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Resumen

Objetivo: Evaluar la permeabilidad, retencién y biodistribucion de los LUD-PcAICI in vivo.
Metodologia: Los transferosomas fueron obtenidos mediante rehidratacion de pelicula lipidica.
Ratas Wistar fueron tratadas tdpica e intraperitonealmente con los transferosomas por 5 dias.
La penetracion ex vivo fue determinada mediante el ensayo en celdas de Franz y la retencién por
el método de la cinta adhesiva. Cinco y treinta dias postratamiento se obtuvo la piel y 6rganos
para determinar la retencién del compuesto y realizar estudios histopatolégicos. La PcAICI fue
extraida con solventes y cuantificada por fluorometria. Los resultados se expresaron en nM
PcAICl/mg érgano.

Resultados: La PcAICI no penetré la piel en los ensayos ex vivo, reteniéndose principalmente
en el estrato corneo. Cinco dias post-tratamiento topico la PcAICI fue retenida en estrato cérneo
(41,76+0,02), mostrando concentraciones minimas en bazo (0,09+0,02), epidermis-dermis
(0,06+0,17), higado (0,03+0,02) y pulmoén (0,02+0,01 nM). Por via intraperitoneal se encontré
PcAICl en bazo (0,58+0,4), cerebro (0,07+0,07), corazén (0,07+0,12), pulmén (0,012+0,01) y
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piel (0,021+0,02 nM). Treinta dias postratamiento no se encontré PcAICI en ningiin érgano.
Los estudios histopatoldégicos fueron negativos.

Conclusion: La PcAICI contenida en transferosomas fue retenida principalmente en estrato
corneo, mostrando bajas concentraciones en la dermis, sitio donde se aloja el pardsito. Se sugiere
modificar los componentes vesiculares del sistema paraaumentar la permeacion del compuesto.

Palabras clave: transferosomas, liposomas ultradeformables, ratas Wistar, leishma-
niasis cutanea, sistemas transdérmicos de liberacion, ftalocianina.

Abstract

Objective: To assess the UDL-CIAIPc permeability, retention and biodistribution in vivo.
Methods: Transferosomas were obtained by lipid film re-hydration method. Wistar rats were
treated topically and intraperitoneally with UDL-CIAIPc for 5 days. Skin and organs were
collected five and thirty days after-treatment to determine CIAIPc retention and histopatho-
logical studies. The CIAIPc was extracted with solvents and quantified by fluorometry. The
results were expressed in nM PcAICl/mg organ. The permeation was tested ex vivo using
Franz-diffusion cells and the retention in stratum corneum and epidermis-dermis by tape
stripping.

Results: In the ex vivo experiments CIAIPc-UDL was not able to penetrate rat skin and was
retained mainly in the stratum corneum. In rat, five days after topical treatment CIAIPc was
retained mainly in the stratum corneum (41.76+0.02) with minimum concentrations in spleen
(0.09+0.02), epidermis-dermis (0.06+0.17), liver (0.03+0.02) and lung (0.02+0.01 nM).
After intra peritoneal treatment, CIAIPc was found in spleen (0.58+0.4), brain (0.07+0.07),
heart (0.07+0.12), lung (0.01+0.012) and skin (0.021+0.02 nM). Thirty days post-treatment
CIAIPc was not found in any organ. Histopathological studies were negative.

Conclusion: The CIAIPc contained in transferosomes was retained mainly in the stratum
corneum. Low concentration was detected in dermis a place where the parasite survives. This
vehicle needs to be improved to increase skin penetration.

Keywords: transferosomes, liposomes, Wistar rats, cutaneous leishmaniasis, trans-
dermic drug release system, phthalocyanine.

INTRODUCCION

La leishmaniasis es una enfermedad causada
por protozoarios flagelados del genero Leish-
mania, los cuales son transmitidos al hombre
por la picadura de insectos fleb6tomos (1-3).
El ciclo de vida del parasito alterna entre los
promastigotes del vector y los amastigotes
que infectan los macréfagos del hospedero
mamifero. Exhibe diversas formas clinicas
dependiendo de la especie de Leishmania y la
inmunidad del hospedero que van desde cuta-
neas, mucocutdneas y viscerales. En Colombia
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laLC constituye un problema de salud ptbli-
ca, se reporta un promedio anual de 12 380
casos, delos cuales el 98,5 % corresponden a
leishmaniasis cutanea (LC), 1,3 % a mucosa
y 0,2 % a visceral (1-4).

El tratamiento se basa en el uso de anti-
moniales pentavalentes (Glucantime®),
que cursa con efectos adversos como dolor
intenso en el sitio de aplicacién, vémito,
cefalea, nefrotoxicidad, hepatotoxicidad y
alteraciones electrocardiogréaficas. Como
segunda opcién se utiliza anfotericina B
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(y sus formas liposomales), pentamidina y
miltefosina (5).

Los tratamientos tépicos y/o transdérmicos
en LC constituyen una opcioén en casos de
lesiones tempranas y no diseminadas.

Se han utilizado tratamientos fisicos (termo-
terapia, electroterapia, terapia fotodinamica,
TFD), formulaciones tépicas en forma de cre-
mas, ungiientos que contienen fdrmacos como
laparomomicina y aplicacionesintralesionales
de medicamentos (5).

La TFD se basa en la activacién de fotosensi-
bilizadores (FS) con una luz especifica que en
presencia de oxigeno genera especies radicales
de oxigeno (ERO), produciendo fotooxidacion
y destrucciéon de células y tejidos enfermos
(6). Es utilizada en afecciones de la piel como
carcinomasbasocelulares, queratosis actinicas,
enfermedadesinfecciosasy enleishmaniasis (6).

La PcAICl es un FS hidrofébico con alta
eficiencia para producir ERO, habilidad de
absorber luz visible (640-680 nm) y actividad
contra diferentes especies de Leishmania (7-8).

La piel es el 6rgano mas extenso del cuerpo
con funciones de proteccién, absorcién y
permeacion. Esta formada por la epidermis,
que dependiendo del grado de diferenciacién
se divide en estrato: cérneo (EC), licido,
granuloso, espinoso y basal o germinativo.
Inmediatamente debajo se encuentra la der-
mis, formada por una matriz densa de tejido
conectivo, fibras de colageno y elastina, por
fibroblastos, macréfagos, mastocitos, termi-
nacionesnerviosasy capilares sanguineos. En
la dermis se encuentran las glandulas sudo-
riparas y sebaceas (9). El EC actia como una
barrera formada por corneocitos envueltos
en filamentos de queratina y una envoltura
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cornificada rodeada de lipidos (colesterol,
ceramidas y 4cidos grasoslibres) que previe-
nen la pérdida excesiva de agua y permiten
la entrada de medicamentos lipofilicos de
bajo peso molecular (10).

Los tratamientos transdérmicos se basan en
eluso desistemas terapéuticos que permiten
la difusion del farmaco (aplicado en piel)
hacia algunas de las capas internas de la
piel, consiguiendo una accién localizada o
accediendo al torrente sanguineo alcanzan-
do actividad sistémica (10-11). Se basan en
la utilizacién de medicamentosincluidosen
diversas formas farmacoldgicas, las cuales
aseguran el transporte controlado al tejido
diana, garantizando sumecanismodeaccién
y concentraciones terapéuticas minimas sin
inducir toxicidad y/o reacciones de hiper-
sensibilidad (10-11).

Los farmacos puedenacceder ya sea pasiva-
mente (ttilen el caso de farmacos lipofilicos,
de bajo peso molecular, dosis bajas) o utili-
zando potenciadores quimicos (agua, sol-
ventes, surfactantes, liposomas) y métodos
fisicos tales como iontoforesis, ultrasonido,
electroporacién o microagujas (10).

El uso de vesiculas lipidicas como sistemas
transdérmicos de fdrmacos es una alterna-
tiva. Se han disefiado liposomas, transfer-
somas, niosomas, etosomas, los cuales pre-
sentan baja toxicidad, son biodegradables
capaces de encapsular y liberar controlada-
mente moléculas hidrofébicas y lipofilicas,
reduciendo la toxicidad y aumentando la
biodisponibilidad de los mismos. Sirven
como vehiculos del farmaco (atravesando
la piel), pueden ser potenciadores de la pe-
netracién por su composicion e inducir una
liberacién sostenida en las formulaciones
topica que los contiene (12).
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Los liposomas ultradeformables (LUD) o
transferosomas son vesiculas elasticas com-
puestos por fosfolipidos, surfactantes (colato
de sodio, Tween 80, Span 80) y agua capaz de
encapsular firmacos y difundirse a través de
la piel intacta (13).

Nosotros disefamos LUD con una bicapa
compuesta de fosfolipidos y colato de sodio
(Col-Na) que contiene PcAICl (14) y milte-
fosina (15), los cuales mostraron actividad
in vitro contra L. (L.) infantum y L. (Viannia)
panamensis y L. (V.) braziliensis. Continuando
con los ensayos preclinicos de este sistema
vesicular, el objetivo de este estudio fue
determinar la permeabilidad, retencién y la
biodistribucién de PcAlClenratas Wistar para
valorar la capacidad de estos de penetrar el
EC y acumularse en la dermis de la piel de
las ratas Wistar.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion y caracterizacion
de LUD-PcAICI

Se prepararonsiguiendo el protocolo descrito
por Herndndez et al. 2013 (14). Brevemente,
fosfatidilcolina (PL90, Phospholipid, Alema-
nia) y Col-Na (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) enrelacién 6:1 fueron colocados en una
mezcla de metanol: cloroformo (1:1) con una
solucion de PcAICI (Sigma). Se rotoevapora-
ron los solventes y posteriormente la pelicula
lipidica fue suspendida en buffer Tris pH 7,2.
Para obtener liposomas unilamelares se pas6
lapreparacionatravés del extrusor delipidos.
Los liposomas fueron filtrados y guardados
a 4°C. El tamafio promedio de particula, el
potencial Zy el indice de polidispersién (PDI)
sedeterminaron utilizando un Zetasizer Nano
ZS (Malvern Instruments Ltd. Malvern. Wor-
cestershire. RU). La concentracion de PcAICI
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se determiné por espectrofluorometria utili-
zando el fluorémetro LS 55 PerkinElmer, UK
(excitacion 670 nm emision 682. nm).

Animales, grupos experimentales
y tratamiento

Se utilizaron ratas Wistar hembras (200-250
gramos de peso, 2 meses de edad), obtenidas
en el Bioterio de la Universidad Industrial
de Santander (UIS), teniendo en cuenta la
normativa establecida en la Ley 84 del 27
de diciembre de 1989. Esta investigacion fue
avalada por el Comité de Etica de la UIS,
cédigo CB12006.

En el experimento 1 los animales fueron tra-
tados topicamente con LUD-PcAICI (ntimero
de animales, n=8) y LUD-vacios (n=2). En el
experimento 2 los animales fueron tratados
por via intraperitoneal (i.p) con LUD-PcAICI
(n=6) y con LUD-vacios (n=2). Los animales
recibieron 100 ul. de LUD-PcAICI (100 uM)
o LUD-vacios aplicados diariamente en una
dosis por 5 dias. Los animales fueron sacrifi-
cados 5 0 30 dias después de la dltima dosis.

Extraccion y cuantificacion de
PcAICI de piel y otros 6rganos

Después del sacrificio se extrajeron los 6rga-
nos: piel, higado, pulmén, rifién, corazon,
cerebro y bazo. La retenciéon de la PcAICl en
el EC se determind por el método de la cinta-
adhesiva (15). Se adhiri6 un trozo de cinta en
la parte central de la piel tratada, aplicando
presiéon durante 30 segundos, posteriormente
se retird la cinta y se colocé en tubos ambar
con el solvente extractor. Este procedimiento
serealiz6 15 veces. Laretencién del fdrmacoen
la epidermis méas dermis (E+D) se determiné
cortandola piel en pequefas porciones y mace-
rando. Laretencién enlos 6rganos internos se
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determiné pesando 30-50 mg de cada 6rgano
y macerando con pistilo y mortero. La PcAICI
se extrajo incubando con el solvente extractor
(etanol: DMSO: 4cido acético) bajo agitacion
constante y posterior centrifugaciéon a 10 000
rpm por 15 min. La concentracién de PcAICl
fue determinada en los sobrenadantes por
fluorometria.

Pruebas histoldgicas

Muestras de piel y érganos fueron fijadas
con formol taponado al 10 %, procesadas e
incluidasenbloques de parafina. Serealizaron
cortes histoldgicos, los cuales fueron colorea-
dos conhematoxilina y eosina. Se observaron
microscOopicamente y se tomaron registros
fotogréficos.

Ensayos de difusion

La piel dorsal de las ratas se procesé y alma-
cend a -20°C. Se utilizaron celdas de Franz
siguiendo el protocolo descrito por Rico et
al. 2012 (16). En el compartimento donador
se colocaron los LUD y en el receptor PBS
pH 7,2. Sobre el compartimento receptor se
colocé la piel. Las celdas se dejaron a 32°C,
con agitacion constante por 24 h. Se determi-
né la concentraciéon de PcAICI del EC y de
la E+D y la del compartimento receptor por
fluorometria.

Analisis estadistico

Las diferencias entre los LUDs (vacios y con
PcAICl) y en la distribucion de la PcAICl
después delos tratamientos utilizados fueron
determinadas utilizando la prueba de t de
Student. Un valor de P<0,05 fue considerado
estadisticamente significativo.
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RESULTADOS
Caracteristicas fisicoquimicas

Los LUD-PcAICI mostraron un tamafio de
133,20+3,27 nm, potencial zeta de-36,45+1,23
mV y PDI de 0,15. Los LUD-vacios fueron
estadisticamente mas pequefios quelos LUD-
PcAlCl, mostrando un tamafio de vesicula
110,24+8,32 nm. El potencial zeta fue similar,
conunvalorde-37,20+8.86 y el PDIfuede0,15.

Biodistribucion de PcAIC
(aplicacion via topica)

Después de 5 dias de finalizar el tratamiento
se encontraron concentraciones de PcAICl en
bazo 0,09+0,02, piel (E+D) 0,06+0,02, higado
0,03+0,02y pulmén0,02+0,01nM/mg de 6rga-
no. Después de 30 dias se detectaron en bazo
0,04+0,01 e higado 0,02+0,02 nM /mg (figura
1). En el sitio de la aplicacién, la PcAICl se
retuvoenel EC;alos5 diaslos valores fueron:
cintas 1-5: 26,4+0,01, cintas 6-10: 11,8+0,01 y
cintas 11-15: 3,56+0,06 nM PcAICl/mg. A los
30 dias no se encontraron concentraciones
de PcAlCl en el sitio de aplicacion (figura 1).
La aplicaciéon de LUD-vacios por via tépica
no mostrd concentraciones de PcAICI en los
organos.

Biodistribucion de PcAICI (aplicacion via i.p)

Después de 5 dias los valores de PcAICI fue-
ron:bazo 0,58 +0,4, cerebro0,07+0,07, corazén
0,07+0,12, pulmén 0,012+0,01 y piel 0,021+0,02
nM PcAICl/mg de érgano. Después de 30
dias los valores en bazo fueron 0,01+0,02 nM
PcAICl/mg (figura 1). No se hallaron concen-
traciones de PcAICl después de la aplicacion
i.p de LUD-vacios.
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Entre los dos tratamientos utilizados (tépico
e i.p) no se encontraron diferencias estadisti-
camente significativas en las concentraciones
de PcALCl en bazo y pulmoén. Sin embargo,
concentraciones del compuesto fueron detec-
tadasenel cerebroy corazéndealgunosdelos
animales tratados por viai.p. Esteexperimento
fue repetido tres veces.
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Ensayos de difusion en celdas de Franz

No se detectaron concentraciones de PcAICI
en el compartimiento receptor después de
24 h. La PcAICl presente en los liposomas
se retuvo en el EC con valores de: cintas 1-5:
34,01+0, cintas 6-10: 14,6+5,44, cintas 11-15:
6,9+2,1 nM. En piel (E+D) se encontraron
valores de 0,27+0 nM (figura 1).
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Las ratas Wistar fueron tratadas con LUD-PcAICI (100 uM) por 5 dias. Los diagramas de barras muestran la retencion de
PcAIC15 030 dias después del tratamiento tépico en 6rganos (A) y estrato corneo (B). La retencion después del tratamiento
intraperitoneal (i.p) se muestra en el Panel C y los resultados de la prueba de permeacién en celdas de Franz en el panel D.

Figura 1. Retencion en drganos y penetracion en piel de la PcAICI
contenida en liposomas ultradeformables(LUD)
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Caracteristicas histopatologicas
de piel y 6rganos

Enlos cortes de piel se identific la epidermis
compuesta por el epitelio plano estratificado
queratinizado. Después del método de las
cinta-adhesiva el EC fue removido (figura
2), identificandose en la dermis fibras cola-
genas y eldasticas. En la corteza cerebral se
destacaron las células piramidales, también
los capilares que conformaban la barrera
hematoencefélica; no se apreciaron cambios
que sugirieran dafio neuronal (figura 3A).
En el pulmén se identificaron los bronquios
y alveolos con paredes ligeramente gruesas

por el aumento del ndmero de linfocitos en
su estroma; este hallazgo fue similar en los
animales no tratados (figura 3B). El higado
conservosuestructuranormal,loshepatocitos
enformade cordones convergieronenlavena
centrolobulillar, al igual que las sinusoides
(figura 3C). En el corazoén se identificaron
las fibras musculares cardiacas rodeadas de
endomisio (figura 3D). En la corteza renal se
reconocieron los corpusculos renales y a su
alrededor los tibulos contorneados (figura
3E). El bazo configurado por la pulpa blanca
y la pulpa roja se encontré hipercelular con
gran numero de hemosiderofagos, igual que
en el control (figura 3F).

—

Figura 2. Microfotografia 100X, piel de rata Wistar; piel sana (izquierda) y piel sometida
al método de la cinta-adhesiva (derecha). EC: estrato corneo, E: epidermis, D: dermis
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Figura 3. A) Microfotografia 40X, corteza cerebral, N: neurona, CG: célula
glial, C: capilar. B) Microfotografia 10X, pulmoén, B: bronquiolo, A: alvéolo. C)
Microfotografia 10X, higado, TP: triada portal, VC: vena centrolobulillar. D)
Microfotografia 10X, corazén, FM: fibra muscular, C: capilar. E) Microfotografia 10X,
corteza renal, CR: corptsculo renal, TC: tubulos contorneados. F) Microfotografia
10X, bazo, PB: pulpa blanca, PR: pulpa roja, NL: nédulo linfoide.
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DISCUSION

Se prepararon transferosomas compuestos por
unabicapalipidica de fosfatidilcolina, Col-Na
y PcAICl, presentando caracteristicas fisico-
quimicas similares alas descritas previamente
por Hernandez et al. (14). Este tipo de sistema
vesicular conformado por lipidos asociados a
disolventes organicos, edgeactivators (Col-Na)
o terpenos ha sido utilizado en tratamientos
transdérmicos debido a su capacidad de
contener diferentes tipos de compuestos y
a su elasticidad y flexibilidad, mejorando la
penetracion de los compuestos a través de
la piel (13), (17),(19). Algunos autores han
demostrado su capacidad de penetrar la piel
intacta, atravesando la capa lipofilica del EC
y luego la hidrofilica de la epidermis (13). Sin
embargo, otrosnohan podido demostrar esta
hipétesis, adjudicandoles solo una actividad
como potenciadores de la penetracion de
los compuestos, permaneciendo confinados
en el EC (17), (19). En este trabajo la mayor
concentraciéon de PcAICI se encontré en las
capas externas de la piel, encontrandose una
minima o nula penetracién del compuesto.
Diferente a esto, un estudio utilizando LUD
similares, pero conteniendo miltefosina
(LUD-MIL), mostré6 la retencién de MIL en
E+D (776 ng/cm?) y la penetracién (179 ng/
cm?) en piel humana (15). Diferencias intrin-
secas en las caracteristicas de las membranas
utilizadas en los ensayos ex vivo, al igual
que las caracteristicas fisicoquimicas de los
compuestos (MIL versus PcAlCl), podrian
justificar estas diferencias. Una formulacién
tipo nanoemulsién que contenia PcAICl y
acido oleico-Tween20 como surfactantes
también fue evaluada anteriormente por
nosotros, encontrandose valores mayores de
retencion en E+D (8,48 nM) utilizando piel
humana (21) y de 62,49 nM/cm? en piel de
ratas Wistar (16). Liposomas preparados con
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diferentes proporciones fosfolipidos:Col-Nao
que contienen otros surfactantes estdn siendo
disefiados para aumentar la permeacion del
compuesto a la dermis.

En las ratas Wistar, la aplicacion tépica 5 dias
postratamiento mostré una baja permeacioén
del compuesto en pielacumulandose lamayor
parte en EC. Treinta dias postratamiento no
se encontraron concentraciones de PcAlCl en
el sitio de aplicacion, lo cual podria deberse
en parte a la descamacion ciclica de la piel
(19). Sin embargo, bajas concentraciones de
PcAIClI lograron penetrar la piel, ya que se
encontraron concentraciones minimas del FS
en bazo, higado y pulmoén (22). La baja per-
meacion de la PcAICl y su limitacién a EC y
E+Dpodria constituir una ventaja, reduciendo
efectos sistémicos; sin embargo, se esperaba
una mayor concentracién del compuesto en
dermis, que es el sitio donde se aloja el ma-
créfago parasitado con Leishmania.

Aunqueno se pudieron encontrar diferencias
en las concentraciones de la PcAICl en bazo
y pulmoén después de su aplicacion topica
o i.p, esta dltima via logré concentraciones
detectables del compuesto en érganos como
el cerebro y corazén, debido posiblemente a
una mejor disponibilidad del compuesto al
torrente sanguineo (22). Dadala fototoxicidad
de la PcAICl, es necesario que este FS se de-
posite especificamente enlos tejidos enfermos
y no sistémicamente. Después de 30 dias del
tratamiento i.p. no se encontraron concen-
traciones de PcAICl (con excepcion de muy
bajas concentraciones en bazo), indicando la
excrecion del FS.

El estudio histopatolégico no revel6 cambios
estructurales ni sugirié reacciones alérgicas
o inflamatorias, como lo son el aumento del
calibre vascular y la migracién de leucocitos
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ala zona. Los resultados en las ratas tratadas
con LUD-PcAICI fueron similares a las trata-
das con LUD-vacios.

CONCLUSION

Se requiere perfeccionar el vehiculo de PcAl-
Cl, ya que la mayor parte del compuesto se
retuvo en EC.
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