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CARACTERIZACION DE UNA PELICULA DE
QUITOSANO CONTENIENDO FTALOCIANINA DE
ALUMINIO TETRASULFONADA CLORADA (ALPCS4CL)
Y SU INTERACCION CON LA PIEL

Mitzy Cerna Alzamora?, Nancy Rojas Moran®, Julio Santiago Contreras®"

RESUMEN

La terapia fotodindmica es un tratamiento utilizado para destruir células no deseadas
(cancer, psoriasis, acné, lunares, etc.). Consiste en generar oxigeno singlete en las zonas
afectadas, conjugando la accion de un fotosensibilizador, luz y oxigeno molecular, para
provocar la muerte celular. En este trabajo se inmoviliza un fotosensibilizador, el
AlPcS4Cl, en una pelicula de quitosano y se trata de identificar si se transfiere a la piel
cuando se pone en contacto con ella. La eficiencia del fotosensibilizador es estudiada
indirectamente, viendo su efecto frente al acido tisnico. La pelicula quitosano-AIPcS4Cl
es caracterizada por espectroscopia UV-Visible y fluorescencia. La potencial
acumulacion del fotosensibilizador en la piel se estudio por MALDI-TOF-MS sobre
biopsias de piel. Se observé que el AIPcS4Cl si provoca cambios estructurales en el acido
usnico. No se detectaron trazas de fotosensibilizador en la piel de raton cuando esta estuvo
en contacto con peliculas de quitosano-AIPcS4Cl, pero si cuando se inoculé directamente
el fotosensibilizador en la piel de raton.

Palabras clave: AIPcS4Cl, Encapsulamiento de fotosensibilizador, MALDI-TOF-MS,
Espectroscopia de fluorescencia.

CHARACTERIZATION OF A CHITOSAN FILM
CONTAINING ALUMINUM PHTHALOCYANINE
TETRASULFONATE CHLORIDE (ALS4PC-CL) AND ITS
INTERACTION WITH THE SKIN

ABSTRACT

Photodynamic therapy is a treatment used to destroy unwanted cells (cancer, psoriasis,
acne, moles, etc.). It involves generating singlet oxygen in the affected areas, combining
the action of a photosensitizer, light, and molecular oxygen, to cause cell death. In this
study, a photosensitizer, AIPcS4Cl, is immobilized in a chitosan film and an attempt is
made to determine whether it transfers to the skin upon contact. The efficiency of the
photosensitizer is studied by observing its effect on usnic acid. The chitosan-AlPcS4Cl
film was characterized by UV—visible and fluorescence spectroscopic analyses. The
potential accumulation of the photosensitizer in skin was evaluated using MALDI-TOF-
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MS analysis of skin biopsies. It was observed that AIPcS4Cl does cause structural changes
in usnic acid. No traces of photosensitizer were detected on mouse skin when it was in
contact with chitosan-AlPcS4Cl films, but they were detected when the photosensitizer
was directly inoculated into the mouse skin.

Keywords: AIPcS4Cl, Photosensitizer encapsulation, MALDI-TOF-MS, Fluorescence
spectroscopy.

INTRODUCCION

La terapia fotodindmica (TFD) es una modalidad de tratamiento que ha sido utilizada en
el tratamiento exitoso de una serie de enfermedades y trastornos, incluidas la
degeneracion macular relacionada con la edad, la psoriasis y ciertos canceres'. El proceso
fotodindmico combina tres componentes (un fotosensibilizador (FS), luz y oxigeno
molecular) para eliminar patégenos, células o tejidos. Los tres componentes no son
toxicos cuando actian por separado?. Cuando el fotosensibilizador es irradiado con luz
de longitud de onda apropiada, absorbe energia y la transfiere al oxigeno molecular,
convirtiéndola en oxigeno singlete, una especie muy reactiva. Esta ultima especie es la
responsable de provocar una serie de reacciones sobre biomoléculas importantes,
provocando muerte celular o del microorganismo en donde se esta provocando el proceso
fotodinamico'. Este proceso fue aplicado inicialmente en la FTD del cancer a la piel, pero
en la actualidad se aplica en el tratamiento de diversas enfermedades o desordenes de la
piel. La TFD es doblemente selectiva, ya que el FS se acumula selectivamente en las
células cancerosas y, ademads, el proceso se inicia solamente con la iluminacion de la zona
afectada®’. En el caso de tratamiento de desordenes de la piel (psoriasis, acné, queratosis
actinica, leishmania cutanea, etc.) se utiliza el FS incorporado en cremas, las que se
aplican topicamente. El FS es absorbido por la piel y, al ser irradiado con luz visible, se
inicia el proceso fotodinamico y las células superficiales de la piel son eliminadas®°.

El AIPcS4Cl es un fotosensibilizador hidrofilico constituido por un anillo de ftalocianina
rodeado de cuatro grupos sulfonicos, con un atomo de aluminio en la cavidad central,
unido a un atomo de cloro, Figura 1. Este fotosensibilizador ha sido muy estudiado por
su alta afinidad por ciertos tipos de cancer (cancer de vesicula) y por su rapida eliminacion
del organismo. El AIPcS4Cl ha sido ensayado para controlar amastigotes de Leishmania
(V.) peruviana, lograndose una inhibicion del 72%°.
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Figura 1. Estructura quimica del AlPcS4Cl
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En general, la investigacion actual sobre la TFD se basa en cuatro aspectos

fundamentales:

a) Tipo de fotosensibilizador: Los FS utilizados en la TFD son generalmente derivados
de porfirina y ftalocianina, y pueden ser hidrofilicos o lipofilicos’.

b) Localizacion intracelular: El dafo celular provocado por el FS, y por ende el tipo de
muerte celular, depende de la zona en la célula donde se acumula el fotosensibilizador.
El grado de lipofilicidad de los fotosensibilizadores determina su localizacion y el tipo
de dano celular. En general, un fotosensibilizador lipofilico se acumula en la
membrana de la célula y sus organelas’ . De otro lado, los fotosensibilizadores
hidrofilicos ingresan a la célula por pinocitosis y son localizados principalmente en
lisosomas y endosomas®. También se utiliza el 4cido aminolevulinico (ALA), un
precursor para la biosintesis de porfirina en el organismo’. Ya existen tres
generaciones de fotosensibilizadores y algunos de ellos ya se encuentran autorizados
por la FDA para su comercializacion!. E1 FS ideal debe tener una gran afinidad por las
células cancerosas (o las que se quieran eliminar), debe metabolizarse rapidamente de
las células normales, poseer una fuerte absorcion y un alto rendimiento cuantico para
generar oxigeno singlete!?. Por ejemplo, los FS lipofilicos se acumulan en la
membrana celular, provocando la desintegracion de la membrana celular!. Un FS a
base de tetrafenilporfirina rodeado de cuatro cadenas largas de doce atomos de
carbono, lo que le confiere una alta lipofilicidad, se acumula en la membrana celular
(modificando la permeabilidad de los canales iénicos) y en la cromatina'®!!,

¢) Nuevos vehiculos portadores del fotosensibilizador: Se han desarrollado diferentes
estrategias para mejorar la internalizacion del FS al interior de la célula que se quiere
eliminar. Por ejemplo, los FS hidrofilicos, como el AIPcS4Cl, se pueden conjugar con
péptidos, con liposomas y con nanoparticulas inorganicas para mejorar su
penetrabilidad en las células'?. Para aplicaciones no cancerosas, los FS se aplican en
forma de cremas'’. También se ha intentado inmovilizar fotosensibilizadores
(ZnPcS4) en membranas de quitosano y se demostréo que el fotosensibilizador
mantenia sus propiedades de generar oxigeno singlete!® !5,

d) Nuevas fuentes de luz y técnicas de monitoreo: Al inicio de la TFD, la fuente de luz

fue el laser, pero los FS también pueden ser activados con luz visible proveniente de
LEDs con diferentes longitudes de onda®'®. De otro lado, las técnicas de monitoreo de
la TFD aprovechan la fluorescencia de los FS que han sido absorbidos en los tejidos'”.
Recientemente se ha combinado la Tomografia de Emision de Positrones (PET) para
visualizar la accion del fotosensibilizador AIPcS4C1'®.
Cuando se aplica la TFD in vivo, generalmente se da un tiempo de 24 h para que el
fotosensibilizador se distribuya en el organismo, y luego se aplica la fuente de luz en
la zona donde se quiere generar el oxigeno singlete!. En este articulo se utilizé el
AIPcS4Cl en solucién y dentro de una pelicula de quitosano, y se puso en contacto con
piel de ratdn, para luego tratar de identificar la presencia del fotosensibilizador y su
tiempo de permanencia en la piel. Para ello se aplica la técnica de MALDI-MS sobre
una biopsia de piel. Previamente, se estudio la actividad del fotosensibilizador sobre
una solucién de &cido Gsnico, una molécula fotoprotectora bastante estable.
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PARTE EXPERIMENTAL

Materiales

El fotosensibilizador AlPcS4Cl (Peso molecular 895,25 g/mol) se obtuvo de Frontier
Scientific (USA). El quitosano, de viscosidad 400 mPa.s., 4cido acético glacial, etanol y
acido tsnico provinieron de Merck.

Estudio de la interaccion del acido usnico con AIP¢S4Cl1

Se preparé una solucion del fotosensibilizador AIPcS4Cl 4,7 x 10* M (0,0042 g de
AlPcS4Cl en 10 mL de agua destilada). Se tom6 5,4 mL del fotosensibilizador y se enras6
en una fiola de 25 mL con una solucion de 0,0025 g de 4cido tisnico en etanol. Se obtuvo
una solucion con 100 ppm de 4cido tsnico y AIPcS4Cl 1,02 x 10* M (Solucién 1).

Se tom6 2,5 mL de la solucidon 1 y se enrasd con etanol 78% en una fiola de 25 mL,
obteniéndose una solucién de 4cido tisnico 10 ppm y AlIPcS4Cl1 1,02 x 10 M (Solucién
2).

Se colocaron 5 mL de la solucidén 2 en 4 diferentes viales, los cuales fueron llevados a la
camara para ser irradiados con luz roja LED (A=670 nm) por diferentes tiempos (20, 22,
24 y 48 h, respectivamente). Los cambios fueron monitoreados por espectroscopia UV-
visible.

Preparacion de peliculas de Quitosano-AlPcS4Cl a diferentes concentraciones

Se prepar6 una solucion del fotosensibilizador AIPcS4Cl 5,0 x 10* M (0,0045 g
AlPcS4C1/10 mL de agua destilada), a partir de la cual se prepard una solucion de
concentracion 5,0 x 1075 M. A partir de esta nueva solucion se realizaron diluciones de
1,0; 2,0; 3,0 y 4,0 x 10° M.

De otro lado, se prepard una solucion de quitosano al 1% en CH3COOH al 1%.
Finalmente, se prepararon mezclas de solucion de quitosano y del fotosensibilizador a
diferentes concentraciones (2:1, 20 mL), respectivamente, y se trasvasaron a placas Petri,
y se secaron en estufa a 40 °C por 24 h.

Caracterizacion de las peliculas de quitosano-AlPcS4Cl

Las peliculas obtenidas fueron caracterizadas por espectroscopia UV-visible (Thermo
Scientific, HeAlos vy, simple haz, precision 1 nm, barrido de 200 a 800 nm) y fluorescencia
(Exemplar BWTek, Delaware, US, con una fuente de excitacion de 405 nm, con una
integracion de 50 ms).

Interaccion de peliculas de quitosano-AlPcS4Cl con piel de ratéon

Peliculas de Quitosano-AlPcS4Cl (la concentracion del AIPcS4Cl utilizada fue 4,0 x 1073
M), de dimensiones 1 x 1 cm, se pusieron en contacto con el lomo rasurado de un ratén.
Luego de 24 h se sacrifico al raton, se tomd una biopsia de la zona de contacto, se coloco
en formol para su preservacion y se procedio a realizar la determinacion de la presencia
de AIPcS4Cl mediante el MALDI-TOF-MS (Thermo Q Exactive HF).
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Obtencion de pieles de raton inyectadas con AIPc¢S4Cl

Se prepard una solucioén del fotosensibilizador AIPcSsCl 4,7 x 10% M (0,0042 g
AlPcS4C1/10 mL de agua destilada). Se inyectd 0,075 mL del fotosensibilizador por
inyeccion subcutanea al raton de aprox. 30g, segun el siguiente calculo:

Vinyeet (ML) = (1 mg FS/kg) x (1 mL/0.42 mg FS) x (Wrawn (kg)

Donde: FS se refiere al fotosensibilizador AIPcS4Cl.

Luego de aproximadamente 10 min, se procedio a sacrificar al raton y realizar el corte de
la piel donde se realizo la inyeccion. Finalmente, las muestras de pieles se colocaron en
formol para su preservacion y se procedid a realizar la determinacion de la presencia de
AlPcS4Cl mediante el MALDI-MS (Thermo Q Exactive HF).

Analisis de las biopsias por MALDI-MS

Para la lectura en el equipo se utilizd la matriz a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid (o-
CHCA) disuelta en acetonitrilo/acido trifluoroacético 0,1% - MeOH (1:1) con
concentracion de 20 mg/mL, la cual fue aplicada mediante spray sobre la muestra y fue
leida con polaridad positiva en el rango de 200 - 2000 m/z con aceleracion de voltaje de
3,0 kV y resolucion de 30 000. Nivel RF de lente S: 70. Temperatura del capilar: 300
ocl9.

RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio de la interaccion del acido usnico con AIPcS4Cl

La Figura 2 muestra la evolucion de los espectros UV-Visible de una solucion de acido
Gisnico 10 ppm y AlPcS4Cl 1,02 x 10 M, colocados en una cdmara e irradiados con luz
roja LED (A=670 nm) por diferentes tiempos (20, 22, 24 y 48 h). Al tiempo t=0, se
observan las bandas de absorcion del FS a 675 nm, 608 nm y 350 nm?°, y las bandas de
absorcion del 4cido tisnico a 234 y 282 nm!”. Se seleccion6 utilizar una luz LED roja, de
670 nm, para poder excitar la banda méas intensa del FS, y asi generar oxigeno singlete®.
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Figura 2. Espectros de absorcion de solucion de acido tGsnico 10 ppm/AlPcS4CI 1,0 x 107> M. Se observa
la desaparicion de la banda a 282 nm del acido usnico.
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Con el tiempo de irradiacion se observa que la banda del acido usnico a 282 nm
desaparece. A 20 h de irradiacion ya no se observa dicha banda. En cambio, la otra banda
del 4cido Gsnico, a 232 nm, practicamente no cambi6 de intensidad. La curva obtenida a
48 h estda amplificada debido a una disminuciéon del volumen (incremento de
concentracion), sin embargo, permite ver mejor la desaparicion de la banda a 282 nm.
Hay que remarcar que de las dos bandas del acido tsnico, se ha reportado que la posicién
de la banda a 232 nm depende del solvente utilizado?!.

Se ha reportado que el 4cido tsnico no genera oxigeno singlete ni tampoco actiia como
atenuador, es decir, que tampoco reacciona con el oxigeno singlete?. Sin embargo, los
espectros UV muestran que el acido usnico sufre variaciones estructurales en presencia
del AIPcS4Cl, en las condiciones del experimento, en funcion del tiempo. Se sabe que el
oxigeno singlete reacciona principalmente con los dobles enlaces a través de reacciones
de adicion electrofilica o reacciones de tipo ene. Segun la estructura del 4cido usnico
(Figura 3), lo mas probable es que reacciones con los dobles enlaces de las posiciones 2
0 4, ya que este anillo no es aromatico?.

Figura 3. Estructura quimica del acido tisnico

Caracterizacion de peliculas de Quitosano-AlPcS4Cl

Luego de la evaporacion del solvente, de las mezclas de soluciones de quitosano y FS
descritas en la parte experimental, quedaron peliculas en las placas Petri. El color turquesa
de las mismas se muestra cada vez mas intenso en funcion del incremento de la
concentracion utilizada del FS. Se cortaron ldminas rectangulares (1 x 4 cm) (Figura 4) y
fueron adaptadas para ser medidas directamente en los espectrofotdometros UV-Visible y
de fluorescencia.

Figura 4. Peliculas de quitosano-AlPcS4Cl a diferentes concentraciones. El color se incrementa con la
concentracion del FS.

En la Figura 5, se observa el incremento de la intensidad de banda del fotosensibilizador
en con la concentracion del mismo, utilizado para la preparacion de las peliculas. La otra
banda, a 350 nm, corresponde al quitosano. A pesar de que la medicion de la absorbancia
fue en estado solido, las bandas del AIPcS4Cl aparecen en las mismas longitudes de onda
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que cuando se mide en solucion acuosa. La banda de absorcién mas intensa del AIPcS4Cl
aparece a 675 nm?>*,
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Figura 5. Espectros de absorcion de peliculas de Quitosano-AlPcS4Cl a diferentes concentraciones,

Los espectros de fluorescencia de las peliculas de quitosano-AlIPcS4Cl se muestran en la
Figura 6. Se observa el caracteristico desplazamiento Stokes, diferencia entre el Amax en
el espectro de absorcion (675 nm) y el de la fluorescencia (682 nm). El Jmax de
fluorescencia se incrementa con la concentracion del FS, segun lo observado en la
literatura®®*. En este trabajo, a pesar de que se midié al estado solido, el Amax de

fluorescencia sigui6 la misma tendencia, varia desde 682 nm (1 x 10> M) hasta 686 nm
(5x 10° M).
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Figura 6. Espectros de emision de peliculas de quitosano-AlPcS4Cl a diferentes concentraciones.

Deteccion de AlPcS4Cl en piel de raton

El andlisis por MALDI-MS de biopsias de piel de raton, que estuvieron en contacto con
peliculas de quitosano-AlPcS4Cl, no detect6 ninguna evidencia de presencia del FS.
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Aparentemente, no hubo ninguna transferencia del fotosensibilizador a la piel por simple
contacto entre ellos. En cambio, cuando se inyect6 directamente una solucion del FS, se
llegd a detectar la sefal del FS, pero se detectd solamente a partir de 4,7 x 10™* M. Se
podria pensar que el AIPcS4Cl podria haber salido de las biopsias cuando se dejaron en
contacto con formol, pero estas soluciones se mantuvieron incoloras durante todo el
tiempo que estuvieron en contacto con las biopsias.
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Figura 7. Cromatograma obtenido por MALDI-TOF de la biopsia de piel de raton.

La Figura 7 muestra el cromatograma obtenido por MALDI-TOF. Se observa un gran
numero de picos debido al gran nimero de biomoléculas presentes en la piel analizada.
La sefial del FS fue encontrada en la fraccion a un tiempo de retencién de 2,77 minutos.
La Figura 8 muestra el grupo de sefiales caracteristico del MALDI-MS. Se observa la
sefial del peso molecular del fotosensibilizador a 895,714 (Peso molecular del FS =
895,25 g/mol). Esta sefial se obtuvo cuando se inoculd una solucién de 4,7 x 10 M de
AIPcS4CI. Desafortunadamente, esta concentracion ya es considerada toxica. En el caso
de soluciones mas diluidas del fotosensibilizador, cabe la posibilidad de que el tiempo de
espera de 10 minutos, para la obtencion de las biopsias, haya sido suficiente para que el
AlPcS4Cl se haya distribuido por el organismo del ratén, de tal manera que la
concentracion remanente del mismo sea suficientemente diluida para no ser detectado por
MALDI-MS.
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CONCLUSIONES

Se obtuvo evidencia por espectroscopia UV de que el fotosensibilizador AIPcS4Cl es
capaz de modificar estructuralmente al acido tsnico. Las espectroscopias UV-Visible y
de fluorescencia son apropiadas para caracterizar al fotosensibilizador AIPcS4Cl en el
interior de peliculas de quitosano. Se observaron las mismas sefales a las mismas
longitudes de onda que en solucion.

La técnica MALDI-TOF-MS es apropiada para detectar moléculas presentes en la piel, lo
que abre diferentes posibilidades de estudiar la permanencia o la cinética de degradacion
de diferentes farmacos. En este estudio no se detectdé ninguna traza del FS cuando
peliculas de quitosano-AlPcS4Cl estuvieron en contacto con la piel, pero si cuando se
inocul6 directamente el FS. El AlPcS4Cl fue detectado a partir de una concentracion de
4,7x 10" M.
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