protectora contra 

patógenos y lesiones.  

Dermis: Situada debajo de la epidermis, la dermis está compuesta por tejido 

conectivo denso. Aquí se encuentran vasos sanguíneos, folículos pilosos, glándulas 

sudoríparas y receptores sensoriales.  
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Hipodermis: Se encuentra por debajo de la dermis, tejido adiposo principalmente. 

No se considera parte de la piel, sino que fija ésta a los órganos subyacentes35. 

La epidermis está formada por estratos celulares (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Estratos de la epidermis34 

 

El estrato basal es el más profundo con un espesor de una célula, aquí se 

encuentran las células troncales de los queratinocitos, estas células se encuentran 

en constante división. Los melanocitos se localizan en el estrato basal y su principal 

función es la producción de melanina. 

El estrato espinoso está constituido por queratinocitos que expresan queratinas 

como proteínas características de su citoplasma. En las capas más superficiales del 

estrato espinoso los queratinocitos cambian su expresión génica y empiezan a 

producir gránulos de queratohialina formando el estrato granuloso, las células 

granulosas sufren la degradación de su núcleo y orgánulos, mientras su citoplasma 

prácticamente se llena de queratina, este estrato está formado por queratinocitos 

aplanados con numerosos gránulos de queratohialina. Los queratinocitos 
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representan el 80% de las células en la epidermis y producen queratina, que es la 

principal proteína estructural de la epidermis.  

El estrato córneo es la capa más externa de la epidermis y comprende, en promedio, 

unas 20 subcapas de células muertas, aplanadas, en función de la parte del cuerpo 

que recubre la piel. Estas células muertas se desprenden regularmente en un 

proceso conocido por descamación.  

2.2 Melanina 

El término "melanina" fue acuñado por primera vez por Berzelius en 1840 para 

referirse a los pigmentos obscuros presentes en animales. Nicolaus (1969) sugirió 

una clasificación de las melaninas en tres grupos principales EU, 

FEO y alomelanina, los dos primeros grupos comprenden pigmentos animales y el 

segundo abarca la amplia variedad de pigmentos oscuros no nitrogenados de origen 

vegetal, fúngico y bacteriano36. 

Prota propuso un uso más restrictivo del término "melanina" para incluir sólo 

aquellos pigmentos que se forman intracelularmente por la oxidación de la tirosina 

y los metabolitos relacionados (Prota, 1995), tomando así tanto el origen 

biogenético de la tirosina como la actividad metabólica de los melanocitos 37. Los 

melanocitos derivan de la cresta neural. Durante el desarrollo embrionario los 

melanoblastos migran a diversos sitios incluyendo la piel, donde proliferan y se 

diferencian en células productoras de melanina. La melanina se encuentra de forma 

ubicua en todo el reino animal y suele servir de protección contra los factores del 

estrés ambiental. El pigmento producido por los melanocitos se transfiere a los 

queratinocitos a través de orgánulos celulares llamados melanosomas a través de 

dendritas melanocíticas38. Un sólo melanocito puede transferir melanina hasta a 

cuarenta queratinocitos, lo que forma la llamada unidad melanoepidérmica (UME). 

El contacto con los queratinocitos regula la síntesis y transferencia de melanina39. 

La EU, que prevalece en individuos con cabello negro y castaño y la FEO 

responsables del cabello rojo y las pecas, tienen una organización común de 
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unidades repetitivas unidas por enlaces de carbono40. Sin embargo, los pigmentos 

difieren entre sí en términos de propiedades químicas, estructurales y físicas 

(Figura 3). 

 

Figura 3. Estructuras químicas de los dos tipos de melanina presentes en los animales, EU y FEO41 

2.3 Precursores de la FEO y EU 

La FEO se compone principalmente de benzotiazina (BTZ), que contiene azufre, y 

derivados del benzotiazol (BTZCA). La fuente principal de azufre para su síntesis 

es la L-cisteína, siendo esencial para la producción de FEO 40. En contraste, la EU 

es un polímero altamente heterogéneo que incluye unidades de ácido 5,6-

dihidroxiindol (DHI) y/o ácido 5,6-dihidroxiindol-2-carboxílico (DHICA) (Figura 4). 

 

 

Figura 4. Precursores de EU (DHI y DHICA)42 y Precursores de FEO (benzotiazina)43 

EU FEO 

Benzotiazina 

DHICA 

DHI 
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2.4 Síntesis de melanina 

Más de 120 genes participan en la regulación de la pigmentación cutánea, 

destacando el gen MC1R como un actor clave. Este gen codifica el receptor de 

melanocortina-1 (MC1Rr), un receptor acoplado a proteínas G compuesto por 317 

aminoácidos, expresándose principalmente en la superficie de los melanocitos.  

La regulación positiva del gen MC1R ocurre a través de la hormona estimulante de 

α-melanocitos (α-MSH), mientras que factores antagonistas como la proteína señal 

Agouti (ASIP) y la beta-defensina 3, ejercen una regulación negativa, compitiendo 

con α-MSH44. 

La melanina se sintetiza en el melanocito, un orgánulo intracelular especializado, 

derivado del retículo endoplasmático, el melanosoma (Figura 5),. Durante la 

biogénesis de este orgánulo, la enzima tirosinasa se incorpora al melanosoma. La 

tirosinasa cataliza la conversión del aminoácido tirosina (Tyr) a dihidroxifenilalanina 

quinona (DQ). Además, se incorporan las proteínas 1 y 2 relacionadas con la 

tirosinasa (TRP-1 y TRP-2). Estas proteínas desempeñan funciones clave en la 

melanogénesis, actuando TRP-1 como oxidasa del DHICA y TRP-2 como 

tautomerasa de la dihidroxifenilalanina cromo (DOPAcromo). 

Figura 5. Melanogénesis45 y etapas de maduración de melanocitos39 
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Las vías biosintéticas para la síntesis de FEO y EU inician con el mismo precursor, 

la tirosina (Figura 6). Primero se convierte en un intermediario extremadamente 

reactivo DQ por la acción de la enzima tirosinasa. Todas las tirosinasas utilizan 

cobre como cofactor, pero la especificidad del sustrato puede variar entre las 

especies46,47. Las tirosinasas son enzimas bifuncionales que catalizan la 

hidroxilación de monofenoles y la posterior oxidación de los difenoles a quinonas. 

Dentro de los melanosomas, el DQ se cicla para formar leucodocromo y luego se 

convierte espontáneamente en un intermediario de color naranja conocido como 

DOPAcromo, el DOPAcromo pierde su ácido carboxílico, formando DHI, cuya 

polimerización forma EU 48. El dopacromo también puede ser reorganizado por 

TRP1 y TRP2, también llamada dopacromo tautomerasa (DCT), para formar un 

intermediario carboxilado DHICA. La tirosinasa junto con las dos proteínas 

relacionadas con la tirosinasa forma un complejo multienzimático dentro de los 

melanocitos facilitando sus interacciones fisiológicas y la disrupción de una de las 

enzimas, debido a mutaciones, afecta severamente la pigmentación. 

 

Figura 6. Síntesis de Eu y FEO49 
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En la síntesis de FEO, los grupos sulfhidrilo desempeñan un papel fundamental. 

Una vez que la DQ se forma de la misma manera que en la síntesis de EU reacciona 

inmediatamente con los grupos sulfhidrilo para formar cisteinil-DOPA y luego 

quinona, que luego se convierte en BTZ y BTZCA. Estos productos se polimerizan 

para producir FEO50. 

La melanogénesis genera combinaciones variables de EU y FEO, dando lugar a 

gránulos que coexisten en distintas proporciones dentro de una misma célula51. A 

lo largo de todos los tipos de piel, la densidad de melanocitos es uniforme y 

constante; sin embargo, es la distribución y cantidad específica de melanina lo que 

determina el matiz y la tonalidad del color de la piel. 

La unión de la hormona estimulante de melanocitos (MSH) a su receptor MC1R 

activa la proteína G (Gα+Gβ+Gγ) produciéndose un aumento en los niveles del 

segundo mensajero adenosín monofosfato cíclico (AMPc) por acción del adenilato 

ciclasa (AC). El AMPc activa a la proteína quinasa A (PKA). Una vez activa la PKA 

es capaz de fosforilar a proteínas que actúan como factores de transcripción como 

la proteína CREB (factor de unión a elementos de respuesta de AMPc) que unida a 

secuencias de ADN llamados elementos de respuesta a AMPc (CRE), activan la 

expresión de genes específicos sensibles a AMPc. El factor de transcripción 

asociado con microftalmia (MITF) reconoce las secuencias localizadas en las 

regiones promotoras del gen de la tirosinasa. 

Este AMPc desencadena la cascada de señalización que estimula la transcripción 

de enzimas fundamentales para la síntesis de EU. La proteína ASIP obstaculiza la 

generación de EU al competir directamente con la unión de MSH a MC1R, 

bloqueando así la expresión consecutiva del factor de transcripción MITF. La función 

crítica de MITF radica en activar el promotor de tres enzimas (Tyr, TRP1 y TRP2), 

cuya ausencia favorece la síntesis de FEO. MITF está específicamente vinculado a 

la activación de TRP1 y Tyr, excluyendo su participación en TRP252. 

Los queratinocitos y melanocitos forman un estrecho nicho, con hasta 40 

queratinocitos asociados a un sólo melanocito. Después de la exposición a la 
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radiación UV, los queratinocitos liberan diversas citoquinas y quimiocinas que 

impactan en la producción de EU. En respuesta a los rayos UV, los queratinocitos 

secretan MSH y hormona adrenocorticotrópica, dando señales a los melanocitos 

para intensificar la melanogénesis. 

2.5 Funciones de la melanina 

La melanina se caracteriza por sus propiedades físicas y químicas. Presenta un 

comportamiento antioxidante y de eliminación de radicales libres. La absorción del 

espectro visible y la radiación UV y la fuerte relajación no radiativa de los estados 

electrónicos fotoexcitados, están definidas por la estructura molecular, 

supramolecular y el nivel de agregación de la melanina. Sin embargo, aún hay 

muchas incógnitas en las relaciones estructura-propiedad-función de la melanina43. 

Una de las funciones comúnmente atribuidas a la melanina es la filtración de la 

radiación UV y protección de las células cutáneas. También se sabe que la melanina 

actúa como un FS que genera EROs tras la irradiación UV53. Los anillos aromáticos 

derivados de la tirosina del cromóforo de melanina se excitan al estado singulete, 

se descomponen en el triplete y transfieren un electrón al oxígeno para producir 

superóxido (O2
−)54; las melaninas posteriormente eliminan estas especies químicas 

activas, pero después de la exposición continua y prolongada al sol su capacidad 

de eliminación puede verse reducida.   

2.7 Células y cáncer 

El cáncer es un término que describe una gran variedad enfermedades producidas 

por cambios en los mecanismos reguladores internos de la célula que dan lugar al 

crecimiento y proliferación descontrolada. Una célula es la unidad estructural y 

funcional básica de los organismos vivos, capaz de realizar todas las funciones 

necesarias para la vida. Un conjunto de células que se organizan para realizar 

funciones específicas formará tejidos y la colección de tejidos formarán una unidad 

especializada lo que llamamos órgano. Las células de cada uno de los órganos del 

cuerpo llevan a cabo las funciones como el transporte de oxígeno, la digestión de 
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nutrientes, la excreción de materiales de desecho, la locomoción y la reproducción. 

Cuando las células se desgastan o sufren algún daño son reemplazadas por células 

nuevas, resultado de la mitosis, un proceso altamente regulado por el ADN, 

una molécula organizada en 46 cromosomas que contienen más de 100.000 

genes55,56. 

El ciclo celular consta de varias fases, que se pueden dividir en dos principales 

etapas: la interfase y la mitosis.  

Una vez completadas todas estas fases, se obtienen dos células hijas 

genéticamente idénticas a la célula madre, y el ciclo celular puede comenzar 

nuevamente con la interfase. Este proceso es esencial para el crecimiento, la 

reparación y el reemplazo celular en los organismos multicelulares. 

Las células cancerosas pueden surgir en diversas etapas del ciclo celular y en 

diferentes tipos de tejidos u órganos del cuerpo, se originan por mutaciones o daños 

en el ADN que, si no se reparan adecuadamente, pueden dar lugar a células 

cancerosas. No todas las células que experimentan mutaciones o daños en el ADN 

se convierten en células cancerosas, ya que el cuerpo tiene mecanismos de control 

que pueden detectar y reparar errores en el ADN. Sin embargo, si las mutaciones 

se acumulan y las células pierden la capacidad de controlar su crecimiento y la 

mitosis, pueden volverse cancerosas y comenzar a proliferar de manera 

descontrolada57. 

El aumento excesivo de las células produce un tumor, estas neoplasias se pueden 

clasificar como malignas o benignas. En el caso de un tumor maligno, estas células 

se comportan de forma más agresiva, adquiriendo propiedades de mayor 

invasividad provocando metástasis. 

Los tumores benignos tienen menos tendencia a invadir y tienen menos 

probabilidades de hacer metástasis. Sin embargo, se dividen de manera 

descontrolada. Dependiendo de su ubicación, pueden ser tan mortales como las 

lesiones malignas55.  
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2.8 Melanoma  

Los cánceres de piel se clasifican y designan según la célula de origen. Existen tres 

categorías principales: los carcinomas de células basales, los carcinomas de células 

escamosas y los melanomas malignos cutáneos. Los dos primeros tipos, también 

conocidos como cáncer de piel no melanoma o no invasivo, se originan fuera de los 

melanocitos de la piel y no se extienden a los tejidos saludables circundantes. Por 

otro lado, los melanomas malignos cutáneos tienden a propagarse a los tejidos 

circundantes, caracterizándose como metastásicos e invasivos. 

El melanoma, un tumor maligno que se origina en los melanocitos situados en las 

capas más profundas de la epidermis, puede surgir en cualquier área de la piel, 

aunque tiene mayor propensión a desarrollarse en lunares preexistentes (Figura 7), 

se distinguen cinco etapas de melanoma: 

Etapa 0: El melanoma se limita a la capa superior de la piel, y la lámina basal 

permanece intacta. 

Etapa I: Melanoma in situ, localizado en la epidermis. 

Etapa II: El tumor tiene un grosor de menos de 1 mm, ha penetrado la lámina basal 

y se ha extendido a la dermis papilar. 

Etapa III: El espesor del tumor varía entre 1 y 2 mm, alcanzando la interfase dérmica 

papilar-reticular. 

Etapa IV: El tumor se extiende a la dermis reticular, y las células del melanoma han 

migrado hacia al menos un ganglio linfático o tejidos cercanos. Se han producido 

metástasis en los pulmones, otros órganos, áreas distantes de la piel o ganglios 

linfáticos. La afectación se ha propagado a la grasa subcutánea. 
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Figura 7. Estadios del melanoma34 

 

La detección temprana del melanoma resulta crucial para mejorar la tasa de 

supervivencia del paciente. Este tipo de cáncer de piel se caracteriza por su 

naturaleza invasiva y agresiva, su resistencia a diversos tratamientos, su baja tasa 

de supervivencia y su propensión a la recurrencia58. 

2.9 Principales mutaciones en el melanoma 

Las mutaciones en el gen BRAF se presentan con frecuencia en hasta 66% de los 

pacientes con melanoma. Estas mutaciones activadoras en BRAF dan lugar a una 

activación constitutiva de la función de la quinasa, independientemente de la 

señalización ascendente del gen RAS. BRAF interactúa con la vía MEK, lo que da 

lugar a la fosforilación de MEK, lo que conduce a la posterior activación de la 

fosforilación de la quinasa regulada por señales extracelulares (vía ERK), lo que en 

última instancia promueve el crecimiento celular e inhibe la apoptosis59.  

Estudios posteriores han confirmado que la incidencia de mutaciones en BRAF es 

de aproximadamente 40 a 50% en pacientes con melanoma cutáneo. La mutación 

más común en BRAF es la sustitución de valina por ácido glutámico en el 

aminoácido 600 (V600E), que representa entre el 70% y el 88% de todas las 

mutaciones en BRAF. Las mutaciones menos comunes en BRAF incluyen V600K, 
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V600R y V600M, que comprenden 11 a 20%, 2 a 5% y 1 a 4%, respectivamente, de 

mutaciones en BRAF. Otras alteraciones no V600 en BRAF se presentan en 

aproximadamente 5% de todos los melanomas, con mayor frecuencia en los 

codones 466, 469, 597 y 601, y fusiones de BRAF60. 

La familia RAS incluye 3 protooncogenes primarios, NRAS, KRAS y HRAS, que 

regulan la proliferación celular y la apoptosis. Las mutaciones NRAS activan 

constitutivamente MAPK, PI3K y otras vías de señalización celular, causando 

crecimiento celular, proliferación y disfunción del ciclo celular. Las mutaciones 

en NRAS se presentan en más del 20% de los pacientes con melanoma cutáneo, 

con mayor frecuencia en el codón 61 y con menor frecuencia en los codones 12 y 

13. Los melanomas con mutaciones en NRAS se relacionan con un curso clínico 

agresivo y un pronóstico precario. Son más comunes en pieles no expuestas al sol. 

KIT es un receptor protooncogénico tirosina quinasa que se encuentra en la 

membrana celular y se une al factor de células madre. Esto activa la proteína KITp, 

lo que resulta en la activación de múltiples vías de señalización que afectan el 

crecimiento, la proliferación, la supervivencia y la migración celular. Las mutaciones 

en KIT se presentan en 1 a 3% de todos los melanomas y se encuentran con mayor 

frecuencia en el exón 11 o en el exón 13.  Las mutaciones KIT se encuentran con 

mayor frecuencia en melanomas acrales o mucosos (aproximadamente 15% cada 

uno, y en melanomas vulvovaginales con más frecuencia que en melanomas 

nasales) y en áreas de daño solar crónico (aproximadamente 2%). Los inhibidores 

de la tirosina cinasa, en particular el imatinib, han demostrado cierta actividad en el 

tratamiento del melanoma con mutación en KIT. Las respuestas al tratamiento en 

pacientes con mutaciones en el exón 11 se presentan en el intervalo de 30 a 50%, 

aunque la resistencia adquirida por lo general se presenta en el plazo de 1 año61. 

El producto del gen NF1 es una proteína activadora de GTPasa que amortigua la 

señalización de MAPK mediante la regulación negativa de la actividad de RAS, y 

las mutaciones y/o la pérdida del gen NF1 conducen a la activación de la vía MAPK. 

Las mutaciones en NF1 forman el tercer subgrupo genómicamente más común de 

melanomas, y se notificó que se presentaron en aproximadamente el 14% de las 
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muestras de melanoma TCGA, incluso hasta el 70% de las muestras de tipo 

natural BRAF/NRAS. La mayoría de las mutaciones de NF1 conducen a una 

pérdida de la función de este supresor tumoral, y aproximadamente el 80% de los 

pacientes tienen una mutación sin sentido, una inserción o una deleción que 

conduce a una proteína truncada62. 

2.10 Tratamientos convencionales para el melanoma metastásico 

Los pronósticos del melanoma metastásico se realizan mediante el uso de un 

sistema de clasificación de estadificación que evalúa y describe el grado de 

desarrollo de la enfermedad en los pacientes. Los factores principales de este 

sistema de estadificación son la localización del tumor primario; tamaño del tumor, 

número de tumores, compromiso de los ganglios linfáticos; y la ausencia o presencia 

de metástasis. Los tratamientos convencionales para el melanoma metastásico 

incluyen cirugía, quimioterapia, radiación y terapia biológica.  

2.10.1 Cirugía 

El tratamiento principal para el melanoma es la cirugía, mediante la cual se extirpa 

la lesión con algunos de los tejidos circundantes no afectados para garantizar que 

se elimine todo el tejido afectado y que no haya células cancerosas presentes en el 

área para proliferar. La cirugía ofrece la mejor oportunidad de recuperación si el 

melanoma ha sido diagnosticado en sus primeras etapas y aún no ha tenido la 

oportunidad de hacer metástasis63. 

2.10.2 Quimioterapia 

La quimioterapia tiene la capacidad de aliviar, controlar o curar completamente el 

cáncer de piel; su éxito depende de la gravedad del cáncer en el momento del 

diagnóstico. La quimioterapia se basa en la administración de medicamentos 

eficaces para evitar que las células cancerosas proliferen de manera anormal o para 

ralentizar su tasa de crecimiento general. Los medicamentos quimioterapéuticos 

para el melanoma metastásico incluyen dacarbazina, paclitaxel, compuestos de 
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platino y temozolomida. El inconveniente de la quimioterapia es que también causa 

daño a las células sanas, así como efectos secundarios graves en los pacientes, 

como fatiga, infecciones secundarias, anemia, náuseas, vómitos y estreñimiento64. 

2.10.3 Radioterapia 

La radioterapia es un tratamiento contra el cáncer en el que se emplean diversos 

tipos de radiación ionizante, como los rayos X o los rayos gamma, se emplea para 

aniquilar las células cancerosas a través de la administración externa o interna. La 

radioterapia causa efectos secundarios como cambios en la piel, fatiga y náuseas, 

además de afectar los tejidos sanos circundantes. Dependiendo de la gravedad y el 

tipo de cáncer, un paciente puede someterse a radioterapia que puede aplicarse en 

combinación con quimioterapia, y esto a menudo induce efectos secundarios mucho 

más severos65 . 

2.10.4 Terapia biológica 

Los medicamentos que se administran a los pacientes ayudan al sistema inmunitario 

a combatir el cáncer en lugar de simplemente matar directamente las células que 

proliferan rápidamente. Este tipo de terapia se utiliza a menudo en combinación con 

otras terapias. Actualmente, la Administración de Alimentos y Medicamentos (FDA, 

por sus siglas en inglés) solo ha aprobado 3 agentes biológicos convencionales para 

el tratamiento del melanoma metastásico avanzado: DTIC, aprobado en 1975; 

interferón recombinante α-2B, aprobado en 1995; y dosis altas de interleucina 2, 

aprobada en 199866. 

2.11 Tratamientos no convencionales para el melanoma 

2.11.1 Terapia molecular dirigida e inmunoterapia  

La terapia dirigida utiliza anticuerpos anticitotóxicos contra antígenos de linfocitos T 

(CTLA-4) para atacar CTLA-4; están sobreexpresados en los linfocitos T activados 

y actúan como un regulador negativo de la activación de las células T. Esto mejora 
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la capacidad del sistema inmunitario para destruir las células cancerosas. El 

problema asociado a este tipo de terapia es que el tratamiento global no es eficaz 

para todos los pacientes, ya que está influenciado por los efectos secundarios 

relacionados con el sistema inmunitario y los factores de resistencia. Por lo tanto, 

para que este tipo de tratamiento del melanoma maligno sea más eficiente, es 

esencial mejorar la capacidad de focalización molecular del tratamiento, así como 

superar la resistencia67. 

2.11.2 Nanofármacos  

Los avances recientes en la investigación han explotado el uso de la nanotecnología 

para el tratamiento del cáncer. Esto mejora la administración y absorción de 

fármacos dirigidos a las células cancerosas y reduce drásticamente sus efectos 

secundarios citotóxicos generales en los tejidos normales. Algunos nanofármacos 

ya han sido aprobados por la FDA para su uso en ensayos preclínicos y clínicos, ya 

que se ha demostrado que se dirigen y matan directamente las células tumorales o 

mejoran la administración general de fármacos de quimioterapia dirigida68. 

2.11.3 TFD 

Durante las últimas tres décadas, se ha explorado la TFD como un enfoque no 

convencional en el tratamiento del cáncer. Este enfoque no convencional presenta 

ventajas en comparación con los tratamientos convencionales para el cáncer, ya 

que es menos invasivo. Además, se dirige de manera específica a la región tumoral 

cancerosa, lo que resulta en una destrucción localizada y limita los efectos 

secundarios62. 

2.12 Mecanismo de acción de la TFD 

La TFD implica la administración de un agente fotosensible en las células 

cancerosas objetivo, seguido por la irradiación con luz a una longitud de onda 

específica para activar el FS. La excitación del FS desencadena la generación de 

EROs citotóxicas, como el oxígeno molecular singulete (1O2), radicales hidroxilos y 
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aniones superóxido. Estas EROs inducen fotocitotoxicidad mediante el estrés 

oxidativo, provocando daño a las biomoléculas celulares, como lípidos, proteínas y 

ácidos nucleicos, lo que inactiva las células cancerosas.  

Existen cuatro mecanismos de fotosensibilización, que se clasifican en directos e 

indirectos. Los indirectos (denominados así por que no requieren oxígeno) son el 

mecanismo Tipo I, en el cual las especies radicales se forman mediante la 

transferencia de electrones desde un FS excitado al oxígeno, y las EROs resultantes 

oxidan biomoléculas intracelulares como ácidos nucleicos y aminoácidos. También 

el mecanismo Tipo II, es un mecanismo indirecto, ya que ocurre cuando el oxígeno 

singulete se forma mediante la transferencia de energía desde el FS excitado al 

oxígeno molecular.  

Por otra parte, los directos (independientes del oxígeno), como el mecanismo Tipo 

III, donde la interacción entre el FS activado y los radicales libres nativos generan 

la citotoxicidad. El mecanismo de Tipo IV, ocurre cuando el FS no puede unirse a 

su objetivo molecular, y solo tras la excitación con luz sufre una remodelación 

intramolecular (mediante fotoisomerización) que facilita la unión del FS activado a 

su sitio objetivo celular69. El mecanismo que se desencadena depende del tipo de 

FS. La determinación de este modo de acción se ve influenciada por diversos 

factores, como la concentración del FS, la ubicación intracelular del FS, la cantidad 

de trifosfato de adenosina en el interior de la célula, la composición genética de la 

célula, así como la fluencia y longitud de onda70. 

 La fotosensibilización implica una alteración en el estado energético fundamental 

(S0) de cualquier molécula, lo cual se relaciona con su configuración o distribución 

electrónica de menor energía. Los estados electrónicamente excitados (S1) de las 

moléculas se generan al absorber energía, comúnmente en forma de luz. Estas 

moléculas adquieren configuraciones electrónicas más energéticas que las del 

estado fundamental. A diferencia de este último, los estados excitados exhiben 

configuraciones electrónicas de duración limitada y tienden a retornar rápidamente 

a la configuración de mínima energía del estado fundamental. Una molécula exhibe 

un estado energético singulete cuando sus dos electrones más externos están 
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emparejados, es decir, poseen números cuánticos de espín opuestos. 

Contrariamente, la molécula presenta un estado energético triplete (T1) cuando sus 

dos electrones más externos están desapareados o alineados con números 

cuánticos de espín idénticos. Durante el tiempo de vida de su estado excitado, el 

FS tiene la capacidad de transferir su exceso de energía a otra molécula presente 

en el entorno, generando así un estado excitado en esta última. La nueva molécula 

excitada, durante su tiempo de vida, puede reaccionar con otras especies químicas 

en el entorno, dando lugar a productos de reacción y finalmente regresando a su 

estado fundamental tras liberar su exceso de energía al entorno. Cuando una 

molécula de FS absorbe un fotón, inmediatamente se genera su estado excitado 

singulete. Este estado evoluciona rápidamente hacia un estado excitado triplete 

más estable y de mayor duración, que puede colisionar con una molécula de 

oxígeno en su estado fundamental. Durante esta colisión, mediante un proceso de 

transferencia de energía por intercambio electrónico, se regenera el FS en su estado 

fundamental y se forma 1O2
71 (Figura 8). 

 

Figura 8. Transferencia de electrones y energía durante la TFD71 

2.13 Mecanismos de muerte celular  

La mayoría de las investigaciones sobre los efectos de la TFD se han enfocado en 

aquellos que llevan a la muerte celular mediante la generación de EROs. Entre 

estos, el ion superóxido destaca como uno de los principales productos de las 

reacciones fototóxicas. Dada su vida media extremadamente corta en 

nanosegundos, esta molécula citotóxica tiene una capacidad de difusión limitada, 

FS (S0) FS (S1) FS (T1) FS (S0) 
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alcanzando solo un rango muy reducido de hasta 20 nm en células. Por ende, la 

localización subcelular del FS determina principalmente qué orgánulos serán 

afectados72 73. 

La apoptosis, un proceso altamente regulado y energéticamente demandante, 

implica la activación de enzimas hidrolíticas como proteasas y nucleasas, 

conduciendo a la fragmentación del ADN y la degradación de las estructuras 

intracelulares. La TFD induce la apoptosis a través de dos vías principales: la vía 

intrínseca o mediada por mitocondrias, y la vía extrínseca o mediada por el receptor 

de muerte. La vía mitocondrial predomina cuando el FS se acumula dentro de estos 

orgánulos, provocando la interrupción del potencial transmembrana mitocondrial y 

la liberación del citocromo C en el citosol, dando lugar a la formación del complejo 

apoptosoma. La apoptosis mediada por el receptor de muerte se activa 

preferentemente cuando el FS se dirige a la membrana celular, desencadenando la 

multimerización de los receptores de la superfamilia del receptor del factor de 

necrosis tumoral especialmente el receptor Fas. El complejo de señalización 

inductor de muerte compuesto por el receptor Fas, FADD (proteína del dominio de 

muerte asociado a Fas) y la caspasa 8, emerge como un desencadenante 

fundamental de la apoptosis. Aunque el papel del gen p53 en la apoptosis inducida 

por TFD en células tumorales no se comprende completamente, su sobreexpresión 

resultante de la TFD no parece ser crucial para la muerte celular, sugiriendo una 

independencia de p53 en este contexto 74. 

En el caso de la necrosis, los componentes citosólicos se liberan en el espacio 

extracelular a través de una membrana plasmática dañada, provocando una 

respuesta inflamatoria. Estos productos son posteriormente fagocitados por 

macrófagos, ya que las membranas intactas inicialmente presentes en las células 

apoptóticas sirven como barrera. La inflamación aguda generada por la necrosis 

inducida por TFD podría potenciar la inmunidad al atraer leucocitos del huésped 

hacia el tumor y aumentar la presentación del antígeno. En este sentido, la necrosis 

podría ser beneficiosa en el resultado final de la TFD, especialmente en el 

melanoma, donde la presencia de una alta frecuencia de linfocitos infiltrantes de 
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tumores se asocia con mejores resultados en pacientes tratados para esta 

enfermedad75. 

2.14 Características de los FSs 

La mayoría de los FSs tienden a concentrarse en orgánulos celulares distintos al 

núcleo, reduciendo la probabilidad de inducir carcinogénesis, daño al ADN o 

mutaciones. En la TFD los FSs se clasifican en tres generaciones, según sus 

características fotoquímicas y fotofísicas en relación con su mecanismo de acción 

celular. Los de primera generación suelen provocar daño tisular vascular con 

efectos secundarios graves, indicando una localización específica limitada en las 

células diana. Los de segunda generación causan principalmente citotoxicidad en 

células tumorales, sugiriendo una forma más pasiva de localización en orgánulos 

como mitocondrias, lisosomas, retículo endoplásmico y membrana plasmática. Los 

efectos secundarios de los FSs de segunda generación son considerablemente 

menores que los de la primera generación. Los de tercera generación son fármacos 

fotosintéticos que se han modificado aún más mediante la adición de biomoléculas 

dirigidas para mejorar su absorción y dirigir la absorción del fármaco a células 

específicas [87]. Los requisitos esenciales para que un FS produzca eficientemente 

1O2 son los siguientes: 

 Absorción intensa de luz UV-Vis, preferiblemente en la región visible entre 

400 y 750 nm.   

 Alta eficiencia de transición del estado excitado singulete (S1) al estado 

excitado triplete (T1) del FS ΦISC 

 Tiempos de vida prolongados del estado excitado. 

 Elevado rendimiento cuántico de producción de 1O2 (ΦΔ) en diversos 

entornos. 

 Buena estabilidad térmica y fotoquímica para evitar la descomposición de 

las moléculas de FS, incluso debido al 1O2 fotogenerado71. 

 Efectos citotóxicos al fotoactivar la molécula  
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2.15 Propiedades fotosensibilizantes de la FEO 

Las diferencias en la estructura química (Figura 3) da como resultado diferencias 

en las propiedades físicas de los dos tipos de melanina, lo cual sugiere que pueden 

reaccionar de manera diferente a la excitación por la luz, tanto química como 

biológicamente. Mientras que la EU actúa como un antioxidante, la FEO es 

prooxidante76. Dicha excitación desencadena la generación de EROs, incluidos 

radicales superóxido e hidroxilo, mediante la reducción catalizada de oxígeno. 

Siendo la FEO más eficiente en la producción de oxiradicales que la EU77. La 

excitación del cromóforo de FEO provoca el paso de esta molécula al estado 

singulete excitado seguida del estado triplete con transferencia de un electrón al 

oxígeno y la formación del anión superóxido que induce daño oxidativo en el ADN 

a través de sus productos posteriores, como el peróxido de hidrógeno y los radicales 

hidroxilos La transferencia de excitación al oxígeno daría lugar a 1O2 capaz de 

destruir lípidos principalmente hidroperóxido, ácidos nucleicos a través de un 

residuo de guanina para formar 8-oxo-guanina y aminoácidos (Figura 9). Esto 

explicaría la escasa capacidad fotoprotectora de la piel en el fenotipo pelirrojo.  

 

Figura 9. Esquema de los mecanismos de fotosensibilización de la melanina78 
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2.16 Estado del arte 

El uso de la luz para el tratamiento de enfermedades tiene sus orígenes en las 

civilizaciones antiguas. Es a partir de las observaciones de Oscar Raab en 1900 

que se propone la idea de la transferencia de la energía de la luz a un pigmento, lo 

cual da como resultado daño celular. Años más tarde a estos efectos se les llamaron 

“efectos fotodinámicos”. Siguiendo esta línea de investigación, se puede encontrar 

los avances importantes de la aplicación de estos principios, en los estudios de 

Hausmann (1910) ya que demostró que al administrar hematoporfirina (HPD) como 

FS y exponer la lesión a la luz, logró demostrar la capacidad para destruir las células 

de la vasculatura tumoral en ratones79. 

En las siguientes décadas se trabajó en la búsqueda de nuevos FSs, la primera 

generación de FSs en derivados de la HPD surgió en la década de 1950 con 

estudios liderados por Schwartz. Descubriendo en sus investigaciones, Schwartz 

encontró que la HPD no era el componente más activo, sino que los efectos 

provocados son el resultado de una mezcla de isómeros oligoméricos de porfirinas. 

Optimizando esta mezcla, Schwartz logró una eficacia superior en los efectos 

fotodinámicos. En la década de 1960, observaron la acumulación preferencial de 

HPD en tumores, dando lugar a estudios para detectar tumores mediante 

fluorescencia80. 

En la segunda mitad de la década de 1960, Lipson trató con éxito a una mujer con 

cáncer de mama usando HPD e irradiación tumoral selectiva, marcando el inicio de 

la TFD oncológica80. En la década de 1970, Thomas Dougherty lideró ensayos 

clínicos de TFD contra el cáncer con HPD, desarrollando formulaciones y métodos 

de producción a gran escala81. 
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Tabla 1. FS con mejores resultados en la TFD contra melanoma 

 

Los primeros estudios de TFD en el tratamiento del melanoma in vitro e in vivo datan 

de 1994101 (Tabla 1), sin embargo, estas investigaciones toman relevancia partir de 

2007 favorecida por el desarrollo de nuevos FSs. Desde entonces los investigadores 

han explorado diversas combinaciones de FSs y fuentes de luz, así como la 

optimización de las condiciones de tratamiento. Varios trabajos han demostrado 

FS Línea celular 
Longitud de 
onda (nm) 

Referen
cia 

ALA 
Melanoma humano A375 
Carcinoma de piel A431 

643 82 

ALA 
Carcinoma de mama MDA-MB-231 

Melanoma humano A375 
635 83 

ALA Melanoma de ratón B16 360-410 84 

Ruthenium- Porphyrin Melanoma humano Me300 652  85 

Porfirina halogenada 
Adenocarcinoma humano WiDr 

Melanoma humano A375 
633  86 

Verteporfina, Fotofrina II 
Merocianina 540 

Melanoma de ratón Cloudman S91/I3 
Melanoma humano SKMEL 188 

532 87 

ZnTPPS4, 
Cloroaluminio y ALA 

Melanoma humano G361 435, 675 y 630 88 

Ftalocianina a base de Zn Melanoma humano Me45 685 89 

Hipericina, Tetrasulfonato de cloruro de 
ftalocianina de aluminio 

Melanoma humano A375 594 o 682 90 

Ftalocianinas de silicio Melanoma pigmentado humano SK-MEL-2 670 91 

AM y azul de toluidina Melanoma de ratón B16F10 660 92 

Hipericina UCT Mel-1 y Melanoma humano A375 400 - 315 93 

MB - Rutósido Melanoma humano A375 660 94 

Ftalocianina de Zn Melanoma MeWo y HaCaT 650 95 

Verteporfina Melanoma de ratón 690 96 

ALA Melanoma de ratón Mel25 420-1400 97 

Porfirinas de rutenio Melanoma humano Me300 652 98 

Ftalocianina Melanoma humano M6 630-780 99 

Metaftalocianina y ALA Melanoma humano A375 680  100 
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prometedores resultados en la aplicación de la TFD en modelos celulares in vitro. 

Los principales FSs utilizados en la TFD anti-melanoma incluye porfirinas, 

ftalocianinas y clorinas (Tabla 2), a continuación, se describen algunos trabajos 

donde se aplicó la TFD contra melanoma y que han reportado buenos resultados. 

En el estudio de Ndhundhuma y Abrahamse (2016), se comparó la fotosensibilidad 

de las células de melanoma humano ante la hipericina a diversas concentraciones, 

tanto individualmente como con irradiación láser a 682 nm, durante 1, 4 y 24 horas. 

Se observó una supervivencia celular superior al 60% en todos los tiempos de 

incubación. La combinación de FSs y láseres resultó en una disminución 

estadísticamente significativa de la supervivencia celular, demostrando que 

hipericina es eficaz como inductor de muerte en células de melanoma90. 

En el estudio de Cai et al. (2018), se exploraron los efectos de la TFD con ácido 

delta-aminolevulínico (ALA) en las células de melanoma humano A375 y no 

melanoma A431. Se observó que la TFD con ALA inhibió la supervivencia y 

promovió la apoptosis a través de la vía apoptótica mitocondrial intrínseca, con 

participación de la vía apoptótica dependiente de caspasa-8 en ambas líneas 

celulares82. 

Joanna Nackiewicz et al. (2018) investigaron los efectos citotóxicos de la 

ftalocianina a base de Zn activada con láser de diodo (λ=685 nm) en células de 

melanoma y fibroblastos humanos normales. Las concentraciones altas de este FS 

redujeron la viabilidad celular en aproximadamente un 50%, indicando su potencial 

para inducir muerte celular por apoptosis inducida por ROS en células de 

melanoma89. 

En el estudio de Santos et al. (2018), se evaluaron los efectos de la TFD en el 

melanoma murino B16F10. Los resultados mostraron que la TFD indujo estrés 

oxidativo, promoviendo la autofagia y reduciendo significativamente la proliferación 

celular en el melanoma B16F1092. 
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En el estudio de Khorsandi et al. (2020), se investigó el efecto del rutósido en la 

terapia combinada con AM asistida por tratamiento fotodinámico en células de 

melanoma humano A375. La combinación del AM y rutósido mostró mejores efectos 

citotóxicos y antiproliferativos en células de melanoma en comparación con cada 

fármaco por separado, sin afectar significativamente a los fibroblastos dérmicos 

humanos 94. 

Zeinali et al. (2021) investigaron los efectos de la TFD en células de melanoma 

humano (MeWo) y queratinocitos humanos normales (HaCaT) utilizando Zinc (II)-

tetra-terc-butil-ftalocianinato. La TFD con este FS demostró ser citotóxica para las 

células de melanoma, con bajos efectos en células HaCaT, mostrando su potencial 

como terapia selectiva para el melanoma. Además, los resultados mostraron que el 

ZnPc fotoactivado a una concentración de 12,5 μM redujo la viabilidad celular de la 

línea celular MeWo hasta aproximadamente el 50%. También mostró bajos efectos 

letales en células HaCaT 95.  

Otros estudios han desarrollado nanopartículas para investigar el potencial de la 

generación de oxígeno singulete y evaluar el efecto de fototoxicidad en melanoma, 

como ejemplos tenemos a Da Silva et al. que probó nanopartículas de PpIX en una 

línea celular de melanoma murino, logrando una fototoxicidad excelente sin 

citotoxicidad en la oscuridad102. 

A pesar de los avances, la TFD para el melanoma todavía enfrenta desafíos 

importantes. Estos incluyen la necesidad de mejorar la absorción y selectividad del 

FS, así como la optimización de las dosis, las condiciones de tratamiento y el manejo 

de la interferencia de la melanina para garantizar la máxima fotoactivación del 

pigmento. 

Por otro lado, algunos trabajos han demostrado los efectos FSs propios de la 

melanina, siendo más eficiente la fotosensibilización de la FEO en comparación con 

la EU103. 
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Tabla 2. FS y sus rendimientos cuánticos de estados tripletes. 

 

 

 

FS 
Rendimiento 

cuántico 
(T1) 

FS 
Rendimiento 

cuántico 
(T1) 

 

0.52 

 

  

0.05 

 

0.1 

 

 

0.5 

 

0.1 

AM 

0.56 

 
 
 

0.65 

 

No reportado 

HPD PpIX 

Hipericina  Rutenio 

Ftalocianina de Zinc 

ALA 

FEO 
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En el trabajo de Chiarelli-Neto et al. (2014)  menciona que la luz visible no es segura 

para la piel, aunque varias líneas de evidencia sugieren lo contrario, en su trabajo 

muestra que la luz visible puede dañar los melanocitos a través de la 

fotosensibilización de la melanina y la generación de oxígeno singulete con la luz 

UVA (355 nm) y visible (532 nm) la melanina se fotosensibiliza con rendimientos 

similares, siendo la FEO más eficiente que la EU en la generación 1O2 y en resistir 

el fotoblanqueó. La FEO es más eficiente en la producción de oxiradicales que la 

EU78. 

En el 2022 Fuentes López et al. emplearon nanopartículas de FEO como 

sensibilizadores para inhibir el crecimiento de la bacteria Gram- negativa E. coli, 

expuesta a la radiación azul y UVA, logrando la inactivación de estas bacterias 

respecto a su control104. 
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CAPÍTULO III MATERIALES Y MÉTODOS   

3.1 Material biológico 

Líneas celulares: Para el desarrollo de este proyecto se utilizó la línea celular A375 

(ATCC® CRL-1619™), es una línea celular de origen humano que se deriva de un 

melanoma maligno amelanótico; estas son células adherentes que crecen en forma 

de monocapa, y son ampliamente utilizadas en investigaciones de cáncer de piel y 

biología celular por su estabilidad genética (Figura 10). Se ha utilizado también para 

estudiar procesos como la proliferación celular, la invasión, la metástasis y la 

respuesta a tratamientos terapéuticos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Línea celular A375 melanoma humano 
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Melanina: Se utilizó melanina extraída del cabello de 13 personas pelirrojas, a través 

del método de ácido-base. El polvo de melanina se almacenó a temperatura 

ambiente en ausencia de luz y para su uso se disolvió en DMSO (Sigma Aldrich for 

molecular biology) en concentración de 10 mg/mL.  

3.2 Cultivo celular  

El medio base para esta línea celular es el Medio Eagle (Gibco) modificado de 

Dulbecco (DMEM). Fue complementado con suero bovino fetal (E.R.) a una 

concentración final del 10%, 1 mM de piruvato de sodio (Gibco), 1500 mg/L de 

bicarbonato de sodio (KARAL) y 1% de penicilina-estreptomicina (Sigma Aldrich), 

incubadas en una atmósfera de humedad y CO2 al 5% a una temperatura de 37°C 

(Termo Scientific MIDI 40). 

3.3 Cuantificación de melanina basal 

La espectroscopía de absorción es el método más ampliamente utilizado para 

cuantificar la melanina en una solución. Después de solubilizar la melanina de 

muestras de células en NaOH 1 M (HYCEL) y DMSO al 10%, la cantidad total de la 

melanina se estimó espectrofotométricamente analizando la absorbancia en el 

lector de microplacas (BioRad, iMark Reader). 

Procedimiento  

Se tomaron 2.5 x 106 células y se centrifugaron a 2 000 rpm durante 10 min, se 

desechó el medio de cultivo y se lavó el pellet con 0.5 mL de PBS 1X; posteriormente 

se centrifugó a 2 000 rpm durante 10 min, para desechar el sobrenadante. Las 

células del pellet fueron suspendidas en 0.2 mL de NaOH 1M con 10% (v/v) de 

DMSO, y se incubaron por una hora a 80°C agitándose en vortex; por último, las 

muestras se centrifugaron a 13 000 rpm por 10 min y se procedió a la medición del 

espectro de absorción del sobrenadante a 410 nm en el lector de microplacas.    
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3.4 Extracción de melanina por método ácido-base 

La extracción ácido-base es la técnica más eficaz para separar compuestos 

orgánicos a partir de sus propiedades ácidas o básicas, está basada en el empleo 

de disoluciones ácidas o alcalinas capaces de convertir selectivamente 

determinadas sustancias en compuestos solubles en agua e insolubles en 

disolventes orgánicos. 

Procedimiento 

Las 13 muestras de cabello fueron clasificadas según su color en 6 grupos, 

posteriormente se procesaron. Primero se cortaron en trozos de 2 a 5 mm para 

posteriormente lavarlo con acetona (KARAL) 3 veces, se dejó secar a temperatura 

ambiente (entre los 20 y los 25 °C); posteriormente se pesaron 25 gramos de cabello 

para sumergirlo en una solución de NaOH al 1 M durante 24 horas a 37°C. La 

sustancia obtenida se centrifugó a 13 000 rpm durante 8 minutos para eliminar el 

material insoluble. El sobrenadante se filtró y la melanina se precipitó al bajar el pH 

a 1,0 con HCl (KARAL) concentrado. El material sólido se lavó con 0.1 M HCl y 

luego se disolvió en 100 mL de NaOH al 1 M. Se añadió nuevamente HCl para 

precipitar la melanina. Este proceso de disolución de base, precipitado con HCL, y 

el lavado en ácido se repitió diez veces, por último, el sedimento se lavó con etanol 

y se disolvió en metanol para posteriormente dejar evaporar el líquido y producir el 

polvo de melanina. 

3.5 Caracterización de la melanina 

3.5.1 Espectro de absorción UV- VIS  

Las muestras de melanina: FEO extraída del cabello pelirrojo y EU sintética para 

cultivo (Sigma Aldrich) se disolvieron cada uno en DMSO a una concentración de 

10 mg/mL. Las mediciones de absorción se realizaron en un equipo de 

Espectroscopia UV-Vis (NanoDrop 2000 thermo Scientific). Se calibró con el DMSO 
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como blanco, posteriormente se seleccionó el rango de medición de 200 nm a 750 

nm. El volumen de la muestra medida fue de 1 µl. 

3.5.2 Espectroscopía RAMAN 

La caracterización química de las muestras de melanina se llevó a cabo mediante 

espectroscopía Raman. Para obtener las señales Raman puras, se restaron las 

emisiones de fondo de autofluorescencia de los espectros de melanina sin procesar. 

Los espectros Raman se obtuvieron utilizando el equipo Alpha300 R (WiTec). Las 

mediciones se realizaron para las muestras de melanina en polvo previamente 

pegadas sobre una cinta de carbono (UNLINE). Los espectros se obtuvieron desde 

1 000 cm−1 hasta los 2 500 cm−1. Se espera encontrar las bandas 1 (1 360 cm−1) y 

banda 2 (1 580 cm−1) que se han atribuido al estiramiento lineal de los enlaces C-C 

dentro de los anillos aromáticos y al estiramiento en el plano de los anillos 

aromáticos, respectivamente.  

3.5.3 Espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) 

El análisis se realizó en el equipo Thermo Scientific™ Nicolet™ iS20 FTIR 

Spectrometer utilizando el accesorio para polvos ATR con cristal de diamante en el 

modo de transmitancia, las muestras se analizaron colocándolas directamente 

sobre el cristal y se realizó una lectura de la transmitancia desde los 700 nm hasta 

los 3 500 nm.  

3.6 Determinación del tiempo de incubación para la absorción 
máxima del FS 

El cultivo celular se incubó hasta obtener una confluencia del 80%, posteriormente 

se tripsinizó y se sembraron 1 x 106 células en frascos de cultivos nuevos con medio 

DMEM, posteriormente se incubó por 24 horas, a 37oC en un ambiente con 5% CO2, 

(Figura 11). 
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Figura 11. Procedimiento parta el rastreo del FS 

Después de las 24 horas de incubación las células se expusieron a los FSs, los AM, 

EU y FEO (los espectros de absorción se muestran en la (Figura 12) de acuerdo 

con los parámetros descritos en la Tabla 3 “Parámetros utilizados en la TFD contra 

células de melanoma”. Pasando el tiempo de incubación con cada FS se procedió 

a tripsinizar las células para obtener el botón celular. Las células fueron lisadas por 

presión osmótica al resuspender el pellet con 200 µL de agua inyectable (PISA) y 

sonicación (Luzeren) por 15 minutos en el caso de AM. La medición de la EU y la 

FEO se llevó a cabo con la técnica utilizada para la medición de melanina basal. 

Por último, se centrifugó a 13 000 rpm durante 10 min y se retiraron 100 µL del 

sobrenadante para leer la absorbancia. 

 

Figura 12. Espectro de absorción de los FSs utilizados 
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Para llevar a cabo el análisis, las muestras en polvo de FEO fueron disueltas en 

DMSO a una concentración de 10 mg/mL. Se analizó la FEO extraída de cabello 

pelirrojo mediante el método de extracción ácido-base. 

Tabla 3. Parámetros utilizados en la TFD contra células de melanoma 

3.7 Aplicación de la TFD 

Una vez que el cultivo celular alcanzó una confluencia del 80% se procedió a 

tripsinizar agregando 500 μL de tripsina (Gibco); se bloqueó la acción de la tripsina 

agregando 1 mL de medio de cultivo complementado (Figura 13). El botón celular 

se recuperó después de centrifugar a 1500 rpm durante 5 minutos. Se retiró el 

sobrenadante y se lavó dos veces con PBS 1X. El pellet se resuspendió con 1 mL 

de medio de cultivo y se realizó el conteo celular en una cámara de Neubauer 

(Hausser Cientific). Se sembraron 1.5 × 104 células por pozo en una microplaca 

(100 μL por pozo) siguiendo la configuración establecida del dispositivo LED que se 

describe en la sección 3.8 y se dejaron incubar por 24 horas a 37°C y 5% de CO2. 

Posteriormente, se lavó cada pozo con 100 μL de PBS 1X y se agregó el FS a la 

concentración y con el vehículo correspondiente, el FS se dejó incubando (melanina 

24 horas y AM 1 hora) dentro de la incubadora (Thermo Scientific Midi 40). 

 

 

FS AM EU FEO 

Concentración 20 µM 10 mg/mL 10 mg/mL 

Incubación 60 min 24 horas 24 horas 

Fluencia 60 J/cm2 60 J/cm2 60 J/cm2 

Longitud de 
onda 

630 nm 460 nm 460 nm 
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Figura 13. Metodología de la aplicación de la TFD 

 

Posterior a la incubación con el FS, se lavó dos veces con 100 μl de PBS 1X a cada 

pozo. Para la irradiación, el cultivo se mantuvo con 100 μL de PBS. 1X siguiendo 

con los parámetros establecidos en la Tabla 3. 
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3.8 Fuente de luz 

Se emplearon dos dispositivos lumínicos diseñados y elaborados en el Instituto 

Nacional de Astrofísica, Óptica y Electrónica. Estos dispositivos están conformados 

en cada caso por un arreglo matricial de 12 LED’s que emiten a una longitud de 

onda de 630 nm (rojo) y 460 nm (azul). El diseño del dispositivo permitió acoplarse 

perfectamente a microplacas de 96 pozos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Fuente de luz acoplada a microplaca de 96 pozos 
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Prueba de viabilidad  

La viabilidad celular se midió usando el ensayo colorimétrico de MTT (Sigma 

Aldrich). Esté método permite medir la viabilidad celular basado en la reducción del 

MTT (sal de tetrazolio de color amarillo) por la actividad del succinato 

deshidrogenasa mitocondrial y otras reductasas de las células, a una sal de 

formazan de color azul. Se disolvió la sal de tetrazolio en una solución de PBS 1X 

a un pH de 7.2 para una concentración de 1 mg/mL. Se esterilizó por filtración con 

filtro para jeringa de PFTE 0.22 (COBETTER) y se almacenó en refrigeración a - 

4°C, a cada pozo de las células tratadas y los controles, se les eliminó el medio de 

cultivo y se les adicionó 100 µL de MTT a una concentración de 100 µg/mL. Las 

placas se incubaron por 4 h a 37ºC, transcurrido ese tiempo se removió el medio y 

se agregaron 100 µL de isopropanol (KARAL) ácido (pH de 4.0), posteriormente se 

colocaron las microplacas en un agitador (CScientific) a 100 rpm durante 10 minutos 

para disolver los cristales del colorante que se formaron. Se realizó la lectura de la 

absorción a 595 nm y se determinó el porcentaje de viabilidad utilizando la siguiente 

formula:  

 

Donde: 
Abs = Absorbancia a 590 nm 
 

3.9 Análisis estadístico 

Para realizar las comparaciones entre los grupos (células sin interacción, control 

irradiación, control FS, TFD) se calcularon las medias estadísticas, así como la 

desviación estándar y se calculó el coeficiente de variación. Se llevo a cabo una 

comparación estadística entre el grupo control y los tratamientos. Para determinar 

si existía una diferencia significativa entre tratamientos, se realizó un análisis de 

varianza de una vía (ANOVA) y el método Post hoc de Tukey con un nivel de 

significancia de 0.05.  

   

% de viabilidad =
Abs. del problema x100

Abs. del testigo
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CAPÍTULO IV RESULTADOS  

4.1 Caracterización de la melanina  

El procesamiento de las muestras de cabello resultó en la obtención de un polvo 

rojizo/marrón (Figura 15). Las muestras obtenidas resultaron con un rendimiento 

promedio de aproximadamente el 3.2% de la masa original del cabello. Las 

extracciones mostraron solubilidad tanto en soluciones alcalinas (NaOH 1 M) como 

en DMSO. 

 

 

 

 

Figura 15. Extractos de FEO a partir de cabello pelirrojo. 

Una vez disuelta la melanina en DMSO se midió su absorbancia. En la Figura 16 

se presentan los resultados de estas mediciones, los cuales revelan una intensa 

absorción en la región UV que disminuye hacia el infrarrojo. Las extracciones de 

FEO presentan un pico máximo promedio en la región de los 256 nm, muy cercano 

al estándar de EU en el cual el pico máximo es de 260 nm. La tendencia de los 

espectros coincide con el estándar de EU, excepto por la ausencia del segundo pico 

que solo está presente en todas las muestras de FEO alrededor de los 270 nm. Las 

muestras analizadas del 1 al 6 exhiben variaciones en la absorbancia, tomando en 

cuenta la banda que va de los 450 a 460 nm, las muestras presentan una absorción 

de 0.12 a 0.25, llegando la EU hasta una absorción del 0.3.   

Sin embargo, se destaca que la muestra "5" presentó una absorción más 

pronunciada en la región del 450 nm en comparación con las muestras 1, 2, 3, 4 y 
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6. Por lo tanto, la muestra “5” fue considerada como el extracto más adecuado para 

los siguientes ensayos.  
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Figura 16. Espectro de las diferentes muestras de melanina, color negro EU y muestras del 1 - 6 
extracciones de FEO, línea vertical azul representa la longitud de onda del dispositivo de 

iluminación 
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Los resultados de la espectroscopia Raman mostraron una caracterización 

detallada de las propiedades vibracionales de la melanina de la muestra en polvo 

confirmando la presencia de melanina en las extracciones de la muestra 5 (Figura 

17). Los espectros muestran de manera evidente los picos distintivos de la EU, en 

la región de 1407 cm-1 a 1589 cm-1 que se atribuyen al estiramiento en el plano de 

los anillos aromáticos y al estiramiento lineal de los enlaces C-C dentro de dichos 

anillos, respectivamente. Además, se identifican contribuciones de las vibraciones 

C-H en los grupos metilo y metileno. También se observan picos máximos en la 

posición 543, 1138 y 1448 cm-1 los cuales son característicos de la FEO. 

Figura 17. Espectro Raman de las muestras de Melania (excitación con 785 nm), procesadas a 
través del análisis de la segunda derivada y suavizado de la línea.   
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Los resultados de espectro infrarrojo FTIR de la muestra 5 y de la melanina 

comercial mostraron picos en la región de la vibración de estiramiento de los grupos 

alifáticos C-H, localizándose a 2840 cm-1 para la EU y a 2830 cm-1 para la FEO. 

Además, se registraron vibraciones de los enlaces aromáticos C = C y C = O a 1604 

cm-1 para la EU, mientras que en la FEO se ubicaron a 1635 cm-1 (Figura 18). 

 

 

Figura 18. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier de las muestras de melanina, 
procesadas con un suavizado de línea 
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Las vibraciones de estiramiento de los grupos -OH y -NH, asociados con funciones 

amino, amina, amida, ácido carboxílico, fenólico y aromático presentes en los 

sistemas indólico y pirrólico, mostraron una banda similar con un pico máximo a 3 

282 cm-1 para la FEO y a 3 137 cm-1 para la EU. La región característica de la FEO 

abarca desde los 1 000 cm-1 hasta los 1 300 cm-1, identificándose la vibración de los 

enlaces S-O, resultado de la oxidación de grupos sulfónicos, evidenciada por picos 

ubicados en 1124, 1184 y 1213 cm-1. Para diferenciar la EU de la FEO, se 

observaron vibraciones específicas de la EU, como los enlaces C=O de los ácidos 

carboxílicos (COOH) en 1712 cm-1 y la vibración del enlace C-H en 1280 cm-1. 

Asimismo, se destaca la vibración de los enlaces C-H de los anillos aromáticos en 

769 cm-1. Estas características distintivas permiten una clara discriminación entre la 

EU y la FEO en el análisis infrarrojo de las muestras. 

4.2 Cuantificación intracelular del FS  

Las pruebas espectrofotométricas permitieron comprobar la internalización del FS y 

el periodo de incubación para lograr una máxima concentración intracelular del FS 

en la línea celular de melanoma A375. En la Figura 19 se puede observar el botón 

celular en donde se nota la retención del AM, lo que se confirmó al observar, al 

microscopio las células del cultivo posterior al periodo de incubación.  

 

 

 

 

 

 

Figura 19. A) Botón celular con AM, B) células con AM intracelular a 40X 

A) B) 
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Después de exponer las células al AM se evidenció un incremento en la absorción 

del FS después 30 min, se registró una absorción de 0.23, después de 60 minutos 

de la incubación, se logró alcanzar un 0.41 (Figura 20). Este dato es mayor que la 

registrada después de 90 minutos de incubación, donde se observó una disminución 

en la concentración intracelular del FS de un 0.35, por tal razón se eligió el periodo 

de 60 min como óptimo para la incubación del FS. 

 

Figura 20. A) Absorción del AM a una concentración de 20 µM con diferentes tiempos de 
incubación, analizado con ANOVA, la diferencia significativa es respecto primer tiempo de 

incubación de 30 min *p<0.05 
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En el caso de las melaninas utilizadas como FSs, los tiempos de incubación 

necesarios para alcanzar la máxima concentración intracelular fueron mayores que 

los requeridos para el AM. En primer lugar, se cuantificó la melanina basal de la 

línea celular A375, resultando en una concentración del 0.08.  

Posteriormente las células se expusieron a los extractos de FEO, tras la incubación 

se pudo observar que el aumento de la FEO intracelular después de los períodos 

de una y cuatro horas fue mínimo, registrando el valor de 0.01. Debido a esto, se 

extendió la incubación hasta 24 horas, logrando una concentración intracelular de 

FEO del 0.5 (Figura 21). Este periodo se toma como parámetro para aplicar la TFD. 

 

 

Figura 21. Acumulación intracelular de FEO analizado con ANOVA, la diferencia significativa es 
respecto a la melanina basal “control” *p<0.05 
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Posteriormente, tras exponer las células a la EU durante una hora, se observó un 

incremento del 0.1 en la concentración intracelular de la EU, para unificar los 

parámetros de la TFD para ambas melaninas, el tiempo de incubación para EU se 

extendió a 24 horas, en este periodo la concentración alcanzó el 0.95 (Figura 22).  

  

 

Figura 22. Figura Acumulación intracelular de EU analizado con ANOVA, la diferencia significativa 
es respecto a la melanina basal “control” *p<0.05 
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4.5 Eficiencia de la TFD 

La TFD aplicada con AM mostró una efectiva inhibición de las células de melanoma, 

como se ilustra en la Figura 23. La viabilidad celular se vio notablemente afectada 

bajo los parámetros previamente establecidos: una concentración de 20 µM de AM, 

60 minutos de incubación e irradiación con una dosis de 60 J/cm2 con luz a una 

longitud de onda de 633 nm, resultó en una reducción de la viabilidad celular del 

75% en comparación al control sin tratamiento. Comparativamente, el grupo de 

control FS también mostró una disminución significativa en la viabilidad celular del 

15% respecto a las células sin interacción. Además, en el grupo expuesto 

únicamente a irradiación también exhibió una disminución en la viabilidad celular 

del 10%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 23. Resultados de la viabilidad celular en células de melanoma A375, después de ser 
sometidas a TFD empleando AM como FS. La diferencia significativa se analizó con respecto al 

control sin interacción *p<0.05 
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En los ensayos de TFD empleando EU como FS, fue notable que a pesar de la 

eficaz absorción de la EU por las células de melanoma A375, la TFD no afectó 

significativamente la viabilidad celular como se evidencia en la Figura 24, que revela 

una reducción de la viabilidad celular del 12% en el grupo de TFD a partir de los 

satos de ensayo MTT. Este resultado también se observó en el grupo tratado solo 

con DMSO, mostrando una reducción en la viabilidad celular de 20%. Los controles 

con solo irradiación o solo EU no mostraron diferencias significativas con respecto 

al control. 
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Figura 24. Resultados de la viabilidad celular en células de melanoma A375, después de ser 
sometidas a TFD empleando EU como FS. La diferencia significativa se analizó con respecto al 

control sin interacción *p<0.05 
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Sin embargo, al emplear la extracción de FEO de la muestra 5 como FS, se observó 

una marcada reducción en la viabilidad celular al aplicar la TFD (Figura 25). Se 

logró una disminución del 50% en la viabilidad celular en comparación con el grupo 

control de las células sin interacción. Se observó un efecto similar tanto en el control 

FS, como en las células expuestas a DMSO, con una reducción del 23.5% y 18.5% 

respectivamente. Tomando en cuenta que estos datos muestran un daño a los 

cultivos celulares propios del DMSO. Se hace necesario la comparación del grupo 

de la TFD con el grupo control FS, y se observa una disminución de la viabilidad de 

un 35%, al restar el daño producido por el DMSO. 
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Figura 25. Resultados de la viabilidad celular en células de melanoma A375, después de ser 
sometidas a TFD empleando AM como FS. La diferencia significativa se analizó con respecto al 

control sin interacción 
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4.6 Efectos en la morfología celular 

Posterior a la incubación de las células expuestas a las melaninas se presenta un 

cambio. A través de fotografías de los cultivos celulares, se pueden observar en las 

células “control” los gránulos presuntivamente de melanina basal que normalmente 

están presentes en la línea celular A375, resaltando de color rojo zonas en donde 

aparece las acumulaciones de estos gránulos. En la Figura 26 se observa una 

notable acumulación intracelular de gránulos, siendo más evidente en las células 

expuestas a la EU.  

 

 

Figura 26. Fotografías de los cultivos células de melanoma A375 expuestos a las melaninas, 
tomadas a 40x 

 

Por otra parte, las células tras la incubación de 24 horas con las melaninas 

exhibieron una morfología normal, con membranas celulares intactas y citoplasma 

que retiene el FS. En contraste con las células de la Figura 26, posterior a la 

irradiación, se puede observar que han perdido la cohesión de la monocapa celular, 
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acompañada de cambios en el citoesqueleto, manifestados en una morfología más 

compacta y redondeada.  

 

Figura 27. Células de A375 a 40x  
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CAPITULO V DISCUSIÓN  

Varios estudios han demostrado que la acción de la melanina no siempre es 

fotoprotectora y que, al estar expuesta a la luz, puede generar EROs78. De ahí surge 

la hipótesis de que la melanina, especialmente la FEO (considerada prooxidante)76 

pueda utilizarse como un FS endógeno debido a que la excitación de este cromóforo 

provoca el paso de esta molécula al estado singulete excitado seguida de la 

desintegración al estado triplete con transferencia de un electrón al oxígeno y la 

formación del anión superóxido que induce daño oxidativo. El mecanismo de 

citotoxicidad de la FEO ocurre cuando la fracción benzotiazina se oxida a la forma 

quinona-imina y se generan aniones superóxido a partir del oxígeno molecular. Los 

aniones superóxido pueden reaccionar rápidamente con antioxidantes, como el 

glutatión, y esta eliminación de aniones superóxido conduce a la producción de 

peróxido de hidrogeno (H2O2). Se sabe que los aniones superóxido se generan a 

partir de la melanina, que se acelera mediante la irradiación UVA105 

Estas propiedades se pueden aplicar en la TFD contra melanomas, tomando en 

cuenta que se ha reportado que estas lesiones presentan una proporción de FEO 

considerablemente mayor que la de EU. 106,107. En comparación con los materiales 

exógenos, los biomateriales endógenos naturales extraídos de organismos han 

despertado el interés debido a su capacidad para ser descompuestos y 

metabolizados en el cuerpo para causar mínimos efectos secundarios, lo cual es 

esencial para garantizar su bioseguridad in vitro e in vivo108 

La mayoría de las investigaciones sobre las propiedades fotoprotectoras y 

fotosensibilizadoras de las melaninas 109–111 se han enfocado en diversas fuentes 

de melanina como melanina sintética, melanina de sepia112, hongos113, cabello114 y 

plumas 115–117. Para ello, se han establecido protocolos específicos para la síntesis 

y/o extracción del pigmento. Entre los métodos de extracción utilizados se 

encuentran el enzimático y el método ácido-base 118. Dado que la FEO no se 

encuentra pura en la naturaleza y no está disponible comercialmente, para probar 
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nuestra hipótesis, se recurrió a la extracción de este pigmento por el método ácido–

base a partir del cabello de personas pelirrojas.  

Se logro obtener un polvo rojizo con un rendimiento promedio de aproximadamente 

el 3.2% de la masa original del cabello. Este rendimiento es superior al 2.2% 

obtenido por Krol et al.109 utilizando el mismo método de extracción, lo que se puede 

justificar por el grado de purificación logrado por los investigadores, el cual puede 

diferir por la cantidad de veces que se repitió el proceso de extracción. Por otra 

parte, inferimos que el contenido de FEO presente en la muestra de cabello, que, a 

pesar de ser pelirrojo, varía dependiendo de la tonalidad del cabello la cual se 

relaciona con la proporción EU/FEO sintetizado naturalmente como respuesta a la 

genética de cada individio119. 

El uso de la FEO como FS en la aplicación de la TFD no ha sido aplicada a células 

humanas, pero si se ha demostrado que, al exponer células pigmentadas a la luz 

visible, las melaninas se fotosensibilizan generando daño celular78. Recientemente 

se ha utilizado la FEO para la inactivación de bacterias como E.coli 104 logrando 

reducir las unidades formadoras de colonias al fotoactivar nanopartículas de FEO 

con luz azul y UV. Otras investigaciones recientes publicadas en marzo del 2024 

probaron la TFD multifotónica mediada por melanina, logrando generar una 

fotocitotoxicidad significativamente mayor al excitar la melanina en aplicación de 

TFD ocular120.  

En nuestro estudio, investigamos los efectos de la fotoactivación de la FEO extraída 

del cabello pelirrojo en una línea celular de melanoma de origen humano, con la 

finalidad de probar la eficacia de una fuente natural de FEO como un FS y se 

compararon con los resultados obtenidos utilizando un FS comercial. En nuestro 

proyecto al probar la TFD por la fotoactivación de la FEO con luz azul, encontramos 

una disminución de la viabilidad de un 50% en las células de melanoma, la cual 

atribuimos a las propiedades fotosensibilizantes de este tipo de melanina. Estos 

resultados se obtuvieron utilizando las extracciones de FEO, las cuales no pasaron 

por un proceso de purificación para aplicación a los medios de cultivo, a pesar de 

esto, en este trabajo se evidencia el potencial fotosensibilizante de este tipo de 
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melanina, creemos que si logramos un grado de purificación mayor al utilizado en 

estos experimentos se podrían lograr mejores resultados, al generar un mayor 

desequilibrio en los antioxidantes intracelulares seguidos de una fotoactivación del 

FS y un incremento de las EROs. 

En el control FS encontramos también una reducción de la viabilidad en un 20% la 

cual atribuimos a que la FEO induce el agotamiento de los antioxidantes 

independientemente de la exposición a la luz, los cuales son cruciales para la 

homeostasis celular y las funciones mitocondriales. Panzella et al.121 probaron 

extractos de FEO de cabello humano rojo purificada, con la finalidad de probar la 

interacción entre la FEO y los antioxidantes celulares, encontrando que la FEO 

promueve la autooxidación del GSH y del NADH. En sus estudios ellos afirman que 

además del agotamiento de los antioxidantes las reoxidaciones posteriores del 

pigmento FEO generan EROs. En base a esta información, creemos que al exponer 

las células a la FEO se generó una disminución de los antioxidantes de las células 

lo que desencadenó en la disminución en la viabilidad celular en el grupo que no se 

expuso a la luz. Por otra parte, también podemos observar un efecto en la 

disminución de la viabilidad celular que atribuimos al uso del DMSO, utilizado como 

disolvente tanto en el grupo de control FS, terapia y DMSO, el cual al ser utilizado 

en cultivos celulares a una concentración mayor al 3% causa una disminución de la 

viabilidad celular122,123. Por lo que también se podrían generar mejores resultados 

al buscar un disolvente que disminuya los efectos dañinos del DMSO. 

Por otra parte, Chiarelli-Neto et al 78 observó que la luz visible puede dañar los 

melanocitos a través de la fotosensibilización de la melanina y la generación de 

oxígeno 1O2, disminuyendo así la viabilidad celular al aumentar la permeabilidad de 

la membrana, causando tanto la fotooxidación del ADN como la muerte celular 

necro-apoptótica, siendo la FEO más eficiente que la EU para generar 1O2 y resistir 

el fotoblanqueó, en su trabajo se incrementó la pigmentación intracelular de tres 

líneas celulares que posteriormente se expusieron a luz visible, lo que resulto en la 

disminuciones sustanciales en la viabilidad que van de un 25% a 50% demostrando 
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que la presencia de melanina aumenta la fototoxicidad tanto de la luz visible y la 

radiación UV.  

En contraste, en la aplicación de la TFD por fotoactivación de EU observamos que, 

a pesar del incremento de la concentración de EU intracelular, la reducción de la 

viabilidad que obtuvimos en nuestros experimentos fue de aproximadamente 12 %; 

se considera que esto sucedió debido a la capacidad antioxidante de la EU. Como 

ya se ha probado y reportado, el 1O2 inducido por EU estudiada a través de 

espectrofotometría diferencial y luminiscencia del infrarrojo cercano resuelta en el 

tiempo, se demostró que la EU fotogeneraba oxígeno singlete cuando se excitaba 

con luz azul, aunque con un rendimiento muy bajo, también se pudo observar que 

la melanina tuvo la capacidad de apagar eficazmente el oxígeno singlete 108. 
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CONCLUSIONES 

El espectro UV-VIS, FTIR Y Raman de las muestras de FEO demostraron 

que las extracciones realizadas presentan características propias del 

pigmento de la melanina y evidencian su similitud con el estándar de EU. 

El rastreo del FS para el azul de metileno mostro una absorción máxima a 

los 60 min de incubación a una concentración de 20 µM y su fotoactivación 

redujo la viabilidad celular en un 75%. 

El rastreo del FS para la EU mostro una absorción máxima a las 24 horas de 

incubación a una concentración de 0.2 mg/mL y su fotoactivación no redujo 

la viabilidad celular, sin embargo, el DMSO mostro toxicidad, reduciendo la 

viabilidad en un 10%. 

Para el caso de la FEO se obtuvo una absorción máxima del FS a las 24 

horas de incubación, y su fotoactivación redijo la viabilidad célula en un 35%. 

La TFD con AM generó una reducción de la viabilidad celular del 75% en 

comparación al control sin tratamiento. 

La TFD con EU generó una reducción de la viabilidad celular del 12% en 

comparación al control sin tratamiento 

Usando las extracciones de FEO como un FS se logró una disminución del 

50% en la viabilidad celular en comparación con el grupo de control. 
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