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RESUMEN

TITULO: EVALUACION DE LA PERMEAQION Y DISTRIBUCION DE FTALOCIANINA DE
ALUMINIO CLORADA (PcAICI) APLICADA TOPICAMENTE EN RATAS WISTAR

AUTORES: RICO CONDE, Claudia Inés; ESCOBAR RIVERO, Patricia”

PALABRAS CLAVES: Permeacion, retencion, distribucion, ftalocianina de aluminio clorada, ratas
Wistar, leishmaniasis cutanea.

La terapia fotodinamica (TFD) utilizando tépicamente formulaciones con ftalocianina de aluminio
clorada (PcAICI) en leishmaniasis cutanea (LC) debe garantizar que este fotosensibilizador (FS) se
acumule en la dermis, donde se encuentran los macréfagos infectados con Leishmania. El objetivo
del estudio fue determinar ex vivo la permeacion y retencion de PcAICI en piel de ratas Wistar e in
vivo su distribucién en animales con piel sana y piel lesionada quirargicamente.

Se prepararon dos formulaciones. La permeacién se determiné utilizando celdas de difusién de
Franz con piel de ratas Wistar, después de 12 y 24 horas. La retencién en estrato corneo (EC) y en
epidermis mas dermis (E+D) se determind por el método de tape stripping y extraccion con
solvente. La distribucion se realizé después de la aplicacion tépica de las formulaciones analizando
la concentracion del FS en piel y 6rganos.

Las formulaciones mantuvieron la solubilidad del FS. ElI compuesto se retuvo en piel,
encontrandose valores de concentracion de 75,716 y 58,905 nM/cm2 en EC y E+D,
respectivamente. La PcAICI in vivo se limité a la piel en la mayoria de los casos. En animales con
piel sana se registraron valores de 19,153 y 117,796 nM/mg de tejido en EC y E+D,
respectivamente y en animales con piel lesionada 3,469 nM/mg de tejido en EC y 40,458 nM/mg de
tejido en E+D. La distribucién de PcAICI en 6rganos sélo se registré6 en animales con lesion. La
retencion de PcAICI en piel se consideré un efecto positivo. La distribucién del FS dependié de su
concentracion y del estado de la piel. La F2, fue eficaz por su capacidad de retenciéon. Este estudio
es la base para la aplicacion de TFD con PcAICI en el tratamiento de LC; los resultados aportan
conocimiento respecto a la localizacién del FS y su distribucién en un organismo.

" Tesis de grado. Maestria en Ciencias Basicas Biomédicas
“Facultad de Salud. Maestria en Ciencias Basicas Biomédicas. Director de tesis: Patricia Escobar Rivero.
Bacteridloga. M.Sc. Ph.D.
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ABSTRACT

TITLE:  EVALUATION  OF DISTRIBUTION ~AND PERMEATION OF  ALUMINUM
PHTHALOCYANINE CHLORIDE (AICIPc) APPLIED TOPICALLY IN WISTAR RATS

AUTHORS: RICO CONDE, Claudia Inés; ESCOBAR RIVERO, Patricia”

KEYWORDS: Permeation, retention, distribution, chlorinated aluminum phthalocyanine, Wistar rats,
cutaneous leishmaniasis.

Photodynamic therapy (PDT) using topically formulations with aluminum phthalocyanine chloride
(AICIPc) in cutaneous leishmaniasis (CL) should ensure that this photosensitizer (PS) is
accumulated in the dermis, where macrophages infected with Leishmania are located. The aim of
this study was to determine ex vivo permeation and AICIPc retention in Wistar rat skin and in vivo its
distribution in animals with healthy skin and surgically damaged skin.

Two formulations were prepared. The permeation was determined using Franz diffusion cells with
Wistar rats skin after 12 and 24 hours. Retention in stratum corneum (SC) and epidermis plus
dermis (E+D) was determined by the tape stripping method and solvent extraction. The distribution
was performed after the topical application of formulations analyzing the PS concentration in the
skin layers and organs.

Formulations were effective in maintaining the PS solubility. The compound was retained in skin,
being average concentration values of 75,716 and 58,905 AICIPc nM/cm? in SC and E + D,
respectively. The AICIPc in vivo was limited to the skin in most cases. In animals with healthy skin
were registered values of 19,153 and 117,796 nM/mg tissue in SC and E+D, respectively, and in
animals with damaged skin 3,469 nM/mg tissue in SC and 40,458 nM/mg tissue in E+D. The AICIPc
distribution in organs was recorded only in animals with injury. The retention of AICIPc in skin was
considered a positive effect. FS distribution depended on its concentration and skin state. The F2
was effective for retention capacity. This study is the basis for the application of PDT with AICIPc in
LC treatment; the findings provide knowledge about the location of the FS and its distribution in a
body.

" Thesis of grade. 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

Debido a los efectos colaterales que se presentan con los tratamientos sistémicos
actuales para la leishmaniasis cutanea (LC), como toxicidad generalizada, dolor en
la aplicacion, efectividad variable, ausencia de resultados cosmeéticos efectivos y
resistencia de los parasitos, el desarrollo y la aplicaciéon de un tratamiento topico,
efectivo y seguro para LC es prioritario (Peloi et al., 2011). La terapia fotodinamica
(TFD) ha sido utilizada en el tratamiento de enfermedades de la piel como
gueratosis actinica, carcinomas y enfermedad de Bowen (Allison et al., 2006b) y
en la erradicacion de parasitos Leishmania (Akilov et al., 2007a). Dutta et al., 2005
y Escobar et al., 2006 encontraron actividad de la TFD utilizando ftalocianina de
aluminio clorada (PcAICl) in vitro contra especies de Leishmania. La PcAICI
también ha sido utilizada topicamente y ha mostrado ser activa en hamsters con
LC (Hernandez, 2010).

Dada la actividad contra Leishmania mostrada por la TFD, utilizando PcAICI como
fotosensibilizador, es necesario el disefio de formulaciones tépicas con este
compuesto para ser aplicado en modelos experimentales de LC. A la fecha, no
existe un estudio de permeacién y distribucion de una formulacién con este
compuesto a través de las capas de la piel. En este trabajo se plantea como
objetivo evaluar la permeacion y distribucion de PcAICI aplicada tépicamente en
ratas Wistar.

Se presenta una conceptualizacion de la permeacion y distribucion de compuestos
aplicados topicamente describiendo inicialmente la piel en cuanto a su estructura
de capas o estratos, los componentes anexiales y celulares en cada una de ellas y
sus respectivas funciones. Dado que los compuestos aplicados tOpicamente
pueden permear a través de la piel o mantenerse retenidos debido ya sea a las

propiedades del compuesto o a las estructuras de las capas de dicha piel, se
18



presentan aspectos generales sobre absorcién dérmica con el fin de hacer mas
comprensibles estos procesos. De igual forma se revisan aspectos teéricos de
difusién descritos por las leyes de Fick aplicadas en diversos estudios de
permeacion transdérmica y se muestran los sistemas de evaluacion de absorcion
dérmica tanto in vitro como in vivo donde se pueden simular los procesos de
penetracion, permeacion y resorcion de un compuesto desde su aplicacion en la
capa externa de la piel hacia las capas mas profundas y hacia la circulacion

sistémica.

Uno de los principales retos en la optimizacién de una formulacion tépica es que el
compuesto, posterior a su aplicacion supere la barrera del estrato cérneo; aqui
juegan un papel muy importante los potenciadores de la permeacién y los
sistemas de liberacion de farmacos contenidos en formulaciones tépicas. A este
respecto, se presenta una revision de los sistemas de liberacion de farmacos con
aplicacion de herramientas nanotecnoldgicas para su disefio, lo cual optimiza sus
funciones en procesos de administracion tépica. Por otra parte, se realiza una
aproximacion a la farmacocinética teniendo en cuenta las generalidades y
principios de esta rama de la farmacologia. Uno de los temas de estudio en el
presente trabajo de investigacion es la distribucion de la PcAICI en los érganos,
por lo cual la conceptualizacién se basa en la explicacion de este proceso y los
factores asociados a él. Debido a que las formulaciones de PcAICI tendran un uso
para el tratamiento de LC, se hace una descripcion general de la enfermedad,
enfocada en su tratamiento actual y en tratamientos locales que han sido
propuestos. También se hace referencia al potencial uso de la TFD explicando sus
generalidades y principios, haciendo énfasis en la utilizacién de la PcAICI como FS

en el tratamiento de la LC.

Para lograr la realizacion de los objetivos propuestos se disefié una metodologia

orientada en primer lugar a la realizacion de ensayos de permeacion y retencion

ex vivo en piel dorsal de ratas Wistar y en segundo lugar al desarrollo de ensayos
19



de distribucion in vivo en estos animales. Inicialmente se describen los
procedimientos utilizados en la preparacion de las formulaciones de PcAICI.
Seguidamente, se presenta la aplicacion de estas formulaciones en los ensayos
de permeacion y retencion en celdas de difusién, utilizando como membrana piel
dorsal extraida de ratas Wistar. Dado que algunos procedimientos fueron
estandarizados en este trabajo se presentan en detalle las condiciones en el
desarrollo de cada ensayo. En estas pruebas se manejan variables como tiempo y
formulacion evaluando su influencia en los resultados. Para los experimentos in
vivo se presenta el modelo utilizado y la manera como se realizan los ensayos de
distribucién en capas de la piel y 6érganos de ratas Wistar con piel sana y con piel
lesionada quirtrgicamente, después de la aplicacion topica de las formulaciones
de PcAICI. Se realiza analisis de fluorometria para determinar la distribucion del
compuesto dependiendo de la formulacion aplicada y del estado de la piel. Debido
a la influencia que pueden tener las variaciones de la anatomia microscopica de la
piel en el desarrollo de los ensayos, se realizan estudios histoldégicos conducidos
al conocimiento de las caracteristicas microscopicas de la piel y sus posibles

alteraciones dependiendo de las técnicas aplicadas.

En el capitulo de resultados se presentan en primer lugar las propiedades
fotofisicas de la PcAICI dentro de las formulaciones utilizadas. Estas propiedades
se determinaron mediante espectros de emisién de fluorescencia y absorcion del
compuesto. Posteriormente, se muestran los resultados de la permeacion de
PcAICI a través de la piel hacia el medio receptor y su retencién en estrato cérneo
y en epidermis mas dermis. Las diferencias significativas de las variables tenidas
en cuenta en estos ensayos se analizan estadisticamente. Finalmente, se
presentan los resultados de distribucion de PcAICI en piel y érganos de ratas
Wistar. Se establecen las correspondientes similitudes y diferencias entre la
distribucion del compuesto en animales con piel sana y en animales con lesiones

inducidas a los cuales se les aplican los tratamientos
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Con el desarrollo del presente trabajo se logra conocer el comportamiento de la
PcAICI al ser aplicada topicamente desde la superficie externa de la piel de ratas
Wistar hacia las capas internas de esta. Especificamente se logran determinar los
procesos de permeacion y retencion del compuesto y la influencia de variables
como el tiempo y el tipo de formulacion en estos resultados. Posteriormente se
logra conocer el proceso de distribucion de PcAICI en ratas Wistar segun el estado
de la piel en el sitio de aplicacion. Con los resultados obtenidos se demuestra las
ventajas de algunas de las formulaciones utilizadas en cuanto a retencion del

compuesto en las capas de la piel y no distribucion de este hacia 6rganos.

Teniendo en cuenta que el presente estudio es la base para la aplicacion de TFD
con PcAICI en el tratamiento de LC, los resultados obtenidos aportan el
conocimiento de la localizacién del FS en las capas de la piel de ratas Wistar y su
posible distribucibn en oOrganos de estos mismos animales después de la

aplicacion de formulaciones tépicas.
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1. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

En el presente marco teorico se exponen los aspectos mas relevantes de la piel,
su estructura y funcion y se presentan las caracteristicas de la piel de ratas Wistar.
Posteriormente, se define el proceso de absorcion percutanea o dérmica de la piel,
las generalidades y los aspectos tedricos de difusion. La evaluacion de la
absorcion dérmica se presenta en el siguiente capitulo, con el fin de exponer las
pruebas in vitro e in vivo que se llevan a cabo en estos procesos. Luego, se
presentan los avances cientificos y tecnolégicos mas importantes sobre
potenciadores de permeacidon y sistemas de liberacion de farmacos,
principalmente aquellos aplicados tépicamente asi como el uso de la
nanotecnologia en el desarrollo de estos sistemas. Seguidamente se hace una
aproximacion a la farmacocinética, especificamente en procesos de distribucién de
farmacos. Finalmente se enfatiza en la leishmaniasis cutdnea como enfermedad
parasitaria caracterizada por lesiones en piel, sus generalidades, tratamiento
actual y estado del arte sobre posibles tratamientos locales mediante la aplicacion
de terapia fotodinamica (TFD), especialmente mediante la utilizacibn de
ftalocianina de aluminio clorada (PcAICI) como fotosensibilizador (FS) eficaz en el

tratamiento de esta enfermedad.

1.1 LA PIEL

1.1.1 Estructura y funcion de la piel. La piel es el érgano mas grande en el
cuerpo de los mamiferos y funciona como una barrera protectora en la interfase
entre el cuerpo y el entorno circundante. (Groeber et al., 2011). La piel consta de
cuatro capas (Figura 1): el estrato cOrneo (epidermis no viable), las restantes
capas de la epidermis (epidermis viable), la dermis y los tejidos subcutaneos

(Figura 2) (Walters & Roberts, 2002).
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Figura 1. Esquema de la piel y sus anexos. Se muestran las capas: Epidermis
(estrato corneo, estrato espinoso, estrato basal), dermis e hipodermis.
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Fuente: Tomado de Gartner & Hiatt, (2007).

La epidermis y la dermis estan interdigitadas a través de crestas epidérmicas y

papilas dérmicas, separadas por una membrana basal (Gartner & Hiatt, 2007).
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Figura 2. llustracion diagramética de la piel: Epidermis y Dermis.

Epidermis

Tejido subcutaneo-

Estrato corneo

Fuente: Tomado de Gartner & Hiatt, (2007).

De acuerdo con el espesor de la capa de queratina la piel se clasifica en gruesa o
fina. La epidermis de la piel gruesa estd compuesta por cinco capas (Figura 3). La
capa mas profunda, se denomina estrato basal o germinativo, consiste de una sola
lamina de células cubicas o cilindricas. Estas células tienen la funcion de
renovacion celular mediante mitosis y son desplazadas hacia la superficie para dar
origen a una capa mas gruesa conocida como estrato espinoso. Esta capa esta
compuesta de células espinosas poliédricas caracterizadas por gran cantidad de
desmosomas (puentes intercelulares) que establecen con células vecinas. Las
células del estrato espinoso también muestran actividad mitética. La capa basal y
la capa espinosa de la epidermis reciben el nombre de estrato de Malpighi y su
constante actividad mitética es la causa de su migracién hacia la siguiente capa, el
estrato granuloso. Las células de este estrato acumulan granulos de
queratohialina, que al final sobrecargan la célula y destruyen su nucleo y
organulos citoplasmaticos. La cuarta capa de la epidermis es el estrato lucido, es

mas o menos delgado y no siempre visible. Las células del estrato Iicido carecen
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de nucleo y organulos, pero contienen filamentos de queratina y de eleidina, un
producto de transformacion de la queratohialina. La capa mas superficial de la
epidermis es el estrato corneo, compuesto por restos apilados de células muertas
gue reciben el nombre de escamas. Las capas superficiales del estrato corneo se
exfolian con el mismo ritmo con que son reemplazadas por la actividad mitética de
los estratos basal y espinoso (Walters & Roberts, 2002). Una de las funciones mas
importantes que cumple la epidermis es la generacion de la capa cornea, la cual a
su vez, ejerce la funcion de barrera en la piel, propiedad relacionada con su alto
valor de densidad, su baja hidratacion y su reducida &area de superficie para
transporte de solutos (Thakur et al., 2008). Hermann Rein fue quien demostrd por
primera vez la presencia de una barrera entre el estrato corneo y la epidermis
viable basado en el comportamiento fisiolégico de piel humana aislada (Rein,
1924). Estudios desarrollados durante los siguientes afios proporcionaron mayor
definicion respecto a las propiedades de barrera de esta membrana biologica
(Menon et al., 2012), actualmente se sabe que cada célula del estrato corneo esta
compuesta principalmente de queratina insoluble (aproximadamente 70%) y
lipidos (aproximadamente 20). La region intercelular consiste principalmente de
lipidos y desmosomas para la cohesién de los corneocitos. EI EC también
funciona como barrera para prevenir la pérdida de componentes internos del
cuerpo (Walters & Roberts, 2002; Gartner & Hiatt, 2007; Thakur et al., 2008).
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Figura 3. Esquema representativo de la epidermis y la dermis de la piel. Se
muestran los estratos que conforman la epidermis: estrato corneo, estrato Itcido,
estrato granuloso, estrato espinoso y estrato basal y, también los tipos celulares

presentes en esta capa de la piel.

Estrato corneo
Estrato lucido —

Estrato granuloso—
Estrato espinoso —

Célula de Langerhans EPIDERMIS
Célula de Merkel —
Melanocito .
Membrana basal — :
+ DERMIS

Vaso sanguineo—

Estrato basal

Fuente: Tomado de Gartner & Hiatt, (2007).

En la epidermis se encuentran cuatro tipos celulares (Figura 3): queratinocitos,
células mas abundantes encargadas de la produccion de queratina; melanocitos,
encargados de elaborar la melanina, sintetizada en organulos especializados
llamados melanosomas. Los melanocitos son el segundo tipo celular en frecuencia
y estan dispersos entre los queratinocitos del estrato basal; células de Langerhans
(células dendriticas), estan situadas especialmente en el estrato espinoso y actlan
como células presentadoras de antigenos en las respuestas inmunitarias y células

de Merkel que estén dispersas entre las células del estrato basal.

La diferencia entre piel gruesa y piel fina radica en los estratos de la epidermis. En
la piel fina no se presenta el estrato lucido, los estratos cérneo y espinoso estan
muy poco desarrollados y solo hay un estrato granuloso incompleto (Gartner &
Hiatt, 2007).
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La dermis (Figura 1), es un componente vital de la piel, no sélo ofrece el sistema
de soporte, nutritivo e inmunoldgico de la epidermis a través de una delgada capa
papilar adyacente a esta, sino que también desempefia un papel en la
temperatura, la presion y la regulacién del dolor (Walters & Roberts, 2002). La
dermis, estd compuesta por tejido conjuntivo denso no modelado coldgeno, con
fibras colagenas elasticas abundantes (70%) que contribuyen a la adhesion de la
piel a la hipodermis subyacente. La dermis esta subdividida en una capa papilar
laxa (region superficial inter-digitada con las crestas epidérmicas) y una capa
reticular mas densa, gruesa y profunda (Gartner & Hiatt, 2007). Las células
principales en la dermis son los fibroblastos, que producen los componentes del
tejido conectivo del colageno: laminina, fibronectina y vitronectina; mastocitos,
implicados en las respuestas inmunes e inflamatorias y melanocitos, involucrados
en la produccion del pigmento melanina. Contenida dentro de la dermis, se
encuentra una extensa red vascular que proporciona a la piel nutricion, reparacion
y respuesta inmune. En esta capa de la piel también estan presentes diferentes
tipos de fibras nerviosas encargadas de la presion, el dolor y la temperatura
(Thakur et al., 2008).

La capa mas profunda de la piel es el tejido subcutdneo o hipodermis (figura 1)
gue actla como un aislante térmico, amortiguador y como una regién de
almacenamiento de energia. La hipodermis es una red de células de grasa
dispuestas en I6bulos y unidas a la dermis por interconexiones de fibras de
elastina y coldgeno. Ademas de las células de grasa, en la hipodermis también se
encuentran fibroblastos y macrofagos. Una de las principales funciones de la
hipodermis es llevar los sistemas vascular y neural a la piel. De igual forma,

cumple la funcion de anclaje de la piel al musculo subyacente (Davis, 2008).

La piel presenta algunos anexos (Figura 1) como el pelo, que es una proliferacion

epidérmica incluida en la dermis o la hipodermis. Otras estructuras anexiales de la

27



piel son las glandulas sebéaceas, las glandulas sudoriparas y las ufias (Thakur et
al., 2008).

La mayoria de las funciones de la piel son esenciales para la supervivencia del
cuerpo de seres humanos y mamiferos en general. Estas funciones se pueden
clasificar como: proteccion, mantenimiento de la homeostasis y deteccion. La
importancia de la funcion protectora y homeostatica de la piel se determina por su
propiedad de barrera (Gartner & Hiatt, 2007). Esta propiedad permite la
supervivencia de los organismos en entornos variables en cuanto a temperatura,
humedad, presencia de peligros ambientales y radiacion. Por ejemplo, las
propiedades de barrera a una entidad quimica implican resistencia a su entrada
(barrera proporcionada por la capa cornea), metabolismo para la porcion de esta
entidad que atraviese el estrato cérneo (en la epidermis viable), deteccién vy
atenciébn a los dafios causados por la entrada de esta entidad (mediador
inflamatorio liberado en la epidermis con participacion de la dermis) y eliminacion
de la entidad del sitio por suministro sanguineo dérmico y distribucién en los
organos del cuerpo especificamente en 6rganos responsables de la eliminacién de
la entidad por metabolismo (higado) y excrecién (rindn) (Walters & Roberts, 2002).
En un segundo contexto, la piel mantiene la homedstasis del cuerpo,
especialmente en términos de su composicion, regulacién del calor, control de la
presion sanguinea y funciones excretoras (Thakur et al., 2008). La regulacién del
calor se produce a través del uso de almohadillas de grasa subcutanea y por la
regulacion fisiologica del flujo sanguineo. En tercer lugar, la piel es un 6rgano
sensorial muy importante en términos de deteccion de influencias ambientales
como calor, presion, dolor, alérgenos y la entrada de microorganismos. (Gartner &
Hiatt, 2007).

1.1.2 Piel de ratas Wistar. La piel de ratas Wistar presenta gran similitud

estructural con la piel humana pero también difiere en algunas caracteristicas.

Microscopicamente, esta formada por una epidermis delgada y una dermis mas
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gruesa y profunda (Franklin, 2005). La epidermis estd compuesta de epitelio
estratificado escamoso, que a su vez, esta dividido dentro de capas. La capa basal
0 estrato basal, estd en un estado de continuo crecimiento mientras que la capa
superficial, el estrato corneo, consiste de material no vivo. Entre las capas basal y
cornea hay varias capas de células que estdn en diferentes estados de
queratinizacion, el cual aumenta cuando se acercan a la capa superficial. Estas
capas son: (desde la mas profunda a la superficial): estrato espinoso, estrato
granuloso y el delgado estrato lucido (Wingerd, 1988). La dermis, estd compuesta
de tejido conectivo denso. Dentro de esta capa se encuentran: los foliculos
pilosos, glandulas sebaceas, vasos sanguineos y terminaciones nerviosas
sensoriales. Debajo de la dermis en la piel de rata se encuentra una capa de
grasa y tejido conectivo laxo que une la piel y el tejido muscular subyacente,
llamado fascia superficial (Quiller, 1960). La rata no posee glandulas sudoriparas y
en su estructura los foliculos pilosos estdn demasiado juntos. La rata es un animal
tan pequefio que no requiere un efecto de enfriamiento (Wingerd, 1988).

Macroscopicamente, la piel de la rata esta cubierta de pelos en su totalidad, es
delgada, elastica y con libertad de movimiento (Franklin, 2005). Los pelos
presentes en la piel mantienen una capa de aire que proporciona aislamiento y
mantiene una temperatura constante en el cuerpo. El pelo se mantiene “en punta”
por medio de pequefios musculos erectores. Esta reaccién ocurre en respuesta al
frio, el miedo o la ira, lo cual aumenta el efecto aislante y hace que el animal se

vea de mayor tamaiio (Wingerd, 1988).

1.2 ABSORCION PERCUTANEA O DERMICA

1.2.1 Generalidades. La absorcion percutanea o dérmica es un término global

gue describe el transporte de productos quimicos desde la superficie externa de la

piel hacia la circulacion sistémica, este término se divide en: (i) Penetracion,

entrada de una sustancia en una capa o estructura particular, como la entrada de
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un compuesto en el estrato corneo. (ii) Permeacidn, penetracion a través de una
capa hacia una segunda capa que es a la vez, funcional y estructuralmente
diferente de la primera capa, y (iii) Resorcién, absorcion de una sustancia en la
piel y el sistema linfatico vascular local y en la mayoria de los casos dara lugar a la

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

Asi, la absorcion percutanea incluye la penetracion y permeacion a través de la
epidermis y la absorcién por la red capilar en la union dermo-epidérmica (Kalluri &
Banga, 2011). La permeacion de moléculas a través de la piel y su suministro
percutdneo estan limitados por la funcién de barrera del EC, estructura altamente
organizada (Lopez et al., 2011). Para muchos compuestos el EC lipofilico es la
principal barrera de permeacion. Sin embargo, la difusion a través de la epidermis
viable y la dermis, capas hidrofilicas, también puede ser limitantes de la difusion,
especialmente para compuestos lipofilicos cuando el EC esta dafiado o afectado
por enfermedad. Posteriormente, el farmaco se difunde en un medio
principalmente acuoso (epidermis viable y dermis) y es llevado dentro del sistema
sanguineo y linfatico cutaneo (resorcién). La estructura del EC se representa como
una red en donde los corneocitos, ricos en queratina, estan dentro de la matriz
intercelular rica en lipidos. A partir de esta organizacion se da la permeacion
dérmica de compuestos mediante tres diferentes vias: trans-celular, inter-celular y
mediante apéndices (glandulas ecrinas y foliculos pilosos con sus respectivas

glandulas sebaceas) (Figura 4) (Hadgraft, 2001).
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Figura 4. Representacion esquemética del EC de la piel. Se muestran las posibles
rutas o vias de permeacion: Ruta transcelular, ruta intercelular y rutas folicular y

ecrina.

Ruta Ruta
trans-celular inter-celular

Ruta Ruta
folicular ecrina

Fuente: Tomado de Hadgraft, (2001)

En condiciones normales, la ruta de permeacion mediante apéndices de la piel es
menos significativa, debido a que dichos apéndices ocupan un area superficial
muy baja en humanos (Hadgraft, 2001). Sin embargo, Otberg et al. (2004),
contrastaron esta idea, demostraron que el namero folicular, el didmetro y el
volumen folicular son consideraciones importantes en la administracion de
farmacos. Las rutas transcelular e intercelular son consideradas vias trans-
epidérmicas. La via transcelular no solo requiere la difusion a través de queratina,
sino a través de los lipidos intercelulares. La via intercelular es considerada como
la ruta principal de permeacién, a pesar del area de superficie, relativamente
pequefia disponible para esta via. Todas las moléculas se desplazan por una
combinacion de las tres vias, la eleccion de una de ellas para mayor permeacion
depende de las caracteristicas fisicoquimicas del farmaco (Figura 5) (El Maghraby
et al., 2008b).
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Figura 5. Diagrama de la capa cornea. Se muestra una organizacion simplificada
laminar de dominios intercelulares con los principales lipidos. También se

muestran las vias intercelular y transcelular de permeacién de farmacos.

Via intercelular Via transcelular

Membrana Citoplasma‘ I

lasmatica Acidos i
P celular arases pcyose Ceramidas

Espacio | |
intercelular

Lipidos
Lipidos Acuoso Colesterol Triglicéridos  Lipidos Queratina
minimos

Fuente: Tomado de El Maghraby et al., (2008b)

1.2.2 Aspectos tedricos de difusion en absorcién percutanea. Aungue la piel
es una membrana heterogénea se pueden realizar aproximaciones de la difusién
de un compuesto a través de ella mediante las leyes de difusién de Fick. Al aplicar
estas leyes se pueden indicar posibles mecanismos de penetracion en la piel (Guy
et al., 1990).

La primera ley de Fick describe la difusion de compuestos a través de una
membrana y se describe como: (Crank, 1975; WHO, 2006): J = -D * dc/dx, la cual
establece que el flujo (tasa de transferencia por unidad de area) de un compuesto
(J, masa/cm?, por segundo) en un momento y posicién dados, es proporcional al
cambio de concentracion diferencial dc sobre una distancia diferencial dx (es decir,
el gradiente de concentracion dc/dx). El signo negativo indica que el flujo neto esta
en direccion de disminucion de la actividad termodinamica, que a menudo puede

ser representada por la concentraciéon (WHO, 2006).
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Durante la difusibn de un compuesto en el estrato corneo, el gradiente de
concentracion en el area de distribucion estd en disminucién. La segunda ley de
Fick describe la concentracion dentro de una membrana (Crank, 1975; WHO,
2006): dc/dt = D (d?c/dx®), se deriva mediante la combinacién de un balance
diferencial de masas en una membrana con la primera ley de Fick y, cuando se
considera la piel, asumiendo que el compuesto no se une, no se metaboliza y su

coeficiente de difusion no varia con la posicion o con la composicion (WHO, 2006).

Después de la transformacion matematica, se encuentra que la cantidad de
sustancia que difunde desde el sitio de aplicacion a una distancia d es
proporcional a la raiz cuadrada del tiempo de difusion. Esto significa que la tasa de
penetracion disminuye durante la difusibn de una sustancia en el EC. Sin
embargo, a una distancia muy corta, la difusiébn (y el coeficiente de difusion)
pueden ser considerados como constantes. Ademas, la relacion entre la
concentracion del farmaco en la formulacion y en la superficie de la piel es una
funcién de Km, (coeficiente de distribucion entre el vehiculo y la membrana). Si la
diferencia en la concentracién en la parte superior e inferior de la membrana es
establecida como AC, y el grosor de la membrana como d, la ecuacion puede ser
formulada asi: J = Ky * D * C/d = K, * AC ; K, = Ky * D/d, donde J es el flujo del
farmaco; K, es el coeficiente de distribucion vehiculo/membrana; D es el
coeficiente de difusion; AC es la diferencia de concentracion en la parte superior e
inferior de la membrana; d es el grosor de la membrana y K, es el coeficiente de

permeabilidad (Jamoulle & Schaefer, 1993).

1.3 EVALUACION DE LA ABSORCION PERCUTANEA O DERMICA

La evaluacidbn de la absorcion percutanea de moléculas es un paso muy

importante en la valoracion de un sistema de suministro farmaco dérmico o

transdérmico. Un objetivo clave en el disefio y optimizacion de formulaciones
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permite la comprension de factores que determinen un buen rendimiento in vivo
(Godin & Touitou, 2007).

1.3.1 Pruebas in vitro para evaluar la absorcién dérmica. Los métodos in vitro
se han desarrollado para medir la penetracion de farmacos y demas compuestos
quimicos a través de la permeacion de las capas de la piel y su posterior entrada
en un depdsito fluido. Se puede utilizar piel no viable para medir sélo penetracion y
permeacion o piel fresca y metabdlicamente activa para medir simultaneamente
penetracion y metabolismo (OECD, 2004). La permeacion a través de la capa
externa de la piel no viable, el EC, es generalmente la etapa limitante en la
absorcion dérmica. La permeacidén de un compuesto a través del EC depende de
factores especificos del propio compuesto, como el peso molecular, solubilidad,
polaridad y estado de ionizaciébn (van Ravenzwaay & Leibold, 2004). Las
propiedades de permeabilidad de la capa cornea no cambian después de la
escision del tejido del cuerpo y existe relacién entre experimentos in vivo e in vitro.
Asi, los experimentos in vitro son apropiados para predecir la penetracién dérmica

tanto en animales como en el hombre (Scott et al, 1992; Howes et al., 1996).

1.3.1.1 Principios de las pruebas in vitro que utilizan muestras de piel. Los
métodos mas comunes para evaluar la penetracion y permeacion in vitro en la piel
son las celdas de difusion, las cuales varian en complejidad desde celdas
estaticas simples de dos compartimentos hasta celdas con flujo multi chaquetas.
En todos los casos, la piel extirpada es colocada como barrera entre el
compartimento donador y receptor de las celdas y, la cantidad de compuesto
prueba o ensayo que permea desde la camara donante hacia el medio receptor se
determina en funcion del tiempo. Es esencial la agitacion constante de la fase
receptora (WHO, 2006). Las celdas de difusion son de tipo vertical o de tipo
horizontal, las camaras receptoras tienen aproximadamente un volumen entre 0,5
y 10 mL y el area de superficie de las membranas expuestas es aproximadamente
de 0,2 a 2 cm®. El compartimento donador de las celdas se puede cubrir, para
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proporcionar condiciones oclusivas o se puede mantener abierto, depende de los
objetivos del estudio (OECD, 2004).

1.3.1.2 Dosis finita e infinita. Una dosis infinita, se define como la cantidad del
compuesto prueba aplicado s6lo o en un vehiculo en ensayos de permeacion, de
tal manera que dicho compuesto alcanza y mantiene una velocidad méaxima de
absorcion (por unidad de area). El volumen aplicado debe ser lo suficientemente
grande para que no se agote la concentracion del compuesto. Bajo las
condiciones de una dosis finita, la velocidad maxima de absorcion puede ser
alcanzada en un tiempo determinado, pero no se mantiene o puede no ser
alcanzada. La concentracion del compuesto en el medio donante cambia debido a
la absorcion en la piel o a la evaporacién. La dosis semi-infinita se simula como un
caso intermedio entre la dosis infinita verdadera (sin disminucion de la
concentracion en el vehiculo durante la exposicién) y una dosis finita (en la cual se
reduce la concentracion en el vehiculo a menos del 10% de la concentracion inicial
después de 20 a 24 horas de exposicién) (WHO, 2006; OECD, 2004).

1.3.1.3 Eleccion y preparacion de la piel. Es posible utilizar piel de fuente
humana o de animales de laboratorio. Aunque el uso de muestras de piel humana
permite obtener datos mas apropiados (para humanos) en condiciones in vivo,
estas muestras no siempre estan disponibles con facilidad. Los experimentos in
vitro con piel humana viable generalmente se realizan con piel femenina
abdominal o con piel de la mama, obtenida en autopsia o en cirugia cosmética.
También se utiliza piel no viable de diferentes sitios anatomicos de cadaveres de
hombres y mujeres (Bronaugh, 2004). La piel de rata es utilizada frecuentemente
en estudios toxicoldgicos y en pruebas de pesticidas y la piel de cerdo es utilizada
para pruebas cosméticas. Las guias OECD, (OECD, 2004) permiten algunos tipos

de piel y sus métodos de preparacion para ser utilizadas en ensayos de absorcion.
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Entre los modelos de piel animal utilizados en ensayos de permeacion percutanea
se encuentran: primates, porcinos, raton, rata, conejillo de indias, y modelos de
serpientes. El uso de primates se encuentra muy restringido en investigacion. La
piel porcina es obtenida con mayor facilidad y sus propiedades histologicas y
bioquimicas han demostrado ser méas similares a las de la piel humana. Debido a
la disponibilidad, la piel de roedores es la mas comunmente utilizada en estudios
de permeacion in vitro e in vivo. Entre los roedores, la piel de rata tiene mas
similitudes estructurales y en cuanto a cinética de permeacion con el tejido
humano (Godin & Touitou, 2007), ya que la piel de los demdas roedores
generalmente muestra tasas mas altas de penetracion que la piel humana (Sato et
al., 1991; Godin & Touitou, 2007). La piel de serpiente fue propuesta como
membrana en experimentos de permeacion en piel. A través de termogramas y
espectros infra-rojo se demostr6 que el EC de piel de serpientes, porcinos y
humanos presenta algunas similitudes en estructura y composicion. La
caracteristica distintiva en la piel mudada de serpiente es la falta de foliculos
(Godin & Touitou, 2007).

En cuanto a la preparacion de las membranas de piel existen diferentes métodos
que pueden ser utilizados: (i) Grosor completo de la piel, incluye el EC, epidermis
viable y dermis (ii) Eliminacion de la dermis profunda, para obtener muestras de
piel de espesor y forma uniforme. (iii) Membranas epidérmicas, comprenden la

epidermis viable y el estrato cérneo. (iv) Sélo el EC (Brain et al., 1998).

1.3.1.4 Aplicacion de compuestos. Antes de la aplicacion de la sustancia
prueba o de ensayo, se deben considerar factores que pueden tener influencia
sobre la permeacion como la naturaleza del vehiculo y la dosis dérmica (la cual es
dependiente de la concentracion de la sustancia prueba en el vehiculo y de la
cantidad aplicada por centimetro cuadrado de piel). Otros factores incluyen el

régimen de dosificacion (finito o infinito) y condiciones post-dosis como la oclusién.
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El tipo de vehiculo aplicado tendra influencia directa en la penetracion y en la
permeacion. En principio, el flujo maximo de un soluto desde soluciones saturadas
a través de una membrana debe ser idéntico e independiente del vehiculo,
siempre que el vehiculo no afecte la membrana y no ocurra sobresaturacion. Por
lo tanto, al comparar los flujos de soluto a partir de una concentracion dada en
diferentes vehiculos, el efecto del vehiculo también puede ser visto como una
modulacion del coeficiente de particion Ky, vehiculo/EC, el cual es un importante
factor en la determinaciéon de la velocidad de penetracibn de una sustancia
quimica en el EC. El coeficiente de particion vehiculo/EC describe la afinidad
relativa de una sustancia quimica por el vehiculo en el cual se aplica. Cuanto mas
soluble el compuesto en el vehiculo, mayor es la probabilidad de que se mantenga
en él (WHO, 2006).

El fluido receptor no debe actuar como un paso limitante en el proceso de
permeacion y ademas, no debe afectar la integridad de la piel. Para compuestos
solubles en agua, el uso de solucion salina o solucién salina tamponada isotonica
es suficiente. Para compuestos lipofilicos el fluido receptor puede contener
mezclas de solventes como etanol : agua, (aunque se puede sobre-estimar la
permeacion) éter oleilico en agua o albumina de suero bovino. El tiempo de
exposicion de los ensayos puede variar de unos pocos minutos a un maximo de
24 horas. ElI aumento en el tiempo de exposicion es apropiado s6lo en caso de
largas fases de retardo o para aplicacion de dosis infinita. EI aumento de tiempo

puede deteriorar el estado de la piel (Roberts et al., 2002).

1.3.1.5 Otros métodos in vitro. Para determinar el potencial de la piel para

actuar como un depdsito de almacenamiento de una sustancia 0 compuesto

especifico, se analizan las muestras de piel utilizadas en las celdas de difusion. La

sustancia previamente radiomarcada se aplica a la superficie de la piel por un

tiempo determinado. Después de este tiempo el experimento finaliza y la sustancia

prueba ya se ha difundido a través de la piel y en el liquido receptor,
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posteriormente se analiza el reservorio del compuesto aplicado. Diversos estudios
han evaluado el uso de la técnica de extraccién con cinta “tape stripping” in vitro,

esta técnica es utilizada para la eliminacion del EC (Rougier et al., 1986).

1.3.2 Pruebas in vivo para evaluar la absorcion dérmica y la posible
distribucion en o6rganos. Los métodos in vivo permiten la determinacion de la
captacion cutanea asi como de la absorcion sistémica de la sustancia prueba. La
ventaja principal de la realizacion de un estudio in vivo en lugar de un estudio in
vitro, es que en el primero se utiliza un sistema fisiolégico y metabdlico real (Brain
et al., 1998; WHO, 2006). En estudios in vivo la penetracién dérmica se lleva a
cabo en animales de laboratorio, generalmente en roedores. La rata es la especie
comunmente utilizada en estos ensayos, sin embargo otras especies animales
como monos y cerdos también han demostrado absorcion en la piel, similar a la de
los seres humanos. Las desventajas de utilizar estos modelos animales son los
costos de mantenimiento y las dificultades en su manipulacion. Actualmente, los
métodos utilizados en absorcién dérmica tienen dos objetivos: (i) eficacia, los
métodos seguidos deben permitir la seleccion de la mejor formulacién para un
compuesto dado, y (ii) seguridad, los métodos también deben entregar la cantidad
apropiada del compuesto ya sea para mantenerse como reservorio en la piel o
liberarse a la corriente sanguinea y a diferentes érganos y tejidos (Godin &
Touitou, 2007).

1.3.2.1 Transporte de compuestos a través de la piel y su distribucion. En la
distribucion de un compuesto a partir de la piel hacia los érganos, juegan un papel
importante los mecanismos de cada capa de la piel (Roberts et al., 2002). En el
EC el transporte se da por difusidbn pasiva, por via inter o transcelular. La
permeacion a lo largo de estas vias depende de la afinidad del compuesto por los
entornos lipidicos, el medio interno de los corneocitos y de la capacidad de las
moléculas para permear la pared celular de los corneocitos. La importancia

relativa de estas vias se ha convertido recientemente en un enfoque de
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investigacion en la distribucion de compuestos aplicados tépicamente (Bouwstra et
al., 2003). Seguidamente, la difusion del farmaco en la epidermis viable puede ser
considerada como un proceso de difusion a través de un medio acuoso que se ve
obstaculizado por la presencia de proteinas y cruces de membrana celular (Bhatt
et al.,, 2008). Otro proceso de la epidermis viable durante la penetracion y
distribucion de farmacos es la union y retencion del compuesto dentro de esta
capa de la piel, el metabolismo y el transporte activo que alli se empieza a
presentar. De forma similar a la epidermis viable, la difusion de compuestos a
través de la dermis esté obstaculizada a través de un medio acuoso. Sin embargo,
hay diferencias importantes como la vascularizacion, que contribuye al transporte
y distribucién de los compuestos en y a través de la piel hacia el interior de un
organismo y las opciones que provee esta capa para la unién y retencion de
compuestos. El sistema vascular cutaneo tiene una importante relacion con la
permeacion y distribucion de compuestos. En ensayos in vivo se ha observado
aumento de la distribucibn de compuestos en sitios contralaterales debido a la
vasodilatacién y distribucion reducida en estos sitios por fendmenos de

vasoconstriccion (Clough et al., 2002).

Posterior a la distribucion de un compuesto en las capas de la piel, la cinética de
liberacion topica en la circulacién sistémica puede ser distintiva, en comparacion
con la administracion intravenosa, debido a las diferencias significativas en las
tasas de absorcion. En la administracion intravenosa la absorcién es instantanea y
mucho mas rapida que la eliminacion, para la administracion tdpica la absorcion
puede ser mucho mas lenta que la eliminacién. La penetracion y permeacion
percutanea, no garantiza necesariamente una respuesta de absorciébn o
eliminacion. Asi, dos factores determinantes en la eleccion de un compuesto son:
el efecto que se desea causar con el estudio (local o sistémico) y la potencia del
compuesto. Se ha sefialado que la potencia y la penetracion en la piel son
igualmente importantes en la determinacién de la eficacia de los productos
topicos. La penetracion directa en la piel y su acumulacion, se asocia con una
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eficacia local sin efectos sistémicos adversos. En algunos casos incluso, los

niveles de deteccidon pueden ser limitantes (Lefevre et al., 2007).

1.4 POTENCIADORES DE LA PERMEACION Y SISTEMAS DE LIBERACION
DE FARMACOS

1.4.1 Potenciadores quimicos de la permeacién. Los potenciadores de la
permeacion son compuestos incorporados dentro de una formulacion, que
promueven la permeabilidad de la piel con el fin de lograr el flujo de un compuesto
deseado. Un potenciador de la permeacién debe ser: no irritante, no sensibilizante,
no alergénico y no toxico, debe trabajar rapidamente, y la actividad y duracion del
efecto debe ser predecible y reproducible. No debe tener actividad farmacoldgica
dentro del cuerpo y debe trabajar unidireccionalmente. Debe mostrar
compatibilidad con la formulacion y los componentes del sistema, también debe
ser inodoro, insipido, incoloro y cosméticamente aceptable y tener un parametro
de solubilidad aceptada (Marjukka et al., 1999; Godin & Touitou, 2007). Las
acciones de un potenciador en la bicapa lipidica del EC pueden implicar
interacciones en los grupos de lipidos de cabeza polar de la bicapa lipidica y entre
las colas hidré6fobas de la bicapa (Marjukka et al., 1999; Williams & Barry, 2004).

Entre las sustancias utilizadas, con actividad para mejorar la penetracion de
compuestos, se encuentran: El agua, sulfoxidos, azonas, pirrolidinas, acidos
grasos, alcoholes y glicoles, surfactantes, urea, aceites esenciales y fosfolipidos.
Estos potenciadores de la permeacién son los componentes principales de

diferentes sistemas de liberacion de farmacos (Williams & Barry, 2004).

1.4.2 Sistemas de liberacion de farmacos. Los sistemas de liberacion de

farmacos surgen como consecuencia de la imposibilidad de trasladar de forma

directa al organismo los principios activos que constituyen los medicamentos.
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Estos sistemas de liberacion estan formados por un principio activo y un sistema
transportador que puede dirigir la liberacion del farmaco al sitio adecuado y en la
cantidad apropiada. Es decir, los transportadores de farmacos son sistemas cuya
funcidén es transportar el farmaco hasta al lugar en donde debe ser liberado de
manera especifica. Estos vehiculos deben tener: baja toxicidad, propiedades
Optimas para el transporte y liberacion del farmaco y vida media larga (Gonzales et
al., 2006).

1.4.2.1 Sistemas de liberacion de farmacos aplicados tOpicamente. Los
sistemas de liberacion de farmacos topicos se diferencian en su composicion y
estructura, pero todos tienen en comun los mismos objetivos: (i) ser capaces de
transportar farmacos de manera especifica y altamente controlada (ii) evitar
problemas relacionados con la solubilidad del farmaco, y (iii) proporcionar
alternativas a las vias de administracion tradicionales, mucho mas invasivas
(Gonzales et al., 2006). Asi, estos sistemas se pueden clasificar dentro de tres
generaciones. La primera generacion, es responsable de la mayoria de parches
transdérmicos para uso clinico. Los compuestos utilizados son de bajo peso
molecular, lipofilicos y se manejan en bajas dosis. El enfoque de esta generacion
esta limitado por la barrera que representa el EC. La segunda generacion,
reconoce la necesidad de hacer mas eficaz la permeabilidad de la piel para
ampliar el alcance de los farmacos. En esta generacion un potenciador ideal debe:
(i) Aumentar la permeabilidad de la piel mediante la interrupcion reversible de la
estructura del EC. (ii) Proporcionar una fuerza motriz adicional para el transporte
en la piel. (iii) Evitar lesiones en los tejidos vivos (Prausnitz et al., 2004). Esta
generacion ha avanzado principalmente en la mejora de la liberacién o entrega de
pequefias moléculas en el sitio terapéutico localizado. Liposomas, dendrimeros y
microemulsiones, se han utilizado como potenciadores con estructura
supramolecular que no sélo pueden aumentar la permeabilidad sino que también
aumentan la solubilidad del farmaco en la formulacién y la particion en la piel
(Kogan & Garti, 2006; Prausnitz & Langer, 2008). También se han desarrollado
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formulaciones de liposomas ultradeformables y actualmente algunos estudios con
estos métodos estan en ensayos clinicos (Prausnitz & Langer, 2008). Otro
enfoque de administracion tépica que se ha aplicado es el uso de pro-drogas a
través de la adicion de algunos grupos quimicos que aumentan la lipofilicidad de
los farmacos y facilitan su transferencia. (Sloan et al., 2006). La tercera
generacion, aplica un nuevo enfoque que permite crear efectos que mejoren la
permeabilidad de la piel en el EC y evita la irritacion en los tejidos mas profundos,
donde posiblemente la formulacion se diluye o cambia. Recientemente los
péptidos han sido examinados como potenciadores de la permeabilidad de la piel.
La electroporacion, segun se ha demostrado, también altera las estructuras de la
bicapa lipidica del EC, se ha probado en modelos de pequefios farmacos, péptidos
y vacunas (Denet et al., 2004). Durante la ultima década se han desarrollado
microagujas como un medio de administracion de farmacos en la piel de forma
minimamente invasiva (Sivamani et al., 2007). La ablacién térmica y la
microdermoabrasion, han demostrado la capacidad para entregar diferentes
compuestos a través de la piel. Estos avances cientificos y tecnoldgicos que
permiten la interrupcion selectiva de la capa cornea, mientras se logra proteger los
tejidos mas profundos de la piel, han llevado a un nuevo nivel las capacidades de
entrega de farmacos topicos y a su vez han abierto el campo cientifico para el
desarrollo de nuevos sistemas de liberacion de farmacos (Prausnitz & Langer,
2008).

1.4.3 La nanotecnologia aplicada a sistemas de liberacion de farmacos. El
propésito principal de la nanotecnologia en cuanto a avances farmacéuticos es el
disefio de sistemas de liberacion de farmacos miniaturizados para lograr una
adecuada estabilidad, mejorada absorcion, liberacion controlada, transferencia
cuantitativa y por lo tanto, mayor actividad farmacodinamica (Huges, 2005). El
tamafio de las particulas garantiza una mayor tolerancia del tejido y mejora la
permeaciéon y la distribuciébn y no se presenta reaccién a cuerpos extrafios. El
objetivo principal de la nanoterapia es orientar las moléculas especificas de un
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farmaco a los tejidos enfermos. La investigacion sobre sistemas de liberacion
controlada de farmacos ha alcanzado un gran progreso en cuanto a
concentraciones especificas y dosificacion en el sitio terapéutico (Santos-
Magalhaes et al., 2000). Las nanoparticulas, al ser liberadas de forma especifica
sélo en los 6rganos, tejidos o células dafiadas, disminuyen la toxicidad asociada al
farmaco. Por otra parte, al ser posible la liberacion paulatina del medicamento de
acuerdo con las necesidades del paciente, se consiguen disminuir los posibles
efectos adversos que puedan producirse como consecuencia de la ingesta masiva
del farmaco (Wong et al., 2012).

Los principales nanosistemas para el transporte y liberacion de farmacos en
nanomedicina son: micelas, liposomas, dendrimeros, nanoparticulas, nanotubos,
conjugados polimericos y nanoemulsiones. Sus caracteristicas principales
observan en la figura 6.
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Figura 6. Nanosistemas para la liberacion de farmacos.

MICELAS: Agregados moleculares con forma de esfera, constituidos por moléculas que
tienen una parte hidrofilica y otra hidrofébica. En medio acuoso, las partes apolares
tenderan a protegerse del agua y formaran una estructura esférica con un nucleo
hidrofébico y una parte exterior hidrofilica. Tamafio: 50 nm. Se utilizan para el transporte y
liberacion de farmacos hidrofébicos.

LIPOSOMAS: Vesiculas formadas por bicapas lipidicas, estructuras tipicas de las
membranas biolégicas, formadas por dos filas de lipidos enfrentadas por sus colas
hidrofébicas. En estas estructuras, se pueden incluir algunas proteinas que actian como
canales por los que el farmaco es liberado al mismo tiempo que permanece protegido
frente a la posibilidad de sufrir una degradacion prematura.

DENDRIMEROS: Macromoléculas con muchas ramificaciones, cuya forma y tamafio
pueden ser controladas de forma muy precisa. Poseen caracteristicas como alta
estabilidad y la capacidad de funcionalizar su superficie, lo que los convierten en buenos
candidatos para el transporte de farmacos.

NANOPARTICULAS: Particulas esféricas poliméricas. Dentro de esta clasificacion se
incluyen las Nanocdpsulas, sistemas vesiculares en los que el farmaco esta confinado en
una cavidad rodeada de una Unica membrana polimérica y las Nanoesferas o sistemas
matrices en los que el farmaco aparece dispersoen la particula

NANOTUBOS DE CARBONO: Estructuras cilindricas compuestas por una o varias capas
de grafito u otro material de carbono enrolladas sobre si mismas. Pueden ser
funcionalizados con péptidos bioactivos, proteinas, acidos nucleicos o medicamentos, y
pueden liberar su carga de manera especifica en células diana. Al funcionalizar su
superficie, los nanotubos de carbono muestran una baja toxicidad y no soninmunogénicos.

CONJUGADOS POLIMERICOS: Sistemas de liberacion de farmacos que se dividen en:
conjugados polimero-proteina y conjugados polimero-farmaco. Ambos estan constituidos
por una parte de polimero que consiste en repeticiones de diferentes entidades quimicas,
como acidos poliglutamicos, polisacaridos y polietilenglicoles. A estos polimeros, el agente
activo se une de forma covalente mediante un enlace que debe ser capaz de degradarse al
alcanzar la diana a la que va dirigido

NANOEMULSIONES: Nanodispersiones de aceite y agua en las cuales la fase dispersa
esta formada por gotas de la sustancia activa en nanoescala. Son estabilizadas en la
superficie con una cubierta de surfactante y co-surfactante. Son buenos vehiculos de
suministro de farmacos especialmente de compuestos hidréfobos. El tamafio de particula y
las propiedades de superficie influyen en el comportamiento biolégico de la formulacion.

Fuente: Modificado de Gonzales et al., (2006).

1.4.3.1 Nanoemulsiones. Las nanoemulsiones son dispersiones de aceite y
agua, son termodinamicamente estables y presentan tamafos de gota entre 10 y

100 nm. Una de las ventajas de estos sistemas de liberacion radica en que son
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generados espontaneamente y pueden ser producidos a gran escala sin
necesidad de alta energia de homogeneizacion (Sosnik et al., 2010). Las
nanoemulsiones  solubilizan  compuestos lipofilicos y son altamente
biocompatibles. Debido a que muchos aceites utilizados en la elaboracion de
nanoemulsiones son comestibles, esta clase de nano transportadores son

particularmente utilizados en farmacos de administracion oral (Wong et al., 2012).

Se han desarrollado diversas nanoemulsiones de diferentes compuestos con
excelentes resultados. Ahmed et al, (2008), desarrollaron diferentes
nanoemulsiones aceite en agua de administracion intravenosa utilizando
excipientes farmacéuticamente aceptables en las fases oleosa y acuosa. Vyas et
al., (2008), prepararon una nanoemulsiéon con aceite comestible para la liberacién
de un inhibidor de proteasa. Esta nanoemulsibn aumenté cinco veces la

biodisponibilidad oral del farmaco al cerebro sin toxicidad.

De igual forma, se han llevado a cabo diversos estudios de incorporacion de
farmacos, especialmente de caracter lipofilico de aplicacion topica en
nanoemulsiones. Mediante estos sistemas de liberacion se incrementa la tasa de
permeacion y se mejora el efecto tépico debido al tiempo prolongado de residencia
del farmaco en las capas de la piel (Fasolo et al., 2007).

Cuando se aplica tGpicamente una nanoemulsion, conteniendo en su dominio
lipidico un farmaco lipofilico disuelto, se espera que dicha nanoemulsién penetre el
EC alterando la estructura de bicapa y permanezca sin variaciones en las
siguientes capas de la piel (Shakeel et al., 2012). Por otra parte, el dominio
hidrofilico de una nanoemulsion puede hidratar el EC en mayor grado y juega un
importante papel en la difusion percutanea de farmacos. Cuando el fluido acuoso
de la nanoemulsion entra a la via polar, incrementa el volumen iterlamelar de la
bicapa lipidica del EC, lo cual conlleva a la ruptura de su estructura interfacial. Asi,

un farmaco lipofilico puede permear mas facilmente a través de las capas de la
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piel. Por otra parte, el tamafio de las gotas de la nanoemulsion también puede
afectar su eficiencia, las gotas de menor tamafio son un excelente vehiculo para

potenciar la permeabilidad en la piel (Abu-Elyazid et al., 2011).

1.5 APROXIMACION A LA FARMACOCINETICA

1.5.1 Generalidades y principios farmacocinéticos. La farmacocinética es la
rama de la farmacologia que estudia el paso de un farmaco a través de un
organismo en funcion del tiempo y de la dosis aplicada (Winter, 2003). La
interaccidn de un farmaco con un organismo requiere conocer qué sucede con el
medicamento (aspectos farmacocinéticos) y que sucede con el organismo
(aspectos farmacodinamicos) (Dagan, 2007). La farmacocinética comprende los
procesos de liberaciéon, absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion del
farmaco, asi como el estudio de los factores que pueden modificar la cantidad del

compuesto disponible en el organismo (Rabasco, 2002).

La liberacion, constituye la “salida” del farmaco de la forma farmacéutica que lo
transporta. Por lo general, implica la disolucion del compuesto en algan medio
corporal. La velocidad de liberacion depende de: el tamafio de particula del
farmaco, solubilidad del farmaco, formulacion del medicamento, técnica de
elaboracion y forma farmacéutica utilizada. Después de acceder a la circulacion
general, el farmaco se reparte por todo el organismo transportado por la sangre,
este proceso se conoce como distribucion. Una vez en el espacio vascular, los
farmacos pueden unirse a proteinas plasmaticas o penetrar en células
sanguineas. Después que el farmaco ha accedido a la sangre, el organismo
reconoce la entrada de una sustancia extrafia y pone en marcha una serie de
mecanismos destinados a su expulsion (Winter, 2003). La eliminacion se divide en
dos grupos: biotransformacion y excrecion. La biotransformacion, también
denominada metabolizacion, es el proceso por el que se produce una modificacién
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en la estructura quimica del farmaco debido a la actuacién de los sistemas
enzimaticos del organismo. Como consecuencia de ello, se obtienen productos de
transformacién mas hidrosolubles y menos activos que los productos iniciales. La
excrecion es el proceso por el que se elimina el farmaco sin sufrir modificaciones
(Rabasco, 2002).

1.5.2 Distribucién de farmacos. La distribucion de farmacos en un organismo se
reflere a la transferencia reversible de dicho farmaco entre diferentes
localizaciones dentro del cuerpo. La informacion definitiva de la distribucion de un
farmaco depende de la concentracién de este en varios tejidos (Patsalos, 2005;
Rabasco, 2002).

1.5.2.1 Unién a proteinas plasmaticas. La union de los farmacos a proteinas
plasmaticas se efectla a través de enlaces reversibles. Las proteinas que
intervienen son: albumina, alfa-1-glicoproteina &cida, globulinas y lipoproteinas. El
porcentaje de unidn a proteinas plasmaticas se puede considerar como una
constante para cada farmaco, siendo independiente de su concentracion
plasmatica. Los farmacos que son acidos débiles se unen prioritariamente a la
albumina, mientras que las bases débiles lo hacen indistintamente a todas las
proteinas antes citadas. En la fijacion de los farmacos a las proteinas plasmaticas
la fraccidn que se encuentra unida es farmacoldégicamente inactiva, actia como un
reservorio 0 una forma de transporte, permanece en la sangre y no es
metabolizada ni excretada. La fraccién libre es la que ejerce la accion
farmacoldgica y se halla disponible para su distribucion, biotransformacion o

excrecion (Rabasco, 2002).

1.5.2.2 Distribucidn tisular. Constituye el proceso de reparto del farmaco en el
conjunto de érganos v tejidos, esta distribucion se presenta en el organismo a
diferente velocidad, segun el tipo de tejido. Entre otros, los factores que influyen

sobre este proceso son: caracteristicas fisicoquimicas del farmaco, su capacidad
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para unirse a proteinas plasmaticas, irrigacion del 6rgano y afinidad particular del
farmaco por un tejido especifico. En muchas ocasiones se ha podido detectar
cierto tropismo del farmaco hacia determinados tejidos, hecho que puede facilitar

su accion farmacoldgica (Patsalos, 2005).

1.5.2.3 Paso de la barrera hematoencefélica. El cerebro se encuentra protegido
por un complejo sistema de barreras que regulan la composicion del liquido
cefalorraquideo e impiden el acceso de numerosos farmacos (Wong et al., 2012).
La barrera hematoencefalica esta constituida por los capilares del cerebro que de
manera opuesta a otros capilares, estan formados por células endoteliales
estrechamente unidas por angostas zonas de conexién, que obligan a las
moléculas a pasar a través de la membrana y el contenido de la célula. Las
sustancias hidrosolubles tienen mayor dificultad para atravesar la barrera
hematoencefélica, mientras que los compuestos liposolubles penetran en el

cerebro de una forma mas facil (Alavijeh et al., 2005).

1.5.2.4 Cinética de distribucion. Desde un punto de vista cinético se consideran
tres compartimentos segun la velocidad con que el farmaco los ocupa y abandona.
El compartimento central incluye el liquido plasmético intersticial e intracelular
facilmente accesible, es decir, el medio acuoso de los tejidos bien irrigados como
corazon, pulmén, higado y rifidn. El compartimento periférico superficial esta
formado por el liquido intracelular poco accesible, medio acuoso de tejidos menos
irrigados como piel, grasa, musculo o médula 6sea. Y el compartimento periférico
profundo, incluye los depésitos tisulares a los que el farmaco se une mas
fuertemente y de los que se libera con mayor lentitud (Benet & Zia-Amirhosseini,
1995). La distribucién de un farmaco se considera monocompartimental cuando se
distribuye rapida y uniformemente por todo el organismo, es decir, el organismo se
comporta como un Unico compartimiento central. En el modelo de distribucién
bicompartimental los farmacos administrados difunden con rapidez al
compartimento central y con mas lentitud al compartimento periférico. Los
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farmacos con distribucion tricompartimental se fijan fuertemente a determinados
tejidos en los que se acumulan y de los que se liberan con lentitud. La mayoria de
farmacos se adaptan a un modelo bicompartimental, pero en algunos la
distribucion a los tejidos es tan pequefia que sélo se aprecia por via intravenosa,
por lo que se tratan cinéticamente como monocompartimentales (Castano et al.,
2005).

1.5.3 Vias de administracion de farmacos. La via de administracion de un
farmaco es la ruta que se elige para incorporar dicho compuesto a un organismo.
Existen diversas vias de administracion de farmacos entre las que se encuentra la
via enteral, la cual indica que un farmaco alcanza su objetivo después de sufrir
absorcion gastrointestinal. Las vias oral, sublingual, gastroentérica y rectal, hacen
parte de esta clasificacion. En segundo lugar esta la via parenteral, en la cual los
farmacos se inyectan directamente dentro del organismo. Entre estas vias se
encuentran: la via subcutanea, via intramuscular, via intravenosa, via intraarterial
y via intraperitoneal. En la via pulmonar, la absorcion se produce exclusivamente
por difusion pasiva a través de las membranas de los bronquios, bronquiolos y
alvéolos. Dada la gran superficie existente a este nivel y el elevado flujo sanguineo
que poseen los pulmones, se puede afirmar que esta via constituye una excelente
entrada de farmacos en el organismo. Finalmente, los farmacos administrados por
via tépica se aplican directamente en la piel o en las mucosas. Los farmacos
topicos se aplican en el sitio terapéutico a nivel local, por lo cual no tienen que
cruzar otras barreras del cuerpo (Mendoza, 2008).

1.5.4 Modelos experimentales de estudios farmacocinéticos. EIl objetivo de

los estudios farmacocinéticos es determinar la absorcion, distribucion,

metabolismo y eliminacion de un farmaco en animales de experimentacion. Al

conocer estos parametros, la informacion farmacoldgica y toxicolégica del

compuesto sera mas eficaz (Winter, 2003). No obstante, es importante destacar

gue no siempre se pueden extrapolar los resultados obtenidos con los modelos
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animales a los seres humanos. Se debe tener en cuenta que segun la especie
animal utilizada, los resultados obtenidos para un mismo farmaco pueden variar.
Por ejemplo, el fendbmeno del primer paso hepatico es mucho mayor en perros y
ratas, la eliminacion suele ser mas rapida en los roedores, excepto la rata y la
semi- vida plasmética varia mucho segun la especie animal (Mendoza, 2008). Sin
embargo, en algunos casos los estudios pre-clinicos son la Unica opcion para
conocer determinados parametros imposibles de estudiar en el ser humano, como
la distribucién de farmacos en los diferentes tejidos de un organismo. Por otro
lado, el estudio de las interacciones farmacocinéticas y la relacion concentracion-
efecto, puede ser un punto de referencia clave en la biusqueda de dosis y en la
determinacidon de concentraciones plasmaticas eficaces en humanos (Hernandez
et al., 2010).

1.6 LEISHMANIASIS: LEISHMANIAIS CUTANEA

1.6.1 Generalidades. La leishmaniasis es una enfermedad transmitida por
vectores infectados de los géneros Phlebotomus y Lutzomyia causada por
protozoos intracelulares del género Leishmania. Varias manifestaciones clinicas
se conocen bajo el término leishmaniasis: leishmaniasis visceral (LV),
leishmaniasis cutanea (LC) y leishmaniasis mucocutanea (LMC) (Herwaldt, 1999).
El tipo de enfermedad depende de la especie de Leishmania involucrada y del
estado inmunoldgico del paciente (Grimaldi & Tesh, 1993). La LC es endémica en
mas de 70 paises en todo el mundo. Los datos de vigilancia indican que el nimero
global de casos ha aumentado durante la Ultima década en Afganistan, Bolivia,
Brasil, Colombia, Pert y Siria (Reithinger et al., 2007). Entre los agentes causales
de LC se encuentran en El Viejo Mundo L. tropica, L. major y L. aethiopica también
L. infantum y L. donovani. En el Nuevo Mundo los agentes causales son especies
del complejo L. mexicana especialmente L. mexicana, L. (Leishmania)
amazonensis y L. venezuelensis y especies del sub género Viannia como L. (V.)
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braziliensis, L. (V.) panamensis, L. (V.) guyanensis y L. (V.) peruviana. También
organismos como L. major y L. chagasi (syn. L. infantum) (Young et al., 1987;
Herwaldt, 1999). La LC se caracteriza por el desarrollo de lesiones ulcerativas en
piel. En Colombia, segun el Ministerio de la Proteccion Social (2008), la
presentacion mas frecuente es la Ulcera indolora con compromiso linfatico y
adenopatia regional. La Ulcera tipica es redondeada, de bordes elevados,
eritematosos, acordonados, con centro granulomatoso limpio y base infiltrada.
Regularmente, son indoloras y de crecimiento lento. Cuando hay sobreinfeccion
bacteriana se tornan dolorosas, de fondo sucio, secrecion purulenta, recubiertas
por costra, eritema en su periferia y signos inflamatorios locales, se pueden
presentar como lesiones Unicas o multiples. La enfermedad puede tornarse
cronica luego de doce semanas sin cierre de la Ulcera o con la transformacion de
la misma en una placa verrugosa de bordes elevados recubiertos con escamas o
costras que coinciden con los bordes de la cicatriz de la lesion inicial (Calvopina et
al., 2005). Histolégicamente las lesiones presentan un infiltrado celular compuesto
principalmente por macréfagos vacuolados en la dermis con amastigotes en su
interior. También se presenta una mezcla de linfocitos y células gigantes
multinucleadas, en algunos casos también hay presencia de neutréfilos y
eosindfilos. Cuando el infiltrado invade la dermis, puede haber pérdida de
estructuras anexiales (Moskowitz & Kurban, 1999). El ciclo de vida de parasitos
Leishmania implica la alternancia entre un hospedero mamifero y un fleb6tomo

(figura 7).
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Figura 7. Ciclo de vida de Leishmania spp.

. . ot
- ~ | Transferencia [Ty e
{ Y durante s 4
L [./ la alimentacion ¥
» Promastigotes .
metaciclicos

Promastigotes migran

a la valvula faringea Promastigotes metaciclicos. Pueden
invadir activamente macrofagos,
o’ ol granulocitos o son fagocitados.
.

Promastigotes prociclicos
cambian a
promastigotes metaciclicos

Amastigotes infectan » e
4 Lnuevos macrofagos

por division simple
P Flebot - Promastigotes transformados
w, heen?bcl,'lano Mamiferos en amastigotesy multiplicados
- por division simple
Amastigotes
transformados en . 3
promastigotes prociclicos| % Transferencia n £
VW urante e ’
la alimentacion o

Amastigotes salen

Amastigotes liberadoz |de células infectadas|

en el intestino medio

Fuente: Tomado de Harhay et al.,( 2011).

En el hospedero mamifero, se presentan como promastigotes metaciclicos
(formas infectivas del parasito) que se introducen en la piel por la picadura del
vector. Posteriormente son encapsulados por macrofagos (células fagociticas del
sistema inmune), en donde se transforman en amastigotes intracelulares dentro de
una vacuola parasitofora, alli evitan su degradacion y establecen condiciones de
proliferacion. En el vector las especies de Leishmania se desarrollan en el tracto
digestivo, en donde se han descrito varias morfologias que en conjunto se
conocen como metaciclogénesis, la cual involucra la transformacion  de
promastigotes no infectivos o poco infectivos (prociclicos) en promastigotes
altamente infectivos (metaciclicos). Estos promastigotes metaciclicos seran
introducidos de nuevo en el hospedero mamifero para continuar el ciclo
(Descoteaux & Turco, 1999).
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1.6.2 Tratamiento. Los farmacos de primera opcién para el tratamiento de
leishmaniasis son los antimoniales pentavalentes como el estibogluconato sédico
o Pentostdm® y el antimonio de meglumina o Glucantime® (Croft et al., 20086).
Antes de iniciar el tratamiento, el paciente debe evaluarse clinica y
paraclinicamente para descartar alteraciones cardiacas, hepéticas o renales. A los
individuos mayores de 45 afios y a quienes se les detecten alteraciones clinicas,
deben practicarseles: electrocardiograma, pruebas de funcién renal, pancreatica y
hepatica. Dado que en los casos de leishmaniasis cutanea y mucosa el
tratamiento debe hacerse en forma ambulatoria, sistémica y prolongada, éste
debera efectuarse bajo supervisiéon del personal de los servicios de salud para
garantizar la adherencia al tratamiento. Las fallas en el tratamiento se deben,
primordialmente, a la administracion de dosis sub-terapéuticas. Al considerar el
esquema terapéutico Optimo para leishmaniasis cutdnea se recomienda una dosis
Unica diaria de antimonio pentavalente de 20 mg/kg de peso/dia durante 20 dias,
sin dosis limite, lo que garantiza 90 a 95% de curacion (Soto et al., 2004). Entre
las desventajas que ha presentado este tratamiento se encuentran: dolor en el
sitio de aplicaciéon, vomito, nauseas, mialgias, nefrotoxicidad, hepatoxicidad,
cefalea y diarrea (Oliveira et al., 2009). El tratamiento de segunda eleccidn, incluye
el Isotianato de Pentamidina (Pentacarinat®), sin embargo, desde 1983 su efecto
terapéutico ha disminuido significativamente hasta un 70%, reduciendo su
utilizacion en diferentes areas (Pérez-Victoria et al., 2006). La Anfotericina B
(Fungizone®), originalmente desarrollado como un antimicético sistémico, también
presenta actividad anti-Leishmania; sin embargo, tiene el inconveniente de ser
altamente toxico y por lo tanto su administracion requiere cuidados especiales. Su
formulacion liposomal AmBisome®, ha mostrado un 95% de cura en pacientes de
la India con LV no obstante, el alto costo limita su uso (Croft et al., 2006). La
miltefosina (Impavido®) es un alkylfosfolipido inicialmente desarrollada como un
farmaco anti-cancer. Es el primer tratamiento oral para la leishmaniasis (Croft &
Coombs, 2003). En una serie de pacientes colombianos se alcanzaron tasas de

curacion de 94% con una dosis de 2 a 2.2 mg/kg/dia durante tres a cuatro
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semanas. En otro estudio de 68 pacientes colombianos, sin documentar
claramente la especie infectante, las tasa de curacion (entendida como ausencia
de parasitos en la lesion y re-epitelizacion de la lesién luego de seis meses de
tratamiento) con un esquema de 2.5mg/kg/dia por 28 dias fue de 91%. La
miltefosina ha demostrado ser efectiva y segura en el tratamiento de LV en la
India, pero al comparar la efectividad in vitro entre aislamientos de leishmania
donovani (productora de leishmaniasis visceral en el Viejo Mundo) y especies
productoras de leishmaniasis cutanea en Pera (L. (V.) braziliensis, L. mexicana, L.

guyanensis) la efectividad es menor en estas ultimas (Soto et al., 2004).

1.6.2.1 Tratamientos locales en leishmaniasis cutanea. Los tratamientos
locales para el tratamiento de la LC incluyen terapias tanto farmacol6gicas como
no farmacolégicas o una mezcla de las dos. El interés por las terapias topicas se
inici6 con los estudios de EI-On et al.,, (1984) con Paromomicina (PM), un
antibiético aminoglucésido identificado originalmente como anti-Leishmania en la
década de 1960. En esta investigacion se demostré la curacion completa de
lesiones por L. major en ratones BALB/c. En la misma serie de experimentos, la
PM combinada con otros aminoglucésidos o con potenciadores de penetracion
dieron altos niveles de actividad (Garnier & Croft, 2002). Entre los efectos
adversos de esta formulacidon se encuentran irritacién severa e intolerancia. (Soto
et al.,, 1998). Soto et al.,, (2002), estudiaron la eficacia de WR279396, una
formulacion tépica de aminoglucésidos en un ensayo clinico de LC realizado en
Colombia concluyendo que la formulacion es no toxica y acelera significativamente
el tiempo de curacién en pacientes infectados con L. (V.) panamensis. Debido a
gue la administracion oral de miltefosina presentd baja eficacia y efectos
secundarios, se incorpord en una formulacién tépica (6%) (Dummer et al., 1993).
Esta formulacién conocida comercialmente como Miltex® ha sido aprobada en el
tratamiento de tumores cutaneos pero en LC no se ha demostrado su eficacia
(Soto et al.,, 2001). Las formulaciones lipidicas de Anfotericina B (AmB) han
reducido la toxicidad en comparacion con la formulacion original Fungizone).
54



Cuando se dispersan en una solucién acuosa como Amphocil® (dispersién coloidal
de sulfato de colesterol y AmB) y Abelcet® (complejo fosfolipidos/AmB),
demostraron un efecto curativo sobre lesiones causadas por L. major
(Frankenburg et al.,, 1998). La terapia no farmacolégica o fisica, incluye
cauterizacion, escision quirdrgica, crioterapia, termoterapia y terapia fotodinamica.
Se ha demostrado que algunas especies de Leishmania, agentes causales de LC
son sensibles a temperaturas mayores a 39°C por lo cual la termoterapia
representa gran utilidad como tratamiento unico o combinado (Palumbo, 2009). En
un estudio realizado utilizando crioterapia, la tasa de curacion fue de 73%,
comparada con una tasa de curacion de 85% en terapia con Pentostam (Gurei et
al., 2000). La terapia combinada de crioterapia y antimoniales pentavalentes ha
mostrado mejores resultados que las terapias individuales (Asilian et al., 2004)

1.7 TERAPIA FOTODINAMICA (TFD)

1.7.1 Generalidades. Si bien, existen numerosos enfoques para el tratamiento de
enfermedades cutaneas, la TFD ha pasado al primer plano en cuanto a eleccion
del tratamiento a nivel mundial, debido a su capacidad de tratar una gran variedad
de lesiones cutdneas. La (TFD) se basa en el uso de fotosensibilizadores (FS)
aplicados topica o sistémicamente, que son captados o retenidos selectivamente
por células del tejido a tratar seguido de la aplicacién local de dosis Opticas de luz
(Vollet-Filho et al., 2010). La foto-activacién con luz visible a una longitud de onda
apropiada excita el FS y la energia de este se transfiere a oxigeno molecular que
conduce a la liberacibn de especies reactivas de oxigeno que a su vez
desencadenan muerte celular y destruccion de tejidos (Paszko et al., 2010). La
base de la TFD es la interaccion de la luz con el FS que conlleva a una
transferencia de energia y un efecto quimico local (Yslas et al., 2009). La terapia
fotodinamica (TFD) es un tratamiento minimamente invasivo y minimamente
toxico.
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1.7.2 Fotosensibilizadores (FS). Los FS son compuestos quimicos que pueden
ser excitados (elevacion en el nivel de energia) por la luz a una longitud de onda
especifica. Entre las caracteristicas que debe presentar un FS para ser utilizado
en TFD se encuentran: ser puros y bien caracterizados, presentar propiedades
citotdxicas soOlo en presencia de luz, ser retenidos en el érgano blanco y tener
altos coeficientes de generacion de especies reactivas de oxigeno y oxigeno
singlete, el cual es el estado de excitacidbn del oxigeno molecular, generado
fotoquimicamente causando dafios oxidativos. Un FS también debe ser eliminado
rapidamente del organismo y no producir fotosensibilidad en el sitio de aplicacion
(Allison & Sibata, 2010). Los FS son abundantes en la naturaleza, sin embargo,
muy pocos son comercialmente disponibles para uso clinico. (Dougherty et al.,
1998) redescubrieron la familia de porfirinas, FS de primera opcién clinica (Allison
et al., 2006a). Photofrin® fue la primera porfirina disponible en el mercado, con un
historial clinico largo y exitoso. Posteriormente, se desarrollaron otros FS
sistémicos como: Verteporfina, NPe6 o MACE, Foscan®, Purlytin y Photoclor.
Estos FS presentan acumulacion tanto en tumores malignos como en tejidos,
bajos coeficientes de actividad, requieren la administracion de grandes cantidades,
presentan maximos de absorcién a una longitud de onda relativamente corta y
presentan una alta tasa de acumulacion en la piel, lo cual conduce a una
prolongada sensibilidad. Con base en estas desventajas se han desarrollado FS
de aplicacion topica. Los mas éxitosos y disponibles comercialmente son los
derivados del acido aminolevulinico (ALA). ALA, es un profarmaco que se
convierte enzimaticamente a protoporfirina IX (Pp IX). La metilacion de ALA
parece aumentar selectivamente su acumulacion en tumores malignos. Esto ha
llevado a una continua investigacion sobre variaciones de ALA, con el objetivo de
mejorar aun mas la actividad y la selectividad (Allison et al., 2006a). Actualmente
se han realizado investigaciones respecto a otros FS entre los que se encuentran:
ftalocianinas (Brasseur et al., 1988; Rosenthal, 1991), naftalocianinas y clorinas
(Magenheim et al., 1993). Estos compuestos tienen la ventaja de ser puros y bien
caracterizados, son generadores efectivos de oxigeno singlete y tienen un fuerte
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pico de absorcion en el rango de 650 a 800 nm de longitud de onda, lo que hace
mas efectiva la penetracion de luz en el tejido. Presentan alta selectividad por el
tejido blanco y rapida eliminacion del cuerpo. Sin embargo, la mayoria de estos FS
son hidrofobicos, por esta razdén es necesario desarrollar otros sistemas de
aplicacibon como dispersiones oleosas, liposomas y particulas poliméricas o
conjugados polimero-hidrofilico/FS, que actian como sistemas de liberaciéon
(Oenbrink et al., 1988).

1.7.3 Ftalocianina de aluminio clorada (PcAICl). Las ftalocianinas son potentes
FS (Allen et al., 2001), su estructura esta basada en las porfirinas y generalmente
incluyen un atomo central metalico como el zinc, silicio o aluminio para aumentar
la produccion de especies reactivas de oxigeno y oxigeno singlete. Presentan
altos niveles de absorcibn en el rango de 670 nm y tienen capacidades
fluorescentes. Debido a que estos FS son altamente hidrofébicos, estan
encapsulados dentro de formulaciones topicas para un uso adecuado. Las
ftalocianinas metélicas presentan mejor actividad que las ftalocianinas sin metal.
Las metaloftalocianinas han generado considerable atencion en los ultimos afios
debido a su uso potencial como FS en TFD de enfermedades neoplasicas (Chan
et al., 1997). Entre ellas la PcAICI, es un eficiente FS en estudios de TFD, tiene la
ventaja de ser facilmente sintetizada, presenta bajo costo, esta disponible en el
mercado, es parcialmente soluble en agua y altamente citotoxica contra el tejido
blanco (Rosenthal, 1991). Se ha determinado que promastigotes de L. (V.)
panamensis, L. chagasi (syn. L. infantum) y L. (Leishmania) amazonensis son
altamente fotosensibles a la TFD utilizando PcAICI (Escobar et al., 2006). A pesar
del creciente conocimiento de los aspectos fotofisicos y fotoquimicos de la PcAICI,
hay una lenta evolucion en los métodos analiticos para su distribucion en sistemas
biologicos. Por lo tanto, es de gran importancia evaluar su biodistribucion y
fototoxicidad en modelos experimentales, para su posible aplicacion en pruebas
clinicas. En este contexto sélo se ha reportado un estudio desarrollado por Kyriazi
et al., (2008) en el cual se examiné la farmacocinética de PcAICI en un modelo
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murino de piel normal y carcinoma de piel no melanoma. En el estudio se
obtuvieron resultados positivos de absorcion y penetracién de PcAICI en el tejido

tumoral.

1.7.4 Terapia fotodindmica en el tratamiento de LC. Existen diversas
aplicaciones de la TFD en medicina ya sea en procesos antitumorales o
antimicrobianos, en los cuales los FS juegan un papel primordial (Ben-Hur &
Rosenthal, 1985). Recientemente la TFD ha sido utilizada en el tratamiento de LC
(Enk et al., 2003) y su uso es soportado por demostraciones in vitro de la actividad
anti leishmania y por reportes sobre las propiedades antimicrobianas de las
porfirinas (Stojiljkovic et al., 2001). Algunos resultados de ensayos clinicos,
utilizando (ALA), precursor metabdlico de protoporfirinas, en TFD en pacientes
infectados con L. major y L. donovani, presentaron destruccién de tejido no
especifico acompafado de sobrevivencia de parasitos (Akilov et al., 2007b). Entre
otros estudios de TFD en LC se encuentra el desarrollado por Bristow et al.,
(2006), quienes investigaron el potencial de cuatro porfirinas catidnicas para
inactivar promastigotes de L. major. Paralelamente, realizaron ensayos de
fototoxicidad contra queratinocitos y macréfagos que mostraron diferencias
significativas entre la actividad fotodinAmica en microorganismos y en células de
mamifero. En este trabajo inactivaron fotodinamicamente macréfagos infectados
con leishmania y promastigotes libres, minimizando el dafio de tejido circundante.
Morgenthaler et al., (2008), evaluaron ketales de carbaporfirina como agentes
potenciales en TFD para leishmaniasis. Los estudios estuvieron dirigidos a la
inhibicién del crecimiento de promastigotes axénicos de L. tarentolae in vitro.
También se centrd la atencién en la produccidén de especies reactivas de oxigeno
inducida por la presencia de ketales de carbaporfirina. Al emplear PcAICI en TFD
para el tratamiento de LC in vitro se han obtenido resultados positivos. Dutta et al.,
(2005), utilizaron PcAICI como FS contra L. (Leishmania) amazonensis
extracelulares e intracelulares, determinando lisis de promastigotes y amastigotes
axénicos después de la irradiacion. Escobar et al.,, (2006) determinaron la
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actividad fotodinamica in vitro de la PcAICI y de la Ftalocianina de zinc (PcZn) en
parasitos de L. (V.) panamensis y L. chagasi (syn. L. infantum). Los resultados de
estas investigaciones sugieren que al utilizar la PcAICI como FS se inhibe el
crecimiento in vitro de algunas especies de Leishmania. En modelos
experimentales la actividad de PcAICI, sélo se ha conocido en la investigacion
desarrollada por Hernandez (2010), en la cual se observé que la TFD con PcAICI
aplicada topicamente cur6 lesiones causadas por L. amazonensis sin embargo, no
elimind completamente amastigotes en el sitio de la lesion. Este estudio sugiere
optimizar las formulaciones tépicas de PcAICI, determinando concentraciones
efectivas que logren la eliminacién del parasito en las lesiones de los animales.
Segun las investigaciones realizadas se puede determinar que la TFD con PcAICI
seria una estrategia prometedora para el tratamiento de LC, es conveniente
realizar un estudio de permeacion y biodistribucion de PcAICI en modelos ex vivo
e in vivo con el fin de determinar su comportamiento y evaluar el nivel de

seguridad, lo cual permitira su posible utilidad en el tratamiento de LC.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la permeacion y biodistribucién de PcAICI aplicada tépicamente en piel

de Ratas Wistar.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la permeacion de PcAICI en piel de ratas Wistar después de la

aplicacion tépica en solucién y en nanoemulsion.

Determinar la retencién de PcAICI en piel de ratas Wistar después de la aplicacion

tdpica en solucién y en nanoemulsion.

Evaluar la concentracion de PcAICI en érganos de ratas Wistar después de la

aplicacion tépica en solucién y en nanoemulsion.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 DISENO METODOLOGICO

Se evaluaron dos formulaciones de PcAICI siguiendo el disefio metodolégico
observado en la figura 8. En la fase ex vivo se utilizd piel dorsal de ratas Wistar
para evaluar permeacion y retencion de PcAICI, esta fase se desarrollé6 mediante

la utilizacion de celdas de difusion de Franz. En la fase in vivo se utilizaron ratas

Wistar con el fin de determinar la distribucién de PcAICI en érganos y en piel. Se

utilizaron ratas con piel normal y ratas con dafio quirdrgico inducido en las capas

de la piel. Se realizaron biopsias de piel con el fin de determinar las caracteristicas

histoldgicas y el dafio quirdrgico inducido.

Figura 8. Disefio metodoldgico del estudio.
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PcAICI: Ftalocianina de Aluminio Clorada; F1: Formulacién 1; F2: Formulacién 2.
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3.2 COMPUESTOS Y FORMULACIONES
Se utilizo ftalocianina de aluminio clorada (PcAICI), adquirida de Sigma-Aldrich (St.

Louis, USA) (Tabla 1) y preparada en dos formulaciones: formulacion 1 (F1):

PcAICI en solucion y formulacion 2 (F2): PcAICI en nanoemulsion.

Tabla 1. Estructura y caracteristicas quimicas de PcAICI

Compuesto Ftalocianina de Aluminio Clorada (PcAICI)

X =N

'? N ¢l
AN AS
,o. N—Al-—N;Q
Estructura quimica @ :
N_E g:N

Férmula molecular C32H16A|CIN8

Peso molecular 574,96 g/mol

Log P (Coeficiente de particion

octanol/agua) 7.3

La F1 se preparo disolviendo la PcAICI en una mezcla de dimetil sulféxido (DMSO,
Carlo Erba Reagenti, Rodano, Italia), Tween 80 (Sigma-Aldrich, (St. Louis, MO,
USA) y Agua tipo | segun lo descrito por Kyriazi et al., 2007 y modificaciones de
Hernandez, 2010: 2,5 mg de PcAICI fueron disueltos en una mezcla de DMSO:
Tween 80: Agua tipo | (35,7: 21,4: 42,9). La solucion se mantuvo en agitacion
constante durante una hora a temperatura ambiente. Posteriormente, se conservo
en refrigeracion y protegida de la luz en frascos ambar con papel aluminio. Para

los experimentos in vivo se utilizd la formulacion 1(a) con una concentracion de
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PcAICI de 2,5 mg/mL y para los ensayos ex vivo se utilizo la formulacion 1(b) con

una concentracion de 100 pM.

La F2, se prepar6 mediante la mezcla de una fase acuosa y una fase oleosa. Para
la preparacion de la fase acuosa se utilizé agua tipo |, glicerol y tween 20. En la
fase oleosa se utilizo fosfatidilcolina, PcAICI diluida en cloroformo y acido oleico.

La mezcla de las dos fases se realizO mediante la adicion de la fase oleosa a la
fase acuosa. En la preparacion de esta formulacion se utilizaron técnicas de
ultrasonicacién, centrifugaciéon y rotoevaporaciéon. En la caracterizacion
fisicoquimica se realizé medicidon de tamafio de particula, indice de polidispersion
y potencial zeta por espectroscopia de correlacién fotdnica (Malvern Nano ZS® 90,
Malvern Instruments, Worcestershire, UK). La nanoemulsiéon fue diluida en agua
(1:50) antes de cada medicion. Para los experimentos ex vivo se utilizd la
formulacion 2(c) con una concentracion de PcAICI de 200,13 uM y para los
ensayos in vivo se utilizé la formulacion 2(8) con una concentracion de 200 uM

aproximadamente.

Se prepararon los vehiculos de cada formulacion sin agregar la PcAICI. Estos
vehiculos fueron utilizados como controles en cada uno de los ensayos ex vivo e

in vivo.

Se determind la concentracion de PcAICl en F1y F2 por medidas de fluorescencia
utilizando el fluorémetro (PerkinElmer LS 55). El espectro de excitacioén fue de 670
nm y el de emision de 682 nm. Se elaboraron curvas de calibracion utilizando una
solucion madre de PcAICI diluida en DMSO. A partir de esta solucién se hicieron 9
diluciones 1:2. La concentracion de PcAICI en las formulaciones se detecto
mediante la interpolacion de la curva de calibracion. Bajo estas condiciones
experimentales los rangos de deteccidn estuvieron entre intensidades de
fluorescencia de 22,6 y 353. La ecuacion de la curva fue Y= 6,59x + 20,87 y el
coeficiente de correlacion fue 0,9997.
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Con el fin de determinar el estado soluble y no agregado de las moléculas del
compuesto se realizaron espectros de emision de fluorescencia de PcAICI y
espectros de absorcion de este fotosensibilizador. Las formulaciones fueron
diluidas en DMSO, etanol y PBS-SDS (2%) en diluciones 1:3000. Los espectros de
emision de fluorescencia de PcAICI se realizaron en el fluorémetro PerkinElmer LS
55, UK. Las condiciones del método fueron: emisién: Inicial 374 nm, final 800 nm;
excitacion 364 nm. Los espectros de absorcion de PcAICI fueron realizados en el
espectrofotometro UV-Visible UV -2401 PC Shimadzu con el software UV Probe
Vis. Los espectros se realizaron con longitudes de onda entre 250 y 800 nm.

3.3 ANIMALES DE EXPERIMENTACION: RATAS WISTAR

Se utilizaron 36 ratas Wistar hembras de aproximadamente 2 meses de edad y
entre 200 y 280 gramos de peso. Todos los animales tuvieron su origen de la
poblacién de ratas Wistar establecidas y mantenidas en el Bioterio de la Facultad
de Salud, Departamento de Ciencias Basicas de la Universidad Industrial de
Santander. Se utilizaron cajas individuales para evitar sesgos o alteracién en los

procedimientos.

El cuidado animal y los procesos experimentales fueron llevados a cabo de
acuerdo a las normas y condiciones establecidas en la ley 84 emitida por el
congreso de Colombia el 27 de diciembre de 1989, por la cual se adopta el
Estatuto Nacional de Proteccion de los Animales, se crean unas contravenciones y
se regula lo referente a su procedimiento y competencia. El desarrollo de las
practicas en la presente investigacion basicamente se enmarco en el capitulo
sexto de esta ley que hace referencia al uso de animales vivos en experimentos e
investigaciéon. Igualmente, se tuvieron en cuenta las disposiciones instadas en la
resolucién 008430 de 1993 emitida por el Ministerio de Salud de la Republica de
Colombia, en la cual se establecen las normas cientificas, técnicas y
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administrativas para la investigacion en salud. Principalmente, lo determinado en

el Titulo V respecto a la investigacion biomédica con animales.

De acuerdo a lo estipulado en el manual de protocolos y procedimientos del
Bioterio UIS (2012) e indicaciones y colaboracion por parte del personal que alli
labora, los animales se mantuvieron en un ambiente controlado bajo las
siguientes condiciones: 1) Los ciclos de luz y penumbra duraron 12 horas cada
uno, controlados mediante un timer (temporizador programable); 2) Se manej6 un
equipo de aire acondicionado con unidad exterior y recargas constantes de aire al
interior de las salas. Se manejé una presién positiva; 3) Se mantuvo un extractor
de olores y vapores en funcionamiento permanente. 4) Se mantuvo un termo
higrometro indicador de temperatura en grados y humedad relativa en porcentaje.
La temperatura se manejé entre 21 y 23 grados centigrados y la humedad relativa
oscil6 entre 60 y 70%. El alimento fue suministrado teniendo en cuenta el
requerimiento nutricional de proteina, grasa, humedad y fibra. Las marcas
comerciales utilizadas fueron Ringo Croquetas (bulto x 30 Kg) y Finca pollo grueso
(bulto x 40 Kg). El suministro se llevd a cabo con horario establecido utilizando el
recipiente medidor de acuerdo al peso promedio (entre 6 y 10% del peso total del
animal). El suministro de agua se realizé con la adecuada limpieza de bebederos,
lavado y desinfeccion de los frascos y chupos utilizados. ElI cambio de agua se
realizé cada 24 horas. El lavado de cajas y cambio de lechos (cascarilla de arroz),
limpieza de estantes y de la sala experimental fue realizado con la colaboracion
del personal del Bioterio UIS, segun indicaciones contempladas en el manual de
protocolos y procedimientos del Bioterio UIS (2012). El monitoreo de la sala de
experimentacion se realiz6 diariamente (2 veces) constatando el buen

funcionamiento de equipos y el bienestar de los animales.
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La presente investigacién conté con la aprobacion del Comité de Etica de la
Universidad Industrial de Santander con codigo CB12006 en cuanto a la utilizacion

de modelos animales para su desarrollo.

3.4 ENSAYOS DE PERMEACION Y RETENCION EX VIVO

La permeacion y la retencion de PcAICI fueron determinadas utilizando las
formulaciones 1 y 2 que contenian el compuesto FS. Igualmente se utilizaron los
vehiculos de las dos formulaciones como controles. La membrana utilizada en

estos ensayos fue piel dorsal de ratas Wistar.

3.4.1 Obtencion de la piel de los animales. Se realizd la tricotomia a los
animales con maquina de afeitar eléctrica (Wahl Peanut) y posteriormente se
procedid al sacrificio mediante camara de CO, con exposicion del animal durante
2 minutos, (la técnica se describe en el manual de protocolos y procedimientos del
Bioterio UIS (2012)). Se realiz6 la diseccion y extraccion de la piel en un area
entre 10 y 12 cm. Después de realizar la extraccion de la piel se procedio a la
eliminacion del tejido graso mediante cortes con tijera y bisturi. La piel se cubri
con una pelicula autosellante de Parafilm® M y papel aluminio. En la mayoria de
los ensayos ex vivo la piel se utilizé inmediatamente después de su obtencion. En
otros casos, se almacend por un periodo entre 24 y 48 horas a -20 °C,

completamente cubierta con Parafilm® M y papel aluminio.

3.4.2 Ensayo de permeacion de PcAICI en piel (ex vivo). Los ensayos de
permeacion se llevaron a cabo utilizando celdas de difusion de Franz (PermeGear,
Hellertown, PA, USA) (Figura 9), segun explicaciones tedéricas y practicas del Dr.
Eduardo Ricci de la Facultad de Farmacia, Universidad de Rio de Janeiro, Brasil.
(Comunicacion personal: marzo, 2011) y segun protocolos descritos en Primo et
al., (2007).
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Las celdas de Franz constan de una camara donadora y una cdmara receptora
entre las cuales se colocaron como membranas, discos de la piel objeto de estudio
(figura 9A). Las celdas se colocaron en un agitador (Stirrer-PermeGear V6B,
Hellertown, PA, USA) (figura 9B y 9C) que a su vez estuvo conectado a un bafio

recirculante (Lauda Brinkmann) a una temperatura de 32 °C.

En el compartimento donador se colocaron 0,30 mL de las formulaciones (F1(b) y
F2(c)) y en el compartimento receptor se colocaron 3 mL de PBS-SDS (2%) pH
7,2 (Bufer fosfato salino- Dodecilsulfato sédico). Entre la cAmara donadora y la
camara receptora se colocaron los discos de piel cortados con tijera de diseccion
(1,77 mm).
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Figura 9. Sistema de Celdas de Difusion de Franz. Se muestra: A. Esquema
representativo de una celda de difusibn de Franz y sus partes; B. Celda de

difusién de Franz dentro del agitador; C. Agitador (Stirrer-PermeGear).
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Se utilizaron 6 celdas en cada ensayo. Las formulaciones se colocaron en las
celdas 2 a 5 y los vehiculos (controles) en la celda numero 1(figura 10). Los
ensayos se llevaron a cabo por periodos de 12 horas y 24 horas (hora final) para
las 2 formulaciones. Se realizaron 4 ensayos por cada formulacién y a cada hora
final mencionada. Los muestreos en cada celda se realizaron en las horas 0, 2, 4,
8, 10y 12, para los ensayos a 12 horas y en las horas 0, 12, 14, 18, 22 y 24 para

los ensayos a 24 horas. Este muestreo se realizo extrayendo 0.3 mL del medio
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receptor mediante catéter Rymco No. 14 adaptado a una jeringa de 5 mL;

inmediatamente se repuso el mismo volumen de medio fresco (PBS-SDS, 2%).

Figura 10. Ensayo de permeacion en celdas de difusion de Franz. Se observa el
desarrollo de un experimento. Se muestra la numeracién de las celdas dentro del
agitador. En la celda 1 se coloco el vehiculo de las formulaciones y en las celdas 2
a 5 se colocaron las formulaciones. En las camaras receptoras se colocaron 3 mL
de PBS-SDS 2%. La membrana de piel estd ubicada entre la camara donadora y

la camara receptora de las celdas de Franz.

FORMULACION
PIEL

VEHICULO FORMULACION

El volumen extraido en cada muestreo se almacendé en tubos ambar y
posteriormente se realizé lectura de concentracion de PcAICI en las muestras
mediante fluorometria. El espectro de excitacién fue de 670 nm y el de emision de
682 nm. Se elaboraron curvas de calibracion utilizando una solucion madre de
PcAICI diluida en PBS-SDS (2%). La concentracion de PcAICI se detectd mediante
la interpolacion de la curva de calibraciéon. Los rangos de deteccién estuvieron

69



entre intensidades de fluorescencia de 0,730y 139,96. La ecuacion de la curva fue
Y= 2,774x + 2,802 y el coeficiente de correlacion fue 0,9991. Los resultados se

expresaron como nM de PcAICl/cm?.

3.4.3 Ensayo de retencién de PcAICI en piel (ex vivo). Se cuantificd la
concentracion de PcAICI retenida en las capas de la piel. Estos ensayos se
realizaron en los discos de piel resultantes del ensayo de permeacién (Figura 11)
descrito anteriormente segun explicaciones tedricas y practicas del Dr. Eduardo
Ricci de la Facultad de Farmacia, Universidad de Rio de Janeiro, Brasil.
(Comunicacién personal: marzo, 2011) y segun protocolos descritos en Primo et
al., (2007).

Figura 11. Discos de piel resultantes del ensayo de permeacién. La figura muestra
6 circulos de piel (uno de cada celda). En la parte central de la piel se observa una
marca circular que estuvo en contacto con las dos camaras de las celdas de
Franz. Esta parte fue el sitio empleado para determinar retencién de PcAICI en
estrato cOrneo y en epidermis mas dermis.
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La retencidn en el estrato corneo se realizé por el método de tape stripping
(método de la cinta adhesiva) utilizando cinta Scotch Magic 3M (USA) cortada en
pequefios trozos de 5 mm aproximadamente. Se tomé un trozo de cinta con una
pinza y se pego en la region central de cada piel. Se ejercio presion sobre la cinta
por 30 segundos, se retird y se colocé en un tubo ambar que contenia 3 mL de
etanol al 70% (Laboratorios Productos OSA, E. U.), solvente organico utilizado
como extractor de PcAICI. Este procedimiento se repitié con 15 cintas con el fin de
retirar el estrato corneo. Los tubos se mantuvieron en agitacion constante durante
12 horas utilizando un agitador (Heidolph TITRAMAX 1000). El etanol se utilizo
como solvente extractor después de evaluar diferentes solventes organicos y
solucion tampon y encontrar mayores concentraciones de PcAICI con este

solvente.

La retencion de PcAICI en epidermis y dermis se determind mediante extraccion
con solvente organico. Se corto la parte central de cada disco de piel en pequefios
trozos aproximadamente de 2 mm, se realizé un macerado utilizando mortero y
pistilo y se coloco en tubos d&mbar que contenian etanol al 70%. Los tubos se
mantuvieron en agitacion constante. Posteriormente se realizé cuantificacion de la
PcAICI retenida tanto en estrato cérneo como en epidermis y dermis por
fluorometria mediante la interpolacion en curvas de calibracion realizadas
utilizando una solucion madre de PcAICI diluida en etanol al 70%. A partir de esta
solucién se hicieron 9 diluciones 1:2. Los rangos de deteccion estuvieron entre
intensidades de 4,171 y 254,59. La ecuacion de la curva fue Y= 5,061x + 5,673 y
el coeficiente de correlacion fue 0,9988. Los resultados se expresaron como nM
de PcAICl/cm?.
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3.5 ENSAYOS DE DISTRIBUCION DE PcAICI EN ORGANOS DE RATAS
WISTAR

Para la realizacion de estos ensayos se aplicaron topicamente las formulaciones 1
y 2 de PcAICI en piel dorsal de ratas Wistar y se determin6 su concentracion tanto
en piel como en 6rganos de animales con piel normal y piel con lesiones inducidas

quirdrgicamente.

3.5.1 Preparacion de la piel de los animales. Se realizé la tricotomia en la
totalidad de los animales 24 horas previas a la aplicacion de las formulaciones
mediante maquina de afeitar eléctrica en la regién dorsal en un area de 3 cm?
(Figura 12).

Figura 12. Tricotomia de ratas Wistar. La fotografia muestra la tricotomia
realizada a los animales con maquina de afeitar eléctrica en la region dorsal en un

area de 3 cm?, 24 horas previas al inicio del ensayo.
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Para la induccion de las lesiones quirdrgicas, los animales se anestesiaron con
xilacina (Rompun® MR, Bayer, Kiel, Alemania), la cual contiene actividad
analgésica y sedante junto al agente sedante y disociativo ketamina® 50 (Holliday-
Scott S.A.) por via intraperitoneal. La dosis utilizada se calculé segun la siguiente
formula: Dosis Calculada= Dosis Genérica (mg/Kg)* Peso del animal (Kg) /
concentracion del farmaco. Se aplico la xilacina y 10 minutos después la ketamina.
Posteriormente, se hicieron dos cortes con tijeras para diseccion y pinzas para
sostén en la region dorsal depilada con el fin de romper las capas de la piel
(Figura 13). Las lesiones midieron aproximadamente 5 mm de didmetro en la
totalidad de los animales.

Figura 13. Lesiones inducidas quirargicamente en ratas Wistar. A. Muestra la
técnica como se realizaron las lesiones en piel de ratas Wistar. B. Muestra la
forma como quedaron establecidas dos lesiones en la region dorsal de los

animales con dafio en las capas de la piel.
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Después de 30 minutos se aplicé Vetalgina® (Dipirona, Intervet International,
Munchen, Alemania) como analgésico por via intramuscular. Los animales fueron

mantenidos en cajas individuales.

3.5.2 Grupos experimentales y aplicacion del tratamiento. Los animales con
piel sana y con lesiones quirdrgicas inducidas fueron divididos en grupos
experimentales segun lo descrito en la tabla 2. El tratamiento fue aplicado
tépicamente utilizando la formulacién 1(a) con una concentracion de 2,5 mg/mL de

PcAICl y la formulacion 2(8) a una concentracion de 200 uM aproximadamente.

En los animales con piel sana el tratamiento se aplico los dias 1, 4, 7 y 10 en el

area dorsal. Se realiz6 observacion directa cada 24 horas en el sitio de aplicacion.

Los animales con lesiones inducidas fueron tratados 24 horas después de la
induccion de las lesiones. La aplicacion del tratamiento se realizdé cada 24 horas
durante 8 dias, debido a que las lesiones tuvieron una rapida resolucion. Se
realizd6 observacion directa de las lesiones y se tuvieron en cuenta parametros
como didmetro de la lesion, temperatura, enrojecimiento y mordeduras y arafiazos

causados por el mismo animal.
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Tabla 2. Grupos experimentales en el ensayo de distribucion de PcAICI. Se
muestran los grupos experimentales de animales con piel sana y animales con
lesiones quirdrgicas inducidas, el tratamiento aplicado y la cantidad de animales
utilizados en cada grupo experimental.

ANIMALES CON PIEL SANA

Grupo : NUumero de
, Tratamiento .
experimental animales
A Formulacion 1 5
B Vehiculo Formulacion 1 2
C Formulacion 2 5
D Vehiculo Formulacion 2 2
E Sin tratamiento 2
ANIMALES CON LESIONES QUIRURGICAS INDUCIDAS
Grupo Numero de

. Tratamiento )
experimental animales

Formulacion 1
Vehiculo Formulacion 1
Formulacion 2
Vehiculo Formulacion 2
Sin tratamiento

mon|m >
INFENFNENFESN

3.5.3 Sacrificio de los animales, obtencion y procesamiento de érganos. El
sacrificio de los animales se realiz6 segun la normatividad vigente para el manejo
de animales de laboratorio, teniendo en cuenta la forma de aplicacion de una
muerte digna, segura y sin traumatismo con la bioseguridad de quien ejecuto la
accion, segun lo estipulado en el manual de protocolos y procedimientos del
Bioterio UIS (2012).

De esta forma, el sacrificio se realiz6 24 horas después de la ultima aplicacion del
tratamiento. Los animales fueron anestesiados con xilacina y ketamina® 50. Diez
minutos después de la aplicacion de los anestésicos se realizé perfusion a los
animales segun lo descrito por Balasubramanian et al.,, (2010). Se realiz6
diseccion toracico abdominal utilizando pinzas de ajuste, sujetadores vy tijeras de
diseccion y los animales fueron perfundidos a través del ventriculo cardiaco

izquierdo con solucion salina hasta que el retorno venoso fue claro, realizando un
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lavado de sangre en organos internos. Una vez realizada la perfusion se realiz6 la
extraccion de piel en el sitio de aplicacion de las formulaciones mediante corte con
tijeras de diseccion. Las muestras se almacenaron en etanol al 70%.
Posteriormente, se procedid a la extraccion de érganos en el siguiente orden:
Corazén, pulmon, higado, bazo, rifién y cerebro. Los érganos fueron recolectados
en cajas de petri. Se pesaron 300 mg de cada 6rgano, seguidamente se realiz6 un
macerado utilizando mortero y pistilo y las muestras se trasladaron a tubos ambar
gue contenian etanol al 70%. Seguidamente se realizdé el centrifugado a 3000
r.p.m. durante 20 minutos, el sobrenadante se colect6 en tubos ambar y se realizo6

cuantificacion por fluorometria.

3.5.4 Cuantificacion de PcAICI en o6rganos. La concentracion de PcAICI
distribuida en érganos internos de ratas Wistar se cuantific6 mediante fluorometria.
El espectro de excitacion fue de 670 nm y el de emisién de 682nm. Se elaboraron
curvas de calibracion utilizando una solucion madre de PcAICI diluida en etanol al
70%. A partir de esta solucion se hicieron 9 diluciones. La concentracion de PcAICI
en los sobrenadantes se detect6 mediante la interpolacion en la curva de
calibracion. Bajo estas condiciones experimentales los rangos de deteccién
estuvieron entre 4,171 y 254,59 nM. La ecuacion de la curva fue Y= 5,061x +
5,673 y el coeficiente de correlacion fue 0,9988. Los resultados se expresaron

como concentracién de PcAICI en nM /mg de tejido.

3.6 DETERMINACION DE CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DE LA PIEL

Se realizaron biopsias de la piel extraida de los animales antes y después de los
ensayos de permeacion y retencion ex vivo. Igualmente, se tomaron biopsias de
piel en los ensayos in vivo del sitio de aplicacion de las formulaciones y vehiculos

una vez sacrificados los animales, tanto con piel sana como con lesiones

76



inducidas. En estos Ultimos se tomaron biopsias para caracterizar el dafio en las

capas de piel inducido quirdrgicamente.

El procesamiento de las biopsias se realiz6 segun lo descrito en el manual de
procesos y procedimientos del laboratorio de patologia de la Facultad de Salud de
la Universidad Industrial de Santander. Las biopsias se almacenaron en formol
bufferado al 10% (formalina neutra al 10%) (Formaldehido al 35%-40%; agua
destilada; fosfato de sodio monobasico y fosfato de sodio dibasico) en frascos
plasticos de boca ancha con un volumen del fijjador 10 veces mayor que el
volumen del tejido que fue fijado. Posteriormente, las muestras de tejido fijadas se
tomaron de los frascos y se embebieron en bloques de parafina (Leica
Microsystems®), se realizaron los respectivos cortes histolégicos con micrétomo
RM2135 (Leica Microsystems®) y se colocaron en laminas portaobjetos. Estas
laminas pasaron por una serie de lavados con agua y alcoholes a diferentes
concentraciones. Finalmente, fueron coloreadas con los compuestos hematoxilina
y eosina. Para el procedimiento, lectura e interpretacion de las laminas
histoldgicas se cont6 con la colaboracién del personal del laboratorio de Patologia
de la Facultad de Salud de la Universidad Industrial de Santander. Los resultados
se registraron fotografica y descriptivamente.

3.7 ANALISIS DE RESULTADOS

Las diferencias estadisticamente significativas entre las formulaciones utilizadas,
los tiempos de ensayo y las capas de la piel analizadas en el ensayo de retencion
de PcAICI fueron determinadas utilizando como herramienta estadistica el analisis
de varianza (ANOVA) incluido dentro del disefio de experimentos, previa
verificacion del cumplimiento de los supuestos de normalidad, homocedasticidad e

independencia.
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Para la determinacion de diferencias estadisticamente significativas entre las
variables analizadas en el ensayo de distribucion de PcAICI in vivo se utilizo la
prueba de Kruskal-Wallis (de William Kruskal y W. Allen Wallis) y la prueba de

Mann-Whitney para comparaciones multiples.
Para todos los analisis se considerd un valor de significacién estadistica menor de

5% (p<0,05). Los analisis se llevaron a cabo mediante el software SPSS version
19.0.
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4. RESULTADOS

Los resultados de la presente investigacion muestran en primer lugar las
propiedades fotofisicas del fotosensibilizador utilizado y su concentracion a través
del tiempo. Posteriormente se muestran los resultados de los ensayos de
permeacion y retencién realizados, se presenta la permeacion de PcAICI a través
de la piel hacia el medio receptor y la retencion en el estrato cérneo y en epidermis
mas dermis de la piel de ratas Wistar. Seguidamente, se muestran los resultados
de los ensayos de distribucién de PcAICI en 6rganos y en piel de ratas Wistar
después de la aplicacion topica en dos formulaciones. Paralelo al registro de los
resultados de los ensayos ex vivo e in vivo se muestran los resultados de las

biopsias de piel tomadas en el desarrollo de la investigacion.

4.1 FORMULACIONES DE PcAICI

La PcAICI en F1 y F2 de disolvié en solventes organicos como etanol y DMSO y
en la solucién tampén PBS-SDS (2%). ElI compuesto fotosensibilizador contenido
en las dos formulaciones macroscopicamente fue soluble y no se presentaron
agregados permaneciendo en este estado durante los dias posteriores a su

preparacion.

4.1.1 Propiedades foto-fisicas de la PcAICI en F1 y F2: Espectroscopia de
absorcion y emision de fluorescencia. Los espectros de absorcion y emision de
PcAICI realizados en diferentes solventes proporcionaron informacion sobre el
estado de agregacion de las moléculas del compuesto. Se realizaron perfiles de
los espectros de absorcion y de emisién de las formulaciones F1 y F2 en PBS-
SDS (2%), etanol y DMSO en diluciones 1:3000. Los espectros de emisiéon (Figura
14) se caracterizaron por presentar una banda estrecha con fuertes emisiones de
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fluorescencia, excepto para la dilucion en PBS-SDS (2%). Los espectros de
absorcidn (figura 15) se caracterizaron por presentar bandas Q mas amplias entre
650 y 700 nm y bandas Soret mas débiles entre 300 y 400 nm.

En los espectros de emision de PcAICl en F1 y F2 disueltas en DMSO y etanol se
presentd un pico de emision de fluorescencia a una longitud de onda de 680 nm
(Figura 14A y 14B). En los espectros de emision de PcAICl en F1 y F2 disueltas en
PBS-SDS (2%) (Figura 14C) se presentaron dos picos de emision de fluorescencia
uno a 670 nm y otro a 730 nm. En los tres espectros de emision realizados se
utilizé como control cada uno de los solventes y se observé su minima emision
comparada con la emision de PcAICI en las formulaciones. F1 y F2 presentaron un
comportamiento similar en cuanto a su emision de fluorescencia en los tres

solventes.
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Figura 14. Espectros de emision de PcAICI. Andlisis por solvente. A. Espectros de
PcAICI en las formulaciones F1 y F2 diluidas en DMSO y espectro control
(DMSO). B. Espectros de PcAICI en las formulaciones F1 y F2 diluidas en etanol y
espectro control (etanol). C. Espectros de PcAICI en las formulaciones F1 y F2
diluidas en PBS-SDS (2%) y espectro control (PBS-SDS (2%)).
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En los espectros de absorcion de PcAICI se presentaron bandas Q con picos
maximos entre 670 y 678 nm y bandas Soret entre 300 y 400 nm. Los espectros
de las formulaciones 1y 2 en DMSO y en etanol fueron similares en cuanto a su
comportamiento y sélo presentaron diferencias en la absorbancia registrada, lo
cual esta relacionado con las diferentes concentraciones de PcAICI en cada
formulacion (Figura 15A y B). En PBS-SDS (2%) (Figura 15C) tanto la F1 como la
F2 presentaron muy baja absorcion, sin embargo el comportamiento del espectro
se conserva, bandas Q mas elevadas y bandas Soret mas reducidas. En los tres

espectros de absorcion realizados se utilizo6 como control cada uno de los
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solventes y se observd su minima absorcion comparada con la de la PcAICI en las

formulaciones.

Figura 15. Espectros de absorcion de PcAICI. Andlisis por solvente. A. Espectros
de PcAICI en las formulaciones F1 y F2 diluidas en DMSO y espectro control
(DMSO). B. Espectros de PcAICI en las formulaciones F1 y F2 diluidas en etanol y
espectro control (etanol). C. Espectros de PcAICI en las formulaciones F1 y F2
diluidas en PBS-SDS (2%) y espectro control (PBS-SDS (2%)).
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Se realizaron espectros de emision y absorcion evaluando cada una de las
formulaciones utilizadas comparando su perfil en los tres solventes. La figura 16
muestra los espectros de emision de fluorescencia de la PcAICl en F1y F2. En la
figura 16A se presentan los espectros de la F1 y en la figura 16B los espectros de
la F2 disueltas en DMSO, etanol y PBS-SDS (2%). El perfil del espectro de la F1y

F2 en DMSO vy etanol es similar, presentd un pico de emision elevado a 670 nm.
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Las dos formulaciones en el solvente PBS-SDS (2%) muestran un perfil con dos

picos de emision de fluorescencia.

Figura 16. Espectros de emision de PcAICI. Analisis por formulacion. A. Espectros
de PcAIC| en F1 diluida en DMSO, etanol y PBS-SDS (2%). B. Espectros de
PcAICI en F2 diluida en DMSO, etanol y PBS-SDS (2%).
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Por otra parte, la figura 17 muestra los espectros de absorcion de la PcAICl en F1
y F2. Se observan bandas Q con picos elevados y bandas Soret mas débiles en
las dos formulaciones y en los tres solventes utilizados. En la figura 17A se
observan los espectros de la F1 en etanol, DMSO y PBS-SDS (2%). El espectro
realizado en etanol muestra picos mas altos de absorbancia de PcAICI a una
longitud de onda de 673 nm. El espectro realizado en DMSO muestra un perfil
similar con un pico mas bajo de absorbancia, igual que el espectro descrito para el
DMSO a una longitud de onda de 673 nm. Finalmente, el espectro de PcAICI en
F1 disuelta en PBS-SDS (2%) presenta una banda Q con un pico de absorbancia
muy bajo con longitud de onda igual a 677 nm. En la figura 17B se registran los
espectros de la F2 en los tres solventes. El perfil de los espectros es muy similar a

los espectros registrados para la F1, sin embargo es notable la presencia de picos
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mas bajos de la banda Q en los tres solventes. El espectro de la PcAICI diluida en
PBS-SDS (2%) sigue registrando picos de menor tamaiio igual que en la F1.

Figura 17. Espectros de absorcion de PcAICI. Andlisis por formulacion. A.
Espectros de PcAICI en F1 diluida en DMSO, etanol y PBS-SDS (2%). B.

Espectros de PcAICl en F2 diluida en DMSO, etanol y PBS-SDS (2%).
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4.1.2 Deteccion de PcAICIl en F1 y F2 a través del tiempo. Las formulaciones
F1 y F2 utilizadas en el estudio fueron diluidas en DMSO (diluciones 1:3000) con
el fin de determinar la intensidad de fluorescencia y la concentracion de la PcAICI
mediante fluorometria en diferentes tiempos después de su preparacion. La
intensidad de fluorescencia expresada en unidades arbitrarias y la concentracién
del fotosensibilizador incorporado en las formulaciones expresada en pM vy
calculada teniendo en cuenta una curva patrén de PcAICI diluida en DMSO
presentaron valores cercanos entre si en cada una de las formulaciones utilizadas

a traves del tiempo como se muestra en la tabla 3.
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Tabla 3. Cuantificacion de PcAICI en las formulaciones a través del tiempo. Se
realizaron las lecturas de intensidad de PcAICI y se calcul6 la concentracion del
compuesto en las formulaciones utilizadas en ensayos ex vivo, in vivo en piel

normal e in vivo en piel con lesién los dias posteriores a la preparacion de cada

formulacion.
F1 F2

. (PcAICI-Solucién) (PcAICI-Nanoemulsién)

Ensayos  Dias Intensidad Concentracion Intensidad Concentracion
(U.A%) (UM) (U.A) (UM)

1 266,94 108,498 292,87 167,075

5 268,43 111,343 293,42 160,759

ex vivo? 10 264,94 107,497 289,75 159,431
15 270,56 113,050 289,12 159,987

20 268,31 110,391 291,65 166,246

25 269,82 109,035 289,71 155,142

1 259,28 318358 303,45 190,102

invivo® 4 261,50 318498 302,98 189,341
n(glrorlqezlal) 7 260,03 318058 299,99 188,249
10 260,19 318264 301,28 190,379

1 280,93 330985 302,24 197,013

2 281,06 332432 302,99 199,142

. 3 279,76 331043 303,56 199,653
(IFr:i;/II\(/:gn 4 281,23 331184 301,54 196,337
lesion) 5 279,02 332915 300,14 193,541
6 280,39 332813 291,93 189,998

7 279,26 331393 300,26 190,594

8 280,45 332476 302,39 196,451

a. Unidades arbitrarias de intensidad de fluorescencia; b. Se utilizé F1 cédigo by
F2 cddigo c; c. Se utilizo F1 cédigo a 'y F2 cddigo 8.
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4.2 PERMEACION Y RETENCION ex vivo DE LA PcAICI EN PIEL DORSAL DE
RATAS WISTAR

Se muestran las caracteristicas de la piel utilizada como membrana en los
ensayos de permeacion y retencion. Posteriormente, se observa la capacidad de
la PcAICI presente en las formulaciones F1 y F2 para penetrar el estrato cérneo,
retenerse en las capas de la piel de ratas Wistar y cruzar estas capas hasta el

medio receptor al utilizar las celdas de difusion de Franz.

4.2.1 Caracteristicas de la piel utilizada en los ensayos. La piel utilizada en los
ensayos de permeacion y retencion de PcAICI se obtuvo de la region dorsal de
ratas Wistar. Las caracteristicas macroscépicas y microscopicas de la piel se
analizaron en tres momentos: una vez extraida la piel del animal, 48 horas
después de ser extraida y congelada (previo a su utilizacién) y después de 12

horas y 24 horas de iniciados los ensayos.

Una vez extraida del animal, la piel presenté forma flexible y elastica, por lo tanto
se observé libertad de movimiento. Present6 coloracién rosado palido, poco
pigmentada. El grosor fue uniforme; en la piel extraida de la totalidad de animales
utilizados en el estudio esta medida fue de 1 mm. En otras partes del cuerpo
diferentes al dorso la piel es mas delgada, pero en este caso se trabajo sélo con

piel dorsal. La superficie de la piel fue lisa, no presento pliegues ni hendiduras.

La anatomia microscopica de la piel una vez extraida de los animales se
caracteriz6 por presentar una epidermis fina formada por un epitelio plano
estratificado queratinizado. Debajo de este se encontré la dermis formada por
tejido conectivo laxo, fibroso, denso irregular. En la dermis se presentaron foliculos
pilosos, glandulas sebaceas y vasos sanguineos. Las capas epidermis y dermis se
observaron estrechamente unidas. El colageno presenté una morfologia de fibras
compactas formando una red (Figura 18).
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Figura 18. Anatomia microscopica de piel dorsal de ratas Wistar una vez extraida
de los animales. Tincién hematoxilina-eosina (10X y 40X). EC: Estrato corneo; EG:
Estrato granuloso; EE: Estrato espinoso; EB: Estrato basal. Q: Queratina. TCDI:
Tejido conectivo denso irregular. FP: Foliculos pilosos. EEEQ: Epitelio estratificado

escamoso queratinizado. GS: Glandulas sebaceas. TA: Tejido adiposo.
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La piel utilizada en los ensayos, mantenida en congelacion durante un periodo
méaximo de 48 horas presentd caracteristicas macroscopicas y microscopicas
dentro de los limites de una piel normal. Estas caracteristicas fueron similares a
las presentadas en la piel analizada una vez extraida de los animales. Presento
una textura flexible, coloracién rosado palido y el grosor fue de 1 mm. La superficie
fue lisa, sin hendiduras. Se observo una epidermis delgada, caracteristica normal
de la piel de ratas Wistar y un estrato corneo continuo. En la dermis se observo
presencia de vasos sanguineos, foliculos pilosos y glandulas sebaceas.
Igualmente se observaron fibras de coldgeno compactas en forma de red (Figura
19).
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Figura 19. Anatomia microscopica de piel dorsal de ratas Wistar mantenida en
congelacion por 48 horas, después de su extraccion. Tincion hematoxilina-eosina
(10X y 40X). EC: Estrato corneo; EG: Estrato granuloso; EE: Estrato espinoso;
EB: Estrato basal. Q: Queratina. TCDI: Tejido conectivo denso irregular. FP:
Foliculos pilosos. GS: Glandulas sebaceas. TA: Tejido adiposo. VS: Vaso

sanguineo.
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La piel analizada después de 12 y 24 horas de iniciados los ensayos
macroscopicamente se observo reseca en los bordes, con pérdida de elasticidad,
presenté un grosor entre 1y 1,2 mm, y cambios leves de coloracién. Tanto la piel
de los ensayos finalizados a 12 horas como la piel de los ensayos finalizados a 24
horas presentaron caracteristicas macroscépicas similares. MicroscOpicamente

(Figuras 20 y 21), se observo disminucién en las capas del epitelio y disminucion
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en nimero y en tamafio de las células de la epidermis. En la piel utilizada en los
ensayos a 24 horas se present6 desprendimiento del epitelio. En la mayoria de las
membranas no hubo presencia de una capa externa continua en la epidermis. El
tejido conectivo denso irregular en la dermis se vuelve mas regular. Por la presion
ejercida en las celdas sobre las membranas de piel se presentan fibras de

coldgeno mas compactas.

Figura 20. Anatomia microscépica de la piel dorsal de ratas Wistar después de 12
horas de iniciados los ensayos de permeacion y retencién. Tincion hematoxilina-
eosina (10X y 40X). Q: Queratina. TCDI: Tejido conectivo denso irregular. FP:
Foliculos pilosos. EEQ: Epitelio estratificado escamoso queratinizado. GS:

Glandulas sebéaceas. TA: Tejido adiposo.
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En la piel de los ensayos finalizados a 12 horas (Figura 20) y a 24 horas (Figura
21) se observaron diferencias microscopicas en cuanto a la intensidad del dafio
mecanico ocurrido en la piel después de utilizar el sistema de celdas de difusion

de Franz, los cuales se hacen mas notables en la hora 24 del ensayo.

Figura 21. Anatomia microscopica de la piel dorsal de ratas Wistar después de 24
horas de iniciados los ensayos de permeacion y retencion. Tincion hematoxilina-
eosina (10X y 40X). Q: Queratina. TCDI: Tejido conectivo denso irregular. FP:
Foliculos pilosos. EEQ: Epitelio estratificado escamoso queratinizado. GS:

Glandulas sebaceas. TA: Tejido adiposo.
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4.2.2 La PcAICI contenida en las formulaciones 1y 2 no permeo la piel de
ratas Wistar hacia el medio receptor. Se consider6 permeacion al medio
receptor, cuando la PcAICI presente en las formulaciones tuvo la capacidad de
permear el estrato cérneo y ademas las capas mas profundas de la piel hasta
llegar a la camara receptora de las celdas de Franz (Ver: Figura 9. Sistema de
celdas de difusion de Franz en apartado 3.4.2 de Materiales y Métodos).

Después del tratamiento de la piel con las formulaciones F1y F2, a 12 horas y 24
horas, no se encontraron concentraciones detectables de PcAICI en el medio
receptor. Estos experimentos, para cada tiempo (12 o 24 horas) y para cada una
de las formulaciones, fueron repetidos 4 veces utilizando en cada experimento
cinco celdas de Franz. Una celda se utilizo como control (Ver: Figura 10. Ensayo
de permeacion en celdas de difusion de Franz en apartado 3.4.2 de Materiales y
Métodos).

Dado que el proceso de permeacion y difusién en piel se relaciona con la ley de
Fick (Ver apartado 1.2.2: Aspectos tedricos de difusién en absorcion percutanea
de Marco teo6rico), aplicada principalmente en estudios de formulaciones
transdérmicas, en este estudio no se aplicaron las ecuaciones de esta ley ya que
no hubo una permeacion transdérmica del compuesto hacia el medio receptor (Ver

capitulo de discusion).

4.2.3 La PcAICI se retuvo en las capas de la piel de ratas Wistar. Los
resultados de los ensayos de retencion de PcAICI determinaron si este
fotosensibilizador, a pesar de no pasar al medio receptor, se retenia en las capas
de la piel (estrato corneo, epidermis y dermis) de ratas Wistar después de la
aplicacion de las formulaciones en las camaras donadoras. Los resultados de
estos ensayos se presentan en primer lugar, observando los valores obtenidos de

las variables y su comportamiento y en segundo lugar realizando un analisis

92



estadistico que permitié6 observar diferencias significativas entre dichas variables.
Esto se realizd con el fin de facilitar la interpretacion de los resultados obtenidos.

La PcAICI se retuvo tanto en el estrato cérneo como en la epidermis mas dermis
de la piel de ratas Wistar. Las concentraciones del fotosensibilizador encontradas
en estas capas de la piel dependieron del tiempo del ensayo (12 o 24 horas) y de

la formulacién utilizada (F1 y F2).

En la tabla 4 se observan los valores de retencién de PcAICI en las capas de la
piel (estrato corneo y epidermis mas dermis), la formulacion aplicada a las
camaras donadoras y el tiempo final del ensayo. Los datos son presentados como
promedios * error estandar de concentracion de PcAICI en el nimero de ensayos
realizados para cada formulacion a 12 y a 24 horas. Se realizaron 4 experimentos
para cada formulacion a cada una de las horas indicadas. En cada uno de estos
experimentos se utilizaron 5 celdas de Franz y una celda control. En total, por

cada formulacion en cada hora final se tuvo un nimero de ensayos igual a 20.
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Tabla 4. Retencién de PcAICI en piel de ratas Wistar. Se registraron las

concentraciones de PcAICI retenidas primero en estrato corneo y posteriormente

en epidermis mas dermis. Para cada capa de piel se observan el nimero de

ensayos realizados, la formulacion aplicada, el tiempo del ensayo, el promedio de

los valores de concentracion de PcAICI en 5 celdas (1 ensayo), el promedio de

PcAICI por formulacién y tiempo (4 ensayos), la desviacién estandar de dicho

promedio y su respectivo error estandar.

ESTRATO CORNEO

Ensayo Formulacion Tiempo PcAICI PcAICI Desviacién Error
(Horas) (nM/cm?2) (nM/cm2) estandar estandar
1 F1 12 48,256
2 F1 12 62,262
3 = 12 94.716 66,733 19,747 9,873
4 F1 12 61,698
5 F1 24 49,430
6 F1 24 50,074
7 = o2 83.609 57,008 17,882 8,941
8 F1 24 44,918
9 F2 12 94,950
10 F2 12 96,316
11 =) 12 104,750 99,727 4,820 2,410
12 F2 12 102,893
13 F2 24 75,276
14 F2 24 86,186 79,396 5,925 3,421
15 F2 24 76,725
EPIDERMIS MAS DERMIS
Ensayo Formulacién Tiempo PcAICI PcAICI Desviacién Error
(Horas) (nM/cm2) (nM/cm?2) estandar estandar
1 F1 12 72,206
2 F1 12 76,693
3 = 12 101,389 81,917 13,182 6,591
4 F1 12 77,380
5 F1 24 46,123
6 F1 24 50,115
7 = o2 64.153 50,279 10,018 5,009
8 F1 24 40,723
9 F2 12 38,467
10 F2 12 42,723
11 = 12 38.937 40,936 2,612 1,306
12 F2 12 43,618
13 F2 24 59,468
14 F2 24 67,213 62,490 4,142 2,392
15 F2 24 60,790

Al observar graficamente (figura 22) la concentracién de PcAICI retenida en las

capas de la piel, se identificé que en el curso del tiempo de 12 a 24 horas de
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finalizados los ensayos, se presentd disminucion de la concentracion del FS en el
estrato cérneo al aplicar las formulaciones F1 y F2. En epidermis mas dermis al
utilizar la F1 igualmente se presenté disminucion de la concentracion del
fotosensibilizador en el transcurso del tiempo, mientras que con la F2 se presento

un aumento de concentracion de PcAICI después de las12 horas.

A partir de estos resultados se puede determinar que los valores maximos de
retencién del compuesto en estrato corneo se presentaron a 12 horas para las dos
formulaciones. Para la F1 se registraron concentraciones de 66,733 = 9,873
nM/cm? y para la F2 concentraciones de 99,727 + 2,410 nM/cm?. Es importante
mencionar que en esta capa de la piel en un tiempo de 12 horas hubo mayor
retencion de PcAICI utilizando la F2. En los ensayos realizados a 24 horas se
presentaron valores mas bajos de concentracién del compuesto en estrato cérneo.
Para la F1 se registraron valores de concentracién de 57,008 + 8,941 nM/cm?y
para la F2 se presentaron concentraciones de 79,396 + 3,421 nM/cm?. En este
tiempo la mayor concentracion registrada en estrato corneo también se registro

después de la aplicaciéon de F2.

En epidermis mas dermis los valores maximos de retencion se presentaron a 12
horas para la F1 con concentraciones de 81,917 + 6,591 nM/cm?y para la F2 la
retencion fue diferente con relacibn a los anteriores. Se presentaron las
concentraciones de PcAICI més elevadas a 24 horas con valores de 62,490 +
2,392 nM/cm?. Los valores méas bajos de retencién en epidermis mas dermis se
presentaron a 12 horas después de utilizar la F2 con valores de concentracion de
40,936 + 1,306 nM/cm?, seguidos por la concentracién de PcAICI registrada a 24
horas después de utilizar la F1 con valor de 50,279 + 5,009 nM/cm?.
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Figura 22. Retencién de PcAICI en piel de ratas Wistar. La figura muestra la
retencion de la PcAICI en el estrato corneo y en epidermis mas dermis después de
12 y 24 horas del inicio de los ensayos y de la aplicacion de las formulaciones F1y
F2 en las celdas de Franz. En la gréafica se utilizaron los promedios de los

experimentos y se indican los respectivos errores estandar.
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Segun los resultados obtenidos se evidencia el comportamiento de las
formulaciones segun su localizacién en las capas de la piel. La F1 presenta mayor
retenciébn en dermis mas epidermis y menor retenciéon en estrato corneo a 12
horas. La F2 por su parte, a 12 horas present6 concentraciones del compuesto
muy elevadas en estrato corneo y aungque en bajas concentraciones, Si se retuvo
en epidermis mas dermis. En los ensayos a 24 horas tanto la F1 como la F2
disminuyeron la concentracion de PcAICI en el estrato corneo con respecto a los
ensayos finalizados a 12 horas. Sin embargo, estos valores siguieron siendo mas

elevados a los registrados en epidermis mas dermis.
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4.2.3.1 El tiempo y la formulacién influyeron en la concentracion de PcAICI
obtenida en estrato cérneo y en epidermis mas dermis. Para comparar y
hallar diferencias entre las concentraciones de PcAICI en las capas de piel,
diferencias entre las formulaciones de PcAICI utilizadas en cuanto a la
concentracion de PcAICI y diferencias entre los tiempos manejados durante el
desarrollo del experimento, se aplico como herramienta estadistica el andlisis de
varianza (ANOVA) incluido dentro del disefio de experimentos. Este analisis se
realizd teniendo como variable dependiente la concentracion de PcAICI retenida
en la piel de ratas Wistar expresada como el promedio de los ensayos segun la
formulacion y el tiempo. Las pruebas de los efectos inter-sujetos se presentan en
la tabla 5 donde se observan las diferencias significativas entre las variables
tenidas en cuenta en el estudio: capas de la piel, tiempo y formulaciones.
Igualmente, se presentan las diferencias significativas entre la comparacion e
interacciobn de estas variables lo cual indica que tienen influencia sobre la
concentracion registrada al final de cada ensayo. Para todas las variables y sus

interacciones el valor de significacion es menor de 5% (p<0,05).

97



Tabla 5. Pruebas de los efectos inter-sujetos en el analisis de varianza (ANOVA).
La variable dependiente en el anélisis fue la concentracién de PcAICI (nM/cm?) en
las capas de la piel. Se presentan las variables tiempo, formulacién y capas de la
piel y sus interacciones (ver Origen). La suma de cuadrados tipo lll, los grados de
libertad (gl), la media cuadrética, el test F (F de Fisher) y la significancia de cada
valor (R% 70%; p<0,05).

Variable dependiente: Concentracion de PcAICI (nM/cm®)

Sumade

Origen cuadrados tipo gl Media cuadratica F Significancia
11

Modelo corregido 49657,839° 7 7093,977 47,520 ,000
Interseccion 669154,391 1 669154,391 4482,440 ,000
Capas de piel 10434,215 1 10434,215 69,895 ,000
Formulacién 1634,433 1 1634,433 10,949 ,001
Tiempo 3718,375 1 3718,375 24,908 ,000
Capas de piel * 16341,807 1 16341,807 109,468 ,000
Formulacién
Capas de piel * 920,536 1 920,536 6,166 ,014
Tiempo
Formulacién * 4185,185 1 4185,185 28,035 ,000
Tiempo
Capas de piel * 9392,896 1 9392,896 62,920 ,000
Formulacién *
Tiempo
Error 21198,258 142 149,284
Total 745584,992 150
Total corregida 70856,097 149

®R cuadrado: 70%

Para cada una de las variables solo existieron dos niveles (dos tiempos: 12 y 24
horas; dos formulaciones: F1 y F2; dos capas de piel: Estrato c6rneo y epidermis
mas dermis), por lo cual no se aplicaron métodos de comparacién multiple. Para
observar las diferencias en las variables respecto al tiempo, formulaciones y las
capas de la piel respecto a mayor o menor concentracion de PcAICI (hM/cm2), se
realizaron graficos de contraste con el fin de observar valores maximos y minimos
de las variables utilizadas en el modelo del ensayo. En la figura 23A se graficaron
las medias de los resultados de concentracion de PcAICI respecto al tiempo. A

partir de este analisis son evidentes las mayores concentraciones del compuesto
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registradas a las 12 horas de finalizados los ensayos de retencion en las capas de
la piel (72,328 nM/cm?). Por el contrario los valores minimos de retencién se

presentaron después de finalizar los ensayos a 24 horas (61,057 nM/cm?).

Figura 23. Graficos de contraste de las variables utilizadas en el modelo del
experimento. (A) Contraste entre el tiempo (12 horas y 24 horas) y la media de
concentracién de PcAICI (nM/cm?). (B) Contraste entre formulaciones (F1y F2) y
la media de concentracién de PcAICI (nM/cm?). (C) Contraste entre las capas de la
piel (Estrato corneo y epidermis mas dermis) y la media de concentracion de
PcAICI (hM/cm?).
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Al analizar la interaccion de la variable formulaciones con las concentraciones de
PcAICI halladas (Figura 23B), se encontré6 mayor concentracion del compuesto
después de aplicar la F2 en las camaras donadoras de las celdas de Franz
(70,594 nM/cm?) y las menores concentraciones, después de la aplicacion de la
F1 en estos ensayos (63,984 nM/cm?). La capa de la piel que registr6 mayores
concentraciones de PcAICI fue el estrato cérneo con 75,471 nM/cm?, de manera
opuesta los valores de concentracion del fotosensibilizador mas bajos se

presentaron en epidermis mas dermis con valor de 58,666 nM/cm? (Figura 23C).
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4.2.3.2 La interaccion entre las variables influyd sobre las concentraciones
de PcAICI en piel de ratas Wistar. Para analizar los efectos producidos por las
diferentes interacciones entre variables sobre las concentraciones de PcAICI
registradas en las capas de la piel, se realizaron diferentes graficos de perfil o
graficos de interaccion. Estos gréficos compararon las medias marginales
estimadas por el modelo para la interaccion de las variables. Los gréficos de pefrfil
son gréficos de lineas en las que cada punto indica la media marginal estimada de

una variable dependiente en un nivel de un factor.

En el gréfico de perfil que relaciona las variables: capas de la piel y formulaciones
(Figura 24) se observd que las mayores concentraciones de PcAICI se
presentaron en el estrato corneo con la formulacion 2. De manera contraria en el
estudio de retencion de PcAICI las concentraciones mas bajas del
fotosensibilizador se registraron en epidermis mas dermis con esta misma
formulacion. La recta que representd este comportamiento de la F2 en las capas
de la piel presenté una notable inclinacion debido a que los dos puntos de unién
de la linea que representan las capas de la piel tuvieron una distancia elevada, las
medias marginales que el modelo estimo para la concentraciéon de PcAICI fueron
de 90,000 para la F2 en estrato cérneo y 50,000 para esta misma formulacion en

epidermis mas dermis.

En cuanto a la F1 su comportamiento en la grafica de perfil, present6 menos
variabilidad en los valores de concentracion del compuesto con relacion a las
capas de piel analizadas. La linea del gréfico de perfil que representa la diferencia
de concentracion del compuesto en la F1 en las capas de la piel tuvo una
inclinacion muy baja, los puntos que indican las capas de la piel tienen valores
muy cercanos. Las medias marginales estimadas por el modelo para esta
formulacién de PcAICI estuvieron entre 60,000 y 70,000 para las dos capas de la

piel (estrato cérneo y epidermis mas dermis).
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Figura 24. Gréfico de perfil para la relacion entre concentracion de PcAICI en las
capas de la piel segun la formulacion de PcAICI utilizada. Se presentan las medias

marginales estimadas por el modelo, las capas de la piel y las formulaciones.
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En el grafico de perfil que relaciond la concentracion de PcAICI en las capas de la
piel con relacion al tiempo del ensayo (Figura 25), se observé que a 12 horas de
finalizados los ensayos se presentd una concentracion del fotosensibilizador mas
elevada en estrato corneo en comparacion con epidermis mas dermis. Las medias
marginales estimadas por el modelo indican valores de 83,000 en estrato cérneo y
63,000 para epidermis mas dermis. En el tiempo de 24 horas se presento el
mismo comportamiento pero con medias marginales mas bajas: 68,000 en estrato
coérneo y 57,000 en epidermis mas dermis. Segun el grafico de perfil en los dos
tiempos utilizados se registr6 mayor concentracion de PcAICI en estrato corneo
que en epidermis mas dermis y por otra parte se presentaron mayores
concentraciones del compuesto a 12 horas y menores concentraciones de este a
24 horas.
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Figura 25. Gréfico de perfil para la relacién entre concentracion de PcAICI en las
capas de la piel en los tiempos del ensayo. Se presentan las medias marginales

estimadas por el modelo, las capas de la piel y los tiempos en horas.
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La relacion entre las variables formulacion y tiempo respecto a la concentracion de
PcAICI en el grafico de perfil observado en la figura 26 indicé que las
concentraciones mas altas de PcAICI se registraron en la hora 12 del experimento.
En este tiempo al utilizar la F1 y la F2 el modelo estimé medias marginales de
concentracion entre 70,000 y 75,000 es decir, los valores de concentracion del
compuesto en las dos formulaciones hallados a 12 horas son muy cercanos. En un
tiempo de 24 horas el comportamiento presentd variacion. Las medias marginales
estimadas por el modelo fueron 53,000 para la F1 y 70,000 para la F2; los puntos
gue unen la recta que representa la hora 24 del ensayo estuvieron muy alejados
por lo cual dicha recta present6 mayor inclinacion. Es de gran importancia sefalar
qgue para la F2 el modelo estima las mismas medias marginales de concentracion
de PcAICI tanto a 12 horas como a 24 horas (70,000).
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Figura 26. Gréfico de perfil para la relacion entre concentracion de PcAICI segun
las formulaciones aplicadas y el tiempo. Se presentan las medias marginales

estimadas por el modelo, las formulaciones y los tiempos en horas.
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4.3 DISTRIBUCION in vivo DE PcAICI EN PIEL Y ORGANOS DE RATAS
WISTAR

Los resultados presentados a continuaciéon muestran la distribucion de PcAICI en
piel y o6rganos de ratas Wistar. Los experimentos de distribucion se realizaron
tanto en animales con piel sana como en animales con lesiones quirdrgicas
inducidas en piel después del tratamiento tOpico con cada una de las
formulaciones de PcAICI. Se presentan las caracteristicas de la piel, la distribucion
de PcAICI en piel y érganos de animales con piel sana y animales con lesiones
inducidas y la significancia estadistica de las diferencias presentadas en el
ensayo.

4.3.1 Caracteristicas de la piel de los animales en el sitio de las aplicaciones.
En los ensayos in vivo se tomaron biopsias de piel en el sitio de aplicacién de las
formulaciones y de los vehiculos una vez sacrificados los animales tanto con piel
sana como con lesiones inducidas quirdrgicamente. En animales con piel normal,

dicha piel en el sitio de aplicacién de las formulaciones fue macroscopicamente
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normal, no presento alteraciones, su color, grosor y apariencia fueron normales.
La anatomia microscopica de la piel también fue normal (Figura 27), presentd en
la totalidad de los casos una epidermis fina con epitelio plano queratinizado. En la
parte inferior de la epidermis se encuentra la dermis, caracterizada por presentar
tejido conectivo laxo irregular, fibroso y adiposo, foliculos pilosos, glandulas
sebéaceas y vasos sanguineos. El colageno se presentd como una red de fibras

compactas.

La anatomia macroscopica y microscépica de la piel en estos animales no
presentd diferencias en cuanto a la formulacién aplicada (F1 y F2) ni diferencias
con la aplicacion del vehiculo de cada una de estas formulaciones, es decir, no se
registraron cambios a nivel macroscépico ni microscépico relacionados con el tipo

de formulacién de PcAICI aplicada.
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Figura 27. Anatomia microscopica de la piel extraida de animales sin lesion
inducida (sitio de aplicacion de las formulaciones). Tincidn hematoxilina-eosina
(10X y 40X). EC: Estrato corneo; EE: Estrato espinoso; EB: Estrato basal. Q:
Queratina. TCDI: Tejido conectivo denso irregular. FP: Foliculos pilosos. GS:

Glandulas sebaceas. TA: Tejido adiposo. VS: Vasos sanguineos.

En los animales con lesiones quirdrgicas inducidas en piel se realiz6 un
seguimiento cada 24 horas durante los 8 dias de duracion del tratamiento. Este
seguimiento fue realizado por dos observadores. Se realizé6 medida del grosor de
la piel en el area de la lesion el cual fue de 1 mm en la totalidad de los casos. Las
medidas de diametro transversal de las lesiones estuvieron en un rango de 3 mm
a 5 mm los primeros dias de tratamiento y entre 0,5 mm y 1,5 mm al finalizarlo. El

diametro longitudinal estuvo en un rango de 2 mm a 3 mm los primeros dias del
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tratamiento y los dias finales se presentaron medidas entre 0,5mm y 1mm. La
temperatura en el sitio de aplicacion de los tratamientos, en los cuales
previamente se indujeron las lesiones se mantuvo entre 30°C y 33°C en la
totalidad de los casos. No hubo presencia de enrojecimiento, tumefaccion o
mordeduras en ningun animal sujeto de ensayo. Sélo en tres casos se presentaron
minimas rasgaduras o arafiazos por parte del mismo animal, las cuales sanaron
en pocos dias. En el momento del sacrificio y extraccion de la piel en el sitio de
aplicacion de las formulaciones, macroscépicamente esta piel se caracterizé por
presentar cura de las lesiones lo cual se observo en algunos casos por el cierre
total de la herida inducida y en otros casos por la presencia de una costra o

superficie endurecida formada en el proceso de resolucion de la lesion (Figura 28).
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Figura 28. Aspecto macroscopico de las lesiones después de 8 dias de la
aplicacion de los tratamientos. A. Animal con lesion inducida en piel
completamente cerrada (MacroscOpicamente: reparacion total de la lesion). B.
Animal con presencia de costra o superficie endurecida formada en el proceso de

resoluciéon de la lesion.

Microscépicamente, la piel de animales con lesiones inducidas quirdrgicamente se
caracterizd por presentar en algunos casos regeneracion del epitelio. En la
epidermis se present6 desprendimiento desorganizado de la queratina, pérdida de
diferenciacion celular y en ocasiones, presencia de edema intercelular en las
capas basal y granulosa. La dermis se caracterizé por presentar un infiltrado
celular o inflamatorio acompafiado de neovascularizacion en gran proporcion.
También se observé regeneracién de tejido conectivo acompafiada de un elevado

107



namero de fibroblastos y una mayor matriz extracelular (Figura 29). En algunos
casos se observo ausencia total de la epidermis y cambio de esta capa epitelial
por tejido conectivo o regeneracion del epitelio, acompafiado de regeneracion de
tejido conectivo denso irregular (Figura 30). En el infiltrado celular o inflamatorio
caracteristico de las lesiones inducidas se observaron células plasméticas o
plasmocitos, neutréfilos (células polimorfonucleres) y linfocitos en mayor cantidad
(Figura 31). En todos los casos, se observo neovascularizacion acompanada de
regeneracion de tejido conectivo denso irregular. La disposicion de los vasos
sanguineos en formacién de manera perpendicular a las fibras de colageno es una
de las principales caracteristicas de la reparacion y regeneracién de un tejido
(Figura 32).

No se observaron diferencias entre las caracteristicas macroscépicas y
microscopicas presentadas en animales con lesiones quirdrgicas inducidas al final
del tratamiento. Es decir las formulaciones de PcAICI (F1 y F2) no cambiaron ni
afectaron las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de la piel. De igual
forma, en los grupos control, tanto en el grupo de animales a los cuales se les
aplicaron los vehiculos de las formulaciones como en el grupo de animales que no
recibi6 tratamiento las caracteristicas macro y microscopicas fueron similares

entre si y similares a los demas grupos experimentales.
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Figura 29. Caracterizacion microscopica de las lesiones inducidas
quirargicamente en piel de ratas Wistar. Tincion hematoxilina-eosina (10X y 40X).
Se muestran las capas de la piel: Epidermis y dermis y sus respectivas
alteraciones debido a la lesion inducida. IC: Infiltrado celular. E: Edema. EIC:
Edema intercelular. FP: Foliculos pilosos. NV: Neovascularizacion: PDC: Pérdida
de diferenciacion celular. DDQ: Desprendimiento desorganizado de queratina.

TCDI: Tejido conectivo denso irregular. GS: Glandulas sebéaceas.
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Figura 30. Caracterizacion microscopica de las lesiones inducidas: Ausencia de
epidermis y regeneracion de tejido. Tincion hematoxilina-eosina (10X y 40X). Se
observa ausencia de la epidermis y cambio de esta capa epitelial por tejido
conectivo (Indicacion de la flecha en B) (A). NV: Neovascularizacion. IC: Infiltrado
celular. TA: Tejido adiposo. FP: Foliculo piloso. E: Edema. (B). La flecha de color
verde indica inicio de regeneracion del tejido de la epidermis (Memoria epitelial).

TCDI (R): Regeneracion de tejido conectivo denso irregular.
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Figura 31. Caracterizacion microscopica de las lesiones inducidas: Infiltrado
celular o inflamatorio. Tincion hematoxilina-eosina (10X y 40X). Se observa el
infiltrado inflamatorio o celular caracteristico de la lesion inducida. NV:

Neovascularizacion. LINF.: Linfocitos. NEUT.: Neutréfilos. PLASM.: Plasmocitos.




Figura 32. Caracterizacibn microscopica de las lesiones inducidas:
Neovascularizacion y regeneracién de tejido conectivo denso irregular. Tincion
hematoxilina-eosina (10X y 40X). Se observa la disposicion de vasos sanguineos
en formacion perpendiculares a las fibras de colageno, caracteristica de la
reparacion y regeneracion de tejidos. NV: Neovascularizacion. FC-F: Fibras de
coldgeno — Fibroblastos.

4.3.2 Distribucién de PcAICI en piel y en érganos de ratas Wistar con piel

normal y con lesiones quirurgicas inducidas en piel.

La PcAICI aplicada en ratas Wistar se retuvo en las capas de la piel en el sitio de
aplicacion de los tratamientos y en érganos dependiendo del estado de este sitio

(piel sana o piel con lesion quirdrgica inducida) y de la formulacion aplicada.

4.3.2.1 La aplicacién tépica de las formulaciones en animales con piel sana
retuvo la PcAICI en las capas de la piel. La PcAICI se retuvo en las capas de la
piel de ratas Wistar con piel sana, en el sitio de aplicacion después del tratamiento
topico con cuatro aplicaciones de cada una de las formulaciones (F1: 2,5 mg/mL
de PcAICI y F2: 196 uM de PcAICI) cada dos dias (1, 4, 7 y 10 dias). Después de
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finalizar el tratamiento con la F1 se encontraron concentraciones de PcAIC| de
31,867 £ 2,869 nM por mg de tejido en estrato cérneo (EC) y 202,406 + 2,912 nM
por mg de tejido en epidermis mas dermis (E+D). Después del tratamiento con la
F2 se encontraron concentraciones de PcAICI de 6,438 + 0,601 nM por mg de
tejido en estrato cérneo y 33,186 + 2,473 nM por mg de tejido en epidermis mas
dermis (Figura 33). Se utilizaron 5 animales por cada grupo experimental y 2
animales en cada grupo control. Se realizaron estandarizaciones de las técnicas
de aplicacion de formulaciones y distribucion en 6rganos en tres grupos con 4

animales en cada grupo.

Figura 33. Distribucion de PcAICI en las capas de piel de ratas Wistar sin lesion
inducida quirdrgicamente. Perfil de distribucién obtenido después de la aplicacion
topica de F1 y F2. Concentracion en nM de PcAICI / mg de tejido.
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4.3.2.2 Después de la aplicacion topica de las formulaciones en animales con
piel sana, se observdé concentracion de PcAICI en pulmon. Después de
aplicados los tratamientos se encontraron concentraciones de PcAICI en el pulmén
mas no en cerebro, corazén, bazo, higado y rifidn. Las concentraciones de PcAICI

registradas en pulmon fueron: 2,362 + 0,452 nM de PcAICI por mg de tejido para la
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F1y 0,824 + 0,117 nM de PcAICI por mg de tejido para la F2 (Figura 34). En la
totalidad de animales con piel sana a los cuales se les aplicé la PcAICI contenida

en F1y en F2 se registrd concentracion de PcAICI en pulmon.

Figura 34. Distribucion de PcAICI en pulmén de ratas Wistar sin lesion inducida
quirargicamente. Perfil de distribucién obtenido después de la aplicacion tépica de

F1y F2. Concentracion en nM de PcAICI / mg de tejido.
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4.3.2.3 La aplicacion toépica de las formulaciones en animales con piel
lesionada quirurgicamente retuvo la PcAICI en las capas de la piel. Después
del tratamiento topico cada 24 horas durante 8 dias con las formulaciones F1y F2
(F1: 2,5 mg/mL de PcAICIy F2: 196 uM de PcAICI), la PcAICI se retuvo en el sitio
de aplicacion. Con la F1 se encontraron concentraciones de PcAICI de 5,938 +
0,250 nM por mg de tejido en estrato corneo y 63,836 + 2,077 nM por mg de tejido
en epidermis mas dermis. Con la F2 se registraron concentraciones de PcAICI de
0,999 + 0,137 nM por mg de tejido en estrato corneo y 17,080 = 1,478 nM por mg
de tejido en epidermis mas dermis (Figura 35). En el experimento se utilizaron 4
animales por cada grupo, en los grupos A y C se aplicaron las formulaciones de
PcAICI (F1 y F2, respectivamente), en los grupos B y D se aplicaron los vehiculos
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de las formulaciones (V1 y V2, respectivamente) y en el grupo E no se aplicé
ningun tratamiento (control). Previamente se realizaron estandarizaciones de la
induccion de las Ulceras quirargicamente, aplicacion de formulaciones vy

distribucion en érganos en cuatro grupos con 4 animales en cada uno.

Figura 35. Distribucién de PcAICI en las capas de piel de ratas Wistar con lesion
quirurgica inducida. Perfil de distribucion obtenido después de la aplicacién tépica

de F1y F2. Concentracion en nM de PcAICI / mg de tejido.
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4.3.2.4 En animales con piel lesionada la distribucidon se present6 en funcién
de la formulacion aplicada. Los animales con lesiones quirdrgicas tratados con
la F1 mostraron concentraciones de PcAICI en los o6rganos: cerebro, pulmon,
corazén, higado, bazo y rifidn, mientras que los animales con lesiones tratados
con la F2 mostraron concentraciones de PcAICI sélo en pulmon. Como se observa
en la figura 36, después de aplicar la F1 el érgano que registr0 mayores
concentraciones de PcAICI fue el pulmoén con concentraciones de 20,333 + 0,923
nM del compuesto por mg de tejido. En los demas érganos las concentraciones de
PcAICI registradas fueron: higado: 5,803 = 1,205 nM por mg de tejido, bazo: 4,433
+ 0,297 nM por mg de tejido, corazén: 4,340 + 0,327 nM por mg de tejido, cerebro:
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1,983 + 0,387 nM por mg de tejido y rifién: 1,579 £ 0,145 nM por mg de tejido.
Después de aplicar la F2 se registraron concentraciones solo en pulmon iguales a
1,921 £ 0,120 nM por mg de tejido.

Figura 36. Distribucién de PcAICI en 6rganos de ratas Wistar con lesion quirdrgica
inducida después de la aplicacion topica de F1 y F2. Concentracion en nM de
PcAICI / mg de tejido.
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4.3.2.5 No se detectaron concentraciones de PcAICI después de aplicar los
vehiculos de las formulaciones, en animales control ni en las muestras de
piel distantes del sitio de aplicacion de formulaciones. En los controles
utilizados (animales tratados con las formulaciones sin PcAICI y animales no
tratados) no se detectaron concentraciones del compuesto en las capas de piel: ni
en los 6rganos analizados: Cerebro, corazon, pulmon, higado, bazo vy rifion. Los
experimentos con los vehiculos de las formulaciones se realizaron en dos grupos
experimentales tanto en animales con piel sana como en animales con piel
lesionada. Igualmente en los dos casos se tuvo en cuenta un grupo control al cual

no se le aplico tratamiento. En las muestras de piel tomadas en un lugar distante
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del sitio de aplicacion de las formulaciones en la totalidad de animales tampoco se
observé concentracion de PcAICI.

4.3.2.6 Existieron diferencias significativas en la distribucion de PcAICI en
ratas Wistar con piel sana y con lesiones quirdrgicas inducidas segun la
formulacion aplicada. Con el fin de hallar diferencias significativas entre animales
con piel sana y animales con piel con lesion inducida quirdrgicamente y las
formulaciones aplicadas respecto a las concentraciones calculadas en las capas
de piel y 6rganos de estos animales, se aplic6 como herramienta estadistica la
prueba de Kruskal Wallis. Al aplicar esta prueba el valor p fue inferior al valor de
significancia (p<0,05) (Tabla 6).

Tabla 6. Prueba de Kruskal Wallis, estadisticos de contraste. Se observan las
diferencias significativas en la variable de agrupacion: formulacion, respecto a la
variable dependiente: Concentracion de PcAICI (nM), en animales con piel sana A,
y en animales con piel lesionada B. Se muestran los valores de: Chi-cuadrado,
grados de libertad (gl) y significancia. Las pruebas de Kruskal Wallis indicaron que
existen diferencias significativas en el valor de concentracién de PcAICI (nM). El

valor p es inferior al valor de significancia de la prueba (p<0,05).

Estadisticos de contraste *>° Estadisticos de contraste *°
Concentracion de Concentracion de
PcAICI (nM) PcAICI (nM)
Chi-cuadrado 7,384 Chi-cuadrado 48,371
gl 1 gl 1
Significancia ,007 Significancia ,000
a. Piel: Sana a. Piel: Con lesion
b. Prueba de Kruskal-Wallis b. Prueba de Kruskal-Wallis
c. Variable de agrupacion: Formulacion A c. Variable de agrupacion: Formulacion B

Después de hallar diferencias significativas entre las variables del estudio se
realizaron comparaciones mas especificas mediante la prueba de Mann-Whitney y

se encontré que existieron diferencias entre la concentracion de PcAICI registrada
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en los diferentes érganos analizados y entre las capas de la piel de animales con
piel sana y con piel con lesion inducida quirdrgicamente después de la aplicacion
de los tratamientos (p<0,05). Se graficaron las medias de concentracion de PcAICI
en las capas de piel y 6rganos independientemente de la formulacion aplicada,
observandose el comportamiento general de distribucion del FS en la totalidad de
los animales (Figura 37). Al observar este perfil general de distribucion se observé
que en animales con piel sana la mayor concentracion de PcAICI se present6 en
E+D de la piel tratada con las formulaciones (media de concentracion de PcAICI
entre 70,000 y 80,000 nM por mg de tejido), seguida por la concentracion del FS
en EC de esta misma piel (media de concentracion de PcAICI entre 10 y 20 nM por
mg de tejido). En los oOrganos de animales con piel sana no se presento
distribucion de PcAICI excepto en pulmdén en donde se registraron valores de
concentracion muy bajos (media de concentracion de PcAICI entre 0,000 y 1,000
nM por mg de tejido). Por su parte, en animales con piel con lesién inducida la
mayor concentracion de PcAICI también se presentd en E+D de la piel tratada
pero con valores mas bajos que los registrados en piel sana (media de
concentracion de PcAICI: 10,000 y 20,000 nM por mg de tejido), seguida por la
concentracion en EC de esta misma piel (media de concentracion de PcAICI: entre
0,000 y 1,000 nM por mg de tejido). En los 6érganos de animales con lesion
inducida si se registraron concentraciones de PcAICI con medias de concentracion
de PcAICI entre 0,000 y 2,000 nM por mg de tejido, los mayores registros se
presentaron en pulmén. En la piel no tratada de animales con piel sana y de
animales con lesiones inducidas en piel no se registraron valores de concentracion
de PcAICI.
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Figura 37. Distribucién de PcAICI en las capas de piel y en 6rganos de ratas
Wistar en animales con piel sana y en animales con lesiones inducidas,
independiente de la formulacion aplicada. En las capas de la piel EC y E+D se
realizaron lecturas de concentracion tanto en piel del sitio de aplicacion de los

tratamientos (piel tratada) como en piel distante de este sitio (piel no tratada).
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En la figura 38 se presenta la distribucion de PcAICI en piel y 6rganos de ratas
Wistar con piel sana y con lesién quirargica inducida a partir de la aplicacion de las
formulaciones y sus respectivos vehiculos (controles). Los valores méas altos de
concentracion de PcAICI registrados después de aplicar la F1 en animales con piel
normal (Figura 38A) se presentaron en E+D de piel tratada (media de
concentracion de PcAICI: 202,406 nM por mg de tejido) seguidos por EC de esta
misma piel (media de concentracién de PcAICI: 31,867 nM por mg de tejido). En
pulmén se registraron valores muy bajos de concentracion de PcAICI (media de
concentracion de PcAICI: 2,362 nM por mg de tejido) y los demas érganos no
presentaron valores de concentracion del FS. Después de la aplicacion de F2 los
valores mas elevados de concentracion de PcAIC| también se registraron en E+D

seguidos por EC de piel tratada (media de concentracion de PcAICI. 29,187 y
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6,439 nM por mg de tejido, respectivamente). En pulmoén los valores de
concentracion fueron muy bajos (media de concentracién de PcAICI: 0,825 nM por
mg de tejido) y en los demas dérganos no se presentd concentracion de PcAICI. De
igual forma, no se registrd concentraciéon de PcAICI en ningun grupo experimental
después de la aplicacion de V1 y V2 ni en los animales que no recibieron
tratamiento. La piel distante del sitio de aplicacion (piel no tratada) tampoco
presentd concentracion del compuesto. En animales con lesiones inducidas
quirargicamente (Figura 38 B) los valores mas altos de concentracion de PcAICI
registrados después de aplicar la F1 se presentaron en E+D de piel tratada (media
de concentracion de PcAICI: 63,836 nM por mg de tejido) seguidos por los valores
de concentracion de PcAICI registrados en pulmoén (media de concentracion de
PcAICI: 20, 333 nM por mg de tejido). En EC de la piel tratada se registraron
valores bajos de concentracion de PcAICI (media de concentracion de PcAICI:
5,938 nM por mg de tejido). En los demas érganos se presentaron valores mas
bajos de concentracion del FS, en orden descendente: higado (media de
concentracion de PcAICI: 5,803 nM por mg de tejido), bazo (media de
concentracion de PcAICI: 4,433 nM por mg de tejido), corazon (media de
concentracion de PcAICI: 4,340 nM por mg de tejido), cerebro (media de
concentracion de PcAICI: 1,984 nM por mg de tejido) y riibn (media de
concentracion de PcAICI: 1,580 nM por mg de tejido). Después de la aplicacion de
F2 los valores mas elevados de concentracion de PcAICI también se registraron
en E+D seguidos por pulmén (media de concentracion de PcAICI: 19,080 y 1,921
nM por mg de tejido, respectivamente). En EC los valores de concentracion fueron
bajos (media de concentracion de PcAICI: 4,067 nM por mg de tejido). En los
demas 6rganos no se presentd concentracion de PcAICI después de aplicar la F2.
No se registré concentracion de PcAICI en ningun grupo experimental después de
la aplicacion de V1 y V2 ni en los animales que no recibieron tratamiento. De igual
forma en la piel distante del sitio de aplicacién (piel no tratada) tampoco se

presentd concentracion del compuesto.
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Figura 38. Distribucién de PcAICI en las capas de piel y en 6rganos de ratas
Wistar con piel sana (A) y con piel con lesion quirargica inducida (B), después de
la aplicacion de las formulaciones (F1 y F2) y de los vehiculos de dichas
formulaciones (V1 y V2). También se registran los animales del grupo control que
no recibieron tratamiento. En EC y E+D se realizaron lecturas de concentracion
tanto en piel del sitio de aplicacion de los tratamientos (piel tratada) como en piel

distante de este sitio (piel no tratada).
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De igual forma, se realiz6 el analisis estadistico de los datos de distribucion
segmentando dichos datos segun las formulaciones aplicadas o el grupo
experimental sin tratamiento. Al segmentar los datos y hacer mas evidente el
comportamiento de cada formulacién aplicada, se confirma la no presencia de
PcAICI en capas de la piel ni en 6érganos después de aplicar los vehiculos (V1y
V2) de cada formulaciébn ni en el grupo experimental control que no recibié

tratamiento.
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5. DISCUSION

En el contexto de la terapia fotodinamica es ideal que fotosensibilizadores como
las ftalocianinas no presenten agregados en sus moléculas y tengan alta
solubilidad en medios acuosos (Gerhardt et al., 2003; Peng et al., 2010). La
agregacion molecular, caracteristica de estos compuestos afecta las propiedades
de permeacion celular y conlleva a la pérdida de su actividad fotoquimica (Allen et
al., 2001; Rossetti et al., 2011). De esta forma, la accion fotodindmica de un
compuesto FS estad relacionada con su estado monomérico y en este estado
juegan un papel muy importante los sistemas de liberacion ya que deben

mantener y entregar el FS al sitio terapéutico en esta forma (Rossetti et al., 2011).

En el presente estudio se investigé el comportamiento de agregacién de las
moléculas de PcAICI contenida en dos formulaciones diluidas en DMSO, etanol y
PBS-SDS (2%) con el fin de determinar los efectos de estos solventes en el perfil
de los espectros de emision y absorcion. Los perfiles de los espectros de un FS en
diferentes solventes proporcionan informaciéon sobre el estado agregado o
monomero de las moléculas de este compuesto (Rossetti et al.,, 2011). Los
espectros de absorcidn y emisibn de un compuesto en estado agregado se
caracterizan por presentar amplias bandas Q y Soret y débiles emisiones de

fluorescencia respectivamente (Howe & Zhang, 1998; Rossetti et al., 2011).

Los espectros de absorcion de PcAICI contenida en las formulaciones F1 y F2
disueltas en DMSO y etanol presentaron una sola banda Q estrecha, con un valor
mayor de absorbancia en relacion con la banda Soret de menor tamafio con un
valor de absorbancia mas bajo. Igualmente, las formulaciones diluidas en estos
solventes organicos registraron fuertes emisiones de fluorescencia. Este es el
perfil tipico de las ftalocianinas en estado monomérico o no agregado. El espectro
de absorcion del compuesto en F1 y F2 diluidas en PBS-SDS (2%) presentd un
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perfil diferente respecto al observado con solventes orgénicos. Se presume que al
utilizar la solucion tampon para diluir las formulaciones de PcAICI se presentd baja
solubilidad o estado agregado de las moléculas del compuesto lo cual se reflejé en
el espectro de absorcion por la presencia de picos con bajos niveles de
absorbancia en la banda Q. Igualmente, se registraron bandas Soret en estos
espectros. En el espectro de emisién de fluorescencia de las formulaciones de
PcAICI diluidas en PBS-SDS (2%) se observaron dos picos de diferente tamafio y
a diferentes longitudes de onda. En el comportamiento de este espectro se
pueden resaltar dos aspectos: en primer lugar, la presencia de dos bandas, una de
mayor intensidad de fluorescencia que corresponde al estado monomérico de las
moléculas del compuesto y una banda de menor intensidad de fluorescencia
correspondiente a las moléculas dentro de agregados. Asi, la intensidad de la
banda mondémero es mas alta comparada con la intensidad de fluorescencia de la
banda derivada de moléculas en estado agregado (Rauf et al., 2012). El segundo
aspecto observado en este espectro es el cambio en la posicion de la banda que
presentd mayor intensidad de fluorescencia. Esta banda en los solventes
organicos se present6 a 680 nm mientras que en PBS-SDS (2%) se desplazé
hasta 730 nm. El cambio en la posicion de la banda de emision de fluorescencia
en diferentes solventes indica que la longitud de onda de emisién es sensible a
factores ambientales de los solventes. Por ejemplo al utilizar solventes con mayor
polaridad, las bandas de emisidén se desplazan en el espectro aumentando el valor
de longitud de onda (Rossetti et al., 2011; Rauf et al., 2012).

Las formulaciones F1 y F2 tenian concentraciones diferentes, lo cual se hizo con
el fin de analizar la influencia de la concentracion del FS en el perfil de los
espectros. La F1 con mayor concentracion de PcAICI presento picos mas elevados
de absorbancia en los solventes organicos con respecto a la F2 con menor
concentracion, sin embargo el perfil del espectro de absorcion se conservo:
presencia de bandas Soret y bandas Q. Tanto la F1 como la F2 con diferencias de
concentracion del FS registraron iguales niveles de absorbancia al ser diluidas en
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la solucion tampdn, sin embargo estos niveles fueron muy bajos respecto a los
espectros de absorcion antes mencionados. En cuanto a la intensidad de
fluorescencia se registraron niveles de emisibn muy cercanos en las dos
formulaciones diluidas en los solventes organicos a pesar de tener diferente
concentracion. Al diluir las formulaciones en PBS-SDS (2%) las dos formulaciones

presentaron el mismo espectro de emision.

La observacion de bandas Q estrechas y agudas y bandas Soret de menor
tamafio en los espectros de absorcion y fuertes emisiones de fluorescencia en los
espectros de emision realizados en la presente investigacion sugiere que la PcAICI
se encontré principalmente en forma de monémero cuando estuvo incorporada en
las formulaciones 1 y 2 diluida en solventes organicos, esta es una condicion
importante de un fotosensibilizador respecto a su utilidad en terapia fotodinamica
(Rossetti et al.,, 2011). En estudios espectroscépicos realizados, analizando el
comportamiento de ftalocianinas incorporadas en sistemas de liberacidon
comparado con su comportamiento en solventes se ha demostrado la capacidad
de los sistemas de nano-particulas para mantener el estado monomérico de las
ftalocianinas (Sibata et al., 2004; Rossetti et al.,, 2011). De esta forma, las
formulaciones 1 y 2 presentaron eficacia en el mantenimiento de la solubilidad y

en la proteccion contra la auto-agregacion de moléculas de PcAICI.

Aparte de mantener un FS en estado monomérico y realizar su entrega al sitio
terapéutico en esta misma forma, los potenciadores de la permeacion contenidos
en formulaciones tépicas o los sistemas de liberacién eficaces en TFD, deben
efectuar dicha entrega en el sitio especifico, sobrepasando algunas barreras como
el EC, cuando este sitio especifico se encuentra en las capas viables de la piel. La
eficacia de la TFD en el tratamiento de lesiones de la piel mediante aplicacion
tépica esté relacionada principalmente con la capacidad del vehiculo en el cual se

aplica el compuesto para optimizar la permeacion a través del EC hasta el sitio
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terapéutico, favoreciendo la localizacién y la distribucién homogénea del FS en el
tejido (Rossetti et al., 2011).

El EC actia como una estructura de barrera altamente organizada la cual limita la
entrada de sustancias hacia las capas viables de la piel (Williams & Barry, 2004).
Varios estudios se han centrado en diferentes estrategias, métodos vy
formulaciones que permitan superar la funcién de barrera y mejorar la permeacion
de compuestos (El Maghraby, 2008a; Kogan & Garti, 2006). Generalmente, los FS
como las ftalocianinas no penetran el EC y como consecuencia deben ser
entregados en una formulacién tépica que permita el acceso a las capas de la piel
(Rossetti et al., 2011). Con el fin de superar estas limitantes se hizo necesario el
desarrollo de dos formulaciones que incluyeran en su composicion potenciadores
de permeacion como sulféxidos y surfactantes, y vehiculos o sistemas de
liberacibn como nanoemulsiones que mejoraran la penetracion de PcAICI a través

del EC y su acceso a las capas viables de la piel de ratas Wistar.

Estas formulaciones aplicadas en ensayos de permeacién ex vivo no registraron
presencia de PcAIC| en el medio receptor de las celdas, lo cual puede ser
considerado como un resultado positivo con influencia de los componentes de las
dos formulaciones. Este resultado también se relaciona con el objetivo de la TFD
tépica que procura aumentar la permeacion del FS a través del EC hacia las capas
viables de la piel causando alli su retencién y evitando la absorcion sistémica que
puede causar una fotosensibilizacion generalizada (Rossetti et al., 2011). Ademas,
para las enfermedades cutaneas es indispensable una mayor permeacion del EC
y una adecuada bioacumulacién del compuesto en las capas de la piel que sean

blanco o sitio terapéutico para lograr terapias efectivas (Primo et al., 2008).

La absorcion dérmica y transdérmica de compuestos es un proceso multifactorial

gue involucra varios pasos, los cuales se ven afectados por un gran niamero de

factores como: la fuente animal y el tipo de piel, propiedades fisicoquimicas del
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compuesto utilizado en el estudio y de sus respectivos sistemas de liberacion asi
como también el pre-tratamiento de la piel, factores ambientales (Godin & Touitou,
2007) y la relacibn membrana/medio receptor en el sistema ex vivo utilizado
(Wagner et al., 2000). La piel utilizada como membrana en el presente estudio
presentd caracteristicas macroscopicas y microscopicas de una piel normal. Todos
los animales a partir de los cuales se obtuvo la piel presentaron caracteristicas de
peso, edad y condiciones de mantenimiento similares. Igualmente en la totalidad
de los ensayos se utilizo piel extraida del dorso de los animales para evitar
variaciones. Debido a que las variables relacionadas con el manejo de la piel
fueron controladas en el desarrollo del estudio, la razon por la cual la PcAICI no
alcanzé el medio receptor se puede explicar en primer lugar mediante la
ocurrencia de algunos fendmenos relacionados con la composicion de las
formulaciones. La concentracion de los surfactantes y co-surfactantes y sus
posibles mezclas en las formulaciones juega un papel importante en la
administracion transdérmica de compuestos. Los surfactantes con mayor
concentracion mejoran la penetracion de compuestos hidrofilos pero no de
compuestos lipéfilos. (Hosmer et al., 2009). El contenido de la fase acuosa en los
sistemas de liberacion influye en la permeacién y difusion de compuestos a través
de las capas mas profundas de la piel, dependiendo del caracter lipéfilo o hidréfilo
de dichos compuestos (Rossetti et al., 2011). En segundo lugar, la no presencia
de PcAICI en el medio receptor se puede explicar mediante algunas caracteristicas
de la piel (no de su manejo) y del ensayo ex vivo como tal que nos son
controlables. La falta de microcirculacion dérmica en el experimento de
permeacion ex vivo podria haber impedido la difusién del compuesto a través de
las capas mas profundas de la piel y dentro de la fase receptora (Godin & Touitou,
2007). Por otra parte, al utilizar el grosor completo de la piel (EC, E y D) la
polaridad de cada capa influye en el flujo de un compuesto dependiendo a su vez,
de la polaridad de este y de su sistema de liberacion. EI EC es un medio lipofilico y

la dermis un medio hidrofilico (Wagner et al., 2001), por esta razén un compuesto
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lipofilico como la PcAICI tiene variacion en el flujo de difusion a través de las
diferentes capas de la piel alterando su perfil de permeacion.

Al observar las caracteristicas macroscoépicas y microscopicas de la piel al finalizar
los ensayos de permeacion (12 y 24 horas) se observé dafio mecanico ejercido
por la pinza que mantiene unidas las dos camaras de las celdas de Franz y dafio
fisioloégico posiblemente ocasionado por la sobre-hidratacion de la piel debido al
contacto con el medio receptor de las celdas durante el periodo de tiempo de los
ensayos. Estos efectos pudieron tener influencia en los resultados obtenidos de
permeacion. El dafilo mecanico se traduce principalmente en disminucién del
epitelio tanto en nimero como en tamafio celular, en dafio o pérdida de EC y
compactacion del tejido conectivo irregular en dermis. Posiblemente, se presento
un aumento de la hidratacion de la piel utilizada en los ensayos de permeacion por
entrada de agua en la membrana desde el medio receptor hacia las capas mas
profundas de la piel, lo cual se presenta en direccion opuesta a la entrada del
compuesto desde las cdmaras donadoras hacia este mismo sitio. Tanto la solucién
acuosa del compartimento receptor (PBS-SDS (2%)) como las formulaciones del
compuesto del medio donador se obstaculizan mutuamente y actian como una
barrera, proceso que puede explicar la no presencia de PcAICI en el medio
receptor de estos ensayos. Esta situacion refleja la interaccién entre el medio

receptor y su afectacion a la piel utilizada como membrana (Wagner et al., 2000).

Los procesos que ocurren en el transporte de compuestos a través de la piel y los
factores de los cuales depende dicho transporte se han descrito bajo las
ecuaciones planteadas en la ley de difusién de Fick. Al tener como base estas
leyes, se han derivado modelos matematicos que describen la absorcion
percutanea como un proceso de difusion pasiva en las capas de las membranas.
Las leyes de difusion de Fick relacionan la cantidad de soluto que traspasa el area
de la membrana durante un periodo de tiempo con una concentracién constante
del gradiente, de igual forma, tienen en cuenta el coeficiente de difusion de la piel
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y su longitud (Mitragotri et al.,, 2011). En estudios realizados por Primo et al.,
(2007), utilizaron una nanoemulsién magnética como sistema de administracion de
Foscan® y observaron el comportamiento de este sistema de liberacién en cuanto
a permeacion y retencion en ensayos in vitro. El perfil de permeacion se obtuvo
con base en el tiempo de permeacién y la cuantificacion fue realizada por
espectroscopia de fluorescencia. El proceso difusional de la piel, en este estudio
fue relacionado con la ley de Fick. Wagner et al., (2001), realizaron un estudio
para determinar permeacion in vitro de acido flufendmico en diferentes
concentraciones en membranas de piel. En estos estudios también aplicaron las
leyes de Fick con el fin de hallar el coeficiente de difusiébn de los compuestos
analizados en las respectivas membranas de piel utilizadas. Segun el objetivo del
estudio de permeacion es conveniente la aplicacion de estas leyes, especialmente
cuando el fin es la entrada de los compuestos en las capas mas profundas de la
piel y por consiguiente en el medio receptor de las celdas de difusion utilizadas en

estudios de liberacion transdérmica.

Aungue en el ensayo ex vivo realizado no se dio permeacion de PcAICI a través
de las capas de la piel hacia el medio receptor de las celdas de Franz y por
consiguiente, no fue posible hallar su coeficiente de difusion en piel de ratas
Wistar, si se observaron concentraciones de este FS retenido en las capas de la
piel: estrato corneo y epidermis mas dermis. La retencion de PcAICI en piel,
demuestra la eficacia de los sistemas de liberacion y potenciadores de la
permeacion utilizados en las dos formulaciones para permear la barrera de la piel

y mantener acumulado el compuesto.

El perfil de retencion de PcAICI presenté diferencias en cuanto a las capas de piel,
la formulacién aplicada en las camaras donadoras y el tiempo final de los ensayos.
El comportamiento observado en EC y E+D después de utilizar la F1 posiblemente
es debido a una rapida permeaciébn a través del EC facilitado por los

potenciadores presentes en esta formulacion (DMSO y Tween 80) en las primeras
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horas del ensayo. Este comportamiento hace que se de una inversion del perfil en
la hora 24 en la que se presentd mayor concentracion del compuesto en EC y
menor concentracion en E+D. Es probable que se haya dado una sobresaturacion
en E+D debido a la rapida permeacion de la F1 desde el EC proceso que hace
mas activo el estado termodindmico de la PcAICI en estas capas de la piel
(Williams & Barry, 2004). En esta preparacion, la PcAICI se diluyé en una solucion
gue contenia dos potenciadores de la permeacion en membranas: DMSO y Tween
80. EI DMSO es un compuesto quimico, polar que combinado con otras sustancias
facilita la difusion a traveés del EC y favorece la formacion de depdsitos en las
capas mas profundas de la piel (Kyriazi et al., 2008). En una variedad de estudios
se ha demostrado la eficacia del DMSO como ayudante en la permeacion de
compuestos hidrofilicos y lipofilicos como agentes antivirales, esteroides y
antibioticos. Este solvente causa desnaturalizacion de proteinas y cambia la
conformacion de queratina intercelular, también se ha demostrado que interactia
con dominios de lipidos intercelulares del EC. Ademas, el DMSO dentro de las
membranas de piel puede facilitar la particion de compuestos de una formulacion
dentro del tejido (Williams & Barry, 2004). Por otra parte, el Tween 80 es un
surfactante, agente tensoactivo no iénico utilizado como excipiente farmacéutico,
considerado no toxico y no irritante (Kyriazi et al., 2008). Los surfactantes son
moléculas que se afiaden a las formulaciones con el fin de solubilizar ingredientes
activos lipofilicos. Los tensoactivos no ionicos mejoran el flujo de farmacos a
través de membranas biolégicas y pueden alterar la actividad termodinamica de un
farmaco en el vehiculo, también pueden modificar las fuerzas de difusion y
particion en el tejido, lo cual facilita la absorcion de un compuesto en la piel.

Después de utilizar la F2 en la hora 12 hubo mayor concentracion del compuesto
retenido en EC en comparacion con la concentracion registrada en E+D, este perfil
es contrario al registrado después de utilizar la F1. Con la F2 se presentd una
liberacién mas lenta del compuesto hacia las capas mas profundas de la piel por

medio del sistema de liberacién utilizado (nanoemulsion). En la hora 24 fue
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disminuyendo lentamente la concentracion del compuesto en EC con relacion a la

hora 12 y de igual forma aumento lentamente la concentracion del FS en E+D.

El comportamiento observado en la retencion de PcAICI en las capas de la piel
con la F2 que refleja un leve aumento en la concentracion del FS en E+D a
medida que avanza el tiempo se puede explicar mediante la estructura intrinseca
de la formulacién. La F2 es una nanoemulsion en cuya estructura se presentaron
pequefias gotas o esferas formadas por la union de una fase oleosa compuesta de
fosfatidilcolina, cloroformo, PcAICI y &cido oleico y una fase acuosa que contenia
agua tipo |, glicerol y Tween 20. A partir de estas gotas o esferas que después de
varios procesos de preparacidon mantienen contenido en su interior el FS, se
permite una liberacion lenta de este en las capas de la piel al lograr vencer la
barrera del EC (Podlogar et al., 2005). EI mecanismo por el cual una
nanoemulsién penetra la barrera de la piel y se mantiene retenida en las capas
mas profundas de esta se basa en su capacidad de alterar las vias lipidicas y
polares de esta membrana (Sanjula et al., 2007). EI compuesto disuelto en la fase
oleosa de la nanoemulsibn puede permear directamente los lipidos del EC
mediante la desestabilizacion de la estructura de bicapa. Por otra parte, el dominio
hidrofilico de la nanoemulsién puede hidratar el EC en mayor medida favoreciendo
la permeacién. El fluido acuoso de las nanoemulsiones incrementa el volumen
interlaminar de la bicapa lipidica del EC lo cual conlleva a la interrupcion de su
estructura interfacial. El tamafio de las esferas de la nanoemulsién también puede
afectar la permeacion, siendo las esferas de menor tamafio excelentes vehiculos
para mejorar la penetracion de compuestos en las capas de la piel. En este caso
de estudio la razén por la cual la PcAICI permeé la piel y se retuvo liberandose
lentamente en ella parece ser el incremento de la permeacion a través de vias no
polares causado por el 4cido oleico, aumentando también la difusion y la particion.
En un estudio realizado por Larrucea et al., (2001), se determin¢ la eficacia del
acido oleico como potenciador de permeacién en formulaciones topicas y
excelente liberador de compuestos hacia la superficie de la piel mejorando la
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permeacion hacia las capas mas profundas de esta membrana. La fase acuosa
también jugd un papel importante hidratando el EC como se mencion6 antes. De
igual forma, el glicerol pudo alterar la estructura de la piel y permearla llevando
también moléculas del compuesto hacia las capas viables (Abu-Elyazid et al,
2011).

Como se indico en el ensayo de permeacion, el medio receptor de las celdas de
Franz ejercio un efecto en la piel utilizada como membrana, de igual forma este
efecto también pudo influenciar la retencion de PcAICI en las capas de la piel.
Durante el periodo de tiempo de duracién de los ensayos (12 y 24 horas) el medio
acuoso (medio receptor: PBS-SDS (2%)) y las moléculas del FS permean hacia
las capas mas profundas de la piel en direcciones opuestas, este flujo en dos
direcciones puede obstaculizar mutuamente la permeacién y actuar como barrera
(Wagner et al., 2000), lo que explica la lenta tasa de retencion en las capas mas
profundas de la piel al utilizar la F2. En horas posteriores la hidratacion de la piel
conduce a un aumento de fluidez en la bicapa de la membrana del EC (Alonso et
al., 2000). Una vez que las sustancias contenidas en el medio receptor alcanzan el
EC se presenta un cambio en el grado de disociacion de los acidos grasos, lo cual
influye en la solubilidad de las formulaciones de PcAICI penetrantes. También se
pueden dar cambios en la capacidad tampon de la piel y su pH. Dependiendo de
las propiedades del compuesto en estudio, puede aumentar su solubilidad y
pueden tener lugar cambios en el equilibrio de distribucién como resultado de la
disociacion de las moléculas de dicho compuesto. Estos cambios conducen a un
aumento de velocidad de difusion del compuesto desde el EC y a concentraciones
mas altas de este en el tejido como se observa a la hora 12 después de utilizar la
F1y en el aumento de concentracion en E+D en la hora 24 después de utilizar la
F2 de PcAICI. Asi, se sugiere que la piel en las primeras horas del ensayo esta
completamente hidratada lo cual impide la permeacion de compuestos a través de
ella (impedimento por agua), pero la tasa de permeacion y retencién aumenta con
periodos de tiempo de ensayo mas largos (24 horas) (Wagner et al., 2000).
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En los ensayos de permeacion y retencion al utilizar el vehiculo de las
formulaciones 1y 2, los resultados mostraron la no presencia de PcAICI tanto en
el medio receptor de las celdas de Franz como en las capas de la piel EC y E+D.
Con estos resultados se demuestra que ninguna molécula biologica de la piel y
ningdn compuesto presente en las formulaciones F1 y F2, afectdé la medida de
fluorescencia y concentracién de PcAICI en el desarrollo de los ensayos.

La investigacion del destino in vivo (ratas Wistar) de PcAICI en F1y F2 se llevo a
cabo en este estudio para evaluar la capacidad de retencién y/o distribucién del
FS dependiendo del estado de la piel en el sitio de aplicaciéon. Asi, los ensayos in
vivo de distribucién mostraron algunas variaciones en animales con piel sanay en
animales con lesiones quirdrgicas inducidas en piel, después de aplicar

topicamente las formulaciones y sus respectivos vehiculos.

La distribucion del FS en animales con piel sana o normal se limit6 a las capas de
la piel en el sitio de administracion de las formulaciones (piel tratada) y en menor
concentracion al pulmén. Con la F1 se observaron diferencias en cuanto a la
concentracion de PcAICI en EC con respecto a E+D, en esta Ultima capa se
presenté un valor de concentracion seis veces mayor que la concentracion
registrada en EC. Los valores de concentraciéon de PcAICI distribuida hacia las
capas mas profundas de la piel es un importante resultado en esta investigacion
en términos de utilidad clinica de TFD utilizando este compuesto. La distribucién
del FS dentro de la piel y su localizacion en las capas viables es un evento
importante paran una TFD topica efectiva (Rossetti et al., 2011). En trabajos in
vivo realizados por Kyriazi et al., (2008) con PcAICI en solucion y Rossetti et al.,
(2011) con PczZnSO, en nanoemulsidon, se encontraron concentraciones
considerables de los respectivos compuestos en las capas mas profundas de la
piel de animales con piel normal. En el presente caso de estudio, el perfil de
distribucion de PcAICI contenida en la F1 en las capas de la piel, puede atribuirse
a la capacidad de los potenciadores de la permeacion contenidos en la
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formulacion para traspasar el EC y mejorar la retencién cutanea en las capas mas

profundas de la piel, lo cual se analizé en el ensayo ex vivo.

Después de aplicar la F2 el comportamiento de distribucion en las capas de la piel
fue similar, sin embargo los valores de concentracion fueron 5 y 6 veces mas
bajos que los registrados en EC y E+D respectivamente después de aplicar la F1.
Este perfil de distribucion en las capas de piel es debido a la naturaleza de la
nanoemulsiéon, la cual realiza una liberacion méas lenta del compuesto y a la
concentracion de PcAICI contenida en esta formulacion, la cual es mas baja
respecto a la concentracion de la F1.

En este ensayo, utilizando animales con piel sana y después de la aplicacion del
tratamiento por via tépica sélo se registro distribucion de PcAICI en el pulmén de la
totalidad de animales a los cuales se aplico tanto la F1 como la F2, estos valores
fueron muy bajos comparados con los valores registrados en piel. Debido a que no
se registro presencia de PcAICI en los demas érganos analizados, se presume
que el compuesto haya sido inhalado por los animales en el sitio de aplicacion de
las formulaciones, lo cual fue observado en el momento del manejo y aplicacion de

tratamientos y durante el seguimiento realizado.

Contrario a las caracteristicas microscopicas y macroscopicas de la piel de
animales sanos y al comportamiento de dicha piel después de aplicar topicamente
las formulaciones de PcAICI, en una piel con dafio en sus capas como el
observado en leishmaniasis cutanea se presenta un infiltrado celular compuesto
principalmente por macréfagos vacuolados en la dermis con amastigotes en su
interior y otras células inflamatorias que invaden esta capa de la piel originando
pérdida de estructuras anexiales (Moskowitz & Kurban, 1999); en animales con
este tipo de piel, es indispensable que la PcAICI se localice en las capas viables y
gque ademas no presente distribucion hacia érganos internos. Cuando se
desarrolla la infeccion, ademas del dafio en dermis, también se presenta dafo o
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atrofia en los estratos de la epidermis, originando la formacién de una uUlcera
desprovista de la capa barrera de la piel, el EC. Al inducir una lesion quirtrgica
con dafio en las capas de la piel y después de aplicar las formulaciones de PcAICI
se encontré que la distribucion fue dependiente de la concentracion de dicho
compuesto en estas formulaciones. También se determind que las formulaciones 1
y 2 aplicadas no tuvieron relacion con la cura de la lesion, esta remision se dio de
manera similar en la totalidad de los animales de los grupos experimentales
utilizados en el desarrollo del experimento (animales a los cuales se les aplicé:

formulaciones, vehiculos de las formulaciones y animales sin tratamiento).

La distribucién de PcAICI en las capas de piel de animales con lesion inducida
presentd un perfil similar al observado en piel de animales con piel sana. Fue
mayor la concentracion del FS retenida en EC y en E+D después de la aplicacion
de la F1 respecto a la F2, también fue mayor la concentracién de PcAICI retenida
en E+D en comparacion con la concentracion retenida en EC después de la
aplicacion de las dos formulaciones. Sin embargo, en comparacion con los
animales con piel sana, en animales con lesion inducida estos valores de
retencion en las capas de la piel después de aplicar la F1 fueron mas bajos,
posiblemente debido a la distribucion del compuesto hacia 6érganos internos.
Mientras que, después de aplicar la F2 en animales con lesién las concentraciones
observadas en EC y en E+D fueron un poco mas bajas pero similares a las
concentraciones observadas en animales con piel sana en las dos capas de la

piel.

En cuanto a distribucion de PcAICI en érganos de ratas Wistar con lesiones

inducidas, después de aplicar la F1, el FS fue capturado por el pulmén, higado,

bazo, corazon, cerebro y rifion (con valores de concentracion minimamente

detectables). En cuanto al pulmén, la concentracion registrada posiblemente se

debe a la inhalacién del sitio de aplicacion observada en el seguimiento a los

animales y a la alta concentracion de PcAICI en la F1. Tras la inhalacion, las
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particulas del compuesto son liberadas desde los potenciadores de la permeacion
contenidos en la formulacion y penetran el pulmon. La cantidad de deposicién de
un compuesto inhalado en los pulmones es variable y depende de la velocidad del
flujo inspiratorio (Young et al., 2002). Esta raz6n de inhalacion por via respiratoria
de igual forma pudo ser la cusa de distribucién de PcAICI en el pulmén de
animales con lesiones inducidas después del tratamiento con F2, ya que no se
registrdo concentracion del compuesto en los demas 6rganos analizados en estos

animales con el tratamiento.

En los ensayos de distribucion de PcAICI en érganos de ratas Wistar, es evidente
en primer lugar, que la concentracion del compuesto en las formulaciones
aplicadas esta directamente relacionada con el proceso de distribucion, a mayor
concentracion de PcAICI en las formulaciones, mayor concentracion en capas de
la piel y en 6rganos de los animales analizados. Con el desarrollo de los ensayos
in vivo, se determind la importancia del estado de la piel en la distribucién de
PcAICI. En animales con piel sana, se evidencié claramente, la retencion en las
capas de piel y la no distribuciéon hacia 6rganos después de la aplicacion de las
dos formulaciones con diferente concentracion de PcAICI. En animales con
lesiones inducidas que simulan un dafio a nivel de capas de la piel respecto a lo
que sucede en la LC, se observd que al aplicar una formulacién con baja
concentracion del compuesto igual que en animales con piel sana, este se
mantiene retenido la piel, que en el momento del analisis est4 en un proceso de
regeneracion y reparacion celular y estructural. En estos mismos animales con piel
lesionada, al aplicar una formulacién de concentracion mas elevada se observa
retencién del compuesto en capas de la piel y ademas distribucién hacia los
organos: pulmon, higado, bazo, corazon, cerebro y rifion. Este resultado indica
que las capas de la piel ejercen proteccion mediante la retencion del compuesto
evitando su distribucion hacia el interior del organismo, y a su vez los
componentes de las formulaciones juegan un papel muy importante en esta
retencion. Los resultados de este trabajo sugieren que la F2 con su respectiva
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concentracion de PcAICI, posee un sistema de liberacion eficaz para ser aplicada
topicamente debido a su capacidad para retener el FS en las capas viables de la
piel, aun cuando estas capas presenten un dafio. Ademas de la elevada
concentracion del compuesto retenido en la piel, la ausencia de distribucion en

organos también es deseable y se logra con esta formulacion.

La PcAICI no fue detectada en piel ni érganos de animales a los cuales se les
aplicé tépicamente los vehiculos de las formulaciones ni en animales que no
recibieron ningun tratamiento. Este resultado confirma que no hubo moléculas
biologicas tanto en piel como en 6rganos de ratas Wistar ni en los respectivos
extractos de las muestras en los solventes utilizados en el estudio que afectaran la
medida de fluorescencia de PcAICI. También es de gran importancia sefialar la no
presencia de PcAICI en las muestras de piel tomadas de un lugar distante del sitio
de aplicacién de los tratamientos, (denominacion en el estudio: piel no tratada)
analizadas mediante fluorometria, lo cual indica que la aplicacién topica de PcAICI
en F1 y en F2 no presenta riesgo de una subsecuente fotosensibilidad

generalizada (Kyriazi et al., 2008).

Teniendo en cuenta que el presente estudio es la base para el desarrollo y la
aplicacion de TFD tépica con PcAICI, se puede determinar como efecto positivo
para estudios posteriores la acumulacion del FS en las capas viables de la piel, ya
que la localizaciébn y la concentracion en el sitio terapéutico son principios
fundamentales de esta terapia. De igual forma, la eficacia radica en la seguridad
del tratamiento al disminuir los riesgos de distribucion generalizada de un FS
(Peng & Moan, 1995).
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6. CONCLUSIONES

El presente trabajo hace un aporte significativo a la investigacion de la PcAICI para
ser utilizada como alternativa terapéutica en LC. Este aporte de conocimiento del
FS radica en la determinacién de su comportamiento en cuanto a permeacion y
retencion en las capas de la piel y en cuanto a distribucion desde las capas de la
piel hacia otros oOrganos a partir de la aplicacion de formulaciones tépicas

optimizadas.

Las formulaciones utilizadas en el presente estudio (soluciéon y nanoemulsién)
fueron eficaces en el mantenimiento de la solubilidad y en la proteccion contra la

auto-agregaciéon de moléculas de PcAICI.

Al no presentarse permeacion de PcAICI hacia el medio receptor, se concluye que
el comportamiento de este FS brinda seguridad si se compara este medio con la
circulaciébn en un organismo, lo cual indica que no se presentaria absorcion
sistémica que pueda causar una fotosensibilidad generalizada. En el tratamiento
de LC este comportamiento es ideal, ya que en esta enfermedad se requieren

efectos locales.

La localizacién del FS se evidencié en los ensayos de retencién. La PcAICI en F1
y en F2 logré vencer la barrera del EC y mantenerse acumulada en las capas de la
piel, esta acumulacion fue dependiente de las caracteristicas de las formulaciones
de PcAICI y del tiempo. ElI comportamiento de retencion de la F1, generé una
entrega mas rapida del compuesto, mientras que el comportamiento de la F2 se

caracterizo por una entrega de forma lenta y continua.

En el estudio de distribucién de PcAICI, la retencion en las capas de la piel en el
sitio de aplicacion de las formulaciones y/o la posible distribucion hacia los
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organos analizados fue dependiente del estado de la piel y de la formulacion de
PcAICI aplicada. Asi, se concluye que la F2 fue una formulacion eficaz que
presentd mejor rendimiento in vivo por la ausencia de distribucion de PcAICI en
organos y por su capacidad de retencion en las capas viables de la piel aun

cuando se presento dafio inducido.

Después de la evaluacion de los parametros de permeacion, retencion y
distribucion de PcAICI se mostr6 un comportamiento eficaz en cuanto a su
localizacion en las capas de la piel. Se sugiere realizar ensayos en membranas de
piel preparadas por diferentes métodos: eliminacion de la dermis profunda,
remocién de EC o pruebas s6lo en EC con el fin de observar variaciones que
permitan llegar a resultados mas especificos respecto a la permeacion y retencion
de PcAICI. De igual forma, estos ensayos pueden simular el comportamiento de

una piel con lesiones como en el caso de LC.

También se sugiere realizar estudios de farmacocinética en modelos animales
infectados con el paréasito, con el fin de tener conocimiento base sobre la
seguridad de la PcAICI al ser aplicada en un organismo vivo con estas

condiciones.

Se recomienda realizar experimentos adicionales para determinar si otras
concentraciones de PcAICI en las formulaciones pueden cambiar el

comportamiento observado en este estudio.

El desarrollo de la presente investigacion aporta la estandarizacion de
metodologias en permeacion, retencion y distribucion de PcAICI en piel, que son la
base para el desarrollo de nuevos estudios en los que se vaya perfeccionando y
optimizando el conocimiento referente a la aplicacion tépica de PcAICI como

posible FS utilizado en TFD para el tratamiento de LC.
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