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RESUMEN

TITULO: PERMEACION Y RETENCION DE FTALOCIANINA DE ALUMINIO CLORADA EN LOS
DIFERENTES ESTRATOS DE LA PIEL HUMANA SANA, PARA SU OPTIMIZACION EN
FORMULACIONES TOPICAS EN LEISHMANIASIS CUTANEA.

PALABRAS CLAVE: Ftalocianina de Aluminio Clorada, Permeacion, Retencion, Histopatologia,
Leishmaniasis cutanea.

AUTORES: OSPINA ARISTIZABAL, Victoria Eugenia, ESCOBAR RIVERO Patricia~

La ftalocianina de aluminio clorada (PcAICI) es un fotosensibilizador utilizado en terapia
fotodinamica, constituye una importante alternativa para el tratamiento de la leishmaniasis cutanea
(LC). Aplicada tépicamente debe penetrar las capas de la piel y retenerse en dermis, dado que alli
se alojan los macrofagos parasitados por Leishmania.

El objetivo fue determinar la permeacion y retencién de PcAICI en piel humana sana para su
optimizacién en formulaciones tdpicas en LC. Se realizé adicionalmente un estudio de comparacién
histolégica en biopsias de pacientes con ulceraciones crénicas por LC y por causas diferentes a
LC.

Se prepararon una solucion y una nanoemulsion de PcAICI. Se obtuvo piel abdominal de mujeres
sometidas a cirugia estética. Se realizaron estudios de permeacién y retencién de PcAICI con
celdas de Franz; y estudios histopatolégicos de la piel antes y después de los ensayos. Los
resultados se expresaron como concentracion de PcAICI (nM/cmZ). Se realiz6 analisis
histopatolégico de 22 biopsias de piel con ulceracién crénica. Se determin6é concordancia entre
observadores, obteniéndose el indice Kappa para las variables estudiadas.

La PcAICI se retuvo principalmente en estrato corneo, en promedio 60,3 nM y en epidermis-dermis
en promedio 8,1 nM; no se detectdé en el medio receptor después de 12 y 24 horas. Se observaron
cambios histoldgicos en la piel después de los ensayos: desprendimiento del estrato coérneo,
coldgeno fragmentado y cambios epidérmicos. El estudio histopatolégico mostré baja-moderada
concordancia entre observadores, confirmando la dificultad diagnostica de la histopatologia en LC,
sin embargo, se observaron algunas caracteristicas propias de la lesion por LC.

Lo PcAICI no permed el medio receptor, pudo retenerse dermis. Realizar ensayos en piel
desprovista de EC y ensayos in vivo en animales infectados con LC, estimaria el comportamiento
de las formulaciones en piel ulcerada por LC, donde el EC y parte de la epidermis estan ausentes.

"Tesis de grado Maestria en Ciencias Basicas Biomédicas.
Facultad de Salud. Maestria en Ciencias Basicas Biomédicas. Director de Tesis: Patricia Escobar
Rivero. Bacteriologa, M.SC., Ph.D
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ABSTRACT

TITLE: PERMEATION AND RETENTION OF CHLOROALUMINIUM PHTHALOCYANINE IN
DIFFERENT HEALTHY HUMAN SKIN LAYERS, FOR OPTIMIZATION IN TOPICAL
FORMULATIONS IN CUTANEOUS LEISHMANIASIS.[*]

KEYWORDS: Chloroaluminum Phthalocyanine,Permeation, Retention, Histopathology, Cutaneous
Leishmaniasis.

AUTHORS: OSPINA ARISTIZABAL, Victoria Eugenia, ESCOBAR RIVERO, Patricia [**]

The Chloroaluminum phthalocyanine (CIAIPc) is a phototosensitizer used in photodynamic therapy,
and constitutes an important alternative for cutaneous leishmaniasis (CL) treatment. The AICIPc
topically applied must have to penetrate skin layers and be retained in the dermis, as there are
housed Leishmania parasitized macrophages.

The objective was to determine CIAIPc permeation and retention in healthy human skin for
optimization in topical formulations in LC. We performed a comparison study histological in biopsies
of patients with chronic ulceration by LC and by different causes to LC.

Were prepared a solucion and a nanoemulsion of CIAIPc. Abdominal skin was obtained from
women undergone cosmetic surgery. Permeation and retention studies were conducted with Franz
cell method, and histological studies of skin before and after the tests. The results were expressed
as concentration of PCAICI (nM/cm?). Histopathological analysis of 22 skin biopsies with chronic
ulceration (12 lesions by LC and 10 no LC lesions) was conducted, analyzed by three observers.
The results were expressed qualitatively and the correlation between observers with the software
Stata 10.0 was determined, finding Kappa index for each variable.

The AICIPc was retained mainly in stratum corneum (SC) with average values of 60,3 nM and in
epidermis-dermis with values of 8,1 nM. The CIAIPc was not detected in the receptor fluid after 12
and 24 hours. Histological changes were noted in the skin after testing such as: SC detachment,
collagen fragmentation and changes in epidermis. In the histopathological study, a low to moderate
correlation between observers, confirming the diagnosis difficulty of histopathology in LC, however
some characteristics of LC could be observed.

The AICIPc could not permeate the receptor fluid, it could be retained in the dermis. Performing
tests using skin without SC and in vivo testing in LC-infected animals, estimate the behavior of the
formulations by LC ulcerated skin, where the EC and parts of the epidermis are absent.

[*] Thesis. Master in Basic Biomedical Sciences.
[**] Faculty of Health. Master in Basic Biomedical Sciences. Thesis Director: Patricia Escobar
Rivero. Bacteriologist, M.Sc., Ph.D
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INTRODUCCION

La terapia tOpica de las afecciones cutaneas consiste en la aplicacion de
preparados farmacéuticos sobre la piel o en una lesion cutanea para ejercer una
accion local. El tratamiento topico de la leishmaniasis cutanea (LC) es una
importante alternativa para esta enfermedad ya que al tratar las lesiones de forma
localizada se evitan algunos inconvenientes de los tratamientos aplicados por via
sistémica tales como toxicidad, dolor en el sitio de aplicacion, costo, variabilidad
en su eficacia y uso limitado en embarazadas. (Croft et al., 2006, Ameen et al.,
2010). Actualmente los tratamientos localizados de la LC pueden realizarse con
farmacos como la paramomicina en forma de unglientos o cremas (Neva et al.,
2006., Blum et al., 2004, Minodier & Parola, 2006, Lecoeur et al., 2010)
antimoniales pentavalentes inyectados en la lesidbn (Blumet al., 2004,
Minodier&Parola, 2006) o con métodos fisicos utilizando cribgenos como el
nitrégeno liquido (Asilian et al., 2003), mediante generadores de ondas de
radiofrecuencia con temperaturas hasta de 50°C (Navin et al., 1990), o la terapia
fotodinamica (TFD). En esta Gltima se administra un fotosensibilizador (FS), que al
ser activado a una longitud de onda especifica, en presencia de oxigeno, puede
generar especies reactivas de oxigeno produciendo un efecto citotéxico (Dutta et
al., 2005; Akilov et al., 2006; Escobar et al. 2006; Ameen, 2010; Hernandez, 2010;
Montanari et al.,2010; Somenci et al., 2011; Taylor et al., 2011).

Dadas las propiedades de barrera de la piel, se requiere de sistemas adecuados
para hacer que un compuesto aplicado topicamente pueda atravesar la barrera del
estrato corneo y retenerse en el sitio donde va a ejercer su efecto terapéutico. La
nanotecnologia brinda la posibilidad de obtener sistemas biocompatibles a escala
nanomeétrica, los cuales tiene la capacidad de transportar y entregar un principio
activo al blanco terapéutico. Estos sistemas de liberacién de farmacos juegan un

papel muy importante en la TFD contra leishmaniasis. En la actualidad, se
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estudian el uso de liposomas (Montanari et al., 2010), nanoparticulas (Vargas et
al., 2008), nanoemulsiones (Primo et al., 2007, Takegami et al., 2010), para el

transporte de fotosensibilizadores en formulaciones topicas.

La actividad de la ftalocianina de aluminio clorada (PcAICIl) como FS en la TFD
contra Leishmania sp ha sido demostrada en amastigotes y promastigotes de L.
(L.) amazonensis, in vivo e in vitro; y en promastigotes de L. (Leishmania) chagasi
(syn L. infantum) y L. (V.) panamensis, in vitro. La PcAICI es un fotosensibilizador
(FS) utilizado en formulaciones topicas para TFD en el tratamiento del cancer de
piel Kyriazi et al., 2008). Sin embargo, su capacidad de permeacion y retencion en
la piel humana no se ha establecido. Por lo tanto este trabajo de investigacion
propone determinar la permeacion y retenciéon de la PcAICI en los diferentes
estratos de la piel humana sana, para su optimizacion en formulaciones topicas en
LC y determinar las caracteristicas histopatologicas de las ulceraciones cutaneas
cronicas causadas por leishmaniasis cutanea y por causas diferentes a ésta, como
aproximacion al comportamiento de las formulaciones tépicas en la ulceracion

cronica por leishmaniasis cutanea.

En este documento se presenta una descripcién de los tratamientos tépicos en
general, los sistemas de liberacién de farmacos y el aporte de la nanotecnologia al
desarrollo de éstos. Seguidamente se exponen los conceptos principales de la
absorcién transdérmica, enfatizando en las posibles rutas de entrada de los
farmacos a la piel, las leyes de Fick, la piel y sus propiedades de barrera; luego se
realiza una breve revision de la LC en general, los tratamientos disponibles
incluyendo entre estos la TFD como una promisoria alternativa para esta

enfermedad.
La metodologia fue desarrollada en dos fases. En la primera fase se llevaron a

cabo ensayos de permeacion transdérmica, realizados con el método de celdas de

Franz, para lo cual se precisé de la obtencion de piel abdominal humana y la
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preparacion de dos formulaciones de PcAICI (solucion F1 y nanoemulsion F2). En
esta fase se estandarizaron algunos procedimientos como la obtencién y
procesamiento de la piel para ser utilizada como membrana en los ensayos, el
método de las celdas de Franz, el estudio histologico de la piel normal y la
preparacion de formulaciones de PcAICI. La segunda fase se realizd con el fin de
establecer un patron histolégico propio de la LC, para lo cual se obtuvieron
biopsias de piel de pacientes con ulceraciones cronicas, entre las que se

encontraban lesiones con diagnostico de LC y por causas diferentes a ésta.

Los resultados obtenidos en la fase | muestran la capacidad de las formulaciones
utilizadas en este trabajo para transportar la PcAICI a las capas de la piel y permitir
Su retencion; asi como su permeacion al medio receptor, lo cual dependia en
parte, de la interaccion de estas formulaciones con el estrato corneo. En la fase II,
se encontraron importantes diferencias entre las ulceraciones crénica por LC y por
otras causas, pudiendo asi establecer algunas caracteristicas histopatologicas

propias de LC.

Conocido el potencial de las formulaciones para transportar la PcAICI al interior de
la piel sana, y las caracteristicas histopatol6gicas de las ulceraciones crénicas por
LC, nos acercamos a predecir en parte, como seria el comportamiento de estas
formulaciones de PcAICI en la piel ulcerada y su posibilidad de promover la

retencion de éste compuesto en suficiente concentracion a nivel de la dermis.

Los perfiles de retencién del PcAICI obtenidos sirven como base para realizar
otros ensayos de permeacion transdérmica con membranas que simulen las
caracteristicas de la piel ulcerada y en un momento dado, pasar a los ensayos in
vivo, pudiendo asi dar continuidad al desarrollo de nuevas alternativas

terapéuticas para la LC.
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1. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

A continuacion se realizara la revision de los conceptos teéricos mas importantes
para el desarrollo del presente trabajo de investigacion. En primer lugar se
exponen las generalidades de los tratamientos tOpicos y sus componentes
principales; se revisan los conceptos y aplicaciones de la nanotecnologia y los
sistemas de liberacion de farmacos. Se describen los aspectos mas relevantes de
la absorcién transdérmica, sus fundamentos teoricos y las vias de entrada de los
farmacos a la piel. Se presenta una descripcion de la piel normal, la leishmaniasis
en general, haciendo énfasis en la forma cutanea, tratamientos sistémicos y
topicos. Seguidamente se definirdn otras modalidades terapéuticas actualmente
en estudio para el tratamiento de la LC, enfatizando en la TFD y el uso de las
ftalocianinas como FS.

1.1. TRATAMIENTOS TOPICOS DE APLICACION CUTANEA.

1.1.1 Generalidades. EI tratamiento tépico consiste en la aplicacion de
preparados terapéuticos directamente sobre la piel o en una lesion cutanea; que
ademas de producir una accion local, en ocasiones pueden conllevar la absorcién
sistémica del compuesto activo, lo cual es dependiente del estado de la piel,
cuando ésta se encuentra lesionada la absorcién aumenta; asi mismo la absorcion

es menor en las zonas donde el grosor del estrato corneo es mayor (Pefia, 2007)

La terapia topica tiene como ventajas que la formulacion puede ser administrada
por el mismo paciente, es minimamente invasiva, se pueden conseguir altas
concentraciones locales evitando la aparicién de efectos sistémicos indeseables,
pueden utilizarse farmacos que por la via sistémica podrian ser toxicos como en el

caso del sulfato de polimixina, un antibidtico contra bacterias gramnegativas, que
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de alcanzar la via sistémica, causa neurotoxicidad y nefrotoxicidad. (Robertson &
Maibach, 2010) .

Algunas de las desventajas de las formulaciones topicas son la ineficacia en
afecciones sistémicas, en ocasiones se puede producir fototoxicidad y
fotosensibilidad, existiendo riesgo de sensibilizacion, como la que se presenta con
el uso de antibioticos tépicos como neomicina o aminoglucdésidos en el tratamiento
de las Ulceras en las piernas (Thornton et al., 2003). Cuando un tratamiento topico
adecuadamente indicado, en lugar de mejorar la patologia la empeora, debe
sospecharse que alguno de sus constituyentes estd produciendo un efecto

sensibilizante o irritante (Jover & Garcia, 2004).

1.1.2. Componentes de una formulacién tépica. La formulacion topica tiene tres
componentes principales: excipientes, formas medicamentosas y farmaco o
sustancia activa (Botello & Garcia, 2004). A continuacion se definen estos

componentes y se describen algunas de sus caracteristicas.

1.1.2.1 Excipientes. Son sustancias que sirven de vehiculo al compuesto activo,
son los que proporcionan las caracteristicas fisico-quimicas al producto (forma
farmaceutica) y le confieren la capacidad de penetrar a través del aestrato cérneo
(EC). De acuerdo a su composicion se clasifican como polvos, liquidos y grasas.
De los excipientes liquidos el mas importante es el agua, que se emplea en forma
de emulsiones, suspensiones o0 soluciones. Los excipientes en polvo pueden ser
de naturaleza organica e inorganica. Los excipientes grasos son llamados asi
dado que éste término se emplea para todos las sustancias de consistencia
untosa, aunque no sean auténticas grasas desde el punto de vista quimico. Las
grasas vegetales son emolientes (sustancias que ablandan o relajan), no
hidratantes ni hidrosolubles. Algunos de los excipientes mas utilizados en las

formulaciones topicas se muestran en la Tabla 1 (Pefia, 2007).
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Tabla 1. Principales excipientes utilizados en las formulaciones topicas.

Agua (el mas importante), alcohol, glicerina,

Liquidos propilenglicol.

Orgénicos: Almidon
Sdlidos Inorganicos: Talco, O6xido de zinc, Oxido de titanio,
(Polvo) bentonita, calamina.

Vegetales Aceites de oliva, ricino, almendras,

cacahuete, manteca de cacao.

Grasas Animales Manteca de cerdo, cera de abejas y lanolina.
Minerales Parafina, aceite de parafina, vaselina.
Industriales Estearina, polietilenglicoles.

1.1.2.2 Formas farmacéuticas. También llamadas formas medicamentosas, son
la base o vehiculos en los que se afiade el principio activo, estan formadas por un
excipiente o la combinacion de varios de estos. Dado que hay tres tipos de
excipientes, las bases pueden ser monofasicas, bifasicas o trifasicas (Jover &
Garcia, 2004, Pefia, 2007)

e Las bases monofasicas pueden ser polvos, liquidos o grasas. Entre estas se

encuentran:

Polvos o solidos: como se muestra en la Tabla 1, estos pueden ser inorganicos u
organicos. Se caracterizan por su incapacidad para atravesar el EC, su uso esta
limitado a la accidén en superficie. Se utilizan principalmente como protectores de
la piel por su efecto refrescante y antiinflamatorio superficial, disminuyendo el
prurito y la friccion en los pliegues, dada su capacidad de absorcion son productos
secantes, estan contraindicados en la piel xerodérmica (Boada, 2004, Pefa,
2007).
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Liquidos: Unidos a sustancias activas pueden utilizarse en diferentes
preparaciones. Entre estos se encuentran las soluciones, donde el vehiculo mas
utilizado es el agua. Al afadir alcohol al 20% o 30% aumenta la evaporacion; su
aplicacion es util en superficies pilosas. Las tinturas, que consisten en soluciones
alcohdlicas fluidas con un principio activo disuelto, se evaporan rapidamente
proporcionando alta concentracion en el lugar de la aplicacion. Los barnices son
soluciones que al aplicarse dejan una pelicula, éstos habitualmente contienen
colodién. Las suspensiones son preparaciones turbias que llevan disperso el

principio activo (Thornton et al., 2003).

Grasas: Son los vehiculos por excelencia. Pueden ser liquidas, solidas o
semisolidas, se lichan al aplicarse en la piel. Comprenden las pomadas,
constituidas en un 70% de grasa y 30% agua, y los ungiientos constituidos en un
100% por grasa. Segun la consistencia, la grasa puede ser liquida, semisélida o
sélida. Las pomadas son impermeables y tienen un efecto oclusivo ya que evitan
la evaporacion y las secreciones por lo que se emplean en procesos

dermatoldgicos secos y crénicos (Boada, 2004).

e Vehiculos o bases bifasicos: Formados por la combinacién de dos
excipientes (Jover & Garcia, 2004, Pefia, 2007). Entre estos se encuentran:
(Boada, 2004, Pefa, 2007)

Polvos: formados por la mezcla de dos polvos.

Ungilentos: formados por la mezcla de dos grasas.

Soluciones compuestas: son la mezcla de dos liquidos

Lociones: formadas por la mezcla de polvo y liquido.
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Pasta o pasta grasa: es la unién de grasas y polvo. En las pastas duras la
proporcién Polvo/Grasa es 2/1; en las pastas blandas la proporcion es %. .Un

ejemplo de estas es la Pasta Lassar (Almidon, 6xido de Zinc, Vaselina, lanolina.)

Mixtura: es la unién de polvo y liquido. Cuando predomina el polvo se denomina
polvo secante (empleadas en lesiones extensas y ampollas en piel) y cuando
predomina el liquido, locidén para agitar. Cuando la union es en partes iguales se

denomina pasta al agua.

Emulsiones: Son mezclas no miscibles de grasas y agua. En toda emulsién se
distingue una fase continua o externa y otra dispersa o interna. El comportamiento
de una emulsion esta determinado por las caracteristicas de su fase externa. En
las emulsiones agua en aceite (W/O), la fase discontinua interna acuosa se
encuentra dispersa en la fase externa continua oleosa, se les denomina cremas
frias, un ejemplo de estas son las pomadas. En las emulsiones aceite en agua
(O/W), la fase interna discontinua oleosa esta dispersa en la fase externa continua
acuosa, son llamadas también cremas evanescentes. (Boada, 2004, Pefia, 2007,
Devarajan & Ravichandran, 2011)

e Vehiculos trifasicos: Son la unién de tres excipientes (liquido, polvo y
grasa). Entre estos se encuentran algunas pastas refrescantes, las cuales, por su
contenido lipidico, resultan menos desecantes que las lociones (Boada, 2004,
Pefia, 2007).

Los geles son preparaciones semisolidas que al contacto con la piel presentan
licuefaccion. Se caracterizan por tener poca capacidad de penetracion y son
usados en farmacos de accion muy superficial entre estos se encuentran los
hidrogeles, formados por agua y glicerol o propilenglicol; estos tienden a la

desecacion. Los lipogeles estan compuestos por una base oleosa y un gelificante,
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son oclusivos, de accion emoliente-lubricante, utilizados en dermatosis cronicas
(Boada, 2004)

1.1.2.3 Farmacos 0 sustancias activas. Son los compuestos terapéuticos o
principios activos que incorporados a las formas farmacéuticas se emplean para el
tratamiento. Estos se clasifican en funcion de su aplicacion clinica, por ejemplo,
antimicéticos (clotrimazol, fluconazol), antiinflamatorios (corticoides),
antimicrobianos (acido fusidico), inmunomoduladores (imiquimod, tacrolimus),
queratoliticos (acido salicilico), hidratantes (vaselina, lanolina), entre otros (Boada,
2004, Peia, 2007, Devarajan & Ravichandran, 2011).

1.1.3Sistemas transdérmicos de liberacion de farmacos. Los sistemas de
liberacién transdérmica de farmacos representan una importante alternativa a la
administracion oral e inyecciones hipodérmicas, ya que evita el efecto del primer
paso hepatico que puede metabolizar prematuramente los farmacos. Ademas, los
sistemas transdérmicos son no invasivos y puede ser auto-administrados, con
estos se logra una liberacion del farmaco durante largos periodos de tiempo (de
hasta una semana), son mas confortables para los pacientes y generalmente son
de bajo costo. El mayor desafio para la administracién transdérmica es que sélo
algunos farmacos son susceptibles a la administracion por esta via. (Allevato,
2007, Prausnitz & Langer, 2008). A través del tiempo, se han desarrollado
cambios en estos sistemas, los cuales han permitido mejorar las estrategias de
entrega y aumentar el espectro de farmacos que pueden ser suministraos por la

via transdérmica.

Prausnitz & Langer, 2008 proponen que los avances en los sistemas
transdérmicos de liberacion de farmacos pueden ser categorizados en tres
generaciones de desarrollo:

En la primera generacidon, se encuentran los parches que hasta la fecha, han

estado en uso clinico. Se han logrado importantes avances en la tecnologia de
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parches y estos han sido comercializados con éxito ya que han tenido la
aceptacion del publico. Estos son una buena estrategia cuando se trata de
farmacos de bajo peso molecular, lipofilos y eficaces en dosis bajas, siendo su
limitante cuando el farmaco no cumple con estas condiciones, ademas de la
barrera que representa el EC a la entrada de los compuestos. (Betlloch &
Silvestre, 2002, Prausnitz & Langer, 2008).

La segunda generacion, enfatiza en la necesidad de modificar las propiedades de
barrera de la piel, haciéndola mas permeable a la entrada de los farmacos.
(Williams & Barry, 2004). En esta se utilizan potenciadores de la permeacion,
entre los que se encuentran potenciadores quimicos los cuales tienen la
capacidad de alterar la estructuras de bicapa de los lipidos intracelulares del EC, o
por extraccion de lipidos mediante disolventes y agentes tensoactivos. Algunos de
estos potenciadores de la permeacion son la azona, el dimetil sulféxido (DMSO), y
el acido oleico, entre otros. Un buen potenciador debe tener la capacidad de:
Aumentar la permeabilidad de la piel mediante la interrupcion reversible de la
estructura del EC, proporcionar una fuerza motriz adicional para el transporte en la
piel y evitar lesiones en los tejidos vivos. (Williams, 2003). Esta generacion de
sistemas de liberacion transdérmica ha avanzado en particular, en la mejora de la
liberacion o entrega de pequefias moléculas en un sitio terapéutico localizado,
utilizando ademas otras estrategias de liberacién transdérmica como Liposomas,
dendrimeros y microemulsiones; estos se han utilizado como potenciadores con
estructura supramolecular, los cuales ademas de aumentar la permeabilidad,
aumentan la solubilidad del farmaco en la formulacién y la particion en la piel
(Saez et al., 2004, Prausnitz & Langer, 2008, ).

La tercera generacion de sistemas de administracion transdérmica ha causado un
impacto significativo en la administracion de farmacos dirigidos hacia el EC.
Esta permite una interrupcion en la estructura de barrera del EC, haciendo mas

efectiva la permeacion transdérmica, al tiempo que protege los tejidos mas
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profundos. Los potenciadores quimicos novedosos, la electroporacion, la
cavitacion ultrasénica, las microagujas, y la ablacion térmica, han demostrado
importantes efectos en la liberacion transdérmica de proteinas y vacunas.
(Prausnitz & Mitragotri, 2008, Falabella & Victoria, 2009).

1.2. NANOTECNOLOGIA Y SISTEMAS DE LIBERACION DE FARMACOS.

1.2.1 Generalidades. La nanotecnologia puede definirse como el conjunto de
tecnologias que tienen como objetivo el aprovechamiento de las caracteristicas
peculiares que tiene la materia cuando es reducida o estructurada a dimensiones
nanometricas; comprende entonces el estudio, disefio, creacidn, sintesis,
manipulacion y aplicacion de materiales y sistemas funcionales mediante el control
de los fendmenos y propiedades de la materia a nanoescala (Finardi, 2011). Las
nano-ciencias se sitdan en el origen de las nanotecnologia, éstas comprenden las
actividades cientificas que tienen como objetivo descubrir, describir y definir las
propiedades de la materia nanoestructurada (Finardi, 2011), aprovechandola para
crear materiales y sistemas novedosos y poco costosos con propiedades Unicas.
La nanotecnologia utiliza técnicas en las cuales se manipulan atomos y moléculas
gue dan lugar a la formacion de nanoestructuras artificiales del tamafio de las
biomoléculas, lo que garantiza que estas estructuras pueden interactuar con las
células (Speiser, 1991). Dado lo anterior, la nanomedicina ofrece grandes
alternativas en diagnostico, tratamientos, y medicina regenerativa, actuando y
estimulando los propios mecanismos controladores y reparadores del cuerpo

humano (Gonzélez et al., 2006).

Mediante la nanoterapia, se consigue entonces orientar las moléculas del farmaco
de forma especifica y directa a los tejidos enfermos, reduciendo la cantidad de
efectos no deseados encontrados con la terapia convencional (Santos-

Magalhafies et al., 2000). La condicion fisiopatolégica y anatdbmica de los tejidos
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enfermos o inflamados ofrece grandes ventajas para la entrega de farmacos
mediante el uso de sistemas de liberacion de farmacos. La focalizacion de
farmacos puede llevarse a cabo aprovechando las caracteristicas fisiopatolégicas
de los distintos tejidos enfermos. Las diferencias anatémicas Yy fisiolégicas entre
los tejidos normales y enfermos, contribuyen a lograr la especificidad de sitio y
suministro dirigido de farmacos. El aumento de la permeabilidad vascular,
acoplado con el drenaje linfatico en los tejidos tumorales, permite un aumento de
la permeabilidad y del efecto de retencion de los nanosistemas en los tumores o
tejidos inflamados (Matsumura et al., 1986, Maeda et al., 2000), permitiendo la
extravasacion de los nanosistemas y su selectiva localizacion en los tejidos
dafiados (Allen et al., 2004). Un sistema de liberacion ideal debe permitir que el
farmaco se acumule en concentraciones apropiadas en el sitio blanco

conservando su eficacia terapéutica.

1.2.2 Sistemas de liberaciéon de farmacos. El principal proposito de la
nanotecnologia aplicada a la farmacéutica es el disefio de sistemas miniaturizados
para ser utilizados como transportadores de farmacos, que tengan una estabilidad
adecuada, que brinden una mejor absorcién, que permitan una liberacion
controlada, proporcionando unos niveles deseados del farmaco en el sitio de
accion, llevando esto a la actividad farmacodinamica esperada (Speiser, 1991).

Los sistemas de liberacion de farmacos fueron disefiados como estrategia para
trasladar de forma directa y efectiva los compuestos o0 principios activos al blanco
terapéutico. Estos sistemas estan formados por un farmaco y un sistema
transportador o vehiculo, que dirigen la liberacion del farmaco al sitio adecuado y
en la cantidad apropiada; ademéas hacen que la efectividad del medicamento se
vea incrementada ya que es posible hacer un control preciso de la dosis requerida
y del tamano, la morfologia y las propiedades superficiales del compuesto. Las
nanoparticulas, al ser liberadas de forma especifica en los tejidos blanco,

disminuyen la toxicidad asociada al farmaco. Al ser posible la liberacién paulatina
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del farmaco de acuerdo con las necesidades terapéuticas, se consigue disminuir
los efectos adversos de la administracion sistémica. (Gonzalez et al., 2006).

Estos sistemas de liberacion de farmacos se diferencian en su composicion
(quimica, propiedades fisicoquimicas) y estructura, pero tienen en comun que
cumplen con los objetivos de: transportar farmacos de manera especifica y
controlada, evitar problemas relacionados con la solubilidad del farmaco, y
proporcionar alternativas a las vias de administracion tradicionales, mucho mas
invasivas (COTEC, 2006).

A continuacion se presentan algunos de los sistemas de liberacion de farmacos
mas utilizados, la Figura 1 muestra la representacion esquematica de los sistemas

de liberacién de farmacos que seran descritos mas adelante.

Figura 1. Sistemas de liberacion de farmacos.
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Nanoemulsiones: Son dispersiones de aceite y agua en las cuales la fase
dispersa estd formada por gotas de la sustancia activa en nanoescala
(Constantinides et al., 2008). Son estabilizadas en la superficie con una cubierta
de surfactante y co-surfactante como Sefsol ® 218, Tween ® 80, Tween ® 85y
solucion salina, agua como agente tensioactivo, el cotensioactivo y la fase acuosa
(Ahmed et al., 2008). Son buenos vehiculos de suministro de farmacos para la
administracion transdérmica y dérmica. El tamafio de particula y las propiedades
de superficie de las nanoemulsiones juega un papel importante en el
comportamiento bioldgico de la formulacion (Shakeel et al., 2012)

Las nanoemulsiones poseen muchos atractivos bioldgicos y propiedades
farmacéuticas tales como biodegradabilidad, biocompatibilidad, estabilidad fisica y
facilidad de produccion. Por lo tanto, han sido utilizados como vehiculos para
farmacos lipofilos, para la estabilizacion de compuestos susceptibles a la hidrdlisis,
y para la reduccion de la irritacién o toxicidad del farmaco.

Micelas: Son agregados moleculares en forma de esfera, se encuentran
compuestos por moléculas que tienen una parte hidrofilia y otra hidr6foba. En
medio acuoso, las partes apolares tendran la tendencia a protegerse del agua y
formaran una estructura esférica con un ndcleo hidrofébico y una parte exterior
hidrofilia. Este tipo de estructuras tiene un tamafio aproximado de 50 nm, se
utilizan para el transporte y liberacion de farmacos que no son solubles en agua.
Los farmacos quedan encerrados en el interior de la micela, protegidos en el
nacleo apolar de la misma. (COTEC, 2006, Gonzalez et al., 2006).

Liposomas: son vesiculas esféricas compuestas por bicapas paralelas de
fosfolipidos. Tienen la propiedad de adoptar de forma espontanea la configuracion
en bicapas cuando se encuentran en un medio acuoso, debido que son moléculas
anfipaticas, es decir, tienen un extremo hidrofilico que se orienta hacia la fase
acuosa y un extremo hidrofébico que rechaza la fase acuosa y se orienta hacia el

interior de la bicapa. (Gonzéalez et al., 2006, Clavijo et al., 2008). Pueden ser
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producidos a partir de fosfolipidos naturales no téxicos y colesterol (Sahoo et al.,
2003). Son particularmente Utiles como dispositivos de terapia génica debido a su
capacidad de pasar a través de las bicapas lipidicas y membranas celulares;
varios grupos han informado resultados satisfactorios después de la entrega local
(Hart, 2005, Ewert et al., 2005). Son los mas estudiados y clinicamente
reconocidos nanotransportadores debido a su larga trayectoria, baja toxicidad y
capacidad para proporcionar el transporte de moléculas hidrdéfilas y lipdfilas
(Costantino et al.,2009); por lo tanto, son utiles en la entrega de farmacos
antifingicos, compuestos quimioterapéuticos, antirretrovirales, anti-epilépticos,

entre otros.

Dendrimeros: Son moléculas poliméricas esféricas, son altamente ramificadas,
poseen un nucleo central (en algunos casos NH3) y capas alternantes de
mondmeros, generalmente acido crilico y etilendiamina. Son muy buenos
vehiculos para el transporte de genes y farmacos, ademas de otras aplicaciones
como catalisis a nanoescala, sensores quimicos, micelas unimoleculares,

imitacion de la funcién de las enzimas (COTEC, 2006, Clavijo et al., 2008).

Nanoparticulas: Son particulas esféricas poliméricas, dentro de estas se incluyen
nanocapsulas y las nanoesferas. Las nanocapsulas son sistemas vesiculares en
los que el farmaco esta confinado en una cavidad rodeada de una Unica
membrana polimérica, son vehiculos eficaces para antibiéticos y vacunas, dada su
biodegradabilidad y biocompatibilidad; las nanoesferas son sistemas matrices en
los que el farmaco aparece disperso en la particula (Gonzélez et al., 2006, Clavijo
et al., 2008).

Nanotubos de carbono: Son estructuras cilindricas compuestas por una o varias
capas de grafito u otro material de carbono enrolladas sobre si mismas. Los
nanotubos de carbono pueden ser funcionalizados con péptidos bioactivos,

proteinas, acidos nucleicos o farmacos, y pueden liberar su carga de manera
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especifica en células diana (Tamborero & Vincent 2006). Muestran una baja
toxicidad y no son inmunogénicos lo que les convierte en buenos sistemas de
liberacion de farmacos (COTEC, 2006).

13. LAPIEL

La piel es el 6rgano mas extenso del cuerpo humano, constituye el 10% de la
masa corporal total. Ademas de ofrecer una cubierta, tiene importantes funciones
como proteccidn contra lesiones, invasion de microorganismos y desecacion;
regulacion de la temperatura corporal, recepcion de sensaciones provenientes del
ambiente, excrecion de sustancias a través de las glandulas sudoriparas y
absorcién de las radiaciones UV para la sintesis de vitamina D (Gartner & Hiatt,
2004).

La piel estd conformada por dos capas, la externa llamada epidermis, que esta
compuesta por epitelio escamoso queratinizado derivado del ectodermo y la
dermis, conformada por tejido conectivo colagenoso denso irregular, derivada del
mesodermo, que se encuentra directamente por debajo, interdigitadose con la
epidermis. Por debajo de la piel se encuentra la hipodermis, capa de tejido
conectivo laxo que contiene diversas cantidades de grasa (Gartner & Hiatt, 2004;
WHO, 2006). Ver Figura 2.
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Figura 2. Esquema estructural de la piel.
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1.3.1 Capas de la piel y sus componentes. La epidermis, comprende
aproximadamente un 5% del grosor total de la piel. Tiene un espesor de 0,07 a
0,12 nm en la mayor parte del cuerpo, siendo de mayor grosor en plantas y
palmas (Gardner & Hiatt, 2004). El epitelio escamoso estratificado de la piel esta
conformado por queratinocitos, melanocitos, células de Langerhans y células de
Merkel. La epidermis esta constituida, desde su parte mas profunda, por el estrato
basal, estrato espinoso, estrato granuloso, estrato lUcido y estrato cérneo que es
la capa mas superficial (Gardner & Hiatt, 2004; WHO, 2006, Junqueira & Carneiro,
2000).

El estrato basal, también llamado capa germinativa, se caracteriza por presentar
una alta actividad mitética, siendo responsable de la constante renovaciéon de la
epidermis.

El estrato espinoso esta compuesto por células ligeramente aplanadas, con nucleo
central y pequefas expansiones citoplasmaticas, unidas por desmosomas que dan

a las células un aspecto espinoso, cuya funcion es el mantenimiento de la
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cohesion de las células de la epidermis y su resistencia al rozamiento (Junqueira &
Carneiro, 2000).

En el estrato granuloso se encuentran células poligonales achatadas con nucleo
central, en su citoplasma se encuentran granulos basofilos gruesos de
queratohialina que contribuyen a impermeabilizar el estrato granuloso contra el
agua y otras moléculas (Gardner & Hiatt, 2004; WHO, 2006, Junqueira & Carneiro,
2000).

El estrato lucido, esta compuesto de una fina capa de células aplanadas, hialinas,
cuyos nucleos seran degradados por enzimas lisosomales. El citoplasma posee
filamentos compactos y rodeados de material electrodenso (Gardner & Hiatt, 2004;

Junqueira & Carneiro, 2000).

El EC, estd conformado por corneocitos, son células muertas, sin ndcleo,
aplanadas; su citoplasma esta repleto de queratina. El espesor del EC es variable
dependiendo del sitio anatémico. (Gardner & Hiatt, 2004; Junqueira & Carneiro,
2000). Los lipidos presentes en el EC corresponden a ceramidas (45-50%),
colesterol (25%) y é&cidos grasos de cadena larga (15%), y el 10% restante
corresponde a otros lipidos entre los que se encuentran esteres de colesterol y
glucosilceramidas (WHO, 2006).

Los melanocitos tienen su origen en el ectodermo. Se encuentran normalmente en
el estrato basal y el espinoso, son las células encargadas de producir la melanina,
un pigmento de color marrén oscuro que da el color a la piel. Una vez producidos
los granulos de melanina, emigran al interior de las células epiteliales, donde se
ubican alrededor del nucleo para proteger el ADN de la radiacion UV (Junqueira &
Carneiro, 2000).
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Las células de Langerhans proceden de la médula désea, colonizan el epitelio
epidérmico y los otros epitelios estratificados del cuerpo humano. Se encuentran
en toda la epidermis, pero principalmente en el estrato espinoso, se caracterizan
por sus numerosas prolongaciones; fagocitan y desintegran antigenos extrafos.

Son células presentadoras de antigenos (Gardner & Hiatt, 2004).

Las células de Merkel se encuentran intercaladas entre los queratinocitos del
estrato basal de la epidermis, abundan en la piel gruesa de la palma de la mano y
la planta del pie, en su base, se observan terminaciones nerviosas sin vesiculas
sindpticas (Gardner & Hiatt, 2004; Junqueira & Carneiro, 2000).

La dermis esta dividida en dermis reticular y dermis papilar. Proporciona el soporte
nutricional a la epidermis avascular. La superficie externa de la dermis es muy
irregular, y acompafa los entrantes correspondientes a la epidermis, que se
conocen como papilas dérmicas. Estas papilas aumentan en la zona de contacto
dermis-epidermis, confiriéndole mayor resistencia a la piel (Junqueira & Carneiro,
2000). Esta resistencia estd dada por la composicién de la dermis que es
principalmente, una matriz proteica, colageno, elastina, embebidos en una
abundante sustancia coloidal. En la dermis encontramos también vasos
sanguineos, terminaciones nerviosas Yy conductos linfaticos, ademas de
segmentos de glandulas sudoriparas y unidades pilosebaceas (Gardner & Hiatt,
2004; Junqueira & Carneiro, 2000, WHO, 2006).

La piel posee ademas estructuras conocidas como apéndices, entre las que se
encuentran los foliculos pilosos, glandulas sebaceas, sudoriparas, etc. Estos
varian en cantidad dependiendo del sitio anatdomico y ayudan a la piel en las

funciones de proteccidn, respiracion, y excrecion.
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1.3.2 El estrato c6rneo como principal barrera de la piel. El EC es la principal
estructura biolodgica que protege al cuerpo de la agresion externa (Kogan et al.,
2006). A continuacion se describen los principales componentes bioquimicos del
EC.

Proteinas. El interior de los corneocitos se encuentra formado por filamentos de
queratina, ricos en puentes disulfuro. La filagrina, también llamada proteina rica en
histidina o proteina basica del EC, asegura la conexion de los filamentos de
queratina. La profilagrina, constituye los granulos de querato-hialina y es precursor
de la filagrina (Jamoulle et al., 1993). En el proceso de diferenciacion final del EC,
se producen ciertas reacciones enzimaticas, de las cuales se obtienen como
producto final, aminoécidos y péptidos que son liberados en la parte mas externa
del EC, y juegan un papel muy importante en la hidratacion, ayudando a mantener
sus propiedades de barrera y deposito, importantes para controlar la penetraciéon
de sustancias exégenas. Los corneocitos poseen un cubierta reticulada muy
resistente a la accion quimica de los surfactantes. La red de proteinas se

encuentra sostenida por enlaces covalentes y lipidos.

Lipidos. El espacio intercelular del EC se encuentra conformado en un 80% de
lipidos. Un 45% corresponde a ceramidas, 25% colesterol, 25% &cidos grasos
libres, y un 5% correspondiente a glucolipidos, colesterol sulfato y triglicéridos.
(WHO, 2006). Esta mezcla de lipidos es muy importante en la cohesion de los
corneocitos y por lo tanto en las propiedades de barrera del EC. Estudios
moleculares de la estructura lipidica de la piel, han evidenciado el grado de
asociacion de lipidos y las proteinas por enlaces covalentes, mostrando que los
lipidos son menos sensibles a la extraccion por solventes. Una importante fraccion
de los lipidos de la piel no se encuentra unida a las proteinas, por consiguiente,
estos lipidos son mas susceptibles a la extracciéon por solventes como acetona y
cloroformo, produciendo cambios importantes en la permeabilidad de la piel.

(Jamoulle et al., 1993, Kogan et al, 2006). Se han descrito variaciones en la
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permeabilidad de la piel, dependiendo del sitio anatémico, todo esto relacionado
con la composicion lipidica y espesor del EC.

Estudios demuestran que la barrera lipidica del EC a la penetracion de agua esta
determinada mas por la organizacion estructural de los lipidos y no por la
estructura individual de las especies de lipidos que lo conforman. (Jamoulle et al.,
1993).

Agua y constituyentes minerales. A nivel tridimensional el EC demuestra una
estructura compleja, teniendo en cuenta la presencia de agua y su asociacién con
lipidos, creando estructuras similares a liposomas multilamelares en el espacio
intercelular, posibilitando que una formulacion topica pueda difundirse a través de
estas estructuras hasta alcanzar las capas mas profundas de la piel. (Jamoulle et
al., 1993). El contenido de agua y el pH del EC, influencian sus caracteristicas
eléctricas (conductividad), posibilitando entonces la difusibn de moléculas
cargadas. Esto es particularmente relevante, cuando se trata de la penetracién de
moléculas en la piel, aplicando diferentes potenciales eléctricos, como es el caso
de la iontoforesis. (Jamoulle et al., 1993, WHO, 2006).

1.3.3. Variaciones en la estructura de barrera del EC. Las variaciones en la
estructura de barrera del EC, pueden ser ocasionadas por factores externos o ser
inherentes a condiciones fisiolégicas, a continuacion se enumeran algunas de

estas.
Dafio artificial del estrato corneo: el EC es inespecificamente dafiado o
removido, mediante un stripping, observandose incremento en la penetracion a

capas profundas de la piel. (WHO, 2010).

Edad: la piel de los recién nacidos y nifios, es mas permeable que la piel adulta.
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Enfermedad: las alteraciones en la piel producen cambios en su estructura,
alterando sus propiedades de barrera. Esto ha sido observado en quemaduras
solares, irritacion mecénica, infecciones, condiciones causadas por procesos
patolégicos enddgenos. En algunas prescripciones dermatoldgicas, el tipo y
frecuencia de lavado de la piel, puede modificar la permeabilidad y la penetracién
de formulaciones tépicas (Ramos-e-Silva & Moura-Castro, 2012).

Sitio anatémico: El EC tiene un grosor variable dependiendo del sitio anatomico,
(Gartner & Hiatt, 2004); lo que conduce a que hayan diferencias en la penetracion
de sustancias en estos sitios. Esto fue demostrado por Rougier et al 1988, al
realizar ensayos de penetracion en piel de cadaver de diferentes sitios
anatomicos, antes de realizar los ensayos se hicieron biopsias de la piel para
establecer el espesor del EC. Establecié entonces, un orden decreciente de
permeabilidad desde: region pos-auricular, escroto, abdomen, cuero cabelludo,

antebrazo y plantas.

Hidratacién del estrato cérneo: es uno de los factores mas importantes en la
absorcién percutanea. Bajo oclusion, el contenido de agua y la permeabilidad del

EC aumentan (Jamoulle et al., 1993).

1.4. ABSORCION TRANSDERMICA

1.4.1 Generalidades. La absorcion dérmica describe el transporte de farmacos o
quimicos, desde la superficie exterior de la piel hacia la circulacion sistémica. Este
término involucra los conceptos de penetracion, permeacion y resorcion.

La penetracion, es la entrada de una sustancia en una determinada capa o

estructura, como la entrada de un compuesto en el estrato corneo.
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La permeacion, es la penetracion a través de una capa en una segunda capa, que
es tanto funcional como estructuralmente diferente a la primera.

La resorcion, se define como la entrada de una sustancia en la circulacion
sanguinea y linfatica local de la piel, que en la mayoria de los casos dara lugar a

entrada en la circulacion sistémica. (WHO, 2006).

1.4.2 Aspectos tedricos de la absorcion transdérmica. La permeacion de
compuestos a través del EC es un proceso que se lleva a cabo por difusion
pasiva. (WHO, 2006). El paso de moléculas desde el exterior hasta el interior de la
piel y la sangre, esta gobernada por las leyes de difusién de Fick. (Jamoulle et al.,
1993; WHO, 2006, Primo et al., 2007).

Aplicando la primera ley de Fick, la piel puede ser considerada como una compleja
membrana donde el flujo (tasa de transferencia por unidad de area) de un
compuesto (J, masa/cm? por segundo) en un momento dado, y la posicién es
proporcional al cambio de concentracion diferencial dc durante una distancia
diferencial dx (gradiente de concentracion dc / dx); es decir un gradiente de
concentracion en funcion del tiempo.

J =D .dc/dx

Durante la difusion de una sustancia en el EC, el gradiente de concentracion en el
area de distribucion disminuye. Este gradiente es definido por la segunda ley de
Fick:

dc/dt= D(dc/dx?)

Después de la transformacion matematica, se encuentra que la cantidad de
sustancia difundiendo sobre el sitio de aplicacion de una distancia d es
proporcional a la raiz cuadrada del tiempo de difusion. Estos hallazgos
demuestran que la velocidad de penetracién disminuye durante la difusion de una

sustancia en el EC. No obstante, en distancias muy cortas, la difusion (y el
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coeficiente de difusion) pueden ser consideradas constantes. Adicionalmente, la
relacion entre la concentracion del farmaco en la formulacion y la superficie de la
piel es una funcién de K, el coeficiente de distribucion entre el vehiculo y la

membrana.

Si la diferencia en la concentracion en la parte superior e inferior de la membrana

se configura como AC, y el grosor de la membrana como d, la ecuacion, se

formula de la siguiente manera:

J=Kmn.D.C/d=K, . AC
Kp=Km.D/d

Donde J es el fluo del farmaco; K., coeficiente de distribucion
vehiculo/membrana; D, Coeficiente de difusion; AC, diferencia de concentracion en
la parte superior e inferior de la membrana; d, grosor de la membrana; K,
coeficiente de permeabilidad (Jamoulle et al., 1993, WHO, 2006; Florence et al.,
2003).

1.4.3 Factores que afectan la absorcion transdérmica. La absorcién
transdérmica de una formulacion esta influenciada por tres factores principales: la
movilidad del farmaco en el vehiculo, la liberacion del farmaco del vehiculo y la
permeacion del farmaco a través de la piel (Kogan et al, 2006). Entre los
mecanismos posibles para mejorar la penetracion del farmaco en la piel se
incluyen afectar directamente la piel o modificar la formulacién de modo que la
particion, difusion, o la solubilidad sean alteradas. A continuacion, se hara breve
mencion a estos mecanismos, los cuales se encuentran estrechamente

relacionados entre si (Kogan et al, 2006).

Causando un efecto directo en la piel. Puede darse por medio de la

desnaturalizacion de la queratina intercelular o modificacion en su conformacion,
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produciendo hinchazéon e incremento en la hidratacion; afectando los
desmosomas, modificando las bicapas lipidicas, utilizando un solvente que pueda

extraer lipidos del estrato corneo y disminuir la resistencia a la penetracion.

Modificando la formulacion. Produciendo un estado de supersaturacioén, con un
solvente volatil que lleva a la sustancia activa, a un estado termodinamicamente
mas activo; utilizando en el vehiculo, sustancias promotoras, que sean buenas
solventes para el ingrediente activo, y que promuevan la permeacion a través de la
capas de la piel; facilitando la difusion del ingrediente activo a través de la piel
mediante el uso de promotores que den lugar a la formacion de retencion de
liquidos entre las bicapas como el acido oleico, o que causen disrupcion en la
uniformidad de las bicapas, como la azona, que actia como surfactante y como

potenciador del transporte a través de la piel. (Karande et al., 2005)

1.4.4 Vias de entrada de los farmacos a la piel. La permeacion de farmacos a
través de la piel puede darse por las vias transcelular, intercelular y por medio de
los apéndices cutaneos (Kogan et al, 2006). En la via transcelular, el farmaco es
transferido a través del paquete de queratina de los corneocitos, dentro y fuera de
la membrana celular; en la via intercelular, el farmaco es transferido alrededor de
los corneocitos en las regiones extracelulares ricas en lipidos y en la absorcion por
los apéndices, el farmaco entra en las derivaciones de los foliculos pilosos,
glandulas sudoriparas y glandulas sebaceas. Dado que los apéndices ocupan una
pequefia area de superficie, este medio de permeacién es uno de los menos

significativos.

La Figura 3 muestra las posibles vias de permeacion de farmacos a través de la
piel (Kogan et al, 2006).
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Figura 3. Rutas de permeacion de un farmaco a través de la piel.

Tanscelular Intercelular

Folicular Ecrina

Tomado de Kogan et al., 2006.

1.4.5 Evaluacién de la permeacion transdérmica. Los ensayos de permeacion
transdérmica in vitro, estan encaminados a valorar la penetracion de un
compuesto aplicado en la piel. (Kreilgaard, 2002; Primo et al., 2007; Santoyo et al.,
2001). Se realiza con el fin de establecer los cambios en la concentracion del
farmaco que se encuentra difundiendo a través de las capas de la piel en funcion
del tiempo. La permeacioén a través del EC es la etapa limitante de velocidad para
la absorcidon percutdnea; esta depende de factores especificos, como el peso
molecular del compuesto, y la formulacién o vehiculo en el que el compuesto esté
incorporado. Las propiedades de permeabilidad del EC no se modifican después
de la escision del cuerpo (WHO, 2006). Un método muy empleado para valorar la
permeacion transdérmica de farmacos in vitro, es el método de las celdas de

difusién Franz, que se describird en detalle en el numeral 3.3.2 de la metodologia.

1.5. LEISHMANIASIS.

1.5.1 Generalidades. La leishmaniasis es un grupo de enfermedades causadas

por protozoos del genero Leishmania, pertenecen a la familia Tripanosomatidae, y
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son transmitidos al hombre por la picadura de insectos infectados del genero
Phlebotumus (en el Viejo Mundo) y Lutzomya (en el Nuevo Mundo) (Reithinger et
al., 2007).

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2006), la
leishmaniasis es endémica en las regiones tropicales y subtropicales de 88 paises
en 4 continentes. Se calcula una prevalencia mundial de 20 millones de casos y se
cree que la incidencia anual oscila entre 1,5 - 2 millones de nuevos casos para LC
y 500.000 nuevos casos para la leishmaniasis visceral (OMS, 2009). En Colombia,
en la década de los 90 se notificaron alrededor de 6500 casos nuevos, y en los
aflos 2005 y 2006, esta cifra superd los 20.000 casos nuevos (Informe Sivigila
2010).

La leishmaniasis producen un espectro de manifestaciones clinicas que van desde
las formas tegumentarias que incluyen la leishmaniasis cutanea (LC),
caracterizada por la presencia de lesiones ulcerativas en piel, que en ocasiones
curan de manera espontanea; la leishmaniasis cutdnea difusa (LCD), que se
presenta en pacientes que tienen alteraciones de la respuesta inmune celular,
produciendo unas lesiones similares a las de la lepra lepromatosa; y la
leishmaniasis mucocutanea (LMC), que afecta la mucosa oral, nasal y faringea, y
en algunos casos ocasiona mutilaciones faciales. La leishmaniasis visceral (LV),
también llamada Kala Azar, que se caracteriza por invasion a los érganos del
sistema reticulo endotelial, produciendo esplenomegalia, hepatomegalia,
lifadenopatias y anemia, entre otros (Desjeux, 2004).

1.5.2 Ciclo de vida de Leishmania. Como se muestra en la Figura 4, el vector
infectado, cuando se alimenta de la sangre del hospedero vertebrado, regurgita los
promastigotes metaciclicos (que es la forma infectante para el mamifero) y los
inocula en la dermis, donde son fagocitados por células del sistema mononuclear
fagocitico. En estas células, se forma una vacuola, donde el paréasito se diferencia

a la forma de amastigote y se reproduce por fision binaria. La célula puede
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explotar y los parasitos pueden invadir otras células o ir a 6rganos dependiendo de
la especie de Leishmania. El ciclo continda cuando un vector hembra succiona la
sangre de un hospedero vertebrado infectado, los amastigotes van al tubo
digestivo, se diferencian en formas de promastigote prociclico, se multiplican por
fisibn binaria, se diferencian a promastigotes metaciclicos, para continuar

nuevamente el ciclo (Courret et al., 2002).

Figura 4. Ciclo de vida de Leishmania.
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Basado en el grafico de Reithinger et al., 2007.

1.5.3 Leishmaniasis cutanea. Es la forma clinica mas frecuente en nuestro pais,
segun informe del Instituto Nacional de Salud (INS, 2010). Se reconocen alrededor

de 14 especies de Leishmania de los subgéneros Leishmania y Viannia,
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responsables de LC en el Nuevo Mundo (Ferreira et al., 2004). La Tabla 2 resume

las especies de Leishmania implicadas en la LC en el hombre.

Tabla 2. Especies de Leishmania implicadas en la LC en el hombre.

Ubicacion Especie
Leishmaniasis cutdnea L. major
Viejo mundo L. tropica

Leishmaniasis cutanea
Nuevo mundo

Leishmaniasis cutanea / mucocutanea
Viejo mundo

Leishmaniasis cutanea / mucocutanea
Nuevo mundo

Complejo L. mexicana.
Subgéneros: L. mexicana

L. amazonensis
L. venezuelensis

L. aethiopica
Complejo L. donovani

L. donovani
L. infantum

Complejo L. braziliensis
Subgenero Viannia

L. braziliensis
L. colombiensis
L. guyanensis
L. panamenssis
L. peruviana

Complejo L. donovani

L. infantum chagasi

Modificado de Ameen, 2010.

1.53.1 Clinica e histopatologia de la LC. Luego de un periodo de

incubacion que va de 2 semanas a 2 meses, se presenta en la piel una lesion

papuloeritematosa indurada, que aumenta de tamafo y luego de varios dias

puede ulcerarse o formar una placa, luego se cubre de un liquido amarillo

formando una costra. Pueden aparecer

lesiones satélites. Se presenta

principalmente en partes expuestas como brazos, piernas y cara. Evoluciona

cronicamente, aumentando en tamafio y profundidad.
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La LC es una enfermedad con diferentes manifestaciones clinicas (Silveira et al.,
2004), donde las ulceras representan mas del 90% de estas manifestaciones. En
un numero menor de pacientes, otras formas clinicas pueden presentarse como

las lesiones verrucosas, lesiones vegetativas, papulas y nédulos.

Algunas lesiones curan de forma espontdnea dejando cicatrices visibles, pero la
mayoria de las lesiones tienen un curso cronico de meses 0 afos.
La respuesta del hospedero contra la Leishmania se caracteriza por un marcado

desarrollo de la inmunidad celular y baja respuesta de anticuerpos circulantes.

A nivel histologico, puede observarse en la etapa inicial, un infiltrado dérmico
denso y difuso, compuesto principalmente por histiocitos, linfocitos y células
plasméticas. Se encuentran también neutréfilos y eosindfilos en menor cantidad
(Garcia—Almagro, 2004.; Silveira et al., 2004., Oliveira Cardoso et al., 2010).

Pueden observarse amastigotes dentro de los macrofagos y también en el espacio
extracelular. Conforme avanza la lesién, se van formando granulomas epitelioides
inicialmente en la dermis superior, y que pueden luego ocupar toda la dermis.
Pueden verse células de Langerhans. La epidermis suele presentar
hipergueratosis y acantosis, ocasionalmente se observa paraqueratosis y atrofia.
Puede producirse degeneracién hidropica de la capa basal (Garcia-Almagro,
2004., Oliveira Cardoso et al., 2010).

En lesiones que llevan mas tiempo de evolucion, el componente granulomatoso se

hace mas predominante y hay mas células plasmaticas. En estos casos los

amastigotes son mas dificiles de encontrar (Garcia-Almagro, 2004).

1.5.3.2 Diagndstico de la LC. Segun la Guia de atencion de la Leishmaniasis, del

Ministerio de la Protecciéon Social, 2008; el examen directo de las lesiones
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coloreado con Giemsa o Wright es un método rapido, econdmico y de facil
realizacion en centros de salud de nivel de atencidon bésico. La sensibilidad de
este método es variable de acuerdo al tiempo de evolucién de la lesion. La
sensibilidad del examen directo es de 85% a 90% en pacientes cuya enfermedad
no supere los cuatro meses de evolucion. (Zerpa et al., 2002). Se recomienda la
toma de mas de una muestra de una misma lesion, como minimo tres
preparaciones tanto del borde activo como del centro de la ulcera, lo cual aumenta

la sensibilidad de este método.

La biopsia de piel se realiza luego de que dos exdmenes directos, cada uno con
tres tomas, han arrojado un resultado negativo. Se realiza para establecer un
diagnéstico concluyente al demostrar los parasitos, realizar diagnostico diferencial,
sugerir diagnostico de leishmaniasis, aun si los organismos no son demostrables

por microscopia.

Otros meétodos diagnosticos para la LC son la PCR, el cultivo, la
intrademoreaccion, y métodos serolégicos como la inmunofluorescencia indirecta y
la ELISA. (Botero & Restrepo, 2005).

El amplio espectro de las manifestaciones clinicas de la LC, hacen que su
diagnéstico sea dificil, siendo necesario hacer un diagndstico diferencial. La Tabla
3 describe algunas de las entidades clinicas que cursan con lesiones cutaneas
similares a la LC.
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Tabla 3. Diagnostico diferencial de la LC.

TIPO DE LESIONES CAUSAS

Ulceras traumaticas, vasculares y pidgenas.
Esporotricosis fija y linfangitica

Ulcerosas Paracoccidioidomicosis, TBC cutanea
Ulceras por micobacterias atipicas, pioderma

gangrenoso, tumores malignos ulcerados

Papulosas nodulares Picaduras de insecto con formacion de granuloma,

0 en placa. Lepra, sarcoidosis, psoriasis

Cromomicosis, tuberculosis verrugosa, histoplasmosis,

Verrucosas lobomicosis, carcinomas espinocelulares

Formas linfangiticas  Esporotricosis, Ulceras por micobacterias

tipicas.

Guia de atencion de la Leishmaniasis, Ministerio de la Protecciéon Social, 2008.

1.5.3.3 Tratamiento de la LC. El tratamiento sistémico de la leishmaniasis se ha
realizado con los antimoniales pentavalentes (Glucantime® o Pentostam®). En los
altimos 30 afios la dosis se ha ido aumentando para mantener su eficacia (Soto &
Soto 2006). Otros farmacos usados cuando no es posible administrar los
antimoniales o cuando estos han fallado son: la anfotericina B (Fungizone®), el
isotianato de pentamidina (Pentacarinat®), formulaciones lipidicas de anfotericina
B y miltefosine (Ameen, 2010. Soto & Soto 2006., Croft et al.,2006).

Entre las limitaciones para su uso estan el costo, la toxicidad, dolor en el sitio de
aplicacion, variabilidad en su eficacia, en algunas ocasiones se requieren
hospitalizacion y su uso es limitado en gestantes. En la Tabla 4 se exponen los

farmacos empleados en el tratamiento de la LC.
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Tabla 4. FArmacos empleados en el tratamiento de la LC.

Farmacos de Estibogluconato de sodio (Pentostam).
primera linea Antimonio de meglumine (Glucantime).
Anfotericina B (Fungizone).
Pentamidina.
Paramomicina (Formulacion topica con metilbenzatonio o

area).

Ensayos clinicos Miltefosine (oral, Fase Il registrado en Colombia).
Paramomicia (Formulacion topica con gentamicina Yy
surfactantes, Fase II).
Imiguimod (Inmunomodulador tépico, Fase 1)

Azolez antifungicos Ketoconzaol, Fluconazol, Itraconazol.

Modificado de Croft et al., 2006.

1534 Tratamientos tépicos en LC. Los tratamientos tdpicos para la LC
son una importante alternativa porque se trata la lesidbn de forma localizada,
evitando los efectos toxicos de los tratamientos de la via sistémica, ademas se
facilita su administracion, lo que contribuye a que los esquemas de tratamiento se
cumplan rigurosamente y eventualmente podrian ser menos costosos. Entre las
posibles terapias localizadas para la LC se encuentran los farmacos, métodos
fisicos, o la combinacion de ambos, los cuales se expondran a continuacion.

Los unglentos o cremas de paramomicina al 15% combinados con metil
benzatonio Cloruro (MBCI), han mostrado buena actividad contra LC, porque al
parecer, el MBCI por si solo tiene actividad contra Leishmania (EI-On et al.,1987).
El inconveniente de esta formulacion es la irritacién e inflamacién local que lleva a
baja tolerancia al tratamiento; para disminuir estos efectos indeseables, se han

evaluado otras formulaciones que contienen PM y Urea, donde se observa una
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mayor tolerancia, pero al mismo tiempo, menor actividad contra ciertas especies
de Leishmania (Neva et al.,2006., Blum et al.,2004, Minodier & Parola, 2006).

Estan en estudio compuestos como el imiquimod y la miltefosina. El imiquimod, en
las dos primeras semanas de aplicacion reduce el tamafio de la lesion, pero hacia
la tercera o cuarta semana de tratamiento, se observa progresion de la lesion, lo
que indica que su actividad contra Leishmania es insuficiente. (Seeberger et al.,
2003). La formulacion tépica con miltefosine (Miltex®) ha mostrado resultados
poco satisfactorios ya que en fase inicial, se observa reduccién considerable del
tamafio de las lesiones, pero luego se evidencia progresion de las mismas (Soto &
Soto, 2006).

La administraciéon de antimoniales pentavalentes en el sitio de la lesiébn ha
mostrado eficacia similar a la observada con la administracion sistémica, reduce el
tiempo de tratamiento, la toxicidad y los costos. Debe infiltrarse el borde de la
lesion y la base, por lo tanto presenta baja tolerancia por parte del paciente,
debido al dolor. (Blum et al., 2004, Minodier & Parola, 2006).

La Anfotericina B (Amphocil®) en dispersion coloidal, ha mostrado buenos

resultados contra L. major, en Israel (Minodier & Parola, 2006).

Las terapias fisicas para el tratamiento localizado de la LC tienen como ventaja
una buena tolerancia y bajo costo. Entre estos métodos estan la crioterapia,
termoterapia y la TFD (Ameen, 2010).

La crioterapia consiste en la destruccion de células infectadas o tumorales, por
medio de la aplicacion de criogenos como el nitrégeno liquido, éxido nitroso,
diéxido de carbén, entre otros. Para el tratamiento de LC, puede usarse en
pacientes con lesiones pequeias, o en etapas iniciales; en las cuales se producen

lesiones estructurales al parasito, provocando su muerte. En Iran, se ha reportado
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curacién hasta del 50% con crioterapia, y curaciones hasta del 90% con la
combinacion de la crioterapia y antimoniales pentavalentes, en infecciones con L.

major y L. tropica (Asilian et al., 2003).

La termoterapia, mediante un generador de ondas de radiofrecuencia controladas
y localizadas, produce calor en el sitio de la lesion. Se administran temperaturas
hasta de 50°C por 30 segundos. (Velasco-Castejon et al.,1997., Reithinger et
al.,2007). Es un procedimiento doloroso, que en ocasiones requiere de anestesia.
Se reportaron tasas de curacién hasta del 90%, en LC por L. mexicana, después

de 8 semanas de tratamiento (Navin et al., 1990).

1.6 TERAPIA FOTODINAMICA

La TFD, es una terapia local muy utilizada en dermatologia, oncologia y
oftalmologia (Kalka, 2000). Consiste en la administracion de un FS, que al ser
activado a una longitud de onda especifica en presencia de oxigeno molecular,
puede generar especies reactivas de oxigeno, como radicales superoxido y
oxigeno singlete; que reaccionan con sustratos celulares como lipidos y proteinas,

produciendo un efecto citotéxico.

El empleo de fotosensibilizadores para el tratamiento de enfermedades de la piel,
se did inicialmente en Egipto, India y Grecia, donde se utilizaron extractos de
plantas que contenian psoraleno y la luz, para tratar la psoriasis y el vitiligo.
(Kalka, 2000). Este concepto, se conocid inicialmente como fotoquimioterapia y

fue la base para el inicio de la terapia fotodinamica.
El termino TFD, fue utilizado por primera vez por von Tappeiner en 1904 para

describir las reacciones quimicas que consumian oxigeno y que eran inducidas

por fotosensibilizacion. En este sentido, la TFD es una modalidad terapéutica que
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involucra la administracion de un compuesto fotosensibilizador (FS) y la
acumulacion de moléculas sensibilizantes en la célula blanco, seguida de la
irradiacion selectiva de la lesion con luz visible. La acumulacion de estos dos
elementos no toxicos, PS y luz, es responsable de la destruccion de tejidos, por
TFD. (Kalka, 2000).

En 1900, Raab observé la muerte de un cultivo de Paramecium caudatum,
después de la exposicion a la luz, en presencia de naranja de acridina.
Seguidamente, Von Tappeiner y Jesionek, reportaron el uso de eosina tépica y luz
visible, en el tratamiento de tumores de piel, condilomas y lupus vulgaris,
introduciendo el uso de la TFD en la clinica. En afios posteriores, fueron reveladas
las propiedades de las porfirinas para localizar tumores, Policard en 1924, Auler y
Banzer en 1942, y Figge, Weiland, and Manganiellolo en 1948. Estos
investigadores describieron la importancia de la irradiacion infrarroja, combinada a
la hematoporfirina, en tejidos neoplasicos y traumatizados. (Kalka, 2000; Allison &
Sibata 2010). EI compuesto purificado se llamo6 derivado de hematoporfirina
(HPD), y poseia superiores propiedades para la deteccion de tumores; ademas fue
el punto de referencia para el desarrollo de nuevos FS.

La expansion del uso clinico de la terapia fotodinamica se basé en el trabajo
pionero de Dougherty et al, quien present6 datos relevantes sobre el éxito de la
aplicacion de esta técnica para el tratamiento de cancer de piel y otros tumores
malignos en 1978.

En las dultimas décadas, se ha demostrado la efectividad de la TFD en
microbiologia, especificamente en el tratamiento de infecciones por patdégenos
intracelulares (Akilov et al., 2006). Se ha reportado la efectividad de la TFD contra
L. (L.) amazonensis, in vitro e in vivo (Dutta et al., 2005., Escobar et al., 2006.,
Valdivieso et al., 2008., Hernandez, 2010), contra L. major (Asilian et al., 2006) y

contra L. (V.) braziliensis (Montanari et al., 2010).
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1.6.1 Fotosensibilizadores. Un FS es una especie quimica capaz de promover
una reaccion fotoquimica al absorber la radiacion y transferir su energia de
excitacion a las moléculas reaccionantes. Un FS debe poseer propiedades fisicas
y quimicas ideales para que no cause dafio al organismo, entre las que se
encuentran: baja toxicidad cuando no esta expuesto a la luz, no producir efectos
adversos durante su administracion, tener rapida eliminacion para evitar la
toxicidad sistémica, alto rendimiento cuantico para la generacion del anion
superoéxido, alta afinidad por el érgano blanco, tener una fuente de absorcion con
un alto coeficiente de extincion en un rango de 600-800 nm para que la luz tenga
mayor penetracion en los tejidos (Detty et al.,2004, Castano et al.,2004).

Existen diversos tipos de FS, entre los que se encuentran los derivados de las
porfirinas, como el Photofrin®, Temoporfin ® y Verteporfin ®; los derivados de la
clorofila, tales como las clorinas, purpurinas y bacterioclorinas. También se usan

como FS algunos colorantes como las ftalocianinas (Pc). (Allison &, Sibata, 2010).

1.6.2 Ftalocianinas. Las Pc, son FS de segunda generacion, son dependientes
del ion metal como el Aluminio, Cobre o Zinc, lo que les confiere caracteristicas
importantes para su efecto fototoxico. Son de facil preparacién y se caracterizan
por absorber en la region roja del espectro entre 670 y 780 nm. (Konan et al.,
2001, Wainwright, 2008; Allison & Sibata, 2010).

Las Pc presentan grandes ventajas con respecto a otros PS, entre las que se
encuentran: Retencion selectiva en el tejido afectado, facil sintesis, resistencia a la
fotodegradacién quimica, larga vida media en el estado de triplete fotoexcitado
(fundamental para la produccién de ERO) y baja toxicidad en la oscuridad.
(Rosseti et al,, 2011).

En las dltimas décadas, las Pc han sido ampliamente estudiadas, encontrando que

tienen la propiedad de ser retenidas en el tejido blanco y esto proporciona una

gran capacidad fotoselectiva en la destruccion de tumores, con dafios minimos a
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las células sanas (Yslas et al., 2009). La PcAICI es un FS quimicamente estable,
altamente lipofilico, con un peso molecular de 574,96 g/mol. Ha demostrado ser
altamente eficaz en la destruccion de células tumorales, siendo menos activa en
células normales. En un estudio realizad por Kyriazi en 2008, en un modelo murino
de carcinoma de piel no melanoma, se demostro la afinidad de la PcAICI por las
células tumorales, encontraron que este PS se absorbié 40 veces mas y penetrd
19 veces mas profundo en los tejidos tumorales que en la piel normal, lo cual dié

lugar a la remision completa del tumor en el 60% de los ratones.

1.6.3 Terapia fotodindmica en el tratamiento de la LC. La combinacion de luz y
guimicos para el tratamiento de las enfermedades de la piel ha sido una practica

muy empleada en dermatologia en los dltimos afios (Kalka et al., 2000).

Kassab et al., 2000, evaluaron la capacidad de penetracion a la piel de la PcZn en
una formulacion en gel, aplicada topicamente a ratones sanos; encontrandose
distribuida en las diferentes capas de la epidermis, sin detectar rastros de PcZn en
sangre ni en higado; determinaron mediante estudio histopatol6gico que en

ausencia de luz no se evidenciaba dano tisular.

Dutta et al., 2005, determinaron que los promastigotes y amastigotes axénicos de
L. (L.) amazonensis, fueron mas sensibles a bajas concentraciones de PcALCI
(5ug/mL), que los macréfagos J774, sugiriendo el potencial selectivo de la PcAICI

contra Leishmania.

Akilov et al., 2006, compararon la acumulacion de dos FS de la familia de
benzofenoxazinas y dos porfirinicos a nivel intracelular en L. major, encontrando
que los primeros se acumulaban mas a nivel intracelular, debido a su caracter

aniénico y a su alta hidrofobicidad.
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Escobar et al. 2006, determinaron la actividad fotodinamica de la PcAICl y la PcZn
in vitro, en promastigotes de L. (V.) panamensis y L. infantum, concluyendo que la
TDF seria una importante estrategia en el tratamiento de leishmaniasis.

Se conoce la actividad fototéxica de la PcAICI in vivo e in vitro contra amastigotes
y promastigotes de L. (L) amazonensis (Escobar et al.,2006., Dutta et al.,2007
Hernandez, 2010).

Se ha comprobado la actividad fototoxica de la PcZn en formulacion liposomal, in
vitro contra amastigotes y promastigotes de L. (V.)braziliensis; ademas se
determind la adecuada penetracibn en la piel, cuando fue aplicada en una

formulacion liposomal (Montanari et al.,2010).

Hernandez., 2010, comprobo que la TFD-PcAICI en hamsters infectados con L. (L)
amazonensis, curo las lesiones, pero no elimind completamente los amastigotes
del sitio de la lesidn; sugiriendo la necesidad de optimizar otras formulaciones con

PcAICI, a otras concentraciones.

Somenci et al.,, 2011, investigaron la eficacia de la terapia fotodinAmica (TFD)
utiizando como FS, azul de metileno en hamsters infectados con L. (L)
amazonensis; encontraron que el tratamiento promueve la disminucion en el
tamafio de las lesiones y la reduccién en la carga parasitaria en los ganglios
linfaticos regionales; siendo esta una terapia es muy prometedora por su bajo

costo y facil administracion.

Taylor et al., 2011 han demostrado que la TFD utilizando como FS los Cetales de
carbaporfirina, es efectiva contra L. tarentolae in vitro. Determinaron ademas que
su incorporacion dentro de liposomas disminuye notablemente su toxicidad. In
vivo, en hamsters infectados encontraron reduccion del tamafo de la lesion y los
analisis histopatolégicos y frotis evidenciaron que la carga parasitaria fue

disminuida sin la presencia de efectos toxicos.
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2. OBJETIVOS

2.10BJETIVO GENERAL
Determinar la permeacion y retencion de la PcAICI en los diferentes estratos de la

piel humana sana, para su optimizacion en formulaciones topicas en LC.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la permeacion de la PcAICI en piel humana sana, aplicada en

solucion y como nanoemulsion.

e Determinar la retencion de la PcAICI en los diferentes estratos piel humana

sana, aplicada en solucién y como nanoemulsion.

e Determinar las caracteristicas histopatologicas de las ulceraciones
cutaneas croénicas por leishmaniasis cutanea y por causas diferentes a ésta,
como aproximacién al comportamiento de las formulaciones topicas en la

ulceracién crénica por leishmaniasis cutanea.
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3. METODOLOGIA

La metodologia llevada a cabo para realizar el presente trabajo, se desarroll6 en
dos fases. La primera fase consistio en la realizacion de ensayos de permeacion
transdérmica utilizando el sistema de celdas de Franz, en los que se emple6 como
membrana piel humana sana y donde se probaron dos formulaciones de PcAICI,
una en solucion (F1) y otra en nanoemulsion (F2). En la segunda fase se realiz6
un estudio de las caracteristicas histopatologicas presentes en biopsias de piel de
pacientes con ulceraciones cronicas con diagndstico de LC y de otras ulceraciones
cronicas de etiologia diferente. Los ensayos de permeacion transdérmica, que
incluyeron también estudios de retencion, se realizaron de acuerdo a las
indicaciones proporcionadas por el Profesor Eduardo Ricci, de la Facultad de
Farmacia, Universidad de Rio de Janeiro (Comunicacion personal: marzo, 2011), y
segun protocolo de Primo et al., 2008. El procesamiento y lectura de las biopsias
se realizd en el laboratorio del departamento de patologia, Escuela de Medicina de
la Universidad Industrial de Santander (UIS), con el apoyo y asesoria del Profesor
Julio Cesar Mantilla. Los experimentos con celdas de Franz, se realizaron en el
laboratorio de quimioterapia del CINTROP, ubicado en la sede UIS Guatiguara. En

la Figura 5 se expone el disefio metodolégico desarrollado en el este trabajo.
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Figura 5. Disefio metodoldgico.
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3.1 FORMULACIONES DE FTALOCIANINA DE ALUMINIO CLORADA (PcAICI).

Se utilizaron dos formulaciones de ftalocianina de aluminio clorada (PcAICI)
obtenida de Sigma Aldrich® (St. Louis, MO, USA), las cuales fueron identificadas
como F1(Solucion) y F2 (Nanoemulsion). La Tabla 5 muestra la estructura quimica

y molecular de la PcAICI.
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Tabla 5.Caracteristicas quimicas y moleculares de la PcAICI.

PESO FORMULA
ESTRUCTURA MOLECULAR MOLECULAR
QUIMICA

N Q—: M
m r?/CI é@ 574,96 g/mol C32H16AICINg
N—al— N
b y

N E,' E-—-;._ N

La F1, fue preparada segun protocolo de Kyriazi et al, 2007; de la siguiente

manera: en un tubo ambar tapa rosca de 4,5 mL, se pesaron 2,5 mg de PcAICI,
que fueron disueltos en una mezcla que contenia 357 pL de dimetilsulféxido,
(DMSO, Carlo Erba Reagenti, Rodano, Italia), 214 uL de Tween 80 (Sigma Aldrich)
y 429 pL de agua tipo |, de esta manera se obtuvo una soluciéon madre de PcAICI,
a partir de la cual se prepar6 la F1 a una concentracién de 100 uM. Se prepar6
ademas una solucién con todos los componentes anteriormente descritos pero sin
la PcAICI, a la cual nos referiremos como vehiculo de la F1, con el fin de ser

utilizada como control en los ensayos con celdas de Franz.

La F2, compuesta por una fase acuosa y una fase oleosa, fue preparada utilizando
técnicas de ultrasonicacion. La nanoemulsion fue diluida en agua (1:50) antes de
cada medicién. Se determiné la concentracién de PcAICI mediante espectrometria
de fluorescencia, utilizando el fluorémetro Perkin Elmer L55, USA, a una longitud

de onda de excitacion de 670 nm y emision de 682 nm.
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En el presente trabajo se utilizaron las formulaciones F2, con cédigo F2-a 'y F2-9,
asignados por su fecha de preparacién. Todas las formulaciones F2 tienen los
mismos componentes y fueron preparadas de la misma manera.

Se utilizo el vehiculo de la F2 (nanoemulsién sin la PcAICIl) como control para los

ensayos con celdas de Franz.

Las soluciones preparadas se mantuvieron en refrigeracion, protegidas de la luz y

su concentracion fue determinada por fluorometria.

3.1.1 Curvas de calibracion de PcAICI. Se realizaron curvas de calibracion de
PcAICI en DMSO, etanol y buffer fosfato salino (PBS 7,4) en Sodio dodecil de J.T.
Baker® al 2%. Para realizar las curvas de calibracion, se preparé una solucion
madre de PcAICI diluida en DMSO, a partir de la cual se hicieron las curvas en los

solventes mencionados.

Para la curva de calibracion de PcAICI en DMSO, se hicieron nueve diluciones 1:2
desde 50 nM hasta 0,19 nM, utilizando como diluente el DMSO. Sus rangos de
deteccidn se encontraron en concentraciones entre 22,676 a 353,172 nM, con un
coeficiente de correlacion de 0,999%. La ecuacion de la recta fue Y =6,59 x
+20,87. Se utiliz6 esta curva de calibracion para todas las lecturas de PcAICI en

DMSO, utilizando siempre como blanco el DMSO.

Para la curva de calibracién de PcAICI en etanol, se realizaron nueve diluciones
1:2 desde 50 nM hasta 0,19 nM, utilizando como diluente el etanol. Sus rangos de
deteccion se encontraron en concentraciones entre 4,171 a 254,598 nM, con un
coeficiente de correlacion de 0,998%. La ecuacion de la recta fue Y = 5,061 x +
5,673. Se utilizo esta curva de calibracion para todas las lecturas de PcAICI en

etanol, utilizando siempre como blanco el etanol.

58



Para la curva de calibracion de PcAICI en PBS (pH 7,4)-SDS 2%, se realizaron
nueve diluciones 1:2 desde 50 nM hasta 0,19 nM, utilizando como diluente el PBS
en SDS 2%. Sus rangos de deteccion se encontraron en concentraciones entre
0,73 a 139.955 nM, con un coeficiente de correlacion de 0.9991 %. La ecuacion de
la recta fue Y = 2,774 x +2,802. Se utilizé esta curva de calibracion para todas las
lecturas de PcAICI| en PBS 7,4 -SDS 2%, utilizando siempre como blanco el PBS
7,4 -SDS 2%.

3.1.2 Espectros de emision y absorcion de la PcAICI. Se realizaron los
espectros de absorcion y de emision de fluorescencia de la PcAICI en las dos
formulaciones utilizadas, con los diferentes solventes. Para esto se tomaron 10 pL
de las formulaciones y se diluyeron con cada uno de los diferentes solventes,
ajustando a un volumen de 3 mL.

El espectro de absorcién se realizd en el espectrofotometro Shimadzu UV Vis
2401, Canada, con el Software UV Probe Vis. Las lecturas se realizaron a una
longitud de onda de 250-800 nm, velocidad de escaneo media, intervalo de
medicion 1 nm y ancho de endija 1 nm.

El espectro de emisién de fluorescencia, se realiz6 en el espectrofluorometro
Perkin Elmer L55, fijjando rangos de emisién a una longitud de onda inicial de
374nm vy final de 800nm; la longitud de onda de excitacion fue 364 nm, a una

velocidad de escaneo media y un ancho de endija de 10nm.

3.2 OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE FRAGMENTOS DE PIEL.

3.2.1 Condicionamientos éticos. Para la obtencion de los fragmentos de piel
humana, se cont6 con la aprobacion del Comité de Etica de para la investigacion
cientifica de la Universidad Industrial de Santander (UIS), con el cédigo CB 12012.
Segun la Resolucién 008430 de Octubre 4 de 1993, se clasifico en la categoria de

RIESGO MIINIMO, ya que se requirieron segmentos de piel abdominal de
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pacientes sanos, de género femenino, entre 25 y 45 afios de edad, que se
sometieron a cirugia estética o de correccidén de eventraciones.

Estos fragmentos de piel fueron adquiridos con el apoyo de un cirujano plastico y
un cirujano general, quienes se comprometieron con la consecucion de estos
tejidos. Explicaron a las pacientes el consentimiento informado y nos dieron
detalles de la fecha y hora de la cirugia, para que por nuestra parte estuviera todo
dispuesto para el inmediato transporte y procesamiento de los tejidos donados.

La piel utilizada en este proyecto fue obtenida de procedimientos quirdrgicos
realizados en el Hospital Universitario de Santander (HUS), asi como en la clinica
el Pinar, que es una institucion de caracter privado, dedicada a la cirugia estética.

3.2.2 Procesamiento de la piel. Una vez extraida, la piel se colocé dentro de una
bolsa ziploc, en una nevera de icopor con hielo seco, bajo condiciones de asepsia,
y se llevé inmediatamente al laboratorio. Para iniciar su procesamiento, la piel fue
lavada con suero fisiol6gico, se tomd muestra para biopsia, la cual fue conservada
en formol buferado (formalina 10%, formaldehido 35%-40%, agua destilada,
fosfato de sodio monobasico, fosfato de sodio dibasico). La piel se colocd sobre
una Tabla de diseccién previamente cubierta con papel aluminio. En la Figura 6 se
muestran los pasos seguidos para la preparacion de la piel. La piel se fijo con
alfileres en los bordes, manteniendo el EC en contacto con el aluminio (Figura 6A).
Se procedio6 a la remocion del tejido graso subcutaneo, con el uso de un equipo de
diseccion (Figura 6B), hasta conseguir solo la capa de piel. Durante la remocién
del tejido graso, la piel se mantuvo hidratada mediante la humidificacion con una
gasa impregnada de suero fisioldgico de la casa comercial Baxter®. Una vez la
piel estuvo desprovista de tejido graso, se retiraron los alfileres, la piel fue lavada,
se estiré al maximo posible y se envolvio en parafilm (Figura 6C y D); este a su
vez se cubrié con papel aluminio, para su almacenamiento a -20°C. Las muestras
de piel preparadas bajo este protocolo podran almacenarse hasta por 3 meses.
(WHO, 2006).
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Figura 6: Preparacion de la piel humana para los ensayos con celdas de Franz.
(A). Ubicacion de la piel en la Tabla de diseccion previamente cubierta con papel
aluminio, se fij6 con alfileres en los bordes, con el Estrato cérneo (EC) en contacto
con el aluminio. (B). Remocion del tejido graso subcutaneo, con un equipo de
diseccion. (C y D). Fragmentos de piel listos para almacenar, luego de la remocién
completa del tejido graso, la piel se estird y se cubrié con parafilm, se envolvié a

su vez con aluminio y se almacen6 a -20°C.
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3.2.3 Biopsias de piel. Se tomé biopsia a la piel obtenida para los ensayos en
diferentes tiempos de la siguiente manera: antes de proceder a la remocién del
tejido graso subcutaneo (piel recién resecada), luego de la remocion del tejido
graso, después de la descongelacion (antes de su montaje en las celdas de
Franz), y luego de experimentos de 12 y 24 horas con celdas de Franz. Las
biopsias fueron conservadas en formol buferado. Se realizaron cortes de la piel los
cuales fueron coloreados con hematoxiliana-eosina (H-E). El procesamiento de las
biopsias se realizdé segun lo descrito en el manual de procesos y procedimientos
del laboratorio del departamento de patologia de la escuela de medicina de la
Universidad Industrial de Santander (UIS).

3.3. ENSAYOS DE PERMEACION DE PcAICI EN PIEL HUMANA.

Los ensayos de permeacion en piel humana se realizaron segun lo descrito por
Primo et al., 2008. Se utilizaron celdas de Franz de Permegear® USA, en donde
se evalud la permeacion y retencion de las formulaciones F1 y F2 en la piel
humana. Los ensayos se llevaron a cabo durante 12 horas, realizando muestreos
a la hora cero, 4, 8, 10 y 12 de cada experimento. Se realizaron 4 ensayos con la
F1 con un tiempo final de 12 horas. Se realizaron 6 ensayos con la F2 con un

tiempo final de 12 horas.

3.3.1 Membranas. El fragmento de piel a utilizar como membrana, se saco del
congelador y se dejo a temperatura ambiente durante 1 hora. Se cortaron discos
de piel de 1,77 mm de diametro. Se tomo biopsia para analisis histopatolégico de

la piel conservada y se analiz6 segun lo descrito anteriormente (numeral 3.2.3).
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3.3.2 Celdas de Franz. En la Figura 7 se muestra la representacion del sistema
de celdas de Franz. La Figura 7A y B, muestra la celda de difusién de Franz, la
cual consta de dos compartimientos, una camara donadora y una camara
receptora. En el primero, se adiciona la formulacion a evaluar, en el segundo se
incorpora el medio receptor. La cAmara receptora, se encuentra rodeado por una
chaqueta de agua que estabiliza la temperatura durante el experimento; posee
ademas un puerto de muestreo, por donde se extrae el medio receptor para

determinar la permeacion del compuesto a lo largo del ensayo.

En medio de los dos compartimientos, se coloca la membrana, en este caso la
piel, y se aseguran ambos compartimientos por medio de una pinza, como se
muestra en la Figura 7B. En un agitador (stirrer), se ubican las seis celdas de
Franz, las cuales van unidas a este por medio de mangueras, Figura 7C, que
hacen el llenado y recirculacion en la chaqueta de agua. El agitador, se encuentra
a su vez conectado con un bafio recirculante referencia Lauda Brinkmann Ecoline
RE 106, USA, al que previamente se le ha estabilizado la temperatura a 32°C,
Figura 7D.

63



Figura 7: Representacion del sistema de celdas de Franz. (A y B) Celda de
difusion de Franz con sus partes. (C) Agitador (stirrer), donde se ubican las seis

celdas de Franz, las cuales van unidas a este por medio de unas mangueras, (D)

Agitador conectado con el bafio recirculante.
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3.3.3 Procedimiento. Se instal6 el equipo para el ensayo con celdas de Franz, se
verifico el completo llenado de la chaqueta de agua de las celdas. Previa
colocacion de la barra magnética en la camara receptora de la celda, se realiz6 el
llenado de éste compartimiento con 3 mL de PBS 7,4 SDS 2%, a cada una de las
6 celdas. Se ubico la piel en la celda, colocando el EC hacia arriba, (en contacto
con la cdmara donadora). Se colocé encima de la piel, la camara donora y se
aseguro con la pinza. A partir de este momento, se esperd una hora para que todo
el sistema se estabilizara a 32°C.

Luego se procedio a la incorporacion de 0,3 mL de la formulacién a evaluar (F1 o
F2) en la camara donora de las celdas 2, 3, 4,5y 6. A la celda 1 se colocaron 0.3
mL del vehiculo (la formulacion sin PcAICI), la cual fue evaluada como control del
experimento, Tabla 6. Todas las camaras donoras se cubrieron con suficiente

papel aluminio para protegerlas de la luz durante todo el ensayo.

Tabla 6. Formulaciones evaluadas en los ensayos con celdas de Franz y sus

controles.

FORMULACION CONTROL
F1 (Solucién) Vehiculo F1
F2a (Nanoemulsion) Vehiculo F2a
F2-9 (Nanoemulsion) Vehiculo F2-9

Seguidamente, se extrajeron 0,3 mL del puerto de muestreo de la solucion
receptora de cada una de las seis celdas, la cual se considerd la hora cero del
ensayo. El volumen extraido de cada celda se incorporé en un tubo ambar tapa
rosca y se conservd para su cuantificacion. Se utilizO un catéter Rymco # 14,
adaptado a una jeringa de 5 mL para cada una de las celdas para todo el ensayo.

El puerto de muestreo se mantuvo cubierto con parafilm.
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Se tomaron muestras de la misma manera a las horas 4, 8, 10 y 12 del ensayo.
Cada vez que se extrajeron 0,3 mL del puerto de muestreo de la camara
receptora, se repuso el volumen extraido con medio receptor fresco (0,3 mL PBS-
SDS 2%).

Se determin6 por fluorometria la concentracion de PcAICI en cada uno de los
muestreos del ensayo de permeacion, con espectros de excitacion de 670 nm y
emision de 682 nm.

Se utilizé una curva de calibracion de PcAICl en PBS 7,4 -SDS 2%. Los resultados

fueron expresados como concentracion de PcAICI en nM.

3.4. ENSAYO DE RETENCION DE PcAICI EN PIEL HUMANA SANA

Al completar las 12 horas del ensayo de permeacion, se retird la piel utilizada
como membrana en cada una de las celdas, con el fin de evaluar la retencion en el
EC por el método de tappe stripping y en epidermis dermis mediante un macerado
del tejido luego de retirar el EC con las cintas. (Primo et al., 2008). Se realizaron 4
ensayos con la F1 con un tiempo final de 12 horas y 6 ensayos con la F2 con un

tiempo final de 12 horas

3.4.1 Método de las cintas adhesivas o Tape stripping. La concentracion de
PcAICI retenida en el EC se determind por el método de tappe stripping segun lo
descrito por Primo et al., 2008. Se cortaron 15 cintas Scotch 310 Magic Tape de
3M®, del tamafio del orifico central de la camara donora. La piel proveniente del
ensayo con celdas de Franz se lavé con solucion salina y se corto la parte central
gue estuvo en contacto con la cAmara donora y la receptora. Se coloco la primera
cinta con la ayuda de una pinza y se hizo presion con la pesa provista para tal fin
durante 30 segundos. Se despegl y se incorporo la cinta en un tubo ambar que

contenia 3 mL de etanol. Se realiz6 el mismo procedimiento con las 14 cintas
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restantes y se incorporaron todas en el mismo tubo &mbar tapa rosca. Se realizo
el mismo procedimiento con la piel de las seis celdas. Se dej6 en agitacion durante
toda la noche y al dia siguiente se cuantificO la PcAICI por fluorometria, con
espectros de excitaciéon de 670 nm y emision de 682 nm. Se utilizé una curva de
calibracion de PcAICI en etanol, cuyos rangos de deteccidbn se encuentran en
intensidades entre 4,171 a 254,59 nM. Los resultados fueron expresados como

concentracion de PcAICI en EC, en nm/cm?.

3.4.2 Retencidn de PcAICI en epidermis y dermis (E+D). La concentracién de
PcAICI retenida en E+D se realizé segun lo descrito por Primo et al., 2008. Luego
de la completa remocién del estrato corneo con las cintas adhesivas, el tejido
restante se cortd en pequefios trozos, se macero y se adicion6 en un tubo ambar
tapa rosca que contenia 3 mL de etanol. Se realizé el mismo procedimiento con la
piel de las seis celdas. Los tubos se dejaron en agitacion durante toda la noche y
al dia siguiente se cuantifico la concentracion de PcAICI por fluorometria, con
espectros de excitaciéon de 670 nm y emisién de 682 nm. Se utilizé una curva de
calibracion de PcAICI en etanol, cuyos rangos de deteccidon se encuentran en
intensidades entre 4,171 a 254,59 nM.

3.5 VALORACION HISTOLOGICA DE LA PIEL DESPUES DE LOS
EXPERIMENTOS.

Segun lo descrito en el numeral 6.3.3, se realiz6 el montaje de un ensayo con
celdas de Franz a 12 horas y otro a 24 horas, aplicando la F1 y la F2 de la
siguiente manera: Celda 1 Vehiculo F1, celda 2 y 3 F1, Ceda 4 Vehiculo F2,
celdas 5 y 6 F2. Transcurridos los tiempos de cada ensayo, se recolectaron los
discos de piel utilizada como membrana, y se conservaron en formol buferado
para su estudio histopatoldgico. Se realizaron cortes histolégicos y se colorearon

con H-E.
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Se realizd lectura al microscopio Optico. Se realizo registro fotografico de las

imagenes observadas.

3.6. ANALISIS HISTOLOGICOS EN PIEL CON ULCERACIONES.

Se realiz6 el andlisis histolégico de biopsias de piel de individuos con ulceraciones
cronicas con diagnostico de leishmaniasis cutanea (LC) y por causas diferentes a
la LC.

3.6.1 Adquisicién de las biopsias de piel. Se consiguieron preparaciones de
piel de pacientes confirmados con LC y con otras ulceraciones por causa diferente

a LC, en forma de bloques de parafina o como laminas coloreadas con H-E.

Las muestras de piel embebidas en bloques de parafina fueron obtenidas en el
laboratorio del Dr. Julio Cesar Mantilla; procedentes de pacientes a quienes se les
practico biopsia de lesiones cutaneas crénicas, en algunos casos con diagndstico
compatible con LC. Estos tejidos fueron nuevamente embebidos en parafina de
Leika Microsystems®. Se realizaron cortes en microtomo RM2135 de Leika
Microsystems® y se colorearon con H-E.

Las biopsias de piel coloreadas con H-E fueron obtenidas en el laboratorio de
histocitopatologia del Dr. Alfredo Acevedo, quien nos facilitd las preparaciones con
el diagnéstico de LC.

3.6.2 Variables estudiadas. Se analizaron variables a nivel de la epidermis,
dermis e hipodermis.

En epidermis las variables fueron:

Variable 1 Acantosis: Lesion epidérmica debida a una multiplicacion exagerada o

hipertrofia de las células del cuerpo de Malpighi.
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Variable 2 Ulceracion: Formacién de una lesidn en la piel o en la superficie de un
organo. Una ulcera se forma cuando las células superficiales mueren y se
desintegran.

Variable 3 Hiperqueratosis: Se debe a una acumulacion excesiva de queratina
en las capas externas de la piel. El engrosamiento de la piel la protege de la
friccion, la presion y la irritacion.

Variable 4 Paraqueratosis: Alteracion de la queratinizacion en la que desaparece
el estrato granuloso y persisten los nucleos en el estrato cérneo.

Variable 5 Atrofia: Disminucion importante del tamafio de la célula y del érgano
del que forma parte, debido a la pérdida de masa celular, estas células muestran
una disminucion de su funcion.

Variable 6 Espongiosis: Se debe al edema intraepidérmico, aparece como
espacios en las tinciones habituales. Se observa sélo como la separacion de las
células epidérmicas, especialmente de las del estrato de Malpighi, observandose

como pequeiias vesiculas.

Con respecto a los cambios a nivel de la dermis e hipodermis, las variables
estudiadas fueron:

Variable 7 Infiltrado granulomatoso: Es una reaccién de hipersensibilidad tipo
IV. Es la respuesta inespecifica a una agresion externa, mediada por los linfocitos
T y sus productos solubles; se trata de un reclutamiento de linfocitos T
sensibilizados e inducidos a producir citoquinas que mediaran la inflamacién local.
Se observa una inflamacion productiva organizada constituida por células
gigantes, células epitelioideas y una corona de linfocitos que las rodea. Este tipo
de respuesta ocurre en tejidos conectivos vascularizados y se da con el fin de
aislar y destruir el agente causal, asi como de reparar el tejido u érgano dafado.
Variable 8 Tipo celular presente en el infiltrado: linfocitos, plasmocitos,

polimorfonucleares, histiocitos, eosinofilos, células gigantes.
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Variable 9 Fibrosis: formacion o desarrollo excesivo del tejido conectivo fibroso
en un organo o tejido, el cual se presenta como consecuencia de un proceso
reparativo o reactivo.

Variable 10 Estado de los vasos sanguineos: vasos proliferativos, eritrocitos
extravasados y endotelio prominente.

Variable 11 Presencia de amastigotes.

3.6.3 Lectura y analisis de las muestras. Se realizd la lectura de las
preparaciones histologicas por 3 observadores diferentes, utilizando microscopio
optico. En total fueron examinadas 22 biopsias.

Los resultados fueron registrados en un formato para lectura de biopsias. Se
determind una escala cualitativa con cruces asi: 1+ (Leve), 2+ (moderado), 3+
(severo). Para los amastigotes 0 (ausencia) y 1 (presencia).

Se realiz6 registro fotografico de los hallazgos histolégicos mas relevantes.

3.7 ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico de los experimentos de retencién en EC y Epidermis +
Dermis, con las formulaciones F1 y F2, se realiz6 mediante el software SPSS
version 19.0, utilizando como herramientas estadisticas las pruebas no
paramétricas de Kruskal Wallis y de Mann Whitney.

Las variables analizadas en este trabajo fueron: Formulaciones (F1 y F2), tiempo
de los experimentos y capas de la piel (Estrato corneo, epidermis, dermis).

Los resultados obtenidos en el estudio de comparacion histologica se procesaron
en el software Stata 10.0, de cuyo analisis se obtuvo el indice Kappa corregido(K)

para cada una de las variables estudiadas.
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4. RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LA PcAICI EN LAS
FORMULACIONES UTILIZADAS.

4.1.1 Espectros de absorcion y emision de fluorescencia. Se realizaron los
espectros de la PcAICI en las formulaciones, utilizando como solvente el DMSO,
etanol y PBS-SDS 2%. Los espectros de absorcion y emision de la PcAICI en las
formulaciones utilizadas, con los diferentes solventes, se muestran en las Figuras

8 y 9 respectivamente.

La PcAICI diluida en los diferentes solventes utilizados, mostr6é picos maximos de
absorcién a 680 nm, cuando se utilizaron como solventes el etanol y el DMSO, se
mantuvieron sus bandas caracteristicas Soret de 300 a 380 nm y su banda Q de
600 a 700 nm. Cuando se utiliz6 como solvente el PBS-SDS 2%, se mantuvo la
banda Soret, pero la banda Q, no se evidencié de forma caracteristica, como se
muestra en la Figura 8-A.

Comparando ambas formulaciones, se puede observar que la F1 mostré mayor
absorbancia que la F2 en todos los solventes utilizados, el solvente que mostro
menor absorbancia en las dos formulaciones, fue el PBS-SDS 2%.

El espectro de emision de fluorescencia realizado a F1 y a F2 en los solventes,
mostr6 comportamiento similar para las dos formulaciones, observandose su
maxima emision a una longitud de onda de 680 nm, para el DMSO y para el
etanol. El espectro de emision de las formulaciones en PBS 7,4 -SDS 2%, mostro

dos picos, presentando su maxima emision a 730 nm.
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Figura 8. Espectro de absorcion de la PcAICI en los diferentes solventes.

A. Formulacion 1, B. Formulacion 2.
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Figura 9. Espectro de emision de fluorescencia de la PcAICI en los diferentes

solventes. A. Formulacién 1, B. Formulacion 2.
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4.1.2 Concentracion de PcAICI en Fl1 y F2. Al realizar estudios
espectrofluorometria a una longitud de onda de emision de 686nm y excitacion de
670nm, con cada una de las formulaciones en diferentes tiempos después de su
preparacion, se encontr0 que las concentraciones de PcAICI obtenidas no
presentaron modificaciones. Igualmente al extrapolar estas intensidades en la
curva de calibracion en DMSO, se observo que la concentracién de PcAICI en las

formulaciones mantuvo valores muy proximos al inicial.

Esto demostré que las formulaciones F1 y F2 que se utilizaron durante el
desarrollo del presente trabajo, tuvieron una concentracion de PcAICI estable,
comparando la concentracién obtenida el dia de su preparacién y en los dias 3, 5,
10, 14, 20 posteriores a ésta. La Tabla 7 muestra las concentraciones de PcALCI

en las formulaciones en los diferentes dias.
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Tabla 7. Concentracion de PcAICI en las formulaciones. Se muestran las
intensidades y concentraciones obtenidas al analizar la F1 y F2 por fluorometria

(longitud de onda de excitacién 670 nm, emisién 686 nm).

FORMULACION Dia Intensidad Concentracion

1 270,46 109,21

3 263,35 103,32

F1 5 272,81 113,93
10 266,94 107,49

14 259,01 101,50

20 269,31 109,01

1 290,93 168,02

3 294,65 169,24

2 a 5 288,97 161,02
10 289,71 155,14

14 292,87 167,07

20 288,15 156,93

1 301,54 187,33

F29 3 305,94 193,31
5 311,32 202,92

10 309,56 201,65

14 300.02 186,92

20 300,26 188,59

4.2. PIEL ABDOMINAL OBTENIDA PARA SER UTILIZADA EN LOS ENSAYOS
CON CELDAS DE FRANZ.

El procedimiento realizado para la obtencidn y procesamiento de los fragmentos
de piel que se utilizd como membrana en los ensayos de permeacion y retencion,
mostré a nivel macro y microscopico, que la piel se encontraba en condiciones

adecuadas para ser utilizada en este tipo de ensayos.

Se obtuvieron fragmentos de piel procedentes de mujeres sanas, entre 25 y 45

afos de edad, que no presentaran afecciones dermatolégicas y que se sometieron
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a cirugia estética o de correccion de eventraciones. Desde el punto de vista
macroscopico, la piel present6 un color normal. Durante el desarrollo del trabajo se
obtuvo la piel de tres pacientes, la piel cédigo 0, no se utilizd en los experimentos
debido a que se obtuvo con mucha anticipacion al inicio de la fase experimental,
por lo que se decidio realizar los ensayos con la piel 1y 2, recolectadas al inicio de

los experimentos.

A nivel microscopico, la piel obtenida evidencié un patrén histoldégico normal, esto
fue corroborado mediante la lectura de las biopsias de piel recién resecada y luego
de hasta 3 meses de su congelacion a -40°C (envuelta directamente en parafilm y
este cubierto con papel aluminio, dentro de una bolsa con cierre hermético). Las
biopsias fueron coloreadas con H-E, se consider6 un patrén histolégico normal
cuando se observé que las diferentes capas de la piel presentan una disposicion

normal, en sus aspectos celular y estructural, como se muestra en la Figura 10.

En epidermis, desde su capa mas profunda, se observd el estrato basal o
germinativo, donde se encontraron las células cilindricas dispuestas generalmente
en una hilera, tefiidas intensamente con la hematoxilina, seguidamente, en el
estrato espinoso, se observaron células ligeramente aplanadas, estas células se
tineron de forma muy tenue con la hematoxilina, observdndose de color rosa
palido. En el estrato granuloso, se evidenciaron células con un citoplasma que
contiene granulos basoéfilos gruesos, estas células se tifieron de forma intensa con
la hematoxilina, observandose de color pardo negruzco a azul intenso. Luego se
encontro6 el estrato licido compuesto de una fina capa de células, con alta afinidad
por la eosina. Por ultimo, el estrato cérneo, que se tifid Unicamente por la eosina,
dado que esta conformado por células que no tienen nucleo.

En la dermis se reconocieron dos capas: la superficial o capa papilar, que es laxa
y pueden apreciarse en esta capa los entrantes correspondientes a la epidermis,

gue se conocen como papilas dérmicas; y la capa reticular, mas profunda y densa.
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Las caracteristicas anteriormente descritas para la piel normal, se muestran en la

Figura 10

Figura 10. Microfotografias de biopsias de piel obtenida para ensayos de
permeacion y retencion.(A y B). Piel abdominal recién resecada, aumento 10x y
40x respectivamente. (C y D). Piel abdominal luego de 3 meses de congelacion,

aumento 10x y 40x respectivamente.

A B

E: Epidermis; D: Dermis, DP: Dermis papilar, DR: Dermis reticular, EC: Estrato

corneo, L: Estrato lGcido, EB: Estrato basal.
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Teniendo en cuenta lo descrito como patrén histolégico normal, podemos decir
que no se evidencian cambios microscopicos ni macroscopicos relevantes en las
pieles congeladas durante 3 meses, comparado con las caracteristicas que estas

presentaban el dia de su procesamiento.

4.3. PERMEACION DE LA PcAICI EN PIEL HUMANA

El tratamiento ex vivo de membranas humanas con las formulaciones F1 y F2, en
el sistema de celdas de difusion de Franz, no evidencio la presencia de PcAICI en
el medio receptor, al realizar los muestreos a las horas 0, 4, 8, 10 y 12 de los
ensayos de permeacion. Como se describié en materiales y métodos, en cada
experimento se utilizaron seis celdas, de las cuales cinco contenian la formulacion
a evaluar y una fue utlizada como control (vehiculo de la formulacion). El
resultado fue el mismo para todas las formulaciones de PcAICI evaluadas, tanto en
la solucién (F1) como en nanoemulsion, F2; indicando que en ninguna de estas
formulaciones la PcAICI pudo atravesar completamente la piel. Estos ensayos
fueron realizados en un tiempo de 12 horas, utilizando la piel de dos donantes
diferentes. Con la solucion F1 se realizaron 4 ensayos por 12 horas, con la
nanoemulsién F2 (cédigo F2-9) se realizaron 3 ensayos y con la nanoemulsion F2
(codigo F2a) se realizaron 3 ensayos, por 12 horas, como se muestra en la Tabla
8.

Dado que no hubo permeaciéon de PcAICI al medio receptor en los experimentos a
12 horas, se realizaron ensayos que incluian tiempos de hasta 24 horas con el fin
de observar si en este tiempo habia permeacion al medio receptor. Los resultados
encontrados mostraron el mismo resultado de no permeacion encontrados en los

ensayos a 12 horas.
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Algunas variables fueron estandarizadas en este trabajo, como el tiempo de
duracion de los ensayos con celdas de Franz; la temperatura, que fue siempre de
32°C ya que ésta es la temperatura de la piel; y las formulaciones a evaluar, que

fueron la solucion (F1) y la nanoemulsién, (F2a y F2-9).

Tabla 8. Total de ensayos de permeacidn y retencion realizados en el presente

trabajo.

FORMULACIONES 12 HORAS 24 HORAS TOTAL

Formulacion 1 4 1 5
Formulacion 2-9 3 1 4
Formulacion 2-a 3 0 3
TOTAL 10 2 12

Se realizaron biopsias de la piel utilizada como membrana en los ensayos de
permeacion a las 12 y a las 24 horas, con el fin de observar sus caracteristicas

histoldgicas luego de los experimentos.
4.4, RETENCION DE LA PcAICI EN LAS CAPAS DE LA PIEL HUMANA

Dado el resultado anterior, donde se demostré que la PcAICI no pudo permear al
medio receptor, se realizaron experimentos para establecer en que capa de la piel
fue retenida la PcAICI. El ensayo de retencion demostraria si la PcAICI se retuvo
en el EC o si pudo llegar hasta capas mas profundas de piel: la epidermis o a la
dermis. El total de repeticiones y las formulaciones utilizadas se presentaron en la
Tabla 8.

Para mostrar estos resultados se realizaron los célculos teniendo en cuenta el

area de la celda de Franz (de 0,196349541cm?mL), donde se obtuvieron

resultados en nM/cm? (nanomolar de PcAICI/ cm?).
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Al realizar la cuantificacibn de la PcAICI, en los ensayos a 12 horas, se
encontraron en el EC retenciones de 39,89 nM para F2-9, 44,17 nM para F2-a 'y
96,99 nM para F1. En E+D, se encontraron retenciones de 6,12 nM con F2-9, 8,48
nM para F2-ay 9,82 nM para F1. (Ver Figura 11)

Figura 11. Retencién de PcAICI en piel humana. Se presenta la retencién de
PcAICI en estrato corneo (EC) y en epidermis + dermis (E+D), en nM /cm?,

obtenida en 4 ensayos con F1, 3 con F2-9y 3 con F2-a; a 12 horas.

120
100 T
&80 -
g
60 -
s mEC
= 40 - E+D
(@]
< 20 -
g = - -
O .
F1 F2a F2-9
Formulacidn

EC: Estrato cérneo, E+D: Epidermis + Dermis, F1: Formulacién 1, F2: Formulacién 2.

La Tabla 9 muestra los estadisticos de contraste para realizar la prueba de
Kruskal-Wallis, para las variables capas de la piel (EC y E+D) y formulaciones (F1,
F2a y F2-9). La prueba Kruskal Wallis indicé la presencia de diferencias
significativas entre la retencién de PcAICl en EC y en E+D y entre los diferentes
tipos de formulaciones ya que los valores de p (0,00) son inferiores al valor de

significancia de la prueba (p<0,05).

80



Tabla 9. Estadisticos de contraste para capas de la piel. Prueba de Kruskal-Wallis,
para las variables capas de la piel (EC y E+D) y formulacién (F1y F2).

Prueba de Kruskal-Walllis

Variable de agrupacion Chi-cuadrado P
Capas de piel 74,25 0,00
Formulacion 11,54 0,00

Como se muestra en la Figura 12, en el EC se detecta una mayor retencion
promedio de PcAICI, siendo ésta de 64,016 mientras que en E+D la concentracion
promedio es de 8,3128. La Figura 13 muestra la retencién promedio de la PcAICI

en piel, con las formulaciones utilizadas.

Figura 12. Diferencia en la concentracion de PcAICI promedio en el EC y en E+D.

64,016

40,000+
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Estrato Corneo  Epidermis + Dermis
Capas de la Piel
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Figura 13. Retencion promedio de la PcAICI en piel, con las formulaciones

utilizadas.

60,000
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50,000~

40,000

30,000 327

PcAlCl [(nM/cm?)

23,007

20,000+

T T
Fi F2a F2.8
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Al realizar las comparaciones multiples (formulaciones y capas de piel, Ver Figura
14) mediante la prueba de Mann-Whitney se encuentra que existen diferencias
significativas en los resultados obtenidos cuando se aplican las formulaciones F1y
F2a, también al aplicar las formulaciones F1 y F2-9 ya que en ambos casos los
valores de p fueron inferiores al valor de significancia de la prueba (p<0,05); no se
encontraron diferencias significativas en los resultados de las retencion, al aplicar
las formulaciones F2a y F2-9 ya que en este caso los valores de p fueron

superiores al valor de significancia de la prueba (p<0,05).
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Figura 14. Incidencia entre concentraciones, capas de la piel y la formulacion
utilizada.
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F1: Formulacion 1, 2a: Formulacién 2a, F2-9: Formulacion 2-9, EC: Estrato

corneo, E+D: epidermis + dermis.

Con el anterior analisis podemos decir que: Las formulaciones F2 a y F2-9
tuvieron una similar retencion en el EC y en E+D. La formulacion que mas se

retuvo en el EC y en E+D fue la fue la F1.

4.5. VALORACION HISTOLOGICA DE LA PIEL HUMANA DESPUES DE LOS
EXPERIMENTOS.

Para conocer el estado de la piel utilizada como membrana luego de los ensayos

de permeacion, se tomaron biopsias, a las 12 y a las 24 horas del ensayo (al

finalizar experimentos), las cuales fueron procesadas y coloreadas con H-E, segun
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el manual de procedimientos del laboratorio del departamento de patologia de la
escuela de medicina UIS, como se describe en materiales y métodos.

En cada experimento se utilizaron seis celdas, en las cuales se us6é como
membrana piel humana. Una vez concluido el tiempo del ensayo, la piel se
desmonto de las celdas y se conservé en frascos con formol buferado, hasta su

procesamiento.

Las biopsias de piel luego de un experimento de 12 horas mostraron
desprendimiento parcial del EC, y una leve fragmentacién de coldgeno, que se
presenta como la disminucion en la captacion del colorante (Ver Figura 15A y
15B).

En las biopsias de piel luego de un ensayo a 24 horas, se observo el
desprendimiento casi total del EC, se evidenci6 la presencia de espacios blancos
a nivel de la epidermis, que pueden corresponder a edema intraepidérmico, se
observé alteracion en la disposicion de la células en los diferentes estratos de la
epidermis. Present6 marcada fragmentacién de colageno, que se evidencia por la
disminucion en la capacidad para captar el colorante (Ver Figura 15C y 15D).

La piel recién resecada, presentd una captaciéon normal del colorante y mostro a
nivel de la epidermis, que las células conservan su orden dentro del epitelio
estratificado (Ver Figura 10). Podemos decir que luego de un ensayo a 12 horas
se presentan los cambios antes mencionados, y a las 24 horas estos mismos
cambios se muestran de manera mas notoria, todos estos relacionados con el

tiempo que la piel estuvo en la celda de Franz.

En la Figura 15 se muestran las microfotografias de la piel luego de los ensayos

de permeacion.

84



Figura 15. Microfotografias de la piel utilizada en los ensayos de permeacion. (Ay
B) Luego de un ensayo de permeacion de 12 horas. (C y D) Luego de un ensayo

de permeacion de 24 horas.

A

o

A: Edema intraepidérmico (espacios en blanco), B: EC desprendido C: Colageno

fragmentado, D: Cambios en el epitelio estratificado EC: Estrato corneo.
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4.6. ANALISIS HISTOLOGICO EN PIEL CON ULCERACIONES.

Este estudio se realiz6 como una parte complementaria a los ensayos en piel
humana y con el propésito de dar respuesta al objetivo 3, que consistid en
“Determinar las caracteristicas histopatolégicas de las ulceraciones cutaneas
cronicas por leishmaniasis cutdnea y por causas diferentes a ésta, como
aproximacion al comportamiento de las formulaciones tépicas en la ulceracion

cronica por leishmaniasis cutanea”.

Para realizar el analisis histologico de la piel humana con ulceraciones, fue
necesario determinar las caracteristicas histolégicas de la piel normal, como se
mostré anteriormente en la Figura 10. Con el fin de comparar las caracteristicas
histopatoldgicas de las lesiones de LC, con otros tipos de ulceraciones cutaneas
cronicas no LC, se analizaron biopsias de piel coloreadas con H-E. En la Tabla 10
se muestra el origen de las biopsias analizadas asi como el diagnostico realizado
por patologia. Estas muestras fueron recolectadas como se describe en materiales

y métodos en el numeral 3.6.1.
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Tabla 10. Total de biopsias examinadas.

BIOPSIA PROCEDENCIA DX MICROSCOPICO
1 L1 Lesion en piel compatible con LC
2 L1 Lesion en piel compatible con LC
3 L1 Lesion en piel compatible con LC
4 L1 Lesion en piel compatible con LC
5 L1 Lesion en piel compatible con LC
6 L1 Lesion en piel compatible con LC
7 L1 Lesion en piel compatible con LC
8 L1 Lesion en piel compatible con LC
9 L1 Lesion en piel compatible con LC
10 L1 Lesion en piel compatible con LC
11 L2 Ulceracion cronica
12 L2 Lesion en piel compatible con LC
13 L2 Ulceracion cronica
14 L2 Ulceracion cronica
15 L2 Ulceracion cronica
16 L2 Ulceracion cronica
17 L2 Ulceracion cronica
18 L2 Ulceracion cronica
19 L2 Lesion en piel compatible con LC
20 L2 Ulceracion cronica
21 L2 Ulceracion cronica
22 L2 Ulceracion cronica

L1: Laboratorio de Histocitopatologia Dr. Alfredo Acevedo, L2. Laboratorio de

Patologia Dr. Julio Cesar Mantilla.

Para el andlisis histolégico de cada una de las biopsias, se realiz6 la observacién
detallada de las caracteristicas presentes en las tres capas de la piel: epidermis,
dermis e hipodermis. En el formato para la lectura de las biopsias, se identificé el
namero de cada biopsia. Se relacionaron de forma detallada, cada capa de la piel,
con las variables que posiblemente se pudieran encontrar en una ulceracién
cronica, como se describe en materiales y métodos. Los resultados obtenidos de
las tres lecturas se procesaron el software Stata 10.0, de cuyo analisis se obtuvo

el indice Kappa corregido (K) para cada una de las variables estudiadas. El indice
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K midi6 el grado de concordancia entre los tres observadores, segun la valoracion

indicada en la Tabla 11.

En las Tablas 12, 13 y 14, se expone el indice K corregido, obtenido para cada
una de las variables estudiadas en epidermis, dermis e hipodermis
respectivamente. Dada la baja concordancia entre los tres observadores
demostrada por el insignificante a mediano valor de K para la mayoria de las
variables (K = 0,2 a 0,4), se realizd el analisis nuevamente en el software Stata
10.0, contemplando el resultado de los observadores de forma dicotomica, es
decir teniendo en cuenta presencia o ausencia de la caracteristica a evaluar, y no
por cruces como se plante6 en la metodologia (Ver Materiales y Métodos numeral
3.6.3). Solo en algunos casos, se obtuvo un mejor indice K utilizando la forma
dicotébmica, en epidermis este indice mostro un grado de acuerdo mayor entre los
observadores para las variables: Acantosis, hiperqueratosis y paraqueratosis. Para
espongiosis, el valor de K disminuy6. (Ver Tabla 12)

En dermis, el indice K dicotbmico mostr6 un grado de acuerdo mayor entre
observadores para las variables: Infiltrado granulomatoso, histiocitos, plasmaocitos,
células gigantes, fibrosis, vasos sanguineos proliferativos y con endotelio

prominente.
En hipodermis, el K dicotomico mostr6 mayor grado de acuerdo entre los

observadores para las variables: Linfocitos, plasmocitos y vasos sanguineos con

endotelio prominente.
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Tabla 11. Escala para valoracion de Kappa.

Kappa Grado de acuerdo
<0,00 Sin acuerdo
0,00 - 0,20 Insignificante
0,21-10,40 Mediano
0,41 - 0,60 Moderado
0,61 -0,80 Sustancial
0,81-1,00 Casi perfecto

Tomado de Landis J.R., Koch G.G. (1977).

Tabla 12. indice Kappa para las variables estudiadas en epidermis.

EPIDERMIS
VARIABLE Kappa Kappa Dicotémico
Acantosis 0,293 0,431
Ulceracién 0,127 0,137
Hiperqueratosis 0,062 0,228
Paraqueratosis 0,287 0,575
Atrofia 0,467 0,467
Espongiosis 0,159 0,018
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Tabla 13.indice Kappa para las variables estudiadas en dermis.

DERMIS
VARIABLE Kappa  Kappadicotomico

Infiltrado granulomatoso 0,126 0,236
c Linfocitos 0,380 0,380
0 Histiocitos 0,348 0,633
% Plasmocitos 0,175 0,422
o PMN 0,195 0,199
E Eosinofilos 0,399 0,389
© Células gigantes 0,05 0,111
Fibrosis 0,150 0,150
Amastigotes 0,749 0,749

" Proliferativos 0,209 0,309
o O Endotelio prominente 0,331 0,505
% % Extravasacion 0,352 0,318
> 2 eritrocitos

& Dilatados 1,0 1,0

Tabla 14. indice Kappa para las variables estudiadas en hipodermis.

HIPODERMIS
VARIABLE Kappa Kappa dicotomico

Infiltrado granulomatoso 1,0 1,0
Linfocitos 0,071 0,200
S Histiocitos 0,327 0,332
2 Plasmocitos 0,405 0,555
S PMN 0,350 0,350
§ Eosinoéfilos 0,484 0,484
Células gigantes 0,308 0,301
Fibrosis 0,294 0,200
Amastigotes 0,99 0,99
" Proliferativos 0,483 0,476
9 § Endotelio prominente 0,364 0,476
§ S Extravasacion eritrocitos 0,391 0,527
§ Dilatados 0,366 0,205
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Para algunas de las variables estudiadas, se observd un grado de acuerdo
moderado entre los observadores. Por medio del analisis realizado, fue posible
establecer ciertas caracteristicas comunes entre ulceraciones por LC, en las
cuales se observo una concordancia moderada. En epidermis, la paraqueratosis;
en dermis, la presencia de histiocitos y plasmocitos, vasos sanguineos dilatados y
la presencia de amastigotes y en hipodermis, la presencia de amastigotes y el
infiltrado granulomatoso, todas estas presentes en las lesiones compatibles con
LC.

Debido a que no se obtuvo un grado de concordancia alto entre los observadores,
se describen a continuacion las caracteristicas histolégicas mas relevantes

observadas en las ulceraciones estudiadas.

4.6.1 Caracteristicas encontradas en la piel con ulceraciones croénicas
compatibles con LC. A nivel de la epidermis, se puede observar que la piel se
encuentra parcial o totalmente recubierta por una costra, evidenciando un epitelio
con extensos cambios por ulceracién y acantosis irregular. No hay atipia de
queratinocitos ni atrofia. En todos los casos se observo hiperqueratosis y

paraqueratosis moderada. Ocasionalmente se presentd espongiosis.

La dermis e hipodermis mostraron inflamacién crénica linfohistiocitoplasmocitaria
que va de moderada a severa, con formacion de células gigantes multinucleadas y
en algunos casos se observaron amastigotes al interior de los macrofagos. Se
evidencia fibrosis y vasos sanguineos dilatados, proliferativos y con un endotelio

prominente.

En la Figura 16 se presentan las caracteristicas histolégicas mas relevantes de las

lesiones compatibles con LC.
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Figura 16. Microfotografias de piel con ulceracion crénica compatible con LC.(A y
B) Piel ulcerada, aumento de 10x y 40x respectivamente, hiperqueratosis,
acantosis y espongiosis; (C y D) Infiltrado dérmico denso, presencia de histiocitos,
linfocitos y plasmocitos. 10x y 40x respectivamente. (E) Amastigotes dentro de los
macréfagos, infiltrado severo. Aumento 40X. (F) célula gigante multinucleada,
tejido fibroso, abundante infiltrado lifohistioplasmocitario. Aumento 40x.

A: Acantosis; D: Dermis; E: Epidermis, ES: Espongiosis, F:. Fibrosis, H:
Hiperqueratosis; ID: Infitrado dérmico; L: Linfocito, M: Macréfago; P:
Paraqueratosis, PL: Plasmocito; las flechas indican el amastigote ubicado dentro
del macrofago.
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Figura 16. Microfotografias de piel con ulceracién crénica compatible con LC.

(Continuacion)

A: Acantosis; D: Dermis; E: Epidermis, ES: Espongiosis, F: Fibrosis, H:
Hiperqueratosis; ID: Infiltrado dérmico; L: Linfocito, M: Macrofago; P:
Paraqueratosis, PL: Plasmaocito; las flechas indican el amastigote ubicado dentro
del macréfago.

4.6.2 Caracteristicas encontradas en la piel con ulceraciones crénicas por
causa diferente a la LC. La epidermis muestra ulceracion e hiperqueratosis, en
algunos casos acantosis, escasa espongiosis. La dermis presenta fibrosis que va
desde leve hasta severa, no se evidencia infiltrado granulomatoso. Pueden
observarse vasos sanguineos dilatados, proliferativos y que muestran un endotelio
prominente, con presencia de extravasacion de eritrocitos. Los linfocitos e

histiocitos se encuentran en poca cantidad.

En la Figura 17 se muestran las caracteristicas histol6gicas mas relevantes de las
ulceraciones cronicas por causa diferente a la LC.
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Figura 17. Microfotografias de piel con ulceracion cronica por causa diferente a la
LC. (A y B) Epidermis con evidente hiperparaqueratosis y acantosis. Aumento 10x
y 40x respectivamente. (C) Epidermis con hiperqueratosis, acantosis Yy
espongiosis, en dermis se observa un infiltrado moderado y fibrosis moderada.
Aumento 40x. (D) Infiltrado dérmico moderado, fibrosis. Aumento 40x.
A B

A: Acantosis; D: Dermis; E: Epidermis, ES: Espongiosis, F: Fibrosis, H:

Hiperqueratosis; ID: Infiltrado dérmico; P: Paraqueratosis.

La Tabla 15 muestra las caracteristicas comunes encontradas en las biopsias
estudiadas, asi como aquellas caracteristicas observadas solo en las ulceraciones
compatibles con LC, todas estas dependientes en menor o mayor grado, del

tiempo de evolucion de la lesion.
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Tabla 15. Caracteristicas histolégicas observadas en las biopsias examinadas.

Caracteristicas histologicas Caracteristicas histoldgicas

comunes atodas las ulceraciones encontradas en las ulceraciones por

LC
Fibrosis Infiltrado granulomatoso
Espongiosis Células gigantes.
Ulceracion Granulomas
Vasos sanguineos dilatados Amastigotes

Linfocitos, plasmocitos, histiocitos.
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5. DISCUSION

Con el fin de obtener informacion acerca del comportamiento de la PcAICI en cada
una de las formulaciones utilizadas F1 y F2, se realizaron los espectros de emision
y absorcion de este compuesto utilizando como solventes etanol, DMSO y PBS
7,4 -SDS 2%. Estos espectros de absorcion y emision proporcionaron informacion
importante con respecto al estado agregado o monomérico en el que se
encontraban las moléculas de PcAICI en la formulacion. Estudios publicados por
Rossetti et al., 2011 donde realizaron los espectros de emision y de absorcion de
la ftalocianina de zinc (ZnPc) que fue preparada en una nanoemulsion con una
fase acuosa (compuesta por polietilenglicol y agua) y una fase oleosa (compuesta
por una mezcla de monoleato de sorbitan, polisorbato, aceite de canola y
ZnPcS0O, disuelta en DMSO); compararon los espectros obtenidos cuando la
nanoemulsién se diluyé con DMSO y cuando esta fue diluida con agua. En el
trabajo mencionado se evidenci6 la formacién de dimeros y de agregados de la
ftalocianina en medio acuoso, demostrado por la presencia de bandas Q y soret
amplias en el espectro de absorcion y débil emisién de fluorescencia en el
espectro de emision; ademas se comprobo la no formacion de estos dimeros o
agregados cuando la nanoemulsion se diluyo en DMSO, observandose en los
espectros, las bandas caracteristicas de este Pc. Estas caracteristicas, coinciden

con lo descrito en la publicacion de Howel et al., 1998.

En nuestro trabajo, al comparar los espectros realizados con etanol y DMSO como
diluentes, con los obtenidos cuando se utiliz6 como diluente el PBS-SDS 2%, se
evidenciaron diferencias importantes, las cuales pueden explicarse segun lo
enunciado por Dhami et al., 1996, y Nunes et al., 2004; donde sugieren que la
PcAICI presenta tendencia a la formacion de dimeros cuando se encuentra en
medios acuosos, como resultado de su esqueleto hidrofébico, que evita el

contacto con el agua.
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Por lo tanto, podria considerarse que en PBS-SDS 2%, algunas de las moléculas
de PcAICI se encontraban en estado asociado, probablemente como dimeros
apilados, lo que pudo dar origen a la formacion de dos bandas en el espectro de
emision, y a que su maximo pico de fluorescencia se presentara a una longitud de
onda de 730 nm, diferente al etanol y DMSO, que presentaron su maximo pico de
fluorescencia a 680 nm.

En un estudio realizado por Rauf et al., 2012, donde se prob6 el efecto de
diferentes solventes en los espectros de emisién y de absorcion de la ftalocianina
de cobre (PcCu), encontraron que estos espectros mostraron cambios cuando
fueron realizados con los diferentes solventes. Cuando el espectro de emisién se
realizd con solventes organicos, estos conservaron sus maximos picos de emision
de fluorescencia a una misma longitud de onda. Cuando el espectro se realiz6 con
agua, se observaron dos picos de emision, donde el mas alto correspondia al
estado monomérico y el mas bajo a un estado agregado del FS; éste espectro
realizado en agua, presento6 el pico maximo de intensidad de fluorescencia a una

longitud de onda mayor que los espectros en los solventes organicos.

En nuestro estudio, al comparar el espectro de absorcion de la F1 y de la F2,
pueden evidenciarse que los picos de absorbancia maxima fueron menores en la
F2, lo que estaria relacionado con la concentracion de PcAICI en la formulacion,

dado que se trata de dos formulaciones de PcAICI diferentes.

El espectro de absorcion obtenido con PBS-SDS 2% mostré un pico de maxima
absorbancia menor que el observado con etanol y DMSO, lo que podria también
explicarse como se menciond anteriormente, por la formacion de agregados de

PcAICI en este solvente.

Al determinar la concentracion de la PcAICI el dia de su preparaciéon y en los dias

posteriores, se pudo establecer que las concentraciones de PcAICI obtenidas no
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presentaron modificaciones importantes. Esto nos sugiere que los componentes
de las formulaciones tanto en F1 como en F2 pudieron mantener la estabilidad

quimica de la PcAICI.

A nivel macroscoépico, no se evidencid precipitacion de los componentes de las
formulaciones, ni formacion de sobrenadantes, asi como tampoco se observo
separacion de las fases de la nanoemulsién, indicando también un adecuado

almacenamiento.

Los fragmentos de piel obtenidos para la realizacion de los ensayos con celdas de
Franz, presentaron caracteristicas histologicas propias de la piel abdominal normal
el dia de su obtencién y tiempo después de su conservacion.

Segun la directriz de la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdmico del afio 2004, (OCDE 2004), en su aparte de métodos in vitro para la
absorcion en piel, las propiedades de permeabilidad de la piel se conservan luego
de la reseccion, debido a que quien confiere esta permeabilidad es el EC,
compuesto por células muertas, es decir, hace parte de la epidermis no viable. La
OECD 2004, es una guia que ha sido disefiada para proporcionar informacion al
respecto de la absorcion de sustancias aplicadas a la piel resecada. Esta directriz
internacional es muy citada en diversas publicaciones en el campo de los ensayos
de absorcion cutanea, ya que orienta en el disefio y seleccion de procedimientos
apropiados en este tipo de estudios, para garantizar la fiabilidad de los resultados
obtenidos.

Otra directriz internacional consultada fue la guia del Centro Europeo para la
validacion de Métodos Alternativos, “ECVAM 13: percutaneous absorption”, donde
también especifican que la piel una vez preparada (desprovista del tejido adiposo)
puede conservarse a -20°C envuelta en papel aluminio.

Seguidas estas recomendaciones y con el andlisis histologico de la piel obtenida

para los ensayos, podemos decir que la piel utilizada en los ensayos realizados
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conservo sus caracteristicas para ser utilizada como membrana en los ensayos

con celdas de Franz.

En la metodologia propuesta para este trabajo, se considero realizar los ensayos
de permeacion y retencion a 12 horas dado que este tipo de experimentos no se
habian realizado previamente en el laboratorio, por lo cual se quiso iniciar con
tiempos cortos para observar el comportamiento de la piel de forma gradual. Otra
razon para realizar los ensayos en su mayoria a 12 horas, fue la poca posibilidad
de obtener suficiente piel para aumentar el nimero de experimentos. Esto debido
a que no siempre las pacientes estaban dispuestas a donar la piel resecada
durante la cirugia. Por otra parte, en las cirugias de correccién de eventraciones,
en algunos casos se obtenian tejidos con cicatriz previa, lo que obligaba a

descartar estos fragmentos de piel.

El hecho de que no se presentara permeacion al medio receptor con las
formulaciones evaluadas, es de gran importancia ya que la idea de la formulacion
tépica con PcAICI, es que la ftalocianina pueda llegar hasta la dermis y retenerse
alli, dado que es en ésta capa de la piel donde se alojan los macrofagos
parasitados por Leishmania (Moraes &Silveira, 1994) pudiendo de esta manera

ejercer su efecto fototdxico de forma localizada.

La no deteccion de PcAICI en el medio receptor, se considera un punto positivo
con respecto a los sistemas de liberacion empleados para la PcAICI en este
trabajo, debido a que el objetivo de la TFD tépica es aumentar la penetracién de
PS a través del EC en las capas de la piel, evitando su absorcion sistémica que
puede causar una fotosensibilizacion generalizada del paciente (Rossetti et al.,
2011).

Tedricamente, la ausencia de permeacion al medio receptor, puede explicarse, en
primer lugar, segun el postulado de Osborne et al., 1991, donde se afirma que el

bajo contenido fase oleosa en una formulacion, hace que esta sea insuficiente
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para que el farmaco pueda difundir libremente a través de la piel; en segundo
lugar, y segun Godin & Touitou., 2006, la falta de la microcirculacion cutdnea en el
experimento in vitro puede hacer dificil la difusion del farmaco a través de las
capas mas profundas hacia el medio receptor.

A pesar de no haber obtenido permeacion al medio receptor en los tiempos de 12
y 24 horas, es importante establecer cudles fueron los factores que pudieron
intervenir en que la PcAICI no se detectara en el medio receptor. La PcAICI es un
compuesto lipofilico, con un peso molecular de 574,96 g/mol y un coeficiente de
particion octanol agua calculado de 7,3 (Valdivieso 2010), dadas estas
caracteristicas, al entrar en contacto con la piel, presenta tendencia a permanecer
en el estrato corneo y no penetrarar de forma suficiente en medios mas hidrofilos
como la dermis inferior o el mismo medio receptor. Por tal motivo, para ser
utilizada como PS en TFD, se requiere que esta sea administrada en sistemas de
liberaciébn de farmacos que permitan su penetracién a la piel, dentro de estos
sistemas se encuentran las nanoemusiones (F2) y las soluciones (F1) que
emplean promotores de la permeacion transdérmica, como el acido oleico y

Tween 20 utilizados en F2 y DMSO y Tween 80 utilizados en F1.

Por otra parte, dada la tendencia de la PcAICI a formar agregados en medios
acuosos, al entrar en contacto con el medio receptor podria haber originado la
formacion de éstos y no fuera posible hacer su deteccion en el fluorémetro. Sin
embargo esta posibilidad tiene poco peso, dado que las curvas de calibracién de
PcAICI en PBS-SDS 2% sobre las que se realizaron las determinaciones de los
experimentos de permeacion, tuvieron un rango de deteccion minimo de 0,730 nM
y maximo de 139,955 nM, lo cual garantiz6 que concentraciones muy bajas de

PcAICI pudieran ser detectadas.
En estudios realizados por Aguzzi et al., 2008, compararon el meétodo de

Saarbruecken, que es una técnica para determinar la penetracion del farmaco en

las capas de la piel después de diferentes tiempos de incubacion; y las celdas de
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Franz, para evaluar la penetracion transdérmica de un compuesto, encontrando
diferencias entre los dos métodos, las cuales fueron atribuidas a una notable
penetracion de agua en la piel desde el compartimiento receptor en los ensayos
con celdas de Franz. Segun el autor, esto probablemente se debe a que la piel
actua como "Sink” o sumidero para el medicamento, explicando asi la ausencia del
compuesto evaluado en el medio receptor. En las celdas de Franz, la presencia
del medio receptor determina una hidratacién no fisiolégica del tejido, que resulta
en un aumento del grosor de la piel comparado con el método de Saarbruecken,
donde prolongados tiempos de incubacion no afectan la hidratacion de la piel.
Afirman entonces que “No fue posible prolongar sus experimentos hasta 24 h

debido a la sobrehidratacion y la inflamacion consiguiente de la piel”.

Experimentos realizados por Wagner et al., 2000 encontraron resultados similares
en ensayos donde compararon la penetracion en la piel utilizando el método de
Saarbruecken y el de celdas de Franz. Usando acido flufenamico como farmaco
modelo, detectaron cantidades del compuesto en las capas de la piel después de
largos tiempos de incubacion y no detectaron el farmaco en la solucion receptora,

sugiriendo que la piel actia como un lavadero evitando la penetracién del farmaco.

Se encuentran en la literatura, informes de ensayos de permeaciéon en piel
humana y en otros modelos como piel de cerdo, piel de rata, entre otros, donde
utilizando nanoemulsiones como sistemas de liberacion de farmacos, se detectd
permeacion de algunos compuestos al medio receptor. Uno de estos ensayos es
el reportado por Abu-Elyzaid et al., 2011, donde se prob6 una nanoemulsion de
tenoxicam, encontrando un perfil de liberacion del farmaco al medio receptor
después de dos horas de iniciado el ensayo. Asi mismo, un estudio reportado por
Primo et al., en 2006, describe el uso de una nanoemulsién magnética de Foscan
(un fotosensibilizador utilizado en TFD de cancer de piel), que pudo penetrar la
piel, mostrando un perfil de liberacién al medio receptor, luego de 4 horas del

ensayo.
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Si bien no se detectd PcAICI en el medio receptor, esta si pudo retenerse en las
capas de la piel. La retencion de PcAICI observada en el EC y en Epidermis +
Dermis, con las diferentes formulaciones, nos da una idea de como fue la
interaccion entre los componentes de las formulaciones y el EC, es decir, si la
formulacion fue un buen sistema de liberacion del farmaco para poder atravesar el

EC y pasar a las capas més profundas de la piel.

Para discutir las razones por las cuales la PcAICI se retuvo principalmente en el
estrato cOrneo, es de gran importancia considerar la composicion de las
formulaciones utilizadas y el mecanismo por el cual un compuesto hidrofébico
puede ingresar a la piel, teniendo en cuenta las caracteristicas histologicas,

bioquimicas y estructurales de la organizacion del EC.

Los farmacos pueden penetrar el EC por la via intercelular, transcelular, o por
medio de los apéndices cutaneos. (Trommer et al., 2006). Considerando las
caracteristicas del EC, el caracter hidrofobo de la PcAICI y la composicion de F1y
F2, podriamos decir que la ruta de penetracibn mas probable para estas
formulaciones fue la via intercelular o via de los lipidos. Los espacios
intercelulares del EC consisten en una mezcla de lipidos; entre estos ceramidas,
acidos grasos libres y sus ésteres, y colesterol y sus sulfatos, que se estructuran
como una bicapa. La mayoria de los farmacos lipofilos pasan a través de esta
region, y se llama una via de lipidos. La cabeza polar de los lipidos se enfrenta a
una region acuosa, formando una ruta polar por la que los farmacos hidrofilicos

pueden penetrar.

En cuanto a la composicion de las formulaciones, la F1, es una solucion de PcAICI
en agua tipo |, Tween 80 y DMSO. EI DMSO, es un solvente organico que se ha
utilizado como promotor de la permeaciéon transdérmica en otras formulaciones
con paramomicina (El On et al 1984), algunos de sus mecanismos de accion se

han expuesto en diversas publicaciones, entre estos se encuentran la extraccion
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de lipidos, la denaturacion de las proteinas del EC, distorsion del EC como
resultado de las altas tensiones osmaticas, todas estas inducidas por el transporte
de agua y DMSO dentro del tejido. (Anigbogu et al., 1995). El Tween 80 es un
surfactante no ionico, considerado no toxico y no irritante, que promueve la
permeacion cutdnea, ha sido aprobado como un excipiente farmacéutico por la
FDA. La formulacion (F1) utilizada en nuestro trabajo, fue probada en un estudio
realizado por Kyriazi et al., 2007, en un modelo murino, donde se evidenciaron los
buenos resultados obtenidos con el uso de DMSO y Tween 80, como
potenciadores de la permeacion, aumentando la profundidad de penetracién de la
PcAICI en la piel tumoral de ratones.

La F2 es una nanoemulsion, con una fase oleosa compuesta por fosfatidilcolina,
cloroformo y &cido oleico, en la cual se encuentra disuelta la PcAICI; y una fase
acuosa compuesta de agua tipo |, glicerol y Tween 20.

La PcAICI disuelta en la fase oleosa de la nanoemulsion, podria penetrar los
lipidos del EC, inestabilizando su estructura de bicapa incrementando asi la
permeabilidad. Un farmaco lipofilico como la PcAICI, puede entonces permear mas
facilmente a través de la via de lipidos del estrato cérneo. Cuando los
componentes de la fase acuosa de la nanoemulsion entran en la via polar, se
incrementa el volumen interlamelar de los lipidos del estrato corneo, lo que resulta
en una alteracién de su estructura al interior de la bicapa; estos componentes,
tienen la funcién de sobrehidratar el estrato cérneo contribuyendo asi la
permeabilidad de este, como lo afirma también en su trabajo, Abu-Elyzaid et al.,
2011.

En las formulaciones topicas, la funcion del vehiculo es modificar la penetracion
del farmaco a través de la piel, muchos de los vehiculos contienen potenciadores
quimicos de la permeacion para alcanzar este objetivo (Kawakami, et al., 2002). El

uso de estos potenciadores quimicos en algunas ocasiones puede ser perjudicial,
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en especial en aplicaciones cronicas, ya que algunos de estos pueden ser
irritantes.

La nanoemulsibn es una buena estrategia para mejorar la permeacion
transdérmica de la PcAICI. Las nanoemulsiones son dispersiones de aceite y agua
estabilizados por una pelicula interfacial de moléculas de tensioactivo, que
idealmente deben tener un tamafio de particula o gota inferior a 100 nm (Trotta et
al., 1996). Diversos estudios han demostrado que las nanoemulsiones poseen
mejores propiedades para la entrega transdérmica y dérmica de compuestos in
vitro (Delgado-Charro et al., 1997; Lee et al., 2003) e in vivo comparado con las
emulsiones (Kreilgaard et al., 2001) y geles (Gasco et al., 1991; Kriwet et al.,
1995).

En el presente trabajo, los potenciadores de la permeacién de la F1 (DMSO y
Tween 80) y de F2 (Acido oleico y Tween 20), hicieron que la PcAICI tuviera mayor
posibilidad de penetrar el EC, presentdndose una mayor retencién de PcAICI en
esta capa de la piel. Dado que la finalidad de la formulacién es que la PcAICI
pudiera llegar hasta la dermis en mayor cantidad, es necesario analizar las
razones por las que esta no tuvo mayor retencién en la dermis, aqui podrian
considerarse algunas condiciones de la formulacion como su viscosidad, la
concentracion y proporcion de los promotores de la permeacion, ya que algunos
potenciadores son dependientes de la concentracion, por lo tanto es necesario
revalorar la concentracion éptima para que su funcionamiento como promotor de
la permeacion sea eficaz. Por otra parte, el tamafio de particula de las
nanoemulsiones, y su viscosidad también pudieron afectar a su eficacia; donde el
tamafio de particula pequefio y la baja viscosidad de la nanoemulsiéon lo
convierten en un excelente vehiculo para mejorar la absorcion percutanea de
PcAICI, haciendo mayor el niumero de vesiculas que pueden interactuar en un

area fija de estrato corneo.

El andlisis estadistico que comparoé la retencién de PcAICI en EC y E+D, mostrd

diferencias significativas en estas capas de la piel, lo que nos confirma la
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propiedad de barrera del EC y la dificultad para que las formulaciones F1 y F2,
funcionen como un vehiculo eficiente para llevar la PcAICI en suficiente cantidad

hasta la dermis.

En nuestro trabajo, la nanoemulsion (F2a y F2-9), se retuvo en EC en menor
cantidad que F1 y se retuvo en E+D en similar cantidad que F1, esto indica que la

F2 ingreso a la piel en menor concentracion comparado con F1.

Es de gran importancia considerar las condiciones de la piel después de los
ensayos y lo que esto pudo afectar sus propiedades de barrera, como se
menciond anteriormente, y segun los comentado por Wagner et al., 2000 y Aguzzi
et al., 2008, con respecto a la hidratacion no fisiologia de la piel en los ensayos
con celdas de Franz. Ademas puede considerarse en el caso del ensayo de
retencion, factores ya descritos en otros apartes de esta discusion, como la
tendencia de la PcAICI a la formacion de agregados, haciendo que al entrar en
contacto con las capas hidrofilas de la piel, se promoviera la formacion de éstos,
alterando el perfil de liberacién de los farmacos incorporados en los vehiculos y
limitando la difusion del farmaco dentro de la piel.

Los cambios histolégicos observados en las biopsias de piel luego de los ensayos
con celdas de Franz, correspondieron a alteraciones causadas por factores
fisioldgicos y mecanicos originados como resultado del tiempo que paso la piel
ubicada en la celda de Franz. Como factor fisiol6gico nos referimos al efecto que
pudo causar el medio receptor en contacto con la piel, y como factor mecanico, la
presién que ejercio la pinza al mantener la piel en medio de las dos camaras.
Todos estos cambios estuvieron ocasionados ademas por la duracion de los
ensayos, evidenciandose que a mayor tiempo, mayores alteraciones histologicas
de la piel.

Conocidos estos resultados, seria conveniente que se realizaran futuros ensayos

con piel desprovista de EC, evaluando la penetracion en tiempos mas cortos, lo

105



que evitaria el deterioro tan marcado de la piel y proporcionaria una mejor
interpretacion de los datos con respecto a que en la practica, la formulacion se
aplicaria en una piel ulcerada, desprovista del EC y posiblemente de parte de la
epidermis. En ausencia de EC, por ejemplo, cuando la piel esta desnuda por una
enfermedad o incluso después de repetidos tappe stripping, la absorcion de los
farmacos en la piel se incrementa. Con esto se lograria determinar la posibilidad
real de aplicar la formulacion en piel ulcerada ya que se conoceria si esta se
retiene en dermis en suficiente cantidad y se sabria si bajo de estas circunstancias

podria haber permeacién al medio receptor.

Existe gran diversidad de afecciones cutaneas que transcurren con ulceracion
cronica, como es el caso de la vasculitis, el carcinoma basocelular, carcinoma
espinocelular, pie diabético; asi como enfermedades infecciosas causadas por
diferentes tipos de hongos, bacterias, micobacterias y parasitos. Segun Zerpa et
al., 2002, en el caso puntual de la LC, las Ulceras representan mas del 90% de las
manifestaciones clinicas. En un porcentaje menor de pacientes, otros tipos de
manifestaciones cutaneas pueden presentarse, ademas de la lesion ulcerada. Se
evidencian como lesiones verrugosas vegetativas, papulas, nddulos, y otros
infiltrados en la piel que en conjunto, conducen a considerar la LC como una
enfermedad cutanea que presenta polimorfismo en su presentacién clinica.
(Silveira et al. 1997).

Estudios realizados por Venkataram et al., 2001, en Oman, afirmaron que la LC

presenta un variado espectro de manifestaciones clinicas e histolégicas,
mostrando diversos patrones de reaccién, encontrados en un estudio donde se
analizaron las caracteristicas clinicas e histopatologicas de cuarenta casos de
leishmaniasis cutanea, definiendo para su estudio cuatro patrones histoldgicos: 1)
infiltracion de macrofagos difusa sin necrosis, 2) la infiltracion de macrofagos con
necrosis. 3) inicio de granuloma reactivo y 4) granuloma epitelioide establecido.

Las lesiones se agruparon de acuerdo a su tiempo de evolucion en lesiones
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agudas (menor de 3 meses de duracion), lesiones tempranas subagudo (duracion
3 a 12 meses) y lesiones tardias (duracion de mas de 12 meses). Estas lesiones

se presentaron como nédulo, placa, placa incrustada, nédulo ulcerado y ulcera.

En un estudio realizado en la peninsula de Yucatan, reportado por Andrade
Narvaez et al.,, 2005, analizaron 73 biopsias de lesiones de LC causados por
Leishmania (Leishmania) mexicana con el fin de analizar hallazgos
histopatolégicos y relacionarlos con la presentacion clinica. El patron
histopatolégico mas frecuente se caracterizO por la presencia de granuloma
desorganizado y ausencia de necrosis. Otro hallazgo importante a sefialar fue la
presencia del parasito en 50 de 73 de las biopsias estudiadas. Encontraron una
relacion directa entre el tamafio de la lesion y el tiempo de evolucion; asi como
una relacion inversa entre el tamafio de la lesion y la presencia de amastigostes.
Los hallazgos histopatologicos tuvieron tal variabilidad, que fue dificil clasificar los

resultados en un patrén significativo.

Mehregan et al., 1999, afirman que existe similitud histolégica entre las lesiones de

LC del Viejo Mundo y las lesiones del Nuevo Mundo.

Los hallazgos histopatolégicos de nuestro trabajo muestran que en las lesiones
por LC, la reaccion inflamatoria en la dermis presenté dos formas caracteristicas:
en la primera, la reaccién fue densa y difusa con un severo infiltrado celular mixto,
con predominio de macroéfagos, linfocitos y plasmocitos, donde se observaron
amastigotes dentro de los macréfagos y que posiblemente correspondian a
lesiones de corto tiempo de evolucion. En segundo lugar, se observé en dermis
una respuesta de tipo granulomatoso, donde fue menor la posibilidad de
demostrar la presencia de amastigotes y que posiblemente correspondia a
lesiones con mayor tiempo de evolucion. Esta posibilidad de evidenciar
amastigotes en las lesiones, dependiendo del tiempo de evolucion, fue descrita

ademas por Mehregan et al., 1999, Zerpa et al., 2002 y Garcia-Almagro, 2004.
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En la variabilidad del espectro histolégico observado en las lesiones de LC,
pueden estar involucrados diversos factores tales como ubicacion geogréfica del
paciente, tiempo de evolucién de la lesion, cepa de Lesihmania causante de la
infeccion, carga parasitaria e inmunidad del hospedero. (Mehregan et al., 1999,
Venkataram et al., 2001). La presentacion histolégica de la LC tiene gran similitud
con diferentes lesiones cutdneas que muestran un patron histolégico y clinico
similar, por tal motivo debe considerarse un diagndstico diferencial con algunas
entidades que producen lesiones ulcerosas (Ulceras traumaticas, vasculares,
pidbgenas, esporotricosis, paracoccidioidomicosis, TBC cutanea, Ulceras por
micobacterias atipicas, tumores malignos ulcerados); lesiones papulosas,
nodulares o en placa (picaduras de insecto con formacion de granuloma, lepra,
sarcoidosis, psoriasis) y lesiones verrugosas (cromomicosis, tuberculosis
verrugosa, histoplasmosis, lobomicosis, carcinomas espinocelulares). (Guia de
atencion de la leishmaniasis del Ministerio de la Proteccion Social, 2008).

Dado lo anterior, el estudio histolégico de las ulceraciones cronicas representa un
reto diagndstico en patologia, debido a que cuadros histolégicos similares tienen
diferentes etiologias y una causa Unica puede dar lugar a varios patrones
histoldgicos.

En nuestro medio, el método diagndéstico mas sensible para LC es el frotis directo
de la lesién con valores de sensibilidad reportados en la Guia de atencién de la
leishmaniasis del Ministerio de la Proteccién Social (2008), de 85% a 90% en

pacientes cuya enfermedad no supere los cuatro meses de evolucion.

En un estudio realizado por Zerpa et al, 2002, en Venezuela, donde evaluaron
diferentes métodos diagndsticos directos para LC, se demostro que el frotis directo
de la lesion, fue mas sensible para el diagnodstico de LC, comparado con otros
métodos como la PCR y el estudio histopatolégico. Segun el autor, éste método
tuvo una mayor positividad respecto a los otros, incrementando su sensibilidad al

aumentar el numero de muestras estudiadas por lesion de 1 hasta 4; y cuando el
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frotis fue tomado del borde de la lesion. Al analizar la positividad en las muestras
obtenidas de frotis, observaron que la sensibilidad fue mayor cuando la lesién
tenia menos de tres meses de evolucion (94%) y disminuyd notablemente

después de los cuatro meses (57%).

La sensibilidad limitada de la histopatologia en la identificacion de las Leishmanias
se debe en gran medida a la distorsion de la morfologia de los amastigotes
durante el proceso de fijacion de las muestras con formol. Los hallazgos
histoldgicos en esta patologia corresponden en algunos casos a la formacion de
un granuloma indistinguible del que causan otros agentes vivos (Weigle et al.,
1987).

En las ulceraciones por causa diferente a la LC, no se evidencio la presencia de
un infiltrado dérmico denso, en estas la reaccion inflamatoria fue de menor
intensidad, y aunque también estaba conformada por linfocitos y plasmocitos,
estos siempre se encontraron en menor cantidad. En ninguna de estas biopsias
examinadas, se observo la presencia de células gigantes multinucleadas ni de

signos que sugirieran la formacién de granulomas.

Las caracteristicas observadas a nivel de la epidermis como la hiperqueratosis,
espongiosis, acantosis y ulceracién, fueron comunes en todas las ulceraciones
analizadas, por lo tanto estas no hacen diferencia al comparar las lesiones

estudiadas en este trabajo.

Se confirma entonces la necesidad de estandarizar métodos alternativos para el
diagnostico de la LC, entre los que se encuentran el analisis de isoenzimas,
inmunohistoquimica, anticuerpos monoclonales, PCR, métodos inmunodignosticos
gue permitan identificar directamente anticuerpos o antigenos entre otros, donde
sea posible demostrar la presencia del parasito o sus productos, mejorando la

sensibilidad diagnostica y contribuyendo asi al inicio pronto del tratamiento.
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La dificultad para poder establecer un patron histolégico propio de la LC en las
biopsias analizadas en este trabajo, radica en que la solicitud del examen
histopatolégico a un paciente con sospecha de LC, se hace unicamente cuando el
examen directo no ha arrojado un resultado positivo, o cuando el paciente ha
recibido ya algun tratamiento y este no ha sido efectivo. Por esta razén, la biopsia
es tomada en la mayoria de los casos, cuando la lesion lleva ya un largo tiempo
de evolucidén, sin contar con el retraso que pueden ocasionar los tramites

impuestos por un ineficaz sistema de salud.

Es importante anotar que en nuestro medio, la biopsia de piel no es el método
diagnéstico mas frecuente para la LC, como se mencioné antes, ésta se
diagnostica principalmente por frotis directo de las lesiones. En el presente trabajo,
se utilizaron biopsias de piel, con el fin de establecer algunas caracteristicas
histoldgicas propias de la LC y poder en cierto modo predecir como seria el
comportamiento de una formulacion topica de PcAICI en la piel ulcerada,
desprovista del EC, que es la principal barrera para la entrada del farmaco a la

piel.

Luego de este breve acercamiento a las caracteristicas histoldgicas que pueden
presentar las lesiones por LC, podria considerarse que una formulacién topica que
se aplicara en la piel ulcerada (en ausencia de EC y parte de la epidermis), tendria
la capacidad de llegar hasta la dermis de forma mas efectiva que si esta se
aplicara en la piel intacta. En un estudio reportado por Kim et al., 1996, donde
probaron la penetracién de hidrocortisona en formulacién liposomal-gel y en un
unglento convencional, en la piel de ratén, con EC y en piel sin EC (removido por
tappe stripping), encontraron que cuando se removié el EC, las formulaciones
penetraron rapidamente a capas mas profundas de la piel. Observaron ademas
que la formulacién liposomal-gel, se retuvo en mayor cantidad en la dermis y se
detect6 en minimas cantidades en sangre, y el ungiento convencional fue

detectado en sangre y orina en mayores concentraciones, lo que indico la
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capacidad de la formulacion liposomal-gel para mantener unas concentraciones

sostenidas de hidrocortisona en la piel.

Es de gran importancia considerar que la formulacion seria aplicada en piel
ulcerada, la cual en la mayoria de los casos, no solo ha perdido el EC, sino que
posiblemente se encontrard desprovista de parte de la epidermis o de la misma
dermis; lo anterior podria facilitar una mayor permeacion del FS a capas mas
profundas de la piel, haciendo que este pueda alcanzar la via sistémica,
provocando efectos indeseados. Por otra parte, la lesién puede haber ocasionado
cambios importantes en la piel como engrosamiento epitelial, el cual podria

presentar un obstaculo adicional a la permeacion del FS.

Se trataria entonces de obtener una formulacion que pueda aplicarse en la Ulcera
por LC, que tenga la posibilidad de retenerse en la dermis, y que luego de ejercer
su efecto fotodinAmico destruyendo el parasito, fuera capaz de promover la
cicatrizacion de la lesion. Lo anterior se conseguiria con una adecuada interaccion
entre el FS y el vehiculo y de estos con la piel lesionada, obteniendo un equilibrio
que permitiria una adecuada absorcién percutanea y retencion o liberacion del
farmaco en los sitios de infeccién en la dermis. Con estas caracteristicas, seria
viable la implementacién de una formulacion topica para el tratamiento localizado

de las lesiones por LC.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los estudios espectroscopicos realizados en PcAICI incorporada en los sistemas
de entrega, asi como en los solventes, demostraron que la ftalocianina se
encuentra principalmente en forma monomérica, lo que es una condicion ideal
para un fotosensibilizador en TFD. Asi mismo, las concentraciones de PcAICI
detectadas en las formulaciones el dia de su preparacion y en dias posteriores
demuestran que en conjunto, los componentes de las formulaciones y el adecuado

almacenamiento proporcionaron condiciones estables a la PcAICI.

La no deteccion de PcAICI en el medio receptor es un punto positivo con respecto
a los sistemas de liberacion empleados para la PcAICI en este trabajo, ya que la
idea del tratamiento localizado de las lesiones por LC, es conseguir que la PcAICI
aplicada en una formulacion tépica se retenga en la dermis sin llegar a la via

sistémica.

La mayor retencién PcAICI en el EC comparado con la retencion en la Epidermis +
Dermis indica que los sistemas de liberacidbn empleados en este trabajo deben ser
mejorados para proporcionar un mayor flujo del compuesto hacia capas mas

profundas de la piel, mejorando asi la concentracién de PcAICI en la dermis.

Los sistemas de liberacion empleados en este trabajo fueron eficientes
proporcionando la retencion de PcAICI en la dermis sin llegar al medio receptor. La
implementacion de ensayos de permeacion y retencién con piel desprovista de
EC, proporcionaria una aproximacion al comportamiento de las formulaciones en
la piel ulcerada por LC, ademéas permitiria realizar ensayos mas cortos evitando el

deterioro de la piel causado por el tiempo prolongado de los experimentos.
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La realizacion de ensayos in vivo con ulceras inducidas o con animales infectados,
permitiria establecer las interacciones de las formulaciones con la piel ulcerada en
un sistema vivo, contribuyendo asi a mejorar las formulaciones y avanzar en el

proceso de optimizacion de formulaciones topicas para el tratamiento de la LC.

Se requiere continuar trabajando en la optimizacion la solucion y la nanoemulsién
de PcAICIl ya que estas son formulaciones de facil preparacion y bajo costo, lo que
las convierte en importantes alternativas como sistemas de liberacion de la PcAICI

para el tratamiento fotodinamico de las lesiones por lesihmaniasis cutéanea.
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