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RESUMEN 
 
Se describe la síntesis y localización 
intracelular de un derivado de 
tetrafenilporfirina lipofílica en electrocitos de 
Psammobatis extenta (Rajidae). La 
localización intracelular se estudió 
observando la fluorescencia roja presentada 
por este derivado de porfirina. Este 
compuesto presentó gran afinidad por los 
nervios electromotores y la membrana de los 
núcleos de electrocitos. Ambas estructuras 
exhibieron fuerte fluorescencia, mientras que 
la mitocondria mostró una débil 
fluorescencia. Adicionalmente, el 
microanálisis de rayos X sugiere una 
migración de iones catiónicos y cloruro. 
 
1    CONTENIDO 

 
Introducción 
 
La terapia fotodinámica del cáncer (PDT) 
consiste en inocular una sustancia, 
fotosensibilizador, y luego de su acumulación 
selectiva en células cancerosas se irradia de 
manera muy focalizada con luz de longitud 
de onda apropiada para generar oxígeno 
molecular singulete, una especie altamente 
reactiva que reacciona con muchas 
biomoléculas como lípidos, proteínas y 
ácidos nucleicos.1 Éstas biomoléculas son 
químicamente modificadas y, por tanto, no 
pueden realizar sus funciones causando la 
muerte de la célula. Las ventajas de este 
método, comparada con otras modalidades 
de tratamiento de cáncer, son su baja 
toxicidad y su capacidad para destruir 
tumores selectivamente. El efecto 
secundario más notorio es la 
fotosensibilización residual de la piel por 
varias semanas. Sin embargo, la aplicación 
de la PDT es restringida debido a la limitada 
penetración de la luz en los tejidos. De otro 
lado, la fluorescencia que exhiben ciertos 
fotosensibilizadores permite la detección de 
tumores.2 

Una de las áreas de mayor investigación es 
la búsqueda de nuevos fotosensibilizadores 
que sean más eficientes, selectivos y de baja 
toxicidad. El grado de lipofilicidad de los 
fotosensibilizadores determina su 
localización y el tipo de daño celular;3,4,5 en 
general un fotosensibilizador lipofílico se 
acumula en la membrana de la célula y sus 
organelas.6 De otro lado, los 
fotosensibilizadores hidrofílicos, al igual que 
estados agregados, ingresan a la célula por 
pinocitosis y son localizados generalmente 
en lisosomas y endosomas.7 Hay muchos 
fotosensibilizadores, por lo general derivados 
de porfirinas o de ftalocianinas, bajo estudio 
clínico y pueden ser clasificados como 
lipofílicos o hidrofílicos.8 Sin embargo hay 
pocos ejemplos de macrociclos neutros con 
largas cadenas alifáticas estudiadas para la 
PDT. Se sabe que la eficiencia y selectividad 
hacia el tumor se incrementa ligeramente 
conforme aumenta la longitud de los grupos 
alifáticos unidos al macrociclo de 
ftalocianina.9,10 

 
La Psammobatis extenta pertenece a la 
familia de las Rajidae, uno de los tres grupos 
de peces de descarga eléctrica débil. Se 
escogió los electrocitos para este estudio 
porque son células grandes con muy pocas 
organelas, ésto facilita el estudio de la 
localización intracelular del 
fotosensibilizador.  
 
Los electrocitos son células altamente 
polarizadas, multinucleares y de forma 
semicircular (Fig. 1). Presentan una cara 
cóncava que recibe inervaciones (IF) de las 
neuronas electromotoras de la espina dorsal. 
La otra cara, convexa, no presenta 
inervaciones (NIF) y muestra un sistema de 
cavernas.11 Los núcleos están localizados en 
la región posterior del citoplasma.11 

 
En este trabajo describimos la síntesis y la 
localización intracelular de 5,10,15,20-
tetrakis(4-n-dodecilfenil)-porfirina (TPP), 1, 
composición elemental y cambios 



 8 
 

morfológicos en electrocitos de Psammobatis 
extenta.  
 
2   PARTE EXPERIMENTAL 
 
Síntesis del fotosensibilizador 
El derivado de TPP se sintetizó según el 
siguiente esquema:12,13 
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La pureza de este compuesto fue controlada 
por 1H-RMN, IR, UV-Visible:  
1H-RMN (CDCl3) δ: -2.75(s,2H), 0.88(t,12H), 
1.31-1.58(m,72H), 1.90(q, 8H), 2.93(t, 8H), 
7.53(d, 8H), 8.10(d, 8H), 8.85(s, 8H) 
UV-Vis (benceno) λmax (ε), 421nm 
(7.4x105), 517nm (2.7x104), 552nm (1.5x104), 
594nm (7.9x103), 650nm (6.9x103) 
IR (KBr) 2922, 2852, 1469, 967, 780, 734 
cm-1 
 
Localización intracelular de TPP 
Para estudiar la afinidad de 1 por las 
organelas de los electrocitos se hicieron 
cortes criostáticos de aproximadamente 10 
�m del órgano eléctrico del P. extenta. Estos 
cortes fueron realizados a lo largo del eje 
anteroposterior y fueron incubados en una 
solución 1.2x10-5 M de 1 en una mezcla de 
xileno, EtOH y buffer imidazol. Después de la 
fijación, los cortes fueron lavados con PBS o 
buffer imidazol por 5 minutos. Luego fueron 
mezclados con Citifluor y observados con un 
microscopio de fluorescencia equipado con 
filtros G y 580W. 

Es necesario que en cumplimiento de las 
normas peruanas [3] y recomendaciones de 
la IAEA [4], la calibración dosimétrica para 
unidades teleterapia, de 60Co, de rayos x y 
de electrones, deben realizarse una vez por 
año, como parte del programa de garantía de 
la calidad que debe implementarse en todo 
centro de radioterapia del Perú. 
 

 
 
Figura 1. Micrografía SEM mostrando tres 
electrocitos (x100). 
 
En la figura 2a se observa una fuerte 
fluorescencia en el núcleo (flecha blanca) y 
una débil en la mitocondria (triángulo). Si la 
incubación es realizada solo en cloroformo, 
la localización intracelular de 1 es la misma 
pero la micrografía muestra un mejor 
contraste (Fig. 2b), la flecha blanca indica las 
terminaciones nerviosas, la flecha negra 
indica los núcleos y el triángulo la 
mitocondria. Adicionalmente el 
fotosensibilizador muestra una afinidad por 
las terminaciones nerviosas (TN e IF). 
 
Cambios morfológicos de los electrocitos 

 
 
Figura 2. Micrografía de fluorescencia de 
electrocitos tratados con 1 en: a) xileno-EtOH-
buffer imidazol y b) CHCl3 (x100). 
 
La figura 3a muestra una micrografía SEM 
de la cara no inervada de un electrocito 
antes del tratamiento con el derivado de 
TPP. Luego se procedió a la incubación de 
los tejidos en TPP disuelto en los sistemas a) 
xileno-EtOH-buffer imidazol 3.9x10-4 M y b) 
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CHCl3-EtOH-buffer imidazol 7,8x10-5 M. La 
membrana celular empieza a hincharse 
rápidamente y la cara convexa pierde todas 
sus invaginaciones (Fig. 3b y 3c). 
 
Composición elemental de los 
electrocitos 
Para obtener información acerca de los 
cambios morfológicos se realizaron estudios 
de composición elemental por energía 
dispersiva de rayos X (EDAX) obteniéndose 
los espectros mostrados en la figura 4. 
 

  
 
Figura 3. Micrografía electrónica de segmentos 
del órgano eléctrico: a) antes del tratamiento b) 
después del tratamiento con el derivado de TPP 
en CHCl3 y c) xileno-EtOH-buffer imidazol. 
 
Después del tratamiento del electrocito con 
el derivado de la TPP en los sistemas 
indicados, las muestras fueron concentradas 
y metalizadas con oro (200A), colocadas en 
un dispositivo (Pelco modelo 3) y orientadas 
para observarlas con un microscopio 
electrónico de barrido (SEM) JEOL 35 
equipado con EDAX un detector de Si(Li) de 
energía dispersiva. Para las muestras 
tratadas en CHCl3, el peso relativo 
semicuantitativo % (K�) para el oxígeno e 
iones sodio y cloruro fueron: 39, 17 y 15, 
respectivamente. Comparado con los 
controles negativos el pico para el Na+ es 5 
veces mayor y para el oxígeno la variación 
no es significante. También, el pico del Ca2+ 
es 2 veces mayor pero para el K+ es 6 veces 
menor (Fig. 4a). La misma tendencia es 
observada cuando los electrocitos son 
tratados con el sistema xileno-EtOH-buffer 
imidazol (Fig. 4b). 

 

 
Figura 4. Espectro de energía dispersiva de 
segmentos del electrocito tratados con derivado 
de TPP en a) xileno-EtOH-buffer imidazol y b) 
cloroformo. 
 
3   DISCUSIÓN DE RESULTADOS 
El derivado de porfirina utilizado tiene una 
gran afinidad por las terminaciones nerviosas 
y los núcleos. Esto se deduce por la intensa 
fluorescencia roja mostrada por estas 
regiones. Sin embargo, la afinidad por las 
mitocondrias es muy débil. 
 
La afinidad de éste fotosensibilizador por las 
terminaciones nerviosas es explicada porque 
éstos tejidos son ricos en ácidos grasos. El 
núcleo muestra una fluorescencia de forma 
similar a la distribución semicircular de la 
cromatina de estas células (Fig. 2b), 
sugiriendo que el derivado de TPP 
interacciona con el ADN. En contraste, la 
mitocondria muestra una débil fluorescencia. 
Esta localización es inusual para un 
fotosensibilizador de similar polaridad, por 
ejemplo, una ftalocianina lipofílica se localiza 
en los lisosomas13 

 
El microanálisis por energía dispersiva de 
rayos X (EDAX) muestra un incremento 
simultáneo en la concentración de Na+ y 
Ca2+ y la disminución en la concentración de 

c) b) 

a)
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K+ esto es una buena evidencia de la 
activación del canal catiónico con el derivado 
de porfirina. Sin embargo, el cambio más 
importante es la aparición de un nuevo pico 
correspondiente al anión cloruro (Fig. 4). El 
peso semicuantitativo % (Kα) para este 
elemento es 33% (sistema a) y 47% (sistema 
b), a pesar de la concentración de 1 en el 
sistema b) es 5 veces mayor. Estos 
resultados constituyen una sugestiva 
evidencia de la activación del canal de 
cloruro como consecuencia de la penetración 
del derivado de la TPP en los electrocitos. La 
masiva acumulación intracelular de Cl- y 
especialmente la entrada de Na+ conlleva al 
hinchamiento celular y la consecuente 
necrosis de la célula.14,15 Hay que resaltar 
que la activación del canal de cloruro no es 
usual para peces de descarga eléctrica débil. 
Sin embargo, la activación de este canal ya 
fue puesto en evidencia en electrocitos de 
Torpedo, un pez de descarga eléctrica fuerte 
16 
La entrada masiva de iones cloruro y salida 
de Na+ provoca la hinchazón de las células. 
Estas pierden todas sus invaginaciones, 
conllevando finalmente a la muerte de la 
célula por necrosis. Sin embargo, el hecho 
de que el fotosensibilizador también tenga 
afinidad por los núcleos y el ADN hacen 
pensar que también debería existir una 
contribución apoptótica a la muerte celular. 
La activación del canal de cloruro por éste 
derivado de TPP puede constituir una 
alternativa en el tratamiento de la fibrosis 
quística, la cual esta relacionada a una 
disfunción en el transporte del ión cloruro.17 
En contraste, el incremento de la 
concentración de Ca2+ en electrocitos 
sugiere una participación de un mecanismo 
apoptótico.1 Además de la interacción de 1 
con el ADN, la bajísima concentración de la 
porfirina unida a la mitocondria puede 
contribuir a la muerte celular por mecanismo 
de apoptósis después de la excitación con 
luz. 
 
4   CONCLUSIONES 
 
El fotosensibilizador 5,10,15,20-tetrakis(4-n-
dodecilfenil)porfirina presenta gran afinidad 
por las terminaciones nerviosas y los núcleos 
de los electrocitos, pero muy poca por las 
mitocondrias. 
 
Los análisis de EDAX muestran una 
migración de iones como consecuencia de la 
localización del derivado de TPP en los 
electrocitos. Estos resultados constituyen 

una fuerte evidencia de la activación de los 
canales de cloruro y catiónicos.  
El fotosensibilizador usado en este trabajo 
tiene propiedades de cristal líquido.18,19 Sería 
muy interesante comparar estos resultados 
con otros fotosensibilizadores con estructura 
química similar pero sin propiedades 
mesomórficas. 
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