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Resumen

Titulo: Evaluacion de formulaciones a base de Chenopodium ambrosioides y sus metabolitos
secundarios en el modelo experimental de leishmaniasis cutanea”

Autor: Juan Sebastian Cubides Cely, Fabian David Sarmiento Santos, Patricia Escobar Rivero,
Betsy Yaneth Mufioz Serrano™

Palabras Clave: Chenopodium ambrosioides, leishmaniasis cutanea, L. (V.) braziliensis, trans-3-
cariofileno, carvacrol, paico, epazote.

Descripcion: La leishmaniasis cutanea (LC) es una enfermedad de la piel producida por parasitos
de Leishmania, transimitidos por vectores del género Lutzomyia. Esta enfermedad constituye un
problema serio de salud publica en Colombia, especialmente para las poblaciones de &reas rurales.
Los tratamientos existentes son pocos, de efectividad variable, acceso limitado, con reacciones
adversas y contraindicaciones.

Las plantas son portadoras de innumerables moléculas activas contra diversos patogenos.
El Chenopodium ambrosioides o paico es una planta aromatica y medicinal que se ha utilizado por
siglos en medicina alternativa por sus caracteristicas antiparasitarias.

El objetivo de este trabajo fue preparar y evaluar la efectividad de formulaciones
farmacéuticas a base de C. ambrosioides o sus metabolitos secundarios en el modelo experimental
de LC.

Se utilizaron los compuestos trans-p-cariofileno (B-C), carvacrol, a-terpineno y un
extracto comercial de epazote. Se prepararon formulaciones tipo solucion (F), gel (G) y ungiento
(V); a las cuales se le realizaron caracterizaciones organolépticas, fisicoquimicas y espectrales; asi
como pruebas de estabilidad y ciclo térmico a diferentes temperaturas, estrés mecanico y cremay
coalescencia. Con las formulaciones también se realizaron ensayos in vitro e in vivo en los modelos
de LC por L. (V.) braziliensis.

Se desarrollaron y caracterizaron exitosamente las formulaciones. Unicamente F1 tuvo
actividad antileishmania con valores de Clso 2,58 + 0,06 ug/mL pero presentd citotoxidad con
valores de CCso 1,41 £ 0,09 ug/mL en células VERO y CCs02,40 + 0,03 pg/mL en THP-1. Ademés
se determino su estabilidad térmica a diferentes temperaturas durante 60 dias, evidenciada por la
no variacion en sus espectros infrarrojo. La reduccion del tamafio de las lesiones en ratones
infectados con L. (V.) braziliensis con F1 fue del 62%. Esta formulacion fue la mas promisoria en
el tratamiento de LC. La aplicacion intradérmica produjo irritacion, contraria a la aplicacién tépica.
Ninguno de los tratamientos usados produjeron genotoxicidad.

* Trabajo de Grado
" Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: Patricia Escobar Rivero. Bacteridloga, M.Sc, PhD,
Departamento de Ciencias Basicas, UIS. Codirector: Betsy Yaneth Mufioz Serrano. M.Sc. CINTROP-UIS
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Abstract

Title: Evaluation of formulations based on Chenopodium ambrosioides and its secondary
metabolites in the experimental model of cutaneous leishmaniasis™

Author: Juan Sebastian Cubides Cely, Fabian David Sarmiento Santos, Patricia Escobar Rivero,
Betsy Yaneth Mufioz Serrano !

Key Words: Chenopodium ambrosioides, cutaneous leishmaniasis, L. (V.) braziliensis, trans-p-
caryophyllene, carvacrol, paico, epazote.

Description: Cutaneous leishmaniasis (CL) is a skin disease caused by Leishmania parasites,
transmitted by vectors of the genus Lutzomyia. This disease constitutes a serious public health
problem in Colombia, especially for populations in rural areas. Existing treatments are few, with
variable efficacy, limited access and with adverse reactions and contraindications.

Plants are carriers of innumerable active molecules against various pathogens.
Chenopodium ambrosioides or paico is an aromatic and medicinal plant that has been used for
centuries in alternative medicine for its antiparasitic properties.

The objective of this work was to prepare and evaluate the efficacy of pharmaceutical
formulations based on C. ambrosioides or its secondary metabolites in the experimental model of
LC.

Compounds trans-f-caryophyllene (B-C), carvacrol, a-terpinene and a commercial extract
of epazote were used. Solution (F), gel (G) and ointment (U) type formulations were prepared,;
also organoleptic, physicochemical and spectral characterizations were carried out; as well as test
of stability and thermal cycle at different temperatures, mechanical stress and cream and
coalescence. In vitro and in vivo tests were also carried out in the CL models caused by L. (V.)
braziliensis.

Formulations were successfully developed and characterized. Only F1 had antileishmanial
activity with 1Csp values of 2.58 £ 0.06 ug/mL but presented cytotoxicity with CCsp values of 1.41
+ 0.09 pg/mL in VERO cells and CCsp 2.40 + 0.03 pg/mL in THP-1. In addition, its thermal
stability developed at different temperatures for 60 days, evidenced by the non-variation in its
infrared spectra. The reduction size in lesion in mice infected with L. (V.) braziliensis using F1
was 62%. This formulation was the most promising of the tested in the treatment of CL.
Intradermal application produced irritation, contrary to topical application. None of the treatments
used produce genotoxicity.

* Thesis
! Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Thesis director: Patricia Escobar Rivero.Bacteriologist, PhD. Co-director:
Betsy Yaneth Mufioz Serrano. M. Sc.
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Introduccion

La leishmaniasis cutdnea (LC) es una enfermedad dermatolédgica que se caracteriza por
presentar lesiones especialmente en las zonas expuestas del cuerpo (accesibles al vector). Estas se
presentan como papulas, ndédulos o Ulceras que pueden ser unicas o mdaltiples, las cuales cuando
sanan dejan cicatrices de por vida (OMS, 2021). La LC esta asociada a problemas de malnutricion,
desplazamiento de poblacion, malas condiciones de vivienda, entre otros. Las opciones
farmacoldgicas son pocas (i.e. los antimonios pentavalentes, anfotericina B, mitelfosina,
pentamidina, paromomicina) y la mayoria presentan problemas como toxicidad, larga duracion del
tratamiento y reacciones adversas graves, que a menudo conducen al abandono del tratamiento.
Ademas, los farmacos mas utilizados no eliminan por completo los parasitos de todas las personas
infectadas (Amato et al., 2008). Por lo tanto, es urgente y necesario desarrollar nuevas opciones
terapéuticas. Los productos naturales pueden ofrecer una fuente ilimitada de diversidad quimica
para identificar nuevos farmacos. Los nuevos medicamentos deberian ser menos téxicos o no
toxicos, seguros, mas eficientes, menos costosos y facilmente disponibles, especialmente para las
poblaciones de bajos ingresos (Oryan, 2015).

El Chenopodium ambrosioides (paico, hierba santa, epazote) es una planta originaria de
América, que crece en suelos himedos y bajos, de olor fuerte, y con alrededor de 40 cm de altura
(Zavala et al., 2017); la cual junto con sus extractos y compuestos mayoritarios como ascaridol,
carvacrol, 6xido de cariofileno entre otros, han sido evaluados en modelos de LC mostrando
actividad contra promastigotes y amastigotes intracelulares de Leishmania, asi como en algunos
modelos in vivo en ratones con LC (Monzote et al., 2006). Debido a esta caracteristica del C.
ambrosioides, el objetivo de este trabajo fue evaluar la efectividad de formulaciones farmacéuticas
conteniendo extractos de C. ambrosioides o sus derivados en el modelo in vitro y en ratones
infectados por L. (V.) braziliensis, una de las especies mas prevalentes en la LC del Nuevo Mundo.

En la primera parte de este trabajo se muestra el disefio, la caracterizacion y el estudio de
la estabilidad de las formulaciones tipo solucion (F1, F2, F3), tipo gel (G1), tipo unglento (Ul) y
sus vehiculos. Para ello se utilizaron técnicas espectrométricas y espectroscopicas, donde se
caracterizaron los compuestos y las formulaciones usadas, ademas de una caracterizacion

organoléptica y fisicoquimica de las mismas.
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En la Fase 2 se realizaron ensayos in vitro con los compuestos y formulaciones para
determinar su actividad antileishmania en promastigotes de L. (V.) braziliensis asi como su
actividad citotdxica en células THP-1y VERO. Se analizaron las biopsias de piel provenientes de
los ensayos in vivo y se realizaron andlisis histopatoldgico de las mismas con el fin evidenciar la
actividad antileishmania y citotdxica de las formulaciones.

En la Fase 3 se realizo un esquema de tratamiento para las pruebas in vivo, analizando la
actividad antileishmania de las formulaciones en ratones BALB/c infectados con L. (V.)
braziliensis, con el fin de determinar si las formulaciones a base de C. ambrosioides o sus
metabolitos secundarios poseian actividad antileishmania en el modelo de LC porL. (V.)
braziliensis, reduciendo el tamafio de las lesiones.

En la Fase 4 se realizaron pruebas de genotoxicidad en extractos de médula para detectar
micronucleos, asi como la irritacién inducida por aplicacion tépica e intradérmica in vivo,
analizado mediante histopatologia finalizado el tratamiento.

Algunos resultados obtenidos permitieron comprender que los tratamientos topicos para
LC en modelos in vivo requieren de mas investigacion y profundizacion dado que es necesario
aumentar la eficacia vs efectividad del tratamiento alternativos con compuestos naturales, asi como

la estabilidad de las formulaciones.
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1. Objetivos

1.1  Objetivo General

Evaluar la efectividad de formulaciones farmacéuticas a base de C. ambrosioides o sus
metabolitos secundarios en el modelo experimental de leishmaniasis cutanea (LC).

1.2 Objetivos Especificos

Disefar y caracterizar fisicoquimicamente las formulaciones farmacéuticas a base de C.

ambrosioides o sus metabolitos secundarios.

Demostrar la actividad antiparasitaria y citotdxica de formulaciones farmacéuticas a base

de C. ambrosioides o sus metabolitos secundarios en modelos experimentales.
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2. Marco tedrico y estado del arte

2.1. Leishmaniasis: enfermedad, epidemiologia

La leishmaniasis es un conjunto de enfermedades producidas por parasitos intracelulares
pertenecientes al subgénero Viannia o Leishmania transmitida por la picadura de insectos
flebétomos hembra del género Lutzomyia (OPS, 2022). Una vez ocurrida la infeccion esta puede
permanecer en la piel, o extenderse por via linfatica local, también puede acceder a las mucosas 0
diseminarse a érganos con elevado contenido en macréfagos como el bazo, higado y médula 6sea;
lo anterior, depende de la especie de Leishmania causante de la infeccidn. Segln la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), la leishmaniasis es una de las siete enfermedades tropicales mas
importantes y representa un grave problema de salud mundial con un amplio espectro de
manifestaciones clinicas y con desenlaces potencialmente fatales (OMS, 2022). En el mundo hay
entre 12 y 15 millones de personas infectadas de leishmaniasis y 350 millones estan en riesgo de
adquirir la enfermedad. Se estima que ocurren entre 1,5y 2 millones de casos nuevos cada afio y
causa 70.000 muertes por afio (Reithinger et al., 2007).

La leishmaniasis presenta tres formas clinicas diferentes clasificadas como: cutanea (LC),
mucosa / mucocutanea (LM) y visceral (LV). La LC es la forma mas frecuente de esta infeccion y
produce en su mayoria lesiones ulcerosas que dejan cicatrices de por vida (OPS, 2022). Las
lesiones estan presentes en todo el cuerpo, especialmente en las zonas mas expuestas a las
picaduras como las extremidades superiores e inferiores. Sus presentaciones clinicas pueden ser:
cutanea localizada (simple o multiple), cutdnea diseminada, cutanea difusa y cutanea atipica (OPS,
2022).La lesion de LC generada por las especies del Nuevo Mundo (regién que se extiende desde
la peninsula mexicana de Yucatan, al norte, hasta la Argentina, al sur) varian desde lesiones
cerradas como papulas, nddulos y placas que pueden ser de aspecto verrugoso hasta las formas
ulceradas (INS, 2010). La presentacién 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
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crecimiento lento (INS, 2010). Cuando hay sobreinfeccion bacteriana las ulceras se tornan
dolorosas, de fondo sucio, secrecion purulenta, recubiertas por costra, eritema y signos
inflamatorios locales. Se pueden presentar como lesiones Unicas o multiples (INS, 2010). La
enfermedad puede tornarse crénica luego de 12 semanas sin cierre de la Ulcera o con la
transformacion de la misma en una placa verrugosa de bordes elevados recubiertos con escamas
y/o costras que coinciden con los bordes de la cicatriz de la lesion inicial (INS, 2010).

A nivel mundial aproximadamente el 95% de los casos de LC se producen en las Américas,
la cuenca del Mediterraneo, Oriente Medio y Asia Central (OMS, 2022). En 2020, méas del 85%
de los nuevos casos aparecieron en 10 paises: Afganistan, Argelia, Brasil, Colombia, Irag, Libia,
Pakistan, Perd, Republica Arabe Siria y Tunez. Se calcula que cada afio hay en el mundo entre
600.000 y 1 millén de nuevos casos Unicamente de LC (OMS, 2022).

En Colombia, la leishmaniasis se presenta de forma endémica en sitios localizados en &reas
rurales del pais, los cuales generalmente estan alejados de los centros de salud de las zonas urbanas
(INS, 2019). Estos sitios rurales cuentan con las condiciones ecoldgicas y epidemioldgicas
propicias (presencia del agente, infestacion por el vector y reservorios) para la apariciéon de focos
de leishmaniasis en sus tres formas clinicas: visceral, cutanea y moco cutaneo (INS, 2019). En el
2016 se confirmaron 10.743 casos de leishmaniasis en Colombia, de los cuales 10.561
correspondieron a la LC (INS, 2016). En Colombia el 60 % de la poblacion esta en riesgo de
adquirir esta forma clinica (Salgado et al., 2019). En el 2018, los datos obtenidos por el Instituto
Nacional de Salud (INS) para LC, mostraron que el 76,6% de infectados corresponde al sexo
masculino, un 65% de los casos se encuentran en el grupo de edad de 15 a 44 afios (poblacion
econdémicamente activa), siendo el 57% de régimen de afiliacion subsidiado, y el 80% de los casos
corresponde al area rural (INS, 2018). Mas recientemente, los datos tomados durante el 2019
(Figura 1) para los casos de LC, segun boletin epidemiol6gico semanal del INS realizado a
100.000 habitantes de riesgo (&rea rural), se encontraron 118,2 casos en el departamento de
Risaralda, 77,3 en Santander, 54,3 Antioquia, 50,9 Tolima, 48,7 Bolivar, donde Santander es uno

de los departamentos con mas incidencia de esta forma de la enfermedad (INS, 2019).
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Figura 1.
Incidencia leishmaniasis cutanea en poblacion general, Colombia, a semana epidemioldgica 40
de 2019
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Nota: Datos de incidencia de leishmaniasis cutanea en los diferentes departamentos de Colombia
durante el 2019. Tomado de: (INS, 2019).

2.2 La Leishmania: taxonomia, ciclo biolégico

2.2.1 Taxonomia

Los protozoarios del género Leishmania integrados en el orden Kinetoplastea y a la familia
Trypanosomatidae son parasitos de mamiferos que incluyen aproximadamente 30 especies,
divididas en tres subgéneros de acuerdo con el sitio de desarrollo del parésito: Leishmania
(Leishmania), Leishmania (Viannia) y Leishmania (Saurolesishmania). La (Tabla 1) muestra la
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taxonomia de las especies de Leishmania que afectan al ser humano en las Ameéricas (Isaza Jaimes
etal., 2018).

Tabla 1.

Taxonomia de leishmaniasis en las Américas.

Taxonomia de Leishmania en las Américas

Subreino Protozoario
Orden Kinetoplastea
Familia Typanosomatidae
Genero Leishmania
Subgénero Leishmania Vianna

L. (L.). mexicana, L. o
) L. (V.) braziliensis
(L.) amazonensis

_ L. (L.) mexicana ) L. (V) L. (V.) panamensis
Complejo L. (L.) venezuelensis o )
] ) braziliensis L. (L.) cuyanensis
L. (L.) pifanoi o
i i L. (L.) colombiensis
L. donovani L. (L.) chagasi

Nota: Tomado de: (Isaza Jaimes et al., 2018).

Las especies de Leishmania del nuevo mundo que causan la LC humana incluyen los
miembros del complejo L. (V.) braziliensis, L.(V) panamensis, L. (V.) guyanensis, L.(V) shawi y
L. (V.) peruvianay la L. (L.) mexicana, L.(L) amazonensis, L.(L) venezuelensis, por otra parte, las
especies que causan LC en el viejo mundo incluyen L. tropica, L. major y L. aethiopica. Los
organismos viscerotrépicos (L. infantum o L. donovani) también ocurren ocasionalmente en la LC

sin la intervencion de leishmaniasis visceral (Spickler, 2017).

2.2.2 Ciclo bioldgico de Leishmania

El ciclo bioldgico de Leishmania (Figura 2) comienza con la infeccion del mosquito al
ingerir sangre de un mamifero que contiene parasitos en forma de amastigotes. Durante 4-25 dias,
el paréasito continta su desarrollo y se transforma en promastigote, comenzando a dividirse por
fision binaria, aumentando su numero, migrando hacia la faringe y probdscide, para ser

transmitidas en la siguiente picadura (Grill et al., 2017) . Con la picadura del mosquito en un
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mamifero vertebrado sano, este transmite las formas promastigote con capacidad infectiva
(promastigotes metaciclicos) los cuales penetran en la piel del hospedero y entran en contacto con
la circulacion sanguinea del vertebrado. Posteriormente los promastigotes son fagocitados por
celulas del sistema reticulo endotelial (macréfagos) y en el interior de estas, tienden a
transformarse en amastigotes que se reproducen o comienzan a multiplicarse por fision binaria,
hasta que rompen la célula, debido a que se alcanza un limite de protozoos intracelulares. Los
amastigotes son liberados en la circulacion siendo fagocitadas de nuevo y colonizan células
adyacentes, repitiendo el ciclo en el hospedador vertebrado hasta que son ingeridas por un nuevo
mosquito (Grill et al., 2017)). El ciclo se cierra cuando un nuevo flebdtomo ingiere sangre con

macrdfagos infectados.

Figura 2
Ciclo de la Leishmania
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Nota: Se observa el ciclo de vida del paréasito en el interior del mosquito y el mamifero. Tomado

de (Montalvo et al., 2012) y modificada en BioRender.
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2.3 Tratamientos actuales en leishmaniasis

La seleccion de opciones de tratamiento para las leishmaniasis en las Américas se basa en
las manifestaciones clinicas, numero y ubicacion de las lesiones, especies de Leishmania, estado
general del paciente y disponibilidad de farmacos (PHAO-WHO, 2015). Las recomendaciones
actualizadas de la OMS para el tratamiento de la LC en las Américas consisten en tratamientos
locales como la termoterapia, antimoniales intralesionales, tratamientos tdpicos (farmacos
aplicados directamente sobre la piel) y tratamientos sistematicos, los cuales se toman por via oral
0 se administran mediante inyeccion y se distribuyen por todo el organismo, como los antimonios
pentavalentes, miltefosina, isetionato de pentamidina, ketoconazol, anfotericina B-liposomal y
anfotericina B-desoxicolato (PHAO-WHO, 2015). En la (Tabla 2) se enumeran las
recomendaciones actualizadas de la OMS para el tratamiento de la leishmaniasis en las Américas
(PHAO-WHO, 2015).

Tabla 2.
Tratamientos para leishmaniasis en las Américas, recomendaciones de la OMS
_ Via de . N .
Tratamiento Régimen Eficacia Referencia

administracién

Tratamientos locales

Después de anestesia
Calor
) local, el electrodo es
localizado con

] . aplicado a 50°C por 70% en (L.
dispositivo ) o )
) . periodos de 30 tropica, L. (Lopez et al.,
Termoterapia electromagnétic )
segundos, hasta que el mexicana, L. (V.) 2012)
o generador de . o
area total de la lesion braziliensis)

ondas de alta )
este cubierto. 1a 3

frecuencia )
sesiones a la semana.
o ) LC: >90% (L.

) ) » 1-5 infiltraciones de 1- o o
Antimoniales Inyeccidn . (V.) braziliensis, (L. F. Oliveira
) ) ) o 5 ml por sesion,
intralesionales  intradérmica L. (V) etal., 2011)

dependiendo del ]
panamensis) LM:
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tamario de la lesién,

cada 3 a 7 dias.

30-90% basado
en la ubicacion
geogréficay la

dosificacion

Pomada de

paromomicina

Topica

Aplicado dos veces al

dia hasta 4 semanas.

LC: 30-90%, L.
major, L. tropica,

L. mexicana, L. )
(Vakil et al.,

2015)

(V.) panamensis,
L. (V)
braziliensis, L.

(L.) amazonensis)

Tratamientos sistémicos

Antimonios

pentavalentes

Intravenoso o

intramuscular

10-20 mg Sh+5/kg/dia
en dosis Unicas diarias

durante 20 dias.

LC: >90% (L.
(V.) braziliensis,
L. (V)
panamensis) LM:
30-90%

(Vélezetal.,
2010)

Miltefosina

Oral

1,5-2,5 mg/kg/dia, con
dosis méxima de 150
mg/dia, durante 28

dias.

LC: > 80% (L.
(V.) panamensis,
L. (L.) major)
LM: 58-83% (L. (P.R.
(V.) braziliensis) Machado
LV: > 90% et al., 2010)
(South Asia) LV:
94-97% (L.

donovani)

Isetionato de

pentamidina

Intramuscular

3-4 mg/kg/dia en 3-4

dosis en dias alternos.

LC: >90% (L.
(V.) braziliensis,  (Neves et al.,
L. (V.) 2011)
guyanensis, L.
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(L.) amazonensis,
L. (V.) shawi)

LC: 70-89% (L.
600 mg/dia por 28 (V.) mexicana, L.  (Saenzetal.,
dias (V.) panamensis, 1990)
L. (L.) major)

Ketoconazol Oral

LM: 83% (Brazil,
n=6) LV: 96%
(India, n=51) LV:

o 2-3 mg/kg/dia hasta 95% (Sur de (Motta &
Anfotericina ] ] ) ]
_ Intravenosa 2040 mg/kg dosis Asia; dosis de 10 Sampaio,
B liposomal
total mg/kg) y 90% 2012)
(otras regiones,
dosis total de 20-
30 mg/kg)
Anfotericina 0,7 a 1 mg/kg/dia LM: 51-88% LV: _
_ _ (Morrison
B Intravenosa hasta 25-30 dosis 96% (India,
. et al., 2010)
desoxicolato totales n=51)

Nota: LC: leishmaniasis cutanea, LV: leishmaniasis visceral, LM: leishmaniasis
mucosa/mucocutanea. Tomado de: (PHAO-WHO, 2015) (Vakil et al., 2015).

En la actualidad existen mas de 25 farmacos que han demostrado efecto leishmanicidas,
pero solo unos pocos de ellos se encuentran clasificados como sustancias validas para su uso en
humanos (Melissa et al., 2021). Algunas de estas sustancias son los antimonios pentavalentes los
cuales existen en dos presentaciones: el antimoniato de meglumina y el estibogluconato de sodio,
ambas presentaciones comerciales son igualmente efectivas para el tratamiento de las
leishmaniasis, aunque tengan distintas concentraciones de Sb+5. Se encuentra con el nombre
comercial de Glucantime (OPS, 2018). El tratamiento intralesional de la LC con antimoniales
pentavalentes puede ser un tratamiento efectivo, con minimas complicaciones y muchas ventajas,
ya que se alcanza una alta concentracion de farmaco en el lugar de la infeccion, posee escasa

toxicidad sistémica y disminucion importante del costo del tratamiento (OPS, 2018). La
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miltefosina por su lado es un analogo de la alquilfosfocolina con efectos antitumorales. Fue el
primer medicamento oral disponible para el tratamiento de las tres formas de leishmaniasis (Vakil
et al., 2015). Se ha utilizado durante la Gltima década en 14 paises para el tratamiento de LV y LC.
La FDA aprobo recientemente la miltefosina para el tratamiento de la LV, la LC y la LM en
pacientes de al menos 12 afios en los Estados Unidos (Vakil et al., 2015).

El isetionato de pentamidina es un anti protozoario que interfiere con la sintesis de acidos
nucleicos, proteinas y fosfolipidos, inhibiendo la fosforilacion oxidativa o impidiendo la
incorporacion de nucleétidos y acidos nucleicos al ADN/ARN de los protozoos, por lo tanto, es
usado en el tratamiento antileishmania (AEP, 2021). Presenta actividad frente a Pneumocystis
jiroveci (P. carinii), Trypanosoma gambiense y Leishmania spp (AEP, 2021). El ketoconazol es
un farmaco antimicético imidazolico relacionado estructuralmente con los compuestos como el
miconazol y el econazol. Sin embargo, aunque conserva un espectro igualmente amplio de
actividad antimicotica, se diferencia de los miembros de este grupo en que puede administrarse
por via oral para tratar una amplia variedad de infecciones fungicas superficiales o "profundas”
(Heeres et al., 2010). Por otro lado, anfotericina se ha usado en tratamientos eficaces, existe en dos
presentaciones una como desoxicolato de anfotericina B y la otra unida a liposomas o “liposomal”.
La anfotericina B liposomal es una presentacion que posee una mayor eficacia, ya que se incorpora
con mayor facilidad a las células del sistema macrofagico-monocitico, en donde ejerce su accion
antileishmanica en forma directa, por lo que tiene menos efectos adversos que la presentacion
como desoxicolato (OPS, 2018).

Los efectos adversos y contraindicaciones de cada tratamiento (Vakil et al., 2015) se

muestran en la (Tabla 3).

Tabla 3.

Efectos adversos de los tratamientos antileishmania

Tratamiento Efectos adversos Contraindicaciones

No recomendable en
_ Dolor local generalmente bien  pacientes con lesiones
Termoterapia .
tolerado y regiones

periarticulares
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Frecuentes: dolor muscular,

rigidez articular, nduseas,

vomitos
_ _ Graves: erupcion cutanea,
Antimoniales pentavalentes o ) N
toxicidad, cardiaca o hepaética,
nefrotoxicidad, pancreatitis
aguda, leucopenia,

trombocitopenia.

Contraindicado en
mujeres embarazadas o
que amamantan,
formas graves de
leishmaniasis,
antecedentes de
reaccion, con
trastornos cardiacos,
renales o hepaticos

graves.

Diarrea, calambres
o abdominales, nauseas,
Pomada de paromomicina o )
vomitos, acidez estomacal,

dermatitis, prurito.

Dolor de cabeza, nauseas,
vomitos, diarrea, elevacion del

nivel de enzimas hepaticas,
creatinina sérica, elevacion de

Miltefosina la concentracion,
trombocitopenia, dolor
escrotal, eyaculacion

disminuida, sindrome Stevens-

Johnson, teratogenicidad

Contraindicacion
absoluta en

embarazadas

Frecuentes: fatiga, fiebre,
mareos, pérdida de apetito, tos,
disnea.
_ o Graves: nefrotoxicidad, paro
Isetionato de pentamidina ) o
cardiaco, arritmias,
hipotensidn, pancreatitis,
induccion de diabetes mellitus

y anomalias electroliticas.

Pacientes con
alteraciones hepaticas,

pancreaticas o renales.




Dolor de cabeza, nauseas,
Ketoconazol dolor abdominal, vomitos, Insuficiencia hepética

diarrea.

Contraindicada en

) pacientes con
o ) Frecuentes: fiebre, escalofrios, ) o
Anfotericina B liposomal S hipersensibilidad
insuficiencia renal, )
) o conocida a alguno de
hipopotasemia, disminucién
_ _ sus componentes
del nivel de hemoglobina.

o Contraindicada en
Graves: nefrotoxicidad, )
o pacientes con
insuficiencia renal y o
insuficiencia renal,
Anfotericina B desoxicolato  reacciones relacionadas con la ) o
» hipersensibilidad
perfusion. )
conocida a alguno de

Sus componentes

Nota: Tomado de (Vakil et al., 2015)

2.4 Piel y sus estudiosen LC

La LC como su nombre lo indica, afecta la piel de quien la padece, en la cual se pueden
presentar diferentes tipos de lesiones(OPS, 2013). La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo y
representa aproximadamente el 15% del peso corporal total de un adulto. Realiza muchas
funciones vitales, incluida la proteccién contra agresores fisicos, quimicos y bioldgicos externos,
asi como la prevencién de la pérdida excesiva de agua del cuerpo y un papel en la
termorregulacion(Sandra Lawton, 2019). La piel esta conformada por varias capas tal como se
muestra en la (Figura 3), donde se observa la epidermis (compuesta principalmente de
queratinocitos), debajo se encuentra la membrana basal (conocida como dermoepidérmica)
estructura estrecha de varias capas que actla como puente de unién entre la epidermis y la dermis,
y debajo de esta se encuentra la dermis y la hipodermis, que se compone principalmente de grasa
(Sandra Lawton, 2019).
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Figura 3.

Estructura, partes y capas de la piel
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Nota: Se muestran las diferentes partes de la piel y sus capas, asi como las capas de la epidermis.

Tomado de (Sandra Lawton, 2019) y editado en BioRender.

La epidermis es la capa externa de la piel, definida como un epitelio escamoso estratificado,
compuesto principalmente por queratinocitos en etapas progresivas de diferenciacion (Sandra
Lawton, 2019), la cual depende completamente de la dermis para el suministro de nutrientes y la
eliminacion de desechos mediante la membrana basal (estructura estrecha, ondulada y de varias
capas que se encuentra entre la epidermis y la dermis, la cual proporciona cohesién entre las dos
capas) (Sandra Lawton, 2019)(Sandra Lawton, 2019). La funcion principal de la epidermis es
actuar como barrera fisica y bioldgica para el ambiente externo, previniendo penetracion de
irritantes y alérgenos. Al mismo tiempo, evita la pérdida de agua y mantiene la homeostasis interna.
La epidermis est4d compuesta por cuatro (4) capas (Figura 3): estrato corneo (capa cornea), estrato
lucido (solo en piel gruesa, palma de manos, plantas de los pies, dedos), estrato granuloso (capa
granular), estrato espinoso (capa de células espinosas) y estrato basal (capa germinativa). Por otro
lado, la dermis forma la capa interna de la piel y es mucho mas gruesa que la epidermis (1-5 mm).
Situada entre la zona de la membrana basal y la capa subcutanea, la funcion principal de la dermis
es sostener y dar soporte a la epidermis. Las principales funciones de la dermis son: proteccion,
amortiguando las estructuras mas profundas de lesion mecanica, proporcionar alimento a la

epidermis, jugar un papel importante en la herida y curacién (Sandra Lawton, 2019).
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En el estudio de la piel existen procedimientos que pueden ser realizados directamente en
el sujeto o también aquellos que permiten analizar material obtenido, como muestras de piel,
secreciones, sangre entre otros (Chaparro, 2015).

El diagnostico de LC por lo general depende de la forma clinica de presentacion y de las
posibilidades tecnoldgicas existentes en el servicio medico que recibe al paciente. Las pruebas de
laboratorio basicamente se dividen en directas (donde se observa el agente etioldgico o parasito) e
indirectas, las cuales miden la respuesta inmunitaria del paciente con respecto a la leishmaniasis
(PHAO-WHO, 2015). Los métodos de diagndstico directos disponibles son: frotis o examen
directo, cultivo, anatomia patoldgica y reaccion en cadena de polimerasa; por otro lado, los
métodos indirectos disponibles son: inmunofluorescencia indirecta, o ensayo por inmunoadsorcion
ligado a enzimas (PHAO-WHO, 2015). Las lesiones de LC se caracterizan por atrofia o hiperplasia
de la epidermis, infiltrado inflamatorio consistente de macrofagos, linfocitos y células plasmaticas
con areas de necrosis focal (Vera et al., 2006). En las fases tempranas de la infeccion se pueden
detectar macrofagos infectados, que se traducen como escasos histiocitos vacuolados que
contienen el parésito (cuerpos de Leishman), asi como infiltrados intensos de neutréfilos. Sin
embargo, en fases tardias disminuyen los macréfagos infectados, por lo que en estos casos es dificil
observar el parasito y predominan los infiltrados linfohistiociticos (Vera et al., 2006). Existe
tendencia a formar granulomas tuberculoides (con presencia de células gigantes, macrofagos
fusionados debido a la persistencia de componentes antigénicos del parésito) rodeados de un
manguillo de linfocitos. Las lesiones de pacientes con leishmaniasis cutanea diseminada presentan

macrofagos altamente parasitados y pocos linfocitos en toda la dermis (Vera et al., 2006).

2.5 Formulaciones farmacéuticas

2.5.1 Formas farmacéuticas topicas

En una preparacion topica, el principio activo, o farmaco, se mezcla con un principio
inactivo llamado vehiculo. La consistencia del producto resultante depende del vehiculo (por
ejemplo, espesa y aceitosa o ligera y acuosa) y determina si el principio activo permanece sobre la
superficie o penetra en la piel (Jonette, 2021). El disefio, la composicion y la elaboracion de los
medicamentos es crucial para lograr el cumplimiento de las metas farmacoterapéuticas. Uno de los

factores mas relevantes en la biodisponibilidad de un medicamento es la forma en que se dispone
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de un farmaco, considerando la forma farmacéutica en la que estd formulado y la via de

administracion (Tabla 4) (Chavez, 2014). Una biodisponibilidad 6ptima se logra a partir del disefio

de una molécula farmacoldgica, asi como del conocimiento de sus caracteristicas fisicoquimicas,

estas son determinantes para que el farmaco sea absorbido de manera adecuada. Las caracteristicas

fisicoguimicas mas relevantes para elegir una forma farmaceutica idonea son: solubilidad, estado

solido (forma cristalina o amorfa), polimorfismo del farmaco, isomeria y quiralidad, forma y

tamario de particula y grados de disociacion y estabilidad del farmaco en estado sélido o liquido

(Chéavez, 2014) .

Tabla 4.

Formas farmacéuticas

Forma o
o Caracteristicas
farmaceutica

Aplicacion

Acuosa con accion

Lesiones exudativas, idoneo para los

Pasta superficial o grasa con baja )
N pliegues
absorcion
oo No atraviesan la capa Secantes, refrescante y antiinflamatorio
olvos
cérnea. Accion superficial superficial
Absorcion baja/media ) ) )
. . Lesiones agudas, heridas exudativas.
Gel Deposita el farmaco . ) _
o Areas pilosas y cara, pieles grasas
superficialmente
Absorcion media, poca Lesiones agudas, subagudas o himedas,
Crema capacidad oclusiva, accién  areas de piel fina (axilas, cara, escroto),
refrescante pieles normales.
Absorcién alta, capacidad Lesiones cronicas, secas 0 escamosas.
Pomada oclusiva media. Accion Avreas de piel gruesa (palmas, plantas).
emoliente y lubricante Pieles secas o0 hiperqueratosicas
Absorciéon muy alta, Lesiones cronicas, dermatosis
Unguento capacidad oclusiva localizadas. Areas de piel gruesa

importante y emoliente

(palmas, plantas), pieles
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hiperqueratosicas y liquenificadas. Ideal

para ablandar escamas y costras

Nota: tomado de Chavez, 2014

2.5.2 Clasificacion de las formas farmacéuticas
Las formas farmacéuticas se pueden clasificar segun su: esterilidad, estado de la materia y

via de administracion, como se muestra en la (Tabla 5).

Tabla 5.
Clasificacion de formas farmacéuticas
Clasificacion Division Definicion / subdivision
Estériles Sin microbiana de ninguna clase.
- Permiten un maximo de carga microbiana (especificidad como
Esterilidad
No estériles unidades formadoras de colonias)
ausencia total de patdgenos.
Uno o mas principios activos sélidos estan dispersos en una
Sélidos mezcla de sélidos (conocida como excipiente) ejemplo: polvo
estéril para inyeccion, liofilizados
) Homogéneos: soluciones
Mezclas homogeéneas donde un o
. o o parenterales y oftalmicas
s6lido o un liquido estéa disuelto en
Liquidos  otro liquido. Pueden ser soluciones Heterogéneos:
Estado de la acuosas 0 no acuosas (oleosas, emulsiones 'y
materia etc.). suspensiones

intramusculares

Mas oclusiva ya que forman una capa impermeable sobre la
Semisdlidos  piel que evita la evaporacion del agua. Ej. Cremas, unguentos,
pomadas, supositorios y geles

Las que se utilizan con mayor frecuencia son: Cartuchos
Formas ) ] . o
) presurizados, dispositivos de polvo seco, jeringas precargadas,
especiales ) )
parches, nebulizadores, implantes o pellet
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_ Oral, rectal, sublingual, respiratoria
Directas o

_ o cutdnea o dermatoldgica, oftalmica, ética
mediatas Topicas

nasal, bucal, vaginal transdérmica.

Via de Intravenosa, intramuscular, subcutanea o hipodérmica
administracion intradérmica
Indirectas
Otras vias Intraarterial, intracardiaca, intratecal, epidural,
parentales intraarticular, intraperitoneal intraamniotica.

Nota: tomado de (Lépez G et al., 2001)

2.5.3 Criterios de seleccion de formas farmacéuticas

La indicacion preferente de cada forma o presentacion farmacéutica para un tipo de lesiones
especificas se hace en funcién del grado de absorcién que se desea, de la localizacion de las
lesiones, del estado de la piel y del grado de inflamacién de la patologia a tratar (Garcia et al.,
2015) (Gonzalez, 2015). La eleccion del vehiculo depende del lugar donde se aplicard el
medicamento, qué aspecto tendrd y si conviene aplicarlo y dejarlo actuar. En la (Tabla 6) se

muestra los criterios establecidos para la seleccién de las formas farmacéuticas.

Tabla 6.
Criterios de seleccion de formas farmacéuticas
Criterio Descripcion
dod Se refiere a igualdad de principio activo, dosis y concentracion, la potencia
:Z):)rziéi o0 grado de absorcién disminuye en el siguiente orden: ungliento > pomada

> crema > gel > locion > polvo.

Localizacién de la  Se debe elegir vehiculo méas adecuado dependiendo del grosor de la capa

lesién cérnea y el grado de vascularizacién de la zona a tratar.

_ Se tiene en cuenta el estado del estrato corneo, si esta ausente, dafiado o
Estado de la piel ) .
engrosado o si la lesion es seca o con exudado.
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Procesos agudos

(lesiones Se escogen los preparados acuosos no oclusivos
himedas, (leche, cremas) pues ejercen una accion de secado de
Grado de inflamacion y la piel y las heridas.
inflamacion de la vesiculacion)
piel Lesiones cronicas

Requieren tratamientos oclusivos para favorecer la

(costras y fisuras, ] y
» rehidratacion de la zona afectada, por lo que se usan
formacion de . ) )
_ excipientes mas grasos, como pomadas y ungientos.
escamas y purito)

Nota: tomado de (Garcia et al., 2015) (Gonzélez, 2015).

2.6 Tratamientos topicos en LC

Historicamente el uso de tratamientos topicos para la leishmaniasis ha sido controversial,
sin embargo, en el comité de expertos de la OMS en leishmaniasis de 2010 se recomendd estudiar
el uso de tratamientos topicos para los casos de LC no complicada (Jaramillo & Alexander,
2021).Sin embargo, atn no se ha desarrollado ningin producto que cumpla con todos los requisitos
para conseguir ser una terapia de primera linea. Una de las principales lineas de investigacion en
este campo se basa en la eficacia antiparasitaria de los aminoglucésidos como la paromomicina.
En la (Tabla 7) se menciona un recuento de algunos de los ensayos clinicos usando tratamientos

topicos para LC en las américas (Jaramillo & Alexander, 2021).

Tabla 7.
Ensayos clinicos de tratamiento topicos en pacientes con leishmaniasis cutanea
L » Disefio del Tipo de Principal
Autor  Pais, afio Poblacion ) )
estudio tratamiento resultado
) 80 pacientes Estudio Fase o Anfoleish
(L6pez ) ) ] ] Anfotericina B;
Colombia, con diagnostico I/11 aleatorio, N Mostro ser una
etal., o ) formulacion ) .
2018 parasitologicos  abierto y no o intervencion
2018) ) topica al 3% ]
(dos grupos de  comparativo. segura y bien
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tratamiento 2 o

3 veces por dia)

llamada
Anfoleish

tolerada. Sin
embargo, su
eficacia no llego
al 40%.

La
administracion

de tamoxifeno

oral y SbY
(P.R. L. _ Un ensayo _ resulto en tasas
) 38 pacientes . ) Tamoxifeno y o
Machado Brasil, clinico piloto ) ) de curacion mas
(dos grupos de antimoniato de
etal., 2018 _ controlado o altas en
tratamiento) ] meglimina _,
2018) aleatorio comparacion con
el tratamiento
estandar, sin
diferencia
estadistica
Paromomicina- Tasas de
Ensayo o .
(Sosa ] ) . gentamicina, curacion
Panama, 399 pacientes clinico fase )
etal., ) aplicado una  cercanas al 80%,
2019 conLC I11 aleatorio, ) o
2019) _ vez al dia por similar a los
doble ciego ) ) )
20 dias antimoniales.

Nota: Tomado de: (Jaramillo & Alexander, 2021).

Los modelos murinos de LC usando diferentes especies de parasitos de Leishmania han

permitido una mejor comprension de la enfermedad, ya que reproducen las caracteristicas clinicas,

parasitologicas, histopatologicas e inmunologicas de la leishmaniasis cutanea en humanos (Scorza

etal., 2017). Esto ha facilitado la evaluacién de potenciales farmacos por via oral o tépicos y el

estudio de candidatos a vacunas (Scorzaet al., 2017). En ese sentido, como se observa en la (Tabla

8) , varios reportes registran diferentes tratamientos topicos para la LC en modelos animales, donde

sobresalen principalmente cepas del nuevo mundo (Scorza et al., 2017).
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Tabla 8.

Ensayos murinos de tratamiento tdpico para lesiones cutaneas

L Cepade Cepa de Tipo de Principal
Autor Pals, Ao i ] ) )
raton Leishmania tratamiento resultado
_ L. (V) Reduccion del
(Neira ] ] ) ] .
Cal Colombia, Ratones panamensisL. Miltefosina en gel tamario de
etal., _ )
2019 BALB/c V) (0.5%) lesiones, sin
2019). o
braziliensis efectos adversos.
L. (V) )
(Vera _ _ Ketoconazol No efectiva para
Colombia, Ratones panamensis L. N )
etal., preparacion en gel, el tratamiento de
2018 BALB/c (V.) )
2018) o cremay lipogel laLC
braziliensis
El 3-PACK
(Mufioz _ topico fue
Colombia, Ratones L. (V) . )
etal., o Pentamidina efectivo con
2019 BALB/c  braziliensis y
2019) reduccidn total de
lesiones.
Suprime la
formacion de
(Parihar Estados biopeliculas
) Ratones ) ) ) )
etal., Unidos, L. major Simvastatina bacterianas, y
BALB/c o
2016) 2016 sintesis de
proteinas y
toxinas MRSA.
(Lezama- Solamargina o
. Destruccion e in
Davila 2016, Ratones L. (L) (45,1%) y ) .
_ _ ) Vvivo de parasitos
etal., Brasil C57BL mexicana Solasonina (44,4%) )
de L. mexicana.
2016) planta
(C. De 2019, _ Disminucion en el
o Ratones L. (V.) Oxidantes de )
Oliveira, Estados o . porcentaje de
_ BALB/c  braziliensis peroxido de .
2012) Unidos células infectadas
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hidrogeno, y la carga de

menadiona, paréasitos.

(Mont 2015 Reduccion de la
ontoya ,

L. (V) o infeccion
etal., Estados  Hamsters ) Hipericina0.5%
_ panamensis intracelular (carga
2015). Unidos o
de parasitos).
L. (L)
(Rueda infantum L. Transferosomas
Paez 2018 Ratas V) compuestos por una Los estudios
etal., Winstar panamensis L.  bicapa lipidicade  fueron negativos
2018) V.) fosfatidilcolina
braziliensis
Los sistemas
farmacéuticos de
(Vera ketoconazol (SF-
2018, Ratones L. (V)
etal., ) ) Ketoconazol. KTZ)
Colombia BALB/C  panamensis o
2018) administrados

topicamente no

fueron eficaces.

Nota. Tomado de (Scorza et al., 2017).

2.7 Chenopodium ambrosioides (paico, epazote)

2.7.1 Generalidades: que es, nombres, distribucion geogréfica, taxonomia

El C. ambrosioides o paico es una planta aromatica y medicinal que se ha utilizado por
siglos como condimento y contra parasitos intestinales (Aros et al., 2019). Es una planta perenne,
mas 0 menos pubescente, con el tallo usualmente postrado, olor fuerte, de aproximadamente 40
cm de altura; las hojas son oblongo-lanceoladas y serradas, de entre 4 cm de longitud y 1 cm de
ancho, con pequerias flores verdes en paniculos terminales densos, cada uno con cinco sépalos; el
caliz persistente circunda al fruto, y las semillas son negras, brillantes y lisas, no mayores a 0,8
mm de longitud (Monge et., al 2013). El paico, es propio del continente americano y naturalizado

en las regiones templadas de casi todo el mundo. Las flores contienen una gran cantidad de un
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aceite esencial, causa del fuerte olor caracteristico de la planta (Figura 4). Esta planta es
ampliamente distribuida como maleza, encontrandosela también en huertos. (Lude, 2019). La

descripcion taxonomica de la planta de C. ambrosioides se muestra en la (Tabla 9).

Figura 4.

Fotografia de la planta C. ambrosioides

Nota. Se muestra las caracteristicas de la planta de C. ambrosioides (Zhu et al., 2012).

Tabla 9.
Descripcion taxondmica de C. ambrosioides
Dominio Eukarya
Reino Vegetal
Division Tracheobionta
Clase Magnoliopsida
Orden Caryphyllales
Familia Chenopodiaceae
Sub-familia Chenopodioideae
Genero Chenopodium
Especie Chenopodium ambrosioides
Nombre Vulgar Paico / Epazote

Nota: Tomado de (Puma, 2019).
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El C. ambrosioides se ha encontrado en municipios del departamento de Bolivar, como
Mahates y comunidades indigenas como Coreguaje del alto Caqueta en la Amazonia colombiana
(Trujillo et., al 2010). La Universidad Nacional de Colombia reporta la presencia de la planta en
el Amazonas, Antioquia, Atlantico, Boyaca, Cauca, Cundinamarca, Huila, Magdalena, Narifio,
Norte de Santander, Putumayo, Santander, Valle (Bernal et al., 2014). De igual manera se ha
reportado el uso de la planta de la planta por nativos en provincias como Loreto-Perd, para el
tratamiento de la LC y la malaria. Por su parte en zonas costeras de Brasil uno de los principales
productos naturales usados por la poblacién rural son las infusiones de las hojas y el polvo de la
planta de C. ambrosioides; Los nativos afirman que esta planta la usan para tratar afecciones

cutaneas causadas por L. (V.) braziliensis directamente en las lesiones (Franca et al., 1996).

2.7.2 Usos de la planta en medicina

La planta de C. ambrosioides hace parte de las plantas medicinales mas utilizadas en
Colombia (Bernal et al., 2011). En la medicina popular de muchos paises de América Latina y el
Caribe se utiliza en decocciones e infusiones de la planta de C. ambrosioides, (asi como su AE)
por sus propiedades antihelminticas (farmacos utilizados en el tratamiento de las helmintiasis, es
decir las infestaciones por vermes, helmintos o, usando un término menos técnico lombrices),
vermifugas (que mata o expulsa las lombrices intestinales), emenagogas (referirse a los principios
activos, medicamentos o remedios a base de hierbas, que pueden estimular el flujo sanguineo en
el area de la pelvis y el Gtero, y en algunos casos, fomentar la menstruacion) y abortifacientes
(sustancias quimicas que interrumpen el embarazo después de la implantacién). La planta se
encuentra cominmente en los hogares como remedio a un gran nimero de enfermedades, asi como
ingrediente culinario. En la (Tabla 10) se enumeran los usos etnoboténicos de la planta de C.
ambrosioides alrededor del mundo. La manera tradicional de preparar la planta de C. ambrosioides
es a partir de las hojas secas, con un aroma caracteristico, preparadas como una infusion, resultando
en una preparacion de color amarillo intenso al agua. Esta infusion da un sabor medio si no esta
muy concentrado la cual se toma en cuanto esta al tiempo (Gomez, 2008). La infusion de hojas y
flores en el Caribe y Centro América se emplea como ténico estomacal, carminativo y
antihelmintico por su accién paralizante y narcética sobre ascarides, oxiuros y anquilostomas. Se

ha comprobado que su extracto acuoso inhibe el crecimiento de Staphylococcus aureus; las hojas
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tienen actividad antiamebiana, antifingica, antimalarica (Plasmodium falciparum, P. vivax in vitro

y P. berghei) en ratones.

Tabla 10.
Usos de la planta de C. ambrosioides
uUSsoO LOCALIDAD
Amebicida Trinidad
Analgésico China
Anemia Colombia
Aurtritis China
Asma Republica Dominicana, Panam4, Trinidad y Turquia
Mordeduras de
. China
insectos
Disenteria Panama y Trinidad
Fungicida Trinidad
Narcdtico Estados Unidos de América
Nervios México, Turquia y Estados Unidos de América
Estimulante Trinidad y Turquia.
Brasil, Chile, China, Republica Dominicana, Guatemala, Haiti,
Colicos México, Panama, Espafia, Trinidad, Turquia, Estados Unidos de

América 'y Venezuela.

Nota: Tomado de (Gémez, 2008)

2.7.3 Aceite esencial (AE) de la planta de C. ambrosioides

El material vegetal (planta aromatica), al ser sometido al vapor de agua, libera una mezcla
odorifera liquida (AE) de una gran variedad de sustancias volatiles, que recuerdan el olor, en forma
muy concentrada, de la misma planta. Esta mezcla puede tener desde 50 hasta mas de 300
sustancias quimicas y esta compuesta por hidrocarburos terpénicos, sus derivados oxigenados,
alcoholes, aldehidos y cetonas, asi como por éteres, esteres, compuestos fendlicos,

fenilpropanoides y otros derivados. Los aceites esenciales o vola les se producen en cantidades

46



apreciables (0.5-6%) (Stachenko, 2009). En la (Tabla 11) se muestra los métodos comunes de

extraccion de aceites esenciales.

Tabla 11.

Métodos de extraccion de aceites esenciales

Método Definicion

Arrastre por vapor
Se lleva a cabo con un vapor seco sobrecalentado, que penetra el

material vegetal a presion mas alta que la atmosférica, la corriente

de vapor rompe las células o canales oleiferos en la planta y

arrastra la mezcla volatil, que se condensa luego de atravesar un

g%g refrigerante.

ces

Destilacion con

agua-vapor
Se emplea un vapor de agua que traspasa el material vegetal
suspendido encima y apoyado sobre una malla.

00 O

s=— =~

Hidrodestilacion

El material vegetal se sumerge directamente al agua, que se
calienta a hervor. Se usa para la destilacion del material vegetal
delicado, por ejemplo, flores (ylang-ylang, rosas).

Nota: tomado de (Stachenko, 2009)
El AE de C. ambrosioides es extraido usando diferentes partes de la planta, las partes mas
utilizadas son las hojas y ramas y se extrae comunmente usando el método de destilacion de

arrastre. El extracto vegetal principal del paico es un AE que se forma en los pelos glandulares que
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existen en hojas, flores y frutos. Este AE es el componente activo de mayor responsabilidad de las
propiedades de la planta, el cual esta compuesto por el ascaridol, en un 60-80%, y otros compuestos
hidrocarbonados como el p-cimeno, limoneno, carvacrol, y cineol (Monzote et al., 2006). Ademas,
existen en la planta de C. ambrosioides distintos aminoécidos, como el acido oxalico y el &cido
succinico. También se encuentran concentraciones variables de glucosa y acido malico (Lude,
2019). EI AE se aplica en el tratamiento de trastornos digestivos, respiratorios, urogenitales,
diabetes e hipercolesterolemia (Kuete, 2014) asi como para el tratamiento de menstruaciones
irregulares, dismenorrea y como hemostatico (Ososki et al., 2002). Este AE también se conoce
como aceite de lombriz americano o aceite de Baltimore. Con base cientifica, se ha descubierto y
reportado que este aceite posee potenciales en algunos trastornos de la piel que involucran
dermatofitos (Kuete, 2014) asi como la erradicacion de parasitos intestinales, disenteria amebiana
y gusanos redondo (Horace, 1927). Posee una actividad citotdxica significativa contra la linea
celular HT29 tumoral humana (Conway et., al 1979).

Los componentes principales del AE de C. ambrosioides son de naturaleza monoterpénica
(C10) y sesquiterpénica (C15). Se destaca principalmente el ascaridol que es un peroxido
terpénico, asi en menor medida se encuentran compuestos como limoneno, transpinocarveol,
aritasona, B-pineno, mirceno, felandreno, alcanfor y a-terpineol (Gomez, 2008). En la (Figura 5)
se muestran las estructuras de los principales componentes (Gomez Castellanos, 2008). Los
componentes principales del AE de C. ambrosioides dependen del tiempo de cosecha, hora de
recoleccion, temperatura y otros factores (Stachenko, 2009). En la (Tabla 12) se muestran los

componentes principales identificados del AE de C. ambrosioides por diversos autores.
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Figura 5.
Componentes prinicipales del AE de C. ambrosioides

509 9d

alfa-terpineno  Limoneno gama-terpineno  p-cimeno trans-diol
O OH
O O OH OH
Ascaridol  isoascaridol  3,4-Epoxido  Terpinen-4-ol  cis-diol

Nota: Estructura de los principales terpenos y terpenos oxigenados presentes en el AE de C.

ambrosioides. Tomado de (Gémez, 2008).

Tabla 12.
Componentes del AE de C. ambrosioides
AUTOR/ES COMPONENTES MAYORITARIOS

a-terpineno (60,29 %), p-cimeno (20,49 %),
4-careno (7,96 %), trans-ascaridol (1,91
%), carvacrol (1,64 %), limoneno (1,10%),
timol (1,02%) y otros.

(Jaramillo et al., 2012)
El AE se obtuvo mediante hidrodestilacion de

las hojas.

(Monzote et al., 2006)
El aceite fue obtenido por destilacion de las carvacrol (62.36%) y ascaridol (22.54%)
hojas
(Moses, 2009)
El AE se obtuvo por hidrodestilacion de las

a-terpineno (63.1%), p-cimeno (26.4%) y

) ascaridol (3.9%).
partes aéreas de la planta.

(2)-ascaridol (29.7%), isoascaridol

(Zhu et al., 2012) ) ]
(13.0%), and p-cimeno (12.7%) seguido por
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El polvo molido de las partes aéreas de la piperitona (5.0%), isotimol (4.9%), y 3, 4-

planta se sometié a hidrodestilacion. epoxi-p-menta-2-ona (4.1%).

Nota: Tomado de (Puma, 2019).

En cuanto a los componentes del AE, se sabe que el ascaridol es el primer peroxido natural
aislado del AE de las hojas de Dysphania ambrosioides (L.). Este es un compuesto organico
natural, clasificado como un monoterpeno biciclico (Estrada et al., 2012). El ascaridol tiene efectos
antihelminticos y es uno de los componentes mas importantes al cual se le atribuyen las
propiedades antiparasitarias, antimalaricas, antiflngicas, hipotensoras, relajantes musculares,
estimulantes respiratorias, depresoras cardiacas, antibacterianas entre otras del AE de C.
ambrosioides (Estrada et al., 2012). Existe discrepancia en cuanto al uso del ascaridol purificado.
En un estudio se encontrd que el ascaridol es mas activo que el AE de C. ambrosioides en el control
de parasitos, y que su toxicidad es baja. Estableciendo que la toxicidad se debe a la presencia de
otros compuestos en al aceite esencial. Aportando también que el ascaridol es convertido a glicol
anhidrido, debido a sobrecalentamiento, se pierde las propiedades antihelminticas y la toxicidad
aumenta (Lude, 2019). Se han evaluado varias actividades bioldgicas para el ascaridol mostradas
en la (Tabla 13).

Tabla 13.
Actividades bioldgicas de ascaridol
Actividad )
o Valores Referencias
Biologica
o CML contra Trypanosoma cruzi de 23 uM
Actividad - _ _ o
_ _ Control positivo: violeta de genciana con un (Kiuchi et al., 2002)
tripanocida
valor de CML de 6,3 uM
o CLsp contra Aedes aegypti: 57,06 uM
Actividad )
o CLso contra Artemia sp.: 56,23 pM (Torres et al., 2008)
larvicida o
Control positivo: p-asarone, LC1o0: 76,83 UM
Actividad CEso contra Meloidogine incognita de
o (Torres et al., 2008)
nematicida 519,29 uM
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Valores de ICsq frente a lineas celulares:
N HL-60: 37,45 uM
Actividad
) ) HCT-8: 109,37 uM
antitumoral in (Bezerra et al., 2009)
MDA-MB-435: 62,41 uM
Control positivo: 5 -fluorouracilo Clso de 96,87,

3,07, 3,07, 10,76 uM, respectivamente

vitro

Tasa de inhibicion del sarcoma 180 en un
Actividad modelo murino de 33,9% a dosis de 10 mg / kg y
antitumoral in 33,3% a dosis de 20 mg / kg Control positivo: (Bezerra et al., 2009)

Vivo inhibicion del 5-fluorouracilo del 69,5% a 25 mg
/ kg
CLso (fumigacion) contra Sitophilus zeamais de
Actividad 0,84 mg / L aire
) o o ) ) (Chuetal., 2011)
insecticida CLso (toxicidad por contacto) frente a Sitophilus

zeamais de 0,86 g / g de peso corporal

Nota: CML: Concentracion minima letal. CLso: Concentracion media letal. CEso: Concentracion
efectiva media. HL-60: linea celular de cancer promielocitico agudo. HCT-8: adenocarcinoma
colorrectal ileocecal. MDA-MB-435: célula de adenocarcinoma mamario humano. Tomado de
(Tamez et al., 2020).

El AE de C. ambrosioides ha sido utilizado para estudios antiparasitarios antifngico y
como insecticida (C. B., etal., 2012). Por otro lado, los compuestos del AE también han sido
estudiados.

El carvacrol también conocido como 5-isopropil-2-metilfenol esta constituido por un anillo
fendlico con sustituciones de metilo e isopropilo. El grupo funcional hidroxilo libre es el principal
factor que contribuye a su excelente capacidad antimicrobiana (Rajput etal., 2017).
Recientemente, ha sido clasificado como un aditivo alimentario reconocido como seguro de
acuerdo con el Reglamento de Ejecucion (UE) 2020/160 de la Comisién de 5 de febrero de 2020
relativo a la autorizacion de un preparado de aceite de orégano, aceite de alcaravea, carvacrol,

salicilato de metilo y L-mentol como aditivo en piensos para lechones destetados (titular de la
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autorizacion: Biomin GmbH) (UE, 2020).El carvacrol ha demostrado actividades antitusivas,
antioxidantes, antiinflamatorias, expectorantes y antiespasmadicas en conejillos de indias Dunkin-
Hartley de ambos sexos (Boskabady et al., 2005). Ademas de ser un buen conservante en dulces y
bebidas, también se conoce como un agente antiséptico eficaz contra cepas de diversas bacterias,
hongos y virus (Davidson et al., 2000). Como se observé en 1996 en el estudio realizado por Kim
y colaboradores la cepa de Salmonella typhimurium parece ser la cepa bacteriana mas susceptible
al carvacrol presentando un actividad de 0,25 pg/ml. Epidermophyton floccosum mostré
actividades de 0,08 pg/mL (Kim, 1996).

El a-terpineno (1-isopropil-4-metilciclohexa-1,3-dieno) es un monoterpeno ciclico natural
producido en el metabolismo secundario de las plantas. Se ha identificado en numerosos extractos
de plantas como cardamomo y mejorana y estd presente en varios AEs de uso comdun,
especialmente en el aceite del arbol del té (TTO). El a-terpineno a veces esta presente en las
fragancias en niveles bajos como parte de los aceites de nota aromatica alta (p. Ej., aceite de menta,
arbol de té) que se utilizan en las fragancias comerciales. Los estudios han demostrado que el a-
terpineno tiene actividad antioxidante y que es uno de los constituyentes mas importantes
responsables de la actividad antioxidante de la TTO (Rudbé&ck et al., 2012).

El cariofileno, es un sesquiterpenoide biciclico que incluye tres isomeros de a-, B- y v-, Se
conocid por primera vez en 1834. Wallach y Walker obtuvieron nitrosita cristalina (derivado 1,2-
nitro-nitroso) de cariofileno y caracterizaron el B-cariofileno en 1892. El B-cariofileno juega un
papel importante en la quimica de los sesquiterpenoides. Por ejemplo, es el principal componente
hidrocarburo de los aceites de clavo (Eugenia caryophyllata) y copaiba (Copaifera). Se sabe que
los compuestos naturales de cariofileno poseen bioactividad, por ejemplo, el extracto de copaiba
se ha utilizado en la medicina popular, que ocupa un lugar importante en las exportaciones

farmacéuticas de Brasil (Yang et al., 2012).

2.8 Usos en Leishmania de los metabolitos y extractos de C. ambrosioides

Extractos de C. ambrosioides han sido ampliamente usados en el tratamiento de la
leishmaniasis para la especie de L. (L.) amazonensis, tanto para pruebas in vitro como in vivo
(Monzote et al., 2006) . Se han realizado pruebas in vitro, donde se obtuvieron resultados para

células, promastigotes y amastigotes, disolviendo 1uL de AE disuelto DMSO. La CEso del AE
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para las células huésped fue aproximadamente 15 veces mayor que para los parasitos (tanto para
los amastigotes como para los promastigotes), asi mismo el crecimiento de las formas promastigote
y amastigote del parésito se inhibié en un 100% a las concentraciones de 28 y 16 g/ml,
respectivamente, ademas no se causaron ningun efecto tdxico en las células del huésped (Monzote
et al., 2006). Por otro lado, en el tratamiento in vivo se tomaron 8 grupos de ratones BALB/c
infectados con L. (L.) amazonensis en las almoadillas de la pata trasera, los cuales recibieron el
AE disuelto en Miglyol a una dosis de 30 mg/kg. El tratamiento consistié en una inyeccion
intraperitoneal diaria a dosis de 15, 30 o 60 mg/kg durante 15 dias. Se observd una reduccion
significativa en el tamafio de las lesiones en los animales tratados con el AE, de igual manera se
observo que el aceite esencial produjo una supresion significativa del numero de parasitos en las
almohadillas infectadas, en comparacion con la carga en las almohadillas de los otros ratones
tratados (Monzote et al., 2006).

También se han realizado estudios in vitro para LC no solo con el AE sino con sus
componentes mayoritarios. El ascaridol, carvacrol y oxido de carofileno fueron activos contra las
formas promastigotes y amastigote de L. (L.) amazonensis; sin embargo, el ascaridol exhibio la
mejor actividad antileishmanial con un ICso de 3.7 (ug/mL) en promastigotes y un ICso de 4.6
(ng/mL) en amastigotes. EI AE de C. ambrosioides tuvo el indice de selectividad més alto de 13
en comparacion con el ascaridol, carvacrol, oxido de cariofileno que fue 4, 2, 1 respectivamente

segln estudio realizado por Monzote en el 2014. (Monzote et al., 2014b).

2.9 Toxicidad del AE de C. ambrosioides.

En el estudio de la toxicidad del AE de C. ambrosioides Ruffa y colaboradores (Ruffaet al.,
2002), estudiaron el efecto del AE contra lineas celulares cancerigenas en células hepaticas, pero
sus resultados no mostraron actividad alguna. Gadano y colaboradores (A. Gadano et al., 2002),
estudiaron la genotoxicidad de las infusiones de C. ambrosioides; sus estudios revelaron que existe
una interaccion entre el DNA y los principios activos. Los datos indican que la fraccion cloruro de
metileno de las particiones realizadas es la de mayor actividad, relacionada a al dafio celular en la
linea celular de carcinoma hepatocelular Hep G2 (Ruffa et al., 2002). Estos resultados explican
parcialmente el alto grado de toxicidad del AE de C. ambrosioides, y porque su uso ha disminuido
en los ultimos afos. Un estudio posterior por el mismo equipo (Gadano et al., 2006) demostré que
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de las dos fracciones estudiadas (acuosa y cloruro metilénica), los principios activos responsables
de la actividad citotdxica se encontrarian presentes en la fraccion organica, y que el ascaridol no
se encuentra en la fraccion acuosa). Posterior a este estudio, Sowemimo y colaboradores
(Sowemimo et al., 2007) comprobaron que los extractos de C. ambrosioides son capaces de inhibir
la telomerasa en el ensayo de poder de captacion de radicales totales, sin exhibir actividad

mutagénica o toxica in vivo (Gomez, 2008).

3. Método

El presente trabajo de investigacion se realizd en cuatro fases (Figura 6): 1°. Preparacion
y caracterizacion de las formulaciones a base de trans-p-cariofileno (B-C) (F1, F2, F3), carvacrol
(U1) y epazote (G1), 2°. Determinacion de la actividad antileishmania de las formulaciones, 3°.
Protocolo de tratamiento con las formulaciones en ratones BALB/c 4°. Determinacion de la
toxicidad y actividad in vitro de las formulaciones en parasitos y células. Las fases fueron
realizadas en el laboratorio de quimioterapia del Centro de Investigaciones en Enfermedades
Tropicales (CINTROP) de la Universidad Industrial de Santander (UIS); el B-C, fue caracterizado
en colaboraciéon con el Laboratorio de Cromatografia y Espectrometria de masas de la UIS
(CROM-MASS), el Laboratorio de Espectroscopia Parque Tecnoldgico, Guatiguard (PTG- UIS)
y el grupo de investigacion en Compuestos Organicos de Interés Medicinal (CODEIM) de la UIS;
adicionalmente en colaboracién con el Laboratorio Quimico de Analisis Instrumental de la UIS se
caracterizaron el carvacrol, epazote y sus formulaciones. El procesamiento y analisis de las
biopsias de las lesiones de LC, se realizé en el Laboratorio del Departamento de Patologia, Escuela
de Medicina, con el apoyo y asesoria del profesor Julio Cesar Mantilla.
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Figura 6.
Fases metodoldgicas del trabajo
Fase |. Diseno vy

caracterizacion de
las formualciones.

—» Compuestos

-B-cariofileno
-Carvacrol
-a-Terpineno
-Extracto L.epazote

Caracerizacion
fisico-quimica

-Olor

-pH
-Densidad
-Color
-Estabilidad

Nota: Se muestra un esquema de las fases metodoldgicas empleadas

Fase |l. Determinacién de
la actividad
antileishmania y
citoxicidad de las
formulaciones

-Biopsias Presencia de
-Improntas — amastigotes intra

\/ y  extracelulares

-Citotoxicidad en

Caracterizacion —» In vitro —y Células THP-1 y
espectral vero
-Actividad en
-FT-IR B promastigotes de
-UV-Vis L.(V.) braziliensis
-GC-MS
-HPLC-UV

/

Genotoxicidad
(micronucleos)

realizado por los autores en BioRender.

3.1 Compuestos (metabolitos secundarios y epazote)

Fase lll. Esquema de
tratamiento.

v
17 désis de 100

puL o 50 mg via
intralesional 0
topica en ratones
BALB/c.
= &
v

Fase IV.

Toxicidad
N\

Irritacion dérmica
e intradérmica

v
-Alteraciones
microscopicas y
macroscépicas
-Peso (g)

en el proyecto. Esquema

Los compuestos utilizados se obtuvieron comercialmente, estos se describen en la (Tabla

14). El ascaridol fue sintetizado con base en la metodologia descrita en el articulo de Monzote et

al., 2009. La sintesis se realizd en colaboracion con el profesor Dr. Arnold Romero, docente de la
Escuela de Quimica de la UIS, director del grupo CODEIM.

55



Tabla 14.

Metabolitos secundarios de C. ambrosioides a utilizar en el proyecto

Metabolito Propiedades y
) Estructuras o o Obtencion
secundario fisicoquimicas
PM: 204,35 g/mol
H
trans-p- Densidad: 0,90 g/cm3 )
. VY N Sigma
Cariofileno Punto de fusion: _
= o Aldrich
(B-C) H Punto de ebullicion:129-
130°C
PM: 150,22 g/mol
—— s
OH Densidad: 0,98 g /cm3a 20
Carvacrol °C Sigma
(C10H140) Punto de fusion:3-4 °C Aldrich
Punto de ebullicion: 236-
237 °C
PM: 136,23 g/mol
Densidad: 0,84 g /cm3 a 25
o-Terpineno °C Sigma
(C10H16) Punto de fusion: Aldrich
Punto de ebullicion: 173-
175°C
Extracto Composicion glicerina
liquido vegetal, alcohol, agua, N
----- ] ) Hawaii Pharm
herbal de C. relacion material vegetal
ambrosioides seco/disolventes 1:3
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PM: 168,23

) Densidad: 1,01 g/cm3 Sintesis en el
Ascaridol .. )
Punto de fusion: 3,3 °C laboratorio
(C10H1602) .
Punto de ebullicién: 39-40 CODEIM
°Ca0,2 mm Hg

3.2 Sintesis del ascaridol

Se siguio el protocolo descrito por (Sahli F. et., 2019), tal como se muestra en el siguiente
esquema (Figura 7) con algunos cambios realizados durante el desarrollo de la sintesis (pasos 5 y
13). En el paso 3 se realizaron 16 adiciones de solucion perdxido de hidrégeno al 30 %
concentracion. En el paso 13 se utilizaron 2 relaciones diferentes para la fase mdvil en la
purificacion en columna (2:1y 1:1 éter de petréleo/EtOAC) con el fin de agilizar la separacion. El
resto de los pasos se siguieron como indica el protocolo. El producto obtenido se denominé PSA
(producto de la sintesis de ascaridol). Posterior a la purificacion en columna, se realiz6 una
cromatografia en capa fina usando los productos comparados con el control. El control fue el
producto obtenido de los pasos previos a la purificacién en columna. En la capa fina se usé como
fase movil la relacion 9:1 éter de petréleo/EtOAC.
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Figura 7.

Esquema de seguimiento para sintesis de ascaridol

1. Preparar una microemulsion 3. Agregar solucion de
afadiendo gota a gota a-lerpineno (3,3 g) en 509
molibdato sadico (2,3 g en 12 2. Agitar durante de microemulsion. Tratar a
mL H20} & una suspension »| 25 min hasta que »| temperatura ambiente con

de dodecil sulfato sodico (18 la microemulsicn una primera porcion de

g) en butanol (23 mL) y se vuelva clara peréxido de hidrégeno (35
diclorometano (133 mL) U piv)

i

6. Agitar la mezcla amarilla
clara durante toda a noche a
temperatura ambiente hasta

volver completamente
transparente

4.La mezcla adquerira
un color rojo ladrillo.

Agitar lamezcla 10 min

hasta que adguiera un
color amarillo claro.

5. Afiadir sucesivamente
13 porciones adicionales

de perdxido de hidrogeno
(35% plv) cada 10 min.

8. Agitar la

imii " 9, Evaporar 10. Diluir el aceite
7. Eliminar suspension -
. . el filtrado a recuperado en
disolvente a »| vigorosamente - - .
presion reducida L{:liuraunle 45 presion a-:etatr:: de etilo (20
min v filtrar reducida mL) y lavar con
y agua (3x10 mL)

'

12. Secar las capas
organicas con
MgSO4, filrary |- capas acuosas
evaporar a presion con acetato de
reducida

13, Por ditimo, purificar por

cromatografia en columna

sobre gel de silice (eter de
petrdlea/EtOAC 9:1)

11. Extraer las

etilo (3x30 mL)

Nota: Tomado de (Sahli F. et., 2019)

3.3 Caracterizaciones organolépticas, fisicoquimicas y espectrales de metabolitos

secundarios y excipientes formulaciones

Se determinaron las propiedades organolépticas (color, olor, aspecto fisico) de los
metabolitos secundarios, el extracto de epazote y los excipientes de las respectivas formulaciones
(F, G, U). Para ello se agregaron alicuotas (1 mL) en viales y mediante observacion directa se
determinaron sus propiedades de manera cualitativa. Las propiedades fisico quimicas
determinadas de los metabolitos secundarios, extracto y excipientes fueron densidad y pH. Para la
densidad se llen6 a totalidad con el liquido de interés el picndmetro usado (10 mL), procurando la

no existencia de burbujas, este se peso y se resto al valor del peso del picndmetro vacio. EIl pH se
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determind con tirilla de pH y/o pHmetro. Para la medicion con tirilla se agregaron alicuotas (1 mL)
del metabolito, extracto o excipiente en viales. Se sumergio la tirilla por 1 miny se ley6 el resultado
con base a la escala dada por el fabricante de las tirillas. Para el pHmetro se agregaron alicuotas
de 5 mL del metabolito, extracto o excipiente en tubos de ensayo y se sumergio el electrodo del
pHmetro, se toma lectura por triplicado. El pH de solidos se midio con tirilla de pH, preparando
una solucion de este en agua destilada en proporcion 1:10.

Se realizaron pruebas de caracterizacion espectral para los metabolitos secundarios y el
extracto de epazote utilizando las técnicas: espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FT-IR) en modo de transmitancia, cromatografia de gases acoplada a masas (GC-MS),
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC-UV) y espectroscopia de ultravioleta visible (UV-
VIS). Las pruebas realizadas a cada metabolito secundario se muestran en la (Tabla 15). La
identidad del ascaridol se comprobd mediante FT-IR.

Tabla 15.
Pruebas espectroscopicas realizadas para los componentes activos
Metabolito HPLC- uv-
_ FT-IR GC-MS
secundario uv VIS
trans-p-
o X X - X
Cariofileno
Carvacrol X X - X
o-Terpineno X X - X
Epazote X - X X
PSA X - - -

Nota: La X denota las pruebas que se realizaron para el epazote y los metabolitos, el guion (-)

denota la no realizacion de la prueba.

3.3.1 Caracterizacion por FT-IR

Con base a la (Tabla 15), para la toma del espectro FT-IR, se colocaron alicuotas de 300
ML de cada uno de los metabolitos sin diluir, el extracto de epazote y las formulaciones en el porta
muestras del equipo Bruker Alpha ECO-FTIR (Bruker, Karlsruhe, Alemania) equipado con ATR

(reflectancia total atenuada). Se realiz6 previamente la eliminacion de fondo (Background). Los
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espectros se obtuvieron en modo de transmitancia y los datos brutos en formato (. dx) fueron
graficados en el software OriginPro 8 (OriginLab), sin aplicar herramientas de preprocesamiento
espectral como: suavizado, eleccién de pico automético y linea base (smoothing, baseline
correction and peak picking). Los nimeros de onda (cm™) de cada pico se identificaron
manualmente. Lo anterior fue realizado en el grupo de investigacién en Compuestos Organicos de
Interés Medicinal (CODEIM).

Figura 8.
Equipo FT-IR

3.3.2 Caracterizacion por GC-MS

Para la toma del cromatograma GC-MS, se utilizd el cromatdgrafo serie 63442B (EVOQ
GC-TQ) (Agilent, California, EE. UU) acoplado con un detector de triple eje Serie Il con dinodo
de alta energia y multiplicador de electrones (EM) de larga duracion. Para ello se realizo inyeccién
manual (0,5 pL) de las soluciones de concentracion 5 ppm y 100 ppm en tolueno de los metabolitos
secundarios (carvacrol, a-terpineno) y formulaciones (U1, VU1) respectivamente. En las
formulaciones y metabolitos se utiliz6 como gas portador Helio, a una tasa de flujo de 3,3 mL/min,
con una temperatura de inyeccion de 250 °C, con relacion Split: 20:1. Por otra parte, la rampa de
calentamiento usada fue: 100°C subiendo 20 °C/min hasta 200 °C y posteriormente 1 °C/min hasta
230°C, temperatura la cual se mantuvo por 6 min. La corrida cromatogréafica total fue de 41 min.
La identificacion de los picos cromatograficos utilizo la base de datos de masas del equipo serie
5977B, generando de esta forma los espectros correspondientes. El analisis de los espectros de
masas se realizo usando el programa Nist MS search 2.3. El cromatograma obtenido en formato
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(.CVS) se grafico en OriginPro 8, sin aplicar herramientas de preprocesamiento espectral. Lo
anterior fue llevado a cabo en el Laboratorio Quimico de Analisis Instrumental de la UIS.

En el caso de la muestra de B-C Sigma Aldrich, pureza > 80%) se realiz6 analisis por CG-
MS en el laboratorio (CENIVAM) usando el cromatografo de Agilent Technologies 6890 acoplado
a un detector selectivo de masas (MSD, AT5973N) operado en el modo de barrido completo de
radiofrecuencia (full scan) usando una columna DB-5MS (J & W Scientific, Folsom, CA, EE.
UU.) de 5%-Ph-PDMS, 60 m x 0,25 um. Se cuantificaron los picos presentes en la muestra
evaluada y se determinaron la composicion y cantidad del B-C y de cada uno de los componentes

encontrados.

Figura 9.
Equipo de GC-MS

3.3.3 Caracterizacion por HPLC-UV

Para la toma del cromatograma se utilizo el equipo HPLC (Agilent Technologies 1100
Series) (Agilent, California, EE. UU). El extracto liquido herbal diluido en metanol a una
concentracion 100 ppm al igual que las formulaciones (G1, VG1) fueron filtrados con un filtro de
membrana de 25 um. La fase mdvil utilizada fue metanol: agua destilada en relacion (95:5), la

cual se aplicé a una tasa de flujo de 1,0 mL/min. La temperatura de la columna (Eclipse SDB-C
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18, 5 um, 4,6 x 150 mm) fue de 25 °C, con un volumen de inyeccion de la solucién muestra de 20
pL. La identificacion de los componentes del epazote y VGL1 se realizo a una longitud de onda de
222 nm, la formulacion G1 a una longitud de onda 228 nm. El tiempo de separacion de la corrida
cromatografica fue de 30 min. por su parte, el cromatograma obtenido en formato (CVS) se grafico
en OriginPro 8, sin aplicar herramientas de preprocesamiento espectral. Lo anterior fue llevado a

cabo en el Laboratorio Quimico de Analisis Instrumental de la UIS.

Figura 10.
Equipo de HPLC-UV

.rl -'“ —

3.3.4 Caracterizacion por UV-Vis

Para la toma del espectro se utiliz6 el equipo Multiskan SkyHigh Microplate
Spectrophotometer de Thermo Fisher Scientific (Thermo Fisher Scientific, EE. UU). Para ello, los
metabolitos y el extracto se disolvieron en DMSO a una concentracién final de 0,1 %V/V. Se
elimind la sefial del blanco utilizando el rango de analisis de 200-600 nm. Los espectros obtenidos
en formato .XLS se graficaron en OriginPro8, sin aplicar herramientas de preprocesamiento
espectral. Lo anterior fue llevado a cabo en el laboratorio de quimioterapia del Centro de

Investigaciones en Enfermedades Tropicales (CINTROP).
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Figura 11.
Equipo UV-Vis

En las Figuras 12, 13 y 14 se observan los espectros infrarrojos, UV-Vis y GC-MS

respectivamente encontrados en la literatura, para los metabolitos secundarios.

Figura 12.

Espectros IR de los metabolitos secundarios obtenidos de la literatura
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Nota: Espectros IR encontrados en literatura para el p-cariofileno, carvacrol, o-terpineno y
ascaridol. Tomado de: (Bio-Rad/Sadtler, 2022).
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Figura 13.

Espectros UV-Vis de los metabolitos secundarios obtenidos de la literatura
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Nota: Espectros UV-Vis encontrados en la literatura para: B-cariofileno (Zhou et al., 2012),

carvacrol (Bio-Rad/Sadtler, 2022), a-terpineno y ascaridol (Monzote et al., 2009).
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Figura 14.

Espectros de masas de los metabolitos secundarios obtenidos de la literatura
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Nota: Espectros de masas, encontrados en la literatura para: B-cariofileno, carvacrol, a-terpineno.

Todos los espectros de masas fueron obtenidos de la base de datos NIST. (NIST, 2022).

3.3.5 Pruebas de solubilidad

Se pesaron 50 mg de cada metabolito secundario y del extracto liquido de epazote los cuales

fueron disueltos en diferentes solventes (aceite de ricino, tolueno, etanol, n-pentano, DMSO, agua,

65



aceite de coco, metanol). Se agitaron por 10 minutos en vortex y se dejaron por 24 horas a
temperatura ambiente. La solubilidad fue determinada de manera visual usando términos de

soluble (S), parcialmente soluble (PS) e insoluble (1).

3.4 Formulaciones

Se realizaron tres tipos de formulaciones. El primer tipo fueron soluciones liquidas o
aceitosas (F), utilizadas como soluciones stock de los experimentos in vitro y/o formulaciones de
uso intralesional. El segundo tipo fueron formulaciones tipo gel (G), usando como componente
activo soluciones de caracter polar o hidrofilico, y el tercero fueron formulaciones tépicas tipo
unglento (U) con compuestos de caracter organico o apolar.

Se prepararon tres formulaciones F y sus respectivos vehiculos (V) sin componente activo.
La F1 y F3 contenia B-C (3% v/v), Kollyphor (20%v/v, 10% v/v) y buffer fosfato salino (PBS)
(77% viv, 87% v/v) respectivamente y la F2 contenia 3-C (3% v/v), DMSO (15% v/v), solucion
salina (SS) (82% v/v). La SS se prepard al 1% v/v de NaCl en agua destilada, el PBS, pH=7,4
usando Na;HPO4 (0,1M), NaH2PO4(0,1M); NaCl (0,039% v/v) y agua tipo I.

Las formulaciones tipo gel (G1, VG1) fueron preparadas usando como componente activo
el extracto liquido herbal de epazote al 10%, se usaron excipientes como: glicerina 1,5% p/p,
carboximetil celulosa (CMC) 0,5% p/p, benzoato de sodio 0,1% p/p, propilenglicol 3% p/p y agua
destilada 82,4% p/p. El agente gelificante utilizado fue la CMS la cual fue disuelta en agua
destilada a una temperatura de 60 °C; alcanzada la temperatura, se retir6 del calor y se agregaron
los demas excipientes en frio, mezclando constantemente; por Gltimo, se dej6é enfriar para su
posterior almacenamiento y uso. En el caso del vehiculo (VG1) se preparo sin el principio activo,
conservando las mismas proporciones de los excipientes a excepcion del agua destilada que
aumentd a 92,4% p/p. Todos los componentes de las formulaciones se obtuvieron de mercados
locales.

La formulacion semisdlida tipo ungiiento (U1) se utiliz6 para el carvacrol. Este se usé al
3% p/p, usando como base cera de abejas (BW) 20% p/p, crema de cacao 36% p/p, aceite de coco
40% p/p como aceite potador y vitamina E 1% p/p. El aceite portador y la base se calentaron hasta
formar una pasta homogénea a 60 °C, alcanza la temperatura se retir6 la mezcla y se afadio

posteriormente el carvacrol mediante agitacion con ayuda de una varilla de agitacion y se dejé
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enfriar para su posterior uso. Las formulaciones se guardaron evitando la exposicion a humedad,
luz y oxigeno. En el caso del vehiculo (VU1) se preparé sin el principio activo, conservando las
mismas proporciones de los excipientes a excepcion del aceite de coco que aumentd a 43% p/p.
Todos los componentes de las formulaciones se obtuvieron de mercados locales, excepto el

carvacrol que fue obtenido de Sigma Aldrich.

3.5 Caracterizacion de las formulaciones

En la (Tabla 16) se muestra el tipo de formulaciones usadas para cada metabolito con base
a su solubilidad, asi como también las pruebas de caracterizacion espectroscopicas usadas para las

mismas.
Tabla 16.
Caracterizacion espectroscopica y espectrométrica para cada formulacion
Metabolito )
) Formulacion GC-MS  HPLC-UV FT-IR
secundario
Solucion (F1,
trans-f3 - - X
o F2, F3)
Cariofileno
Vehiculo
(B-C) - - X
(V1,V2,V3)
Ungtento (U1) X - X
Carvacrol
Vehiculo (VU1) X - X
a-Terpineno Ninguna - - -
Extracto liquido Gel (G1) - X X
herbal Vehiculo (VG1) - X X
PSA Ninguna - - -

Nota: La X denota las pruebas que se realizaron para cada formulacion y el guion (-) denota la no

realizacion de la prueba.
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3.6 Estabilidad de las formulaciones

Se determinaron las propiedades organolépticas y fisico quimicas de las formulaciones
como se menciond anteriormente (ver item 3.3). La prueba de cremay coalescencia (formulaciones
Gy U) se realiz6 pesando 2,5 g de U1y G1y sus vehiculos en tubos de ensayos estériles y cerrados,
almacenados a 27 °C durante 8 semanas. La homogeneidad, olor, textura y color de la formulacion
almacenada se reviso cada semana junto con la toma de un espectro IR (Gemeda et al., 2018).

Se realizaron pruebas de ciclo térmico, cambiando cada 48 horas las formulaciones en un
ciclo de temperaturas en orden descendente (37 °C, 32 °C, 27 °C y 4 °C), se tomaron espectros
infrarrojos cada que las formulaciones salieron del ciclo durante 2 semanas (Gemeda et al., 2018).
Se realizaron pruebas de estrés mecanico (centrifugacion) a 2000 rpm durante 5, 15, 20, 30 y 60
minutos, manteniendo las formulaciones a 25 °C, para determinar separacion de fases (Gemeda
et al., 2018). Se analizaron las formulaciones (1 mL o 1 g), almacenadas a diferentes temperaturas
(4 °C, 27 °C, 32°C, 37°C) mediante FT-IR con el fin de determinar su estabilidad térmica. Se
observaron posibles cambios en los espectros en cuanto forma, intensidad y amplitud de los picos
para los diferentes tiempos, 14, 30 y 60 dias. En la (Tabla 17) se muestran las pruebas de

estabilidad usadas para cada formulacion y sus respectivos vehiculos.

Tabla 17.

Pruebas de estabilidad realizadas para cada formulacion

) Pruebas Pruebas Cremay Ciclo Estrés  Estabilidad
Formulacion ) o ) ) ) _ _
organolépticas fisicoquimicas coalescencia térmico mecanico  térmica.

F1-V1 X X - X X X
F2-V2 X X - X X X
F3-V3 X X - - - -
G1l-vU1l X X X X X X
Ul-vul X X X X X X

Nota: La X denota las pruebas que se realizaron para cada formulacion y el guion (-) denota la no

realizacion de la prueba.
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3.7 Ensayos in vitro

3.7.1 Paraésitos y células

Los promastigotes de L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/75/M2903) fueron cultivados en
medio de cultivo insectos Schneider suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado
(SBFi) y 1% penicilina-estreptomicina a 26°C, > 1 CO2 y 70% de humedad.

Las células de monocitos leucémicos humanos THP-1 (ATCCTIB-202) se mantuvieron
en medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con 10% de SBFi a 37 °C, 5% de CO. y 95% de
humedad. Las células epiteliales de rifion de mono verde africano, Vero (CCL1-81 ATCC) se
mantuvieron en medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con 10% de SBFi a 37°C, 5% de CO>
y 95% de humedad.

3.7.2 Ensayo antileishmania

Los promastigotes en fase de crecimiento exponencial y los amastigotes axénicos de L. (V.)
braziliensis se diluyeron a una concentracion de 1x10° parasitos/mL y se trataron con diluciones
seriadas 1:3 de las formulaciones y sus vehiculos (F, U y G) asi como de los metabolitos
secundarios y el extracto de epazote, en medio Schneider mas 10 % de suero fetal bovino
inactivado (SBFi) a 26 °C (Neira et al., 2019). Los parasitos de control se incubaron en medio de
cultivo sin farmaco. Después de 72 h, se afiadio solucion de sal sddica de resazurina (0,001% a
cada pocillo), y después de 4 h, los valores de absorbancia se midieron espectrofotométricamente
(lector de microplacas Synergy H1) a 570 y 600 nm. El porcentaje de inhibicién se calcul6 en
comparacion con el de los pocillos de control no tratados.

Las concentraciones inhibitorias al 50% (ICso) se determinaron mediante los ajustes de
regresion no lineal de las curvas de dosis-respuesta utilizando el software MsxIfit™ (ID Business

solution, Reino Unido). Todas las mediciones se realizaron por triplicado de forma independiente.

3.7.3 Ensayo citotdxico

Las células de mamifero Vero (1x10° células/mL) y THP-1 (6x10° células/mL) se trataron
con diluciones seriadas 1:3 de las formulaciones y sus vehiculos (F, U y G) en medio de cultivo
RPMI 1640 o en medio sin farmaco, asi como, de los metabolitos secundarios y del extracto de

epazote durante 72 h. La toxicidad celular se evalué mediante prueba MTT colorimétrica y el
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porcentaje de toxicidad celular se calculo con la siguiente ecuacion: citotoxicidad = [(grupo de
control de OD - grupo de tratamiento de OD) /grupo de control de OD] x 100. La toxicidad de las
formulaciones y de los metabolitos secundarios en células fue expresada como la concentracion
citotdxica para el 50% de las células (CCsp). Los valores fueron calculados por regresion sigmoidal
utilizando el software MsxIfitTM(ID Business Solution,UK). El indice de selectividad (IS) fue
determinado dividiendo la CCso/CEso (celulas/parésitos). La actividad de las formulaciones y de
los metabolitos secundarios con un IS de tres o superior fue considerada selectiva contra los
pardsitos. La absorbancia del MTT fue leida a 580 nm y células no tratadas se emplearon como

control.
Tabla 18.
Pruebas in vitro antileishmania y citotéxicas realizadas para los metabolitos y formulaciones
Metabolitos/ Ensayo antileishmania Ensayo citotdxico
formulaciones Promastigotes VERO THP-1
F1 X X X
V1 X X X
i F2 X X X
V2 X X X
Gl X X X
G
VG1 X X X
Ul X X X
U
VU1 X X X
trans-B- Cariofileno X X X
Carvacrol X X X
o-Terpineno X X X

Extracto liquido
herbal

Nota La X denota las pruebas que se realizaron para los metabolitos secundario, epazote y cada

X X X

formulacion.
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3.8 Ensayos actividad antileishmania in vivo

3.8.1 Ratones

Se utilizaron ratones BALB/c obtenidos del Instituto Nacional de Salud (INS). Los ratones
fueron mantenidos en la unidad de experimentacion en animales especializada del CINTROP de
sede UIS-Guatiguaré a una temperatura del ambiente de 18 - 22°C, humedad relativa del 50-70%,
fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 de oscuridad con agua estéril y alimento especializado ad
libitum, regido bajo el codigo de ética UIS Acta N° 8 del dia 22 de mayo de 2020

3.8.2 Infeccion, tratamiento, seguimiento y sacrificio

Los ratones fueron infectados en la zona lumbosacro (base de la cola) con promastigotes
de una cepa L. (V) braziliensis a una concentracion de 2 x 10° parasitos/100uL de PBS pH 7.4. Se
espero entre seis a ocho semanas hasta observar la presencia de las lesiones (n6dulo y Ulcera) de
un tamafo adecuado y posteriormente se inicio el tratamiento. Los grupos experimentales fueron

los expresados seguin se observa en la (Tabla 19).

Tabla 19.

Grupos experimentales antileishmania

Grupo Tratamiento N de ratones
1 F1 3
2 V1 3
3 F2 1
4 Gl 2
5 VGl 1
6 Ul 2
7 VU1l 1
8 Sin tratamiento 1

Nota: F) formulacion tipo solucién, G) formulacion tipo gel, U) formulacion tipo unguento, V)

vehiculos formulaciones.
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Los animales fueron tricotomizados 24 horas antes del tratamiento. Posteriormente se
trataron con una dosis diaria de 100 pL (F) 0 50 mg (G y U) o su vehiculo sobre la lesion de LC.
En total se aplicaron 17 dosis. Semanalmente se midio el tamafio de las lesiones (nddulo y Ulcera)
utilizando un medidor digital y se tomd registro. La efectividad del tratamiento en las lesiones se
determind teniendo en cuenta los cambios en el tamafio de la lesion (mm?) y la presencia de
parasitos en las mismas. Con respecto al efecto en las lesiones se determiné el porcentaje de
reduccion en el area de las lesiones (mm?) tanto en nddulo como en tlcera por grupo y comparados
con el control (no tratados).

Los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical 3 dias después de terminar el
tratamiento, se anestesiaron con 200 uL de una mezcla de ketamina/xilacina aplicada
intraperitonealmente.

Se recolectaron las lesiones, se realizaron improntas en laminas de vidrio y se almacenaron
cada una en 10 mL de paraformaldehido al 4% v/v y/o formalina 10%. Adicionalmente se

recolectaron los fémures para estudios de micronucleos.

3.8.3 Presencia de parasitos en improntas

Las improntas realizadas fueron utilizadas para determinar la presencia del parasito. Las
laminas se fijaron inmediatamente con metanol durante un minuto, se dejaron secar y pasados 10
min se procedié al proceso de tincién, usando colorante Giemsa (6 gotas) en 2 mL de buffer
Giemsa (1g de mezcla de relacion 4:5 de Na2HPO4/KH2PO4 en 1L de H2O destilada) para cada
lamina, estas se mantuvieron en contacto con la coloracion por 15 min; posteriormente se hizo un
lavado con el mismo buffer, se dejaron secar y se almacenaron en el laminario para su posterior
lectura, deteccion y célculo de los parésitos por microscopia Gptica. Los resultados se expresaron

como presencia o ausencia del parasito.

3.8.4 Presencia del parasito en biopsias

Las muestras fijadas con paraformaldehido al 4% v/v, se mantuvieron en agitacion 24 horas
en un agitador orbital (120 rpm). Posteriormente fueron inmersas en soluciones de concentraciones
ascendentes de sacarosa preparadas en PBS (10 mL por muestra) del 5%p/v, 10%p/v, 20%p/v por
1 hora 'y por 24 horas (0 hasta su precipitacion) para 30%p/v, con agitacion constante. El tejido se

extrajo, se cubrio con papel vinipel y aluminio, se rotulé debidamente y se criopreservo a -20°C.
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Las muestras almacenadas en formalina 10%, se dejaron a temperatura ambiente sin el proceso de
criopreservacion. Todas las muestras fueron procesadas en el Laboratorio de Patologia de la UIS
(ver item 3.9.2) y coloreadas con H&E. La presencia de parésitos se puntu6 semicuantitativamente
con base al niUmero de amastigotes por campo microscopico (400x) [Sin parésitos = 0, escasos =

1-5 (+), moderados = 6-10 (++), abundantes > 11 (+++) parésitos).

3.9 Ensayos de toxicidad in vivo

3.9.1 Ensayo de irritacion inducida por aplicacion topica e intradérmica

Se realizo el ensayo de corrosion e irritacion utilizando el manual de irritacién/corrosion
OECD 404:2015 en ratones BALB/c sanos. Para el ensayo dérmico los ratones fueron
tricotomizados en el area dorsal del tronco 24 horas antes de la prueba. Posteriormente, se procedid
a aplicar durante 14 dias las formulaciones y sus vehiculos (35uL de F 0 35 mg de Gy U) en el
area de la piel donde fue previamente cortado el pelo, luego de la aplicacion se realiz6 una buena
distribucion de la formulacién y los ratones se mantuvieron vigilados durante 15 min,
aseguréndose de que el animal no tuviera contacto con la formulacion. Los grupos experimentales
se muestran en la (Tabla 20). Se realiz6 seguimiento fotogréfico a las 0, 1, 4, 24, 72 horas, 8, 14
dias y toma de peso semanalmente.

Para el ensayo intradérmico se elimind el pelaje del area superior de la cola del raton 24
horas antes de la prueba. Posteriormente, se procedi6 a inyectar 1 dosis diaria de la formulacion a
tratar (100pL) en el area de la piel donde fue previamente cortado el pelo. En total fueron aplicadas
17 dosis o hasta interrumpir el tratamiento. Se realiz6 seguimiento fotografico y toma de peso a
los ratones semanalmente. Los animales fueron examinados para detectar signos de eritema,
edema, necrosis. Se considerd irritante cuando se observaron respuesta como: alopecia (&rea
limitada), hiperqueratosis, hiperplasia y descamacién persistente hasta el final del periodo de
observacion. Los resultados fueron expresados como: (-) ausencia, 1 = ligero, 2 = leve, 3 =

moderada, 4 = grave irritacion.
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Tabla 20.
Grupos experimentales para tratamiento de irritacion por aplicacion topica e intradérmica en

ratones BALB/c sanos

Tratamiento Tratamiento
Grupo o N Grupo ) o N
tépico intradérmico
Formulacion _
9 1 15 Formulacion F1 2
F1
10 Vehiculo F1 2 16 Vehiculo F1 2
Formulacion Formulacion de
11 1 17 1
G1 F3
12 Vehiculo G1 1 18 Vehiculo V3 1
Formulacion
13 1
Ul
14 Vehiculo Ul 1

Nota: En la tabla se observan lo grupos experimentales para las pruebas de irritacion inducidas por

aplicacion dérmica e intradérmica.

3.9.2 Analisis histopatolégico

El andlisis histopatolégico se realiz6 de acuerdo con el manual de procesos Yy
procedimientos del Laboratorio de Patologia de la UIS. Las biopsias fueron sometidas a un proceso
de deshidratacion utilizando una serie soluciones acuosas de menor a mayor concentracion de
alcohol etilico (Neira et al., 2018). Posteriormente las muestras se embebieron en bloques de
parafina. Se realizaron cortes histoldgicos de 5 um de grosor utilizando un micrétomo RM2135
(Leica Microsystems®) los cuales se colocaron en ldminas portaobjetos y fueron coloreadas con
hematoxilina y eosina (H&E). Los pardmetros histopatoldgicos analizados microscopicamente
fueron: acantosis, paraqueratosis, espongiosis, exocitosis, infiltracion dérmica y presencia de
eosinofilos, clasificados en: (-) ausencia, (£) equivoca, (+) leve, (++) moderado y (+++) severo
segun sea el caso (Shen et al., 2008). En la (Figura 15) se muestran imagenes histoldgicas de

secciones de piel infectada con L. (V.) braziliensis.
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Figura 15.
Patrones histopatoldgicos de piel infectada con L. (V.) braziliensis

P
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Nota: En la figura se observan algunos patrones histopatolégicos observados en las biopsias de
piel obtenidas. La figura A muestra la epidermis, donde AC se refiere a la acantosis (aumento en
la proliferacion celular), HQ a hiperqueratosis (engrosamiento del estrato corneo y aumento de
queratina), PQ a paraqueratosis (nucleos en las células del estrato corneo), ES a espongiosis
(visualizacion de los desmosomas) y EX a exocitosis (invasion de leucocitos en la epidermis). En
la figura B se muestra una imagen ampliada de la dermis donde se observa presencia de
amastigotes (AM) de Leishmania. En la figura C se observa un patron propio de ulcera y presencia

de costra en la dermis.
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3.9.3 Prueba de micronucleos

Se extrajeron los fémures del raton, se cortaron las epifisis y se realizaron lavados con
jeringa conteniendo 1 mL de suero fetal bovino. Esto fue centrifugado a 3200 rpm por 10 min, se
descarto parte del sobrenadante y con el restante se hizo resuspension, se tomaron 10 uL y se
realizo extendido sobre lamina de vidrio. Pasadas 24 horas se realizo fijacion con metanol durante
10 min, las ld&minas se secaron durante 5 minutos y se realizé coloracién usando colorante Giemsa
(6 gotas) en 2 mL de buffer Sorensen (8,59g de Na;HPOs, 1,81g de NaH2PO4 y H>O destilada
hasta aforo de 500 mL) por cada I[&mina. Se mantuvieron en contacto con la coloracion por 15 min,
se realiz6 lavado con buffer Sorensen y por ultimo se dejaron secar y se almacenaron en el
laminario para su posterior lectura en el microscopio éptico de luz. Para cada lamina, se contaron

1000 celulas. La frecuencia de micronucleos fue evaluada en 1000 eritrocitos policromaticos EPC.

3.10 Andlisis estadistico

Se realizo analisis estadistico a los ensayos in vivo usando el programa Graphad Prims en
su version 8 para Windows, con los datos brutos del tamafio de las lesiones para cada grupo
experimental con un n > 2 ratones. Se realizo test de normalidad segun test de Shapiro-Wilk. Se
realizé una prueba de ANOVA de 2 vias y como test post Hoc comparacion multiple de Duunnett
de las areas de las lesiones al inicio, a las 10 dosis y final de tratamiento Vs las areas en estos
tiempos del grupo control. Por otra parte, en los ensayos in vitro las concentraciones inhibitorias
al 50% (IC so) y la concentracién citotoxica para el 50% de las células (CCso) se determinaron
mediante los ajustes de regresion no lineal de las curvas de dosis-respuesta y por regresion
sigmoidal utilizando respectivamente utilizando el software MsxIfit™ (ID Business solution,
Reino Unido). En la (Tabla 21) se muestran las variables y las unidades usadas para la expresion

de resultados.

Tabla 21.
Variables experimentales.
) Tipo de ] o
Variable ) Unidades / Forma de medicion
variable
Temperatura Cuantitativa °C
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Humedad relativa

Cuantitativa

% humedad

Nivel acidez/alcalinidad Cuantitativa 1-14 pH
Concentracion parasitos Cuantitativa N° parasito/100 microlitro
Concentracion formulacion Cuantitativa % P/P
Tamafio de la lesion Cuantitativa mm?

Parametros histopatologicos

Cualitativa

(-) ausencia, (£) equivoca, (+) leve,

(++) moderado y (+++) severo

Cortes histoldgicos

Cuantitativa

um

Cualitativa: S (soluble), PS

. Cualitativa / )
Solubilidad o (Parcialmente soluble), I (Insoluble)
cuantitativa o
Cuantitativa: g/L
Densidad Cuantitativa g/mL
Rendimiento Cuantitativa % Rendimiento
Pureza Cuantitativa % Pureza

4. Resultados

En una primera parte se muestran resultados de la sintesis de ascaridol, datos sobre la
solubilidad de los metabolitos secundarios, del epazote, las formulaciones y excipientes y sus
caracteristicas organolépticas, fisicoquimicas y espectrales. De igual manera, las pruebas de
estabilidad con respecto al tiempo y temperatura, para las formulaciones y vehiculos. Igualmente,
los resultados de la citotoxicidad, actividad antileishmania en promastigotes y en amastigotes de
L. (V.) braziliensis de las formulaciones, vehiculos y metabolitos secundarios y de los efectos
clinicos, parasitologicos y toxicoldgicos del tratamiento en ratones BALB/c sanos e infectados con
L. (V.) braziliensis.
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4.1 Sintesis de ascaridol

Se muestran los productos recolectados de la sintesis de ascaridol, a partir de las relaciones
de fase movil (9:1, 2:1, 1:1 éter de petréleo/EtOAC). La cantidad sintetizada obtenida fue muy

poca (< 1 mL), lo cual indico que el rendimiento de la reaccion fue bajo (Figura 16).

Figura 16.

Productos de sintesis de ascaridol obtenidos luego de purificacion en columna

Nota: Productos obtenidos de la sintesis de ascaridol obtenidos de la purificacion en columna con

fase mavil de la relacion 2:1y 1:1 de éter de petréleo/EtOAC, respectivamente.

En la (Figura 14) se muestra la lamina usada en la cromatografia de capa fina donde el
control se marcé como 1. La marca correspondiente al Rf de 0,66 cm pudo corresponder al
ascaridol puesto que se conoce que su Rr es de 0,61 cm (Sahli F. et., 2019). Los productos
recolectados de la cromatografia en columna (Figura 16) con relaciones 2:1 y 1:1 de éter de
petroleo/EtOAc fueron marcados como 2 y 3 respectivamente. Con base a que el Rf para el
ascaridol es de 0,61 cm, se tomaron los tubos con relacion 1:1 de éter de petroleo/EtOAc. Esto
debido a que la mancha con valor de Rf mas cercano al de la literatura, fue observada en este carril
(3), R = 0,57 cm. Sin embargo, se observaron impurezas en el producto escogido (manchas

observadas a lo largo del carril 3 en la capa fina) (Figura 17).
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Figura 17.
Fotografia de cromatografia de capa fina para extractos de la sintesis de ascaridol obtenido

experimentalmente

Rt = 0,66
R¢= 0,56
R¢=0,33

3cm

Nota: En la figura se muestra la capa fina obtenida experimentalmente y visualizada por
fluorescencia, con los Rf obtenidos para los diferentes PSA evaluados y el control. El carril 1
corresponde al control (producto obtenido previo a la purificacion), el carril 2 al PSA obtenido de
purificacion en columna con fase movil de la relacion 2:1 de éter de petréleo/EtOAc y el carril 3
a la relacion 1:1 de éter de petroleo/EtOAcC. Ry relacion entre las distancias recorridas entre el

soluto y el eluyente desde el origen de la placa.

4.2 Solubilidad de los metabolitos secundarios y del epazote
Los resultados de la solubilidad de los metabolitos secundarios estudiados y del epazote en

los solventes: aceite de ricino, tolueno, etanol, n-pentano, DMSO, agua, aceite de coco, metanol

se muestran en la Tabla 22.
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Tabla 22.

Resultados fotograficos pruebas de solubilidad

Compuestos )
Epazote a-Terpineno
puros -

Solventes ¥

Aceite de

ricino

Tolueno

Etanol

n-Pentano

trans-g-

Cariofileno

Carvacrol
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DMSO

Agua

Aceite de coco

Metanol

El a-terpineno, B-cariofileno y carvacrol fueron solubles en todos los solventes utilizados
a excepcién del agua donde estos fueron parcialmente solubles (PS) debido a su naturaleza apolar
(la de los metabolitos secundarios) que no permite su completa disolucién en compuestos muy
polares como el agua. El epazote fue insoluble (I) en los solventes de caracter apolar (aceite de
ricino, tolueno, n-pentano y aceite de coco) probados, esto debido a que en su composicién esta
presente el agua, lo que le otorga un carécter polar (Tabla 23).

81



Tabla 23.

Descripcion de la solubilidad de metabolitos secundarios y epazote en diferentes solventes

Solventes
Compuestos  Aceite Aceite de
o Tolueno Etanol n-Pentano DMSO Agua Metanol
de ricino coco

Epazote I I S I S S I S
a-Terpineno S S S S S S S S

trans-p-

o S S S S S PS S S

Cariofileno

Carvacrol S S S S S PS S S

Nota: I: insoluble, PS: Parcialmente soluble, S: soluble. DMSO: dimetilsulfoxido.

4.3 Caracterizaciones espectrales de los metabolitos secundarios, del epazote y del producto
de sintesis del ascaridol (PSA)

4.3.1 trans-p-cariofileno (f-C)

En la Figura 18 se muestran los espectros y cromatogramas correspondientes al B-C. En
el espectro IR (Figura 18A), se evidenciaron 2 bandas ubicadas en 2855 cm™ y 2930 cm™
caracteristicas de hidrocarburos con hibridacion C sp® de enlaces (-CH) (marcado en azul). La
sefial de absorcion a los 1377 cm™ corresponde a la vibracion del metilo CHs (marcado de
amarillo). Por otra parte, la banda a 3071 cm™ asi como las sefiales entre 650 cm™ y 1000 cm™
(sefiales a 736 cm™, 821 cm™, 897 cm™, 981 cm?) corresponde a la vibracion del enlace =C-H del
alqueno presente en el ciclo como se evidencia en la estructura del B-C (marcado en rojo). También
se observa una banda en 1640 cm™ correspondiente a la vibracion del enlace C=C (marcado en
verde). El metileno de CH; presente en la estructura se correlaciona con la sefial a 1452 cm™
(marcado en naranja). El espectro infrarrojo para el B-C tomado de la base de datos de Bio-
Rad/Sadtler muestra sefiales que coinciden muy bien con las posiciones y forma del espectro
obtenido experimentalmente (Figura 12). Las bandas observadas en la region de 600 cm™ a 1500
cm™ corresponden a la huella dactilar del B-C. En el espectro UV-Vis (Figura 18B), se observ
que el B-C diluido en DMSO a una concentracion de 0,1 % v/v, presenta una banda ancha de

absorcion en la region de 250 nm-350 nm con una longitud de méaxima absorcion en 286 nm, este

82



compuesto es incoloro debido a su absorcion fuera del espectro visible. de igual forma se
evidencia un hombro en la region de 300 nm-350 nm. La banda ancha puede presentarse por
solapamiento de las transiciones electrdnicas y vibracionales de la molécula, asi como por efectos
del disolvente. La absorcion UV de la molécula puede ocurrir por transiciones de orbitales w a *.
El espectro UV-Vis obtenido experimentalmente no coincide con el de la literatura (Figura 13).
En el cromatograma del B-C (Figura 18C) se evidenciaron varios picos (8) de componentes con
tiempos de elucion en la region de 32-40 min (32,66 min, 33,84 min, 34,13 min, 34,60 min, 34,97
min, 35,57 min, 35,89 min, 39,88 min) asi como su cantidad relativa y su identificacion tentativa
(Tabla 24).

Figura 18.
Espectros IR, UV-Vis y cromatograma de f-C
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Nota: En la figura se observan los espectros y cromatograma obtenidos para el B-C. A) espectro
infrarrojo (sin diluir), B) espectro UV-Vis (diluido en DMSO a una concentracion 0,1 % v/v) y C)
cromatograma GC para B-C (dilucion en inyeccion directa) D) Estructura molecular del p-C

(realizada en ChemDoodle).

Tabla 24.
Identificacidn tentativa y tiempos de retencion del trans-g-cariofileno por GC-MS

Cantidad relativa, %

T 991224-BV
Rf Identificacion tentativa Compuesto: B-cariofileno,
min . .
marca: Sigma- Aldrich,
cantidad: 2 mL
32,66 o-Copaeno 1,6
33,84 cis-p-Cariofileno 2,9
3413 7-Metilen-2,4,4-trimetil-2-vinil- 42

biciclo(4,3,0)nonano
34,60 trans-p-Cariofileno 68,7
10,10-Dimetil-2,6-

34,97 dimetilenobiciclo(7,2,0)undecano 41
4,11,11-Trimetil-8-
35,57 metilenobiciclo(2,7,0)undec-3- 4,1
eno
35,89 o-Humuleno 12,7
39,88 Oxido de cariofileno 1,7

4.3.2 Carvacrol.

Los espectros y cromatogramas correspondientes al carvacrol se muestran en la Figura 19.
En el espectro IR (Figura 19A) se evidenciaron bandas ubicadas en 2863 cm™, 2933 cm™, 2960
cm! caracteristicas para el estiramiento del enlace =C-H del aromatico (marcado en azul). Las
sefiales de absorcion en el rango de 805 cm™ y 885 cm™ corresponde al modo de flexion fuera del
plano del enlace C-H (marcado en rojo). De igual forma se presentan sefiales en pares en la longitud
de onda sobre los 1469 cm™ correspondiente a la vibracion del enlace C=C (marcado en naranja).
La tri sustitucion del aromatico en las posiciones 1,2,4 se puede evidenciar en las dos bandas
mostradas en 1891 cm™ y 1714 cm™ (marcado en amarillo). Las sefales en 636 cm™ y 3382 cm™
corresponden a la flexion fuera del plano y vibracion de estiramiento del enlace OH

respectivamente (marcadas en verde). El espectro infrarrojo para el carvacrol tomado de la base

84



de datos de Bio-Rad/Sadtler muestra sefiales que coinciden muy bien con las posiciones y forma
del espectro obtenido experimentalmente (Figura 12). En el espectro UV-Vis (Figura 19B), el
carvacrol diluido en DMSO a una concentracion de 0,1 % v/v, presenta una banda ancha de
absorcién en la region de 250 nm-350 nm con una longitud de onda maxima absorcion en 296 nm.
Este compuesto es incoloro debido a su absorcidn fuera del espectro visible. La banda ancha puede
presentarse por solapamiento de las transiciones electronicas y vibracionales de la molécula, asi
como por efectos del disolvente. La absorcion UV de la molécula puede ocurrir por transiciones
de orbitales n o @ a *. El espectro UV-Vis obtenido experimentalmente no coincide con el de la
literatura (Figura 13) posiblemente debido al solvente usado para la dilucion. En el cromatograma
obtenido por GC (Figura 19C) y sus espectros de masas (Figura 19D) se evidencia un pico de
elucién pronunciado en el tiempo 7,229 min, el espectro de masas obtenido de esta sefial indicaria
que es el carvacrol segln base de datos de la NIST MS Search 2.3 (mainlib). Se evidencia en el
espectro la sefial del ion molecular a una relacion m/z de 150, asi como otros picos intensos a
relaciones m/z de 135, 117, 107, 91. Las fragmentaciones moleculares de estas sefiales se presentan
sobre el espectro de masas y se resumen en la Tabla 25. El espectro de masas obtenido
experimentalmente se correlaciona muy bien con la base de datos de NIST para el carvacrol, ya

que las sefiales obtenidas se encuentran en el espectro de literatura (Figura 14).
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Figura 19.

Espectros IR, UV-Vis y cromatograma de carvacrol
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Nota: En la figura se observan los espectros y cromatograma obtenidos de manera experimental

para el carvacrol. A) espectro infrarrojo (sin diluir), B) espectro UV-Vis (diluido en DMSO a una

concentracion de 0,1% v/v), C) cromatograma GC-MS (diluido en tolueno relacion 1:1000), D)

Espectro de masas para el pico con tiempo de elucion 7,229 min, E) Espectro de masas para el

pico con tiempo de elucidn 7,229 min (ampliado), F) Estructura molecular del carvacrol (realizada

en ChemDoodle).
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Tabla 25.

Fraccionamiento molecular del carvacrol

Fraccionamiento

m/z Formula Pérdida Tipo
molecular
S
150 C10H140 e Parental Hr@b
“\\__/
135 CoH110 CHs Disociacion
H
-CH3 S
117 CoHo H20 + CH3 Disociacion
HO™
\I/
107 C7H-0 CsH7 Disociacion (@
H

91 C/H7 CsH/O -
HOo™

Nota: Datos obtenidos por el software NIST MS Search 2.3 (mainlib).

4.3.3 a-Terpineno

Los espectros y cromatogramas correspondientes al a-terpineno se muestra en la Figura
20. En el espectro IR (Figura 20A), se evidenciaron bandas ubicadas en 2812 cm™, 2878 cm?,
2930 cm* y 2970 cm caracteristicas para el estiramiento del enlace =C-H del alqueno (marcado
en azul). Las sefiales de absorcion en el rango de 1375 cm™ a 1380 cm™ y 1145 cm™ a 1170 cm*
corresponde a las vibraciones del metilo e isopropilo respectivamente presente en la molécula
(marcado en rojo). De igual forma se presenta una sefial sobre los 1654 cm™ correspondiente a la
vibracion del enlace C=C (marcado en naranja). Las sefiales en 560 cm™ a 1000 cm™ corresponden

a la flexion fuera del plano de =C-H (marcadas en verde). El espectro infrarrojo para el a-terpineno
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tomado de la base de datos de Bio-Rad/Sadtler muestra sefiales que coinciden muy bien con las
posiciones y forma del espectro obtenido experimentalmente (Figura 12) En el espectro UV-Vis
(Figura 20B), se observo que el a-terpineno diluido en DMSO a una concentracion de 0,1 % v/v,
presenta una banda ancha de absorcion en la region de 250 nm hasta casi 600 nm, pero con una
longitud de onda méxima absorcion en 296 nm. Este compuesto puede presentar algin tipo de
coloracion amarilla leve ya que presenta absorbancias en el espectro visible en la region de 400
nm a 430 nm. La banda ancha puede presentarse por solapamiento de las transiciones electronicas
y vibracionales de la molécula, asi como por efectos del disolvente. La absorcion UV de la
molécula puede ocurrir por transiciones de orbitales m a m*. El espectro UV-Vis obtenido
experimentalmente no coincide con el de la literatura (Figura 13) esto puede deberse al solvente
usado para la dilucion. En el cromatograma de a-terpineno (Figura 20C) se evidencia un pico de
elucién pronunciado en el tiempo 4,751 min. El espectro de masas (Figura 20D) obtenido de esta
sefial indicaria que es el a-terpineno segun base de datos de la NIST MS Search 2.3 (mainlib). Se
evidencia en el espectro la sefial del ion molecular a una relacién m/z de 136, asi como otros picos
intensos a relaciones m/z de 121, 105, 93, 92 79, 77. Las fragmentaciones moleculares de estas
sefales se presentan sobre el espectro de masas y se resumen en la Tabla 26. El espectro de masas
obtenido experimentalmente se correlaciona muy bien con el de base de datos de NIST para el a-

terpineno, ya que las sefiales obtenidas se encuentran en el espectro de literatura (Figura 14).
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Figura 20.

Espectros IR, UV-Vis y cromatograma de a-terpineno
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Nota: En la figura se observan los espectros y cromatograma obtenidos de manera experimental
para el a-terpineno. A) espectro infrarrojo (sin diluir), B) espectro UV-Vis (diluido en DMSO a
una concentracién de 0,1% v/v), C) cromatograma GC-MS (diluido en tolueno relacion 1:1000),
D) Espectro de masas para el pico con tiempo de elucion 4,751 min, E) Espectro de masas para el
pico con tiempo de elucion 4,751 min (ampliado), F) Estructura molecular del a-terpineno

(realizada en ChemDoodle).
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Tabla 26.

Fraccionamiento molecular o-terpineno

. . i Fraccionamiento
m/z Formula Pérdida Tipo

molecular

136 CioH1s e Parental

105 CsHo CHs4 + CHs Disociacion

?

121 CoHi3 CHs3 Disociacion ¢
e

|

g

93 C7Ho CsH7 Disociacion
s
CH3
Transferencia H* Lﬁ
92 C7Hs C2Hs + CH3 ]
en el anillo
P
!
79 CgH7 CsHo - @
.
CH3
77 CeHs C3zHs + CH3 Disociacion é
e

Nota: Datos obtenidos por el software NIST MS Search 2.3 (mainlib).

4.3.4. Epazote

Los espectros y cromatogramas correspondientes al epazote se muestran en la Figura 21.

En el espectro IR (Figura 21A), se evidenci6 una banda ancha sobre los 3273 cm™ posiblemente
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causado por las vibraciones de enlaces O-H del agua o glicerina presente en la muestra (marcado
en azul), ademas, se observan 2 bandas en 2930 cm™ y 2851 cm™ posiblemente debidas a
vibraciones de enlace C-H de compuestos organicos (marcada en verde), asi como la sefial en 1640
podria indicar la presencia de enlaces C=C (marcada en rojo). En el espectro UV-Vis (Figura
21B), se observé que el extracto de epazote diluido en DMSO a una concentracion de 0,1 % vl/v,
presenta una banda ancha de absorcion en la region de 250 nm hasta casi 500 nm, pero con una
longitud de onda maxima absorcion en 295 nm. Este compuesto puede presentar algin tipo de
coloracion amarilla leve ya que presenta absorbancias en el espectro visible en la region de 400
nm a 430 nm. La banda ancha puede presentarse por solapamiento de las transiciones electronicas
y vibracionales de la molécula, asi como por efectos del disolvente. La absorcién UV de la
molécula puede ocurrir por transiciones de orbitales n, 7 a *. En el cromatograma (Figura 21C)
se evidenciaron 10 picos de componentes con tiempos de elucidn en la region de 1-4 min, el pico
con mayor intensidad corresponde al tiempo de elucién de 1,249 min. En la Tabla 27 se muestra

los picos, tiempos de retencion, anchura, area y altura de cada pico.

Tabla 27.
Tiempos de retencion HPLC-UV epazote
#Pico  Tiempode Anchura Area Altura Area
retencion (min) (mAU*s) (mAU) %
1 1,25 0,12 877,47 105,42 42,14
2 1,37 0,10 376,71 51,44 18,09
3 1,66 0,11 362,12 45,21 17,39
4 1,82 0,07 177,52 40,11 8,52
5 2,10 0,06 201,25 49,47 9,66
6 2,25 0,09 12,11 2,00 0,58
7 2,63 0,13 17,83 1,93 0,86
8 2,84 0,09 8,74 1,44 0,42
9 3,10 0,10 24,65 3,95 1,18
10 3,54 0,09 24,05 4,41 1,16

Nota: mAU: Absorbancia
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% Transmitancia

Figura 21.
Espectros IR, UV-Vis y HPLC-UV de epazote
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Nota: En la figura se observan los espectros y cromatograma obtenidos de manera experimental
para el epazote A) espectro infrarrojo (sin diluir), B) espectro UV-Vis (diluido en DMSO a una

concentracion del 0,1% v/v), C) cromatograma HPLC-UV (diluido en metanol concentracion 100

ppm).

4.3.5 Producto de la sintesis del ascaridol (PSA)

Se tomd el espectro infrarrojo unicamente al producto obtenido con Rs mas cercano al del
ascaridol encontrado en la literatura (0,61), el cual fue el producto obtenido de la purificacion con
fase movil 1:1. Se evidenci6 una banda ancha sobre la region de 3366 cm™ no observada en la base
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de datos de Bio-Rad/Sadtler indicativo que la molécula obtenida no es la esperada (marcada en
azul), las bandas observadas en 2950 cm™ a 2990 cm™ (marcadas en verde) coinciden en forma
con las esperadas. Las bandas en la region 1500-1710 no coinciden con las esperadas (marcadas
en rojo) (Figura 22).

Figura 22.
Espectros IR del PSA obtenido

106 |
-M‘
104 _ m\\ /
8 102 [
S )
[y 4
[
= 100 ‘ q{
& (
(%2} =
[y
S 98 3366
s U
XX
< 964
94 | J
v
2968 1688
92 T T T T T T T T v T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Nota: Espectro IR obtenido para el PSA, marcando en color las sefiales principales de los grupos

funcionales observados en el espectro.

4.4  Caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas de formulaciones y sus componentes

(adicionalmente las de a-terpineno y PSA).
Las caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas de formulaciones tipo solucion (F1/F3,

F2), tipo gel (G1), tipo unguento (U1), y la de sus vehiculos (VF, VG, VU), junto con sus

componentes se encuentran en las (Tablas 28, 29, 30, 31) respectivamente.
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4.4.1 Formulaciones tipo solucion (F) de trans-g-cariofileno (8-C)

Se prepararon formulaciones F conteniendo B-C codificadas como F1/F3 y F2 con sus
respectivos vehiculos segun lo descrito en el item 3.4.

En general las F fueron translucidas, liquidas, homogéneas con un pH neutro o ligeramente
acido de 6,5 a 7,0 y una densidad de aproximadamente de 1,020. Con respecto a los componentes,
el PBS, DMSO y SS mostraron caracteristicas organolépticas similares, con diferencias en el pH
(de pH 4 a pH 9) y densidad (de 1,01 a 1,1 g/mL). Por otro lado, el Kolliphor (aceite de ricino
polietoxilado) fue de color amarillo intenso, aceitoso, de olor caracteristico, densidad similar al
DMSO, de 1,07 g/mL. El compuesto activo B-C (alicuota del reactivo B-cariofileno, 80% de
pureza), mostro caracteristicas organolépticas similares al Kolliphor, pero mostrando una densidad

menor con valores de 0,90 g/mL (Tabla 28).

Tabla 28.
Caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas de formulaciones tipo solucion (F) y sus
componentes
Propiedad Kolliphor PBS DMSO SS
Foto
Amarillo Amarillo
Color Traslucido. poco intenso intenso Transparente
traslucido. traslucido
Herbal, _
Herbal, o Caracteristico
Olor ) caracteristico o Inodoro
caracteristico - C Aceite ricino
p-C
. Liquido, denso, Aceitoso, liquido, denso, Liquido, poco denso,
Aspecto fisico ) ) )
homogeéneo homogéneo homogeneo
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pH R ’
6-7 5-6 4-5 4-5 7-8 8-9 4-5
pHmetro
(promedio 6,942 6,551 ND
+DE) +/-0,017 +/-0,009
Densidad
1,015 1,023 0,901 1,066 1,043 1,097 1,013
(g/mL)

Nota: La tabla muestra los resultados de las formulaciones (F1/F3 y F2) y sus componentes 3-C:
B-cariofileno, K: Kolliphor, PBS: buffer fosfato salino, DMSO: dimetilsulfoxido, SS: solucion
salina. EI pH utilizando pHmetro se determind Unicamente para F1/F3y F2, se realizé un promedio

de las mediciones y se saco la desviacion estandar (DE). Las formulaciones F1 y F3 se agruparon
debido a su composicion similar.

4.4.2 Formulaciones tipo gel (G)

Se prepar6 una formulacion tipo G conteniendo Epazote codificada como G1 y su
respectivo vehiculo segln lo descrito en el item 3.4. En la (Tabla 29) se muestran las propiedades
organolépticas y fisicoquimicas de la formulacion (G1) y sus componentes. Se observo que la
formulacion G1 mantuvo el color amarillento y olor derivado del componente activo (extracto
liquido de epazote). La densidad de G1 disminuy0 respecto al componente activo 1,023 g/mL. Por
otra parte, el pH de G1 aumentd de 4 a 6 en la escala de pH con respecto al epazote. El benzoato
de sodio y el CMC fueron de color blanco y de aspecto s6lido, estuvo en el rango de pH (de pH 5

apH 7). Laglicerinay el propilenglicol fueron liquidos transparentes e inodoros, su pH estuvo en
el rango (de pH 4 a pH 6) (Tabla 29).
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Tabla 29.

Caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas de los componentes para formulaciones tipo gel

(G1) de epazote
Extracto
) o Benzoato o
Propiedad Gl liquido de _ CMC Glicerina PPG
de sodio
epazote
Foto
Amarillo Amarillo
Color Blanco Transparente
guemado oscuro
Dulce )
Olor Herbal Agrio Inodoro Inodoro Inodoro
herbal
Viscoso
Aspecto fisico denso, Liquido Polvo, solido Liquido
homogéneo

Tira ND
pH
pHmetro
] 6,163 +/-
(promedio ND
0,238
+DE)
Densidad
1,023 1,217 ND 1,031
(9/mL)

Nota: La tabla muestra los resultados de la formulacion G1 y sus componentes epazote, benzoato

de sodio, CMC: carboximetilcelulosa. PPG: propilenglicol. EI pH utilizando pHmetro se

determind Unicamente para G1 se realiz6 un promedio de las mediciones y se saco la desviacion

estandar (DE). La densidad no pudo ser tomada con picnémetro para algunos componentes.
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4.4.3 Formulaciones tipo ungtento (U) de epazote

Se prepar6 una formulacién tipo U conteniendo epazote codificada como Ul y su
respectivo vehiculo segun lo descrito en el item 3.4. Las propiedades organolépticas y
fisicoquimicas de la formulacién (U1), del carvacrol (uno de los posibles componentes del
epazote) y de sus otros componentes se muestran en la Tabla 30. Se observé que la formulacion
U1 fue amarilla y de olor tipico a carvacrol, estuvo en el rango de pH (de pH 4 a pH 5) al igual
que el carvacrol. La cera de abejas y manteca de cacao fueron de color amarillento, con olores
diferenciados y de aspectos diferentes, la manteca de cacao fue un sélido moldeable. La cera de
abejas fue ligeramente menos &cida que la manteca de cacao. El aceite de coco y vitamina E
tuvieron tonalidades incoloras y amarillentas respectivamente, sus aspectos fueron liquidos,

viscosos y densos y el pH en rangos de 4 a 6 (Tabla 30).

Tabla 30.
Caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas de los componentes para formulaciones tipo

unglento (U) conteniendo epazote

) Cerade Manteca  Aceitede Vitamina
Propiedad Ul Carvacrol ]
abejas de cacao coco E

| I 'g

Foto ’ j FL
¥
Amarillo ) Amarillo  Amarillo Incoloro Amarillo
Color Amarillo ) _
pastel Quemado pastel Traslucido Traslucido
Tipico a Tipica cera Dulce,
Olor _ Cacao Coco
carvacrol de abejas leve
Sélido
Aspecto moldeable, o ) Solido Liquido, viscoso, denso
. ) Liquido Solido
fisico homogéneo, moldeable
oleoso
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Nota: La tabla muestra los resultados de la formulacién Ul conteniendo epazote, del carvacrol
(uno de sus posibles componentes), cera de abejas, mantea de cacao, aceite de coco y vitamina E.
La densidad fue medida Unicamente para el aceite de coco.

4.4.4 Vehiculos de las formulaciones: V1/V3, V2, VG1, VU1.

En la (Tabla 31) se observan las propiedades organolépticas y fisicoquimicas de los
vehiculos de las formulaciones (F, G y U). Se observo que los vehiculos de las formulaciones tipo
solucion (F) fueron de color traslucido, con aspecto liquido, denso y homogéneo. Los pH de estas
fueron acidos en el rango de pH 5,7 a pH 6,6 y la densidad con valores promedios a 1,026 g/mL.
El vehiculo VGL1 fue de color traslicido, inodoros, de aspecto fisico viscoso y denso, mientras el
VU1 fue de color amarillo, olor tipico a cera de abejas y aspecto fisico sélido, oleoso. El pH de

VG1 fue ligeramente menos acido pH:6,9 respecto al vehiculo VU1 (Tabla 31).

Tabla 31.
Caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas de los vehiculos de las formulaciones
Propiedad V1/V3 V2 VUl
Foto
Color Traslucido Amarillo pastel
Caracteristico Tipico a cera
Olor ] Inodoro )
Kolliphor de abejas
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Sdlido

. o ) Viscoso denso, moldeable,
Aspecto fisico Liquido, denso, homogéneo ) )
homogéneo homogéneo,
oleoso
= T
5 | l |
1 l ' N
Tira 4 ND En
0 g
pH
6-7 4-5 4-5
pHmetro
(promedio 6,551 +/-0,009 5,677 +/-0,005 6,897 +/- 0,030 ND
+ DE)
Densidad (g/mL) 1,021 1,031 1,014 ND

Nota: La tabla muestra los resultados de los vehiculos de las formulaciones (F, G, U). El pH

utilizando pHmetro se determiné Gnicamente para V1/V2, V3 'y VG1, se realiz6 un promedio de

las mediciones y se sacO la desviacion estandar (DE). La densidad no pudo ser tomada con

picnémetro para VUL.

4.4.5 a-Terpineno y PSA

En la (Tabla 32) se observan las propiedades organolépticas y fisicoquimicas del

a-

terpineno y el producto obtenido de la sintesis del ascaridol. El a-terpineno y el producto obtenido

de la sintesis de ascaridol fueron de color transparente y aspecto fisico liquido y denso. El a-

terpineno estuvo en el rango de pH (de pH 4 a pH 5).
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Tabla 32.

Caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas a-terpineno y el PSA

Propiedad a-Terpineno
Foto
Transparente / amarillo
Color Transparente )
traslucido
Olor Dulce, tipico Herbal, similar al paico
Liquido,
Aspecto fisico traslucido Liquido, aceitoso, denso
denso
| i
T
- L ‘:{.M
pH . ND
C_ LN
4-5
Densidad (g/mL) 0,84187

Nota: La tabla muestra los resultados del a-terpineno y el producto obtenido de la sintesis de

ascaridol. La densidad fue tomada para el a-terpineno. PSA: Producto sintesis de ascaridol
4.5 Caracterizaciones espectrales de las formulaciones

4.5.1 Caracterizacion espectral de las formulaciones tipo solucion (F) y vehiculos.

Se muestran cada uno de los espectros infrarrojos obtenidos para las formulaciones (F) y
sus vehiculos (Figura 23). En todos los espectros se observa una banda ancha de vibracion en la
region 3200 cm-3500 cm?, una banda ancha de poca intensidad en la region 2100 cm™-2200 cm-
! asi como una banda intensa en la region de 1600 cm-1700 cm™*. Al comparar F1 con V1 (Figura

23E) se puede evidenciar que la banda ancha en 3000 cm™ a 3300 cm™ se diferencia en el % de
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transmitancia (menor transmitancia mayor concentracion), donde V1 tiene un valor inferior a F1,
esto podria deberse a la diferencia de concentracion de grupos hidroxilo (-OH) provenientes del
PBS y Kolliphor que se encuentran en mayor proporcion en el vehiculo que en la formulacién
(marcada en verde). Las bandas en 2800 cm™ a 2950 cm™ pueden deberse a hidrocarburos con
hibridacion C sp® de enlaces (-CH) donde F1 presenta menor transmitancia que V1, esta menor
transmitancia podria corresponder a la presencia del -C en F1 ausente en V1 (marcada en azul).
Las sefiales entre 650 cm™ y 1000 cm™ corresponde a la vibracion del enlace =C-H del alqueno
presente en la estructura del -C (marcado en amarillo) estas sefiales en F1 y V1 difieren en el %
transmitancia, siendo menor para F1 por la presencia de B-C (Figura 23E). El metileno CH>
presente en las estructuras de Kolliphor y B-C se correlacionan con la sefial a 1452 cm™ (marcado
en morado) y se pueden observar en ambos espectros infrarrojos F1y V1. Al comparar F2 con V2
(Figura 23F) se puede evidenciar que la banda ancha en 3000 cm™ a 3300 cm se diferencia en
el % de transmitancia (menor transmitancia mayor concentracién), donde V2 tiene un valor
inferior a F2, esto podria deberse a la diferencia de concentracion de grupos hidroxilo (-OH)
provenientes del DMSO y SS que se encuentran en mayor proporcién en el vehiculo que en la
formulacion (marcada en verde). Las bandas en 2800 cm™ a 2950 cm™ pueden deberse a
hidrocarburos con hibridacion C sp® de enlaces (-CH) donde F2 presenta menor transmitancia que
V1, esta menor transmitancia podria corresponder a la presencia del B-C en F2 ausente en V1
(marcada en azul). Las sefiales en 1000 cm™ a 1050 cm™ podrian corresponder a la vibracion del
enlace S=0 del sulfoxido perteneciente al DMSO (marcado en morado) estas sefiales en F2 'y V2
difieren en el % transmitancia, siendo menor para V2. Algunas de las sefales propias del B-C se

ven solapadas por los componentes de las formulaciones.
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Figura 23.

Espectros infrarrojos formulaciones tipo F (conteniendo -C) y vehiculos

Vehiculo V1

Ty
1470 1245

|

Formulacion F1 =
A o0 S B 100 -
90 90 -
80 @ 80 -
(2] T Q B
— =
2 70 - 8 70 4
e ] E
£ 2 il
& 60 g 60
] 1 = i
=
= 50 F 50
40 404
| 3361 1
30 30
T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 5( 4000
Numero de onda (1/cm)
- Formulacion F2 D 110
po ®
:
£ £
5 g
= 60 - 2928 1643 1311 %
g | 101 £
X 504 S
940
1 3351
40 4
30 ]
T T T T T T T T T T T T 1 20
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000
Numero de onda ( 1/cm)
10 o 10 -
E IRFLvs V1 E
0o N T — — 100 -4
\ g oAl 1
4 T ]
\ ' © 80
.§ 80 + \_1 \ g 1
g ] W £ 704
= =] \ £ 1
(72} - \ [72]
\ 60 -
S 60 \ g ]
o 1 \ = 50
E F1 \ B ]
V1 \ 40
40 - \ J
. 30
30 ]
T T T T T T 1 20
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000

Numero de onda (1/cm)

T T o T L T ! T . T T 1
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (1/cm)

Vehiculo V2

T T T T T T T

T T T T T 1
3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (1/cm)

T
3500

IRF2vs V2

—V2
——F2

T T T T T T 1
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (1/cm)

102



Nota: Espectros infrarrojo de formulaciones tipo solucién (F) y sus vehiculos. A) Espectro de F1,
B) Espectro V1, C) Espectro de F2, D) Espectro de V2, E) Espectro F1 Vs V1, F) Espectro F2 Vs
V2.

4.5.2 Caracterizacion espectral de las formulaciones tipo gel (G) y ungtiento (U) y sus vehiculos.

Se muestran cada uno de los espectros infrarrojos obtenidos para las formulaciones (G y
U) y sus vehiculos (Figura 24). En los espectros de G1 y VG1 se observa una banda ancha de
vibracion en la region 3200 cm™ a 3400 cm™, una banda ancha de poca intensidad en la region
2100 cm™ a 2200 cm™, asi como una banda intensa en la region de 2500 cm™ a 1800 cm™ y una
banda alrededor de 1600 cm™ a 1700 cm™. Al comparar G1 con VG1 (Figura 24E) se puede
evidenciar que la banda ancha en 3000 cm™ a 3300 cm™ se diferencia en el % de transmitancia
(menor transmitancia mayor concentracién), donde VG1 tiene un valor inferior a G1, esto podria
deberse a la diferencia de concentracion de grupos hidroxilo (-OH) provenientes del agua,
propilenglicol, glicerina que se encuentran en mayor proporcion en el vehiculo que en la
formulacion (marcada en verde). Las bandas en 2800 cm™ a 2950 cm™ pueden deberse a
hidrocarburos con hibridacion C sp® de enlaces (-CH) donde G1 presenta menor transmitancia que
VG1, esta menor transmitancia podria corresponder a la presencia del epazote (marcada en azul).
La sefial entre 1600 cm™ y 1700 cm® podria corresponder a la vibracion del enlace C=C o C=0
presente en el benzoato de sodio (marcado en naranja). Al comparar U1 con VU1 (Figura 24F) se
puede evidenciar que la banda intensa entre 2800 cm™ a 3000 cm podria deberse a enlaces -CH
presentes en los excipientes de las formulaciones (marcada en verde) al igual que las bandas en
700 cm™ a 1750 cm™? podrian deberse a la estructura de los hidrocarburos presente en los
excipientes (marcada en azul). Las sefiales en el rango anterior presentan menor transmitancia para
VU1 que UL. Algunas de las sefiales propias del carvacrol se ven solapadas por los componentes

de las formulaciones.
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Figura 24.

Espectros infrarrojos formulaciones tipo G, U y sus vehiculos
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Nota: Espectros IR de formulaciones tipo solucion gel y ungtento (G y U) y sus vehiculos. A)
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Espectro de G1, B) Espectro de VGL1, C) Espectro de U1, D) Espectro de VU1, E) Espectro G1 Vs
VG1, F) Espectro Ul Vs VUL.

En la (Figura 25) se pueden observar los cromatogramas obtenidos usando HPLC-UV para
las formulaciones G1 y VG1. Los compuestos eluyeron en un rango de tiempo de 0 a 5 min en
ambos casos. Para el G1, se determinaron en total 13 componentes, de los cuales el componente
con la sefial de absorbancia méxima eluyé a un tiempo de retencion de 1,566 min. En el caso de
VG1 el componente con sefial de absorbancia maxima eluyé a un tiempo de retencion de 1,571
min de los 12 componentes en total. En la (Tabla 33, 34) se muestra los picos, tiempos de
retencion, anchura, area y altura de cada pico de los cromatogramas obtenidos para G1 y VG1

respectivamente.

Figura 25.
Cromatograma de HPLC-UV de G1y VG1
£ HPLC-UV G1 100 ppm (diluido en metanol)
120 A
o DI j DIE ! 1‘0 ! 1‘5 ! Z‘D ! 2‘5 j BID j BIE j 4‘0 ! 4‘5 j EID j EIE j 5‘0 j 5‘5 j 7‘0 ! 7‘5 j SID j SIE j BID ;leten‘tmn"[ime‘(min}
s HPLC-UV VG1 100 ppm (diluido en metanol)
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Nota: En la figura se observan A) cromatograma G1 HPLC-UV (diluido en metanol concentracion

100 ppm) tomado a 228 nm, y B) cromatograma VG1 HPLC-UV (diluido en metanol

concentracion 100 ppm) tomado a 222 nm.

Tabla 33.

Tiempos de retencion HPLC-UV / G1

#Pico  Tiempode Anchura Area Altura Area
retencion (min) (mAU%*s) (mAU) %

1 1,03 0,07 68,35 16,09 3,14
2 1311,00 0,05 64,41 18,23 2,96
3 1,47 0,07 280,13 65,62 12,85
4 1,57 0,08 628,40 120,88 28,83
5 1,70 0,09 215,93 36,61 9,91
6 1,83 0,13 317,69 32,57 14,58
7 2,10 0,10 256,90 36,84 11,79
8 2,44 0,08 15,54 2,73 0,71
9 2,68 0,18 85,11 7,08 3,91
10 2,89 0,16 70,38 6,69 3,23
11 3,10 0,15 130,28 12,42 5,98
12 3,36 0,11 22,15 2,89 1,02
13 3,52 0,15 24,27 2,15 1,11

Nota: mAU: Absorbancia

Tabla 34.

Tiempos de retencion HPLC-UV / VG1

#Pico  Tiempode Anchura Area Altura Area
retencion (min) (mAU*s) (mAU) %

1 1,19 0,10 108,11 15,57 4,30
2 1,31 0,05 75,54 22,07 3,01
3 1,47 0,07 349,40 80,80 13,91
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4 1,57 0,08 476,22 90,99 18,96
5 1,71 0,09 278,79 45,97 11,10
6 1,83 0,12 399, 83530 45,21 15,92
7 2,10 0,08 422,29 76,50 16,81
8 2,44 0,08 13,36 2,40 0,53
9 2,67 0,17 105,51 9,48 4,20
10 2,85 0,16 95,82 9,53 3,82
11 3,10 0,15 173,14 16,19 6,89
12 3,52 0,14 13,67 1,40 0,54

Nota: mAU: Absorbancia

En la (Figura 26) se pueden observar los cromatogramas y espectros de masas obtenidos
por GC-MS para las formulaciones Ul y VU1. Se evidenciaron en el cromatograma de U1l dos
picos de elucion a los tiempos 4,44 min 'y 7,260, siendo este Gltimo el pico con mayor abundancia;
por su parte en el cromatograma de VUL se evidencia un unico pico al tiempo 4,44 min. Realizando
una busqueda en la base de datos NIST MS Search 2.3 (mainlib) de los picos con mayor %
intensidad (150 m/z, 135 m/z, 105 m/z) para el espectro de masas correspondiente a la formulacion
U1 (tiempo 7,260 min), se encontraron 4 compuestos que se correlacionaron con los criterios de
busqueda, estas moléculas fueron: carvacrol, timol, fenol, 2-(1,1-dimetiletil)-, O-acetiltimol, todas
estas moléculas se caracterizan por poseer un anillo bencénico. Basandonos en la composicion de
U1 se puede concluir que efectivamente el carvacrol este contenido en la formulacién. El espectro
de masas de VUL se correlaciona con el espectro de benzaldehido (segun la base de datos NIST
MS Search 2.3 (mainlib), el cual es un compuesto aromatico que podria provenir de la cera de
abejas o de la manteca de cacao y presenta el ion molecular a una relacion m/z de 106, asi como
sefiales caracteristicas en las relaciones m/z 105, 77,51. Este compuesto también se encuentra en
U1 al poseer este mismo pico de elucion al tiempo 4,44 min, lo cual es congruente con base a que

la formulacion y su vehiculo contiene los mismos componentes a excepcién del carvacrol.
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Figura 26.

Cromatogramas GC y espectros de masas para Uly VU1

i GC-MS U1 (Tolueno 1:100) GC-MS VU1 (Tolueno 1:100)
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Nota: En la figura se observan A) cromatograma GC de U1 (diluido en tolueno concentracién 100
ppm, B) Espectro de masas U1 pico tiempo: 7,260 min C) Espectro de masas U1 pico tiempo:
7,260 min (ampliado) D) Cromatograma GC de VU1 (diluido en tolueno concentracién 100 ppm)
E) Espectro de masas U1 pico tiempo: 4,44 min F) Espectro de masas U1 pico tiempo: 4,44 min

(ampliado).
4.6 Pruebas de estabilidad

Fueron realizadas cuatro pruebas de estabilidad, donde se sometieron las formulaciones a
diferentes condiciones para observar su respuesta. Las pruebas llevadas a cabo fueron: prueba de

estabilidad térmica, prueba de crema y coalescencia, prueba de estrés mecanico y prueba de ciclo
térmico.
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4.6.1 Estabilidad térmica de las formulaciones y sus vehiculos a diferentes tiempos.

4.6.1.1 Estabilidad formulaciones tipo solucién (F)

Los espectros de infrarrojo de la formulacion F1 (Figura 27) y su vehiculo V1 (Figura 28)
no cambiaron en cuanto a forma, intensidad y posicion de los picos respecto al tiempo (60 dias) y
temperatura de almacenamiento (entre 4 °C a 37 °C), por tanto, se concluye que son estables y
ambos son viables para tratamientos largos, que no requieren condiciones de cuidado especiales.
Se cree que la composicion de F1y V1 no es variable y se induce la no existencia de interacciones
intramoleculares que pudieran perturbar los espectros obtenidos.

En la F2 (Figura 29) se encontraron cambios espectrales de forma, intensidad y posicion
de las sefiales respecto al tiempo de almacenamiento y temperatura, se observaron cambios
espectrales cada vez mas bruscos a medida aumentaba la temperatura (4 °C a 37 °C) en los rangos
de (3000 cm™ a 3300 cmY), (2800 cm™ a 2950 cm™ ), (1000 cm™ a 1050 cm™ ) correspondientes
a la vibracion de grupos hidroxilo (-OH) provenientes del DMSO, sefiales que pueden deberse a
hidrocarburos con hibridacion C sp® de enlaces (-CH) y las sefiales que podrian corresponder a la
vibracion del enlace S=0 del sulféxido perteneciente al DMSO respectivamente.
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Figura 27.

Espectros infrarrojos de estabilidad térmica para F1

110 4 F1 A 4°C B “O‘— F1 A 27°C
100 — 100 —
90 90 -
< 80- « 80
8 ] g
c c
8 0- &
I 1 e
[%2] (72}
S 60+ S 60
S S
Fo (==
XX 50 R 50
40 H 40
30 30 4
T T g T g T i T T T T T T 1 T T T T T T T T T T T T T ]
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
1
o Numero de onda (cm™) Numero de onda (cm™)
C 110 -
F1A32°C °
100 - D ] F1A37°C
] 100
90 - -
< 80 .S 80
[&] g [&]
c c -
£ 70+ £ 704
IS IS |
[%2] [%2]
s %07 S 60+
o o
N 50 XX 50
40 40+
30+ 30
X T v T T v T v T T T v 1 T T T T T T T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™) Numero de onda (cm™)

Nota: Espectros IR de F1 para pruebas de estabilidad térmica, tomados a temperaturas de 4 °C, 27
°C, 32 °Cy 37 °C. A) Espectro de F1 a 4 °C, B) Espectro de F1 a 27 °C, C) Espectro de F1 a 32
°C, D) Espectro de F1 a 37 °C.
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Figura 28.

Espectros infrarrojos de estabilidad térmica para V1
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27 °C,32°Cy 37 °C. A) Espectrode V1a4 °C, B) Espectro de V1 a 27 °C, C) Espectro de V1 a
32 °C, D) Espectro de V1a 37 °C.

En el espectro de F2 (Figura 29A) se concluye que la formulacion a temperatura de

almacenamiento de 4°C no es estable después de 14 dias, en la (Figura 29 B, C, D) se observo

cambios muy marcados a un tiempo de 30 dias a temperaturas altas (27 °C, 32 °C, 37 °C). Esta

formulacion no es estable con base a las condiciones evaluadas. En los espectros de V2 (Figura

30) se encontraron cambios espectrales de forma, intensidad y posicién de las sefiales en todo el

espectro respecto al tiempo de almacenamiento y temperatura. En el espectro de V2 (Figura 30
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A, B, C, D) se concluyo que el vehiculo no es estable después de 14 dias a ninguna temperatura

evaluada y los cambios son mas bruscos a partir de los 30 dias.

Figura 29.

Espectros infrarrojos de estabilidad térmica para F2
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°C, 32 °Cy 37 °C. A) Espectro de F2 a 4 °C, B) Espectro de F2 a 27 °C, C) Espectro de F2 a 32
°C, D) Espectro de F2 a 37 °C.
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Figura 30.

Espectros infrarrojos de estabilidad térmica para V2
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Nota: Espectros IR de V2 para pruebas de estabilidad térmica, tomados a temperaturas de 4 °C,
27 °C, 32 °Cy 37 °C. A) Espectro de V2 a 4 °C, B) Espectro de V2 a 27 °C, C) Espectro de V2 a
32 °C, D) Espectro de V2 a 37 °C.

4.6.1.2 Estabilidad formulaciones tipo (G, U) y sus vehiculos

Para la formulacién G1 y su vehiculo se observan cambios significativos a partir de los 14
dias. En G1 (Figura 31) se observan cambios significativos en todo el espectro en cuanto al % de
transmitancia en las regiones de 3000 cm™ (grupos hidroxilo (-OH) provenientes del agua,
propilenglicol, glicerina) a 1800 cm™ y 1500 cm™ a 800 cm™ (vibracién del enlace C=C o C=0
presente en el benzoato de sodio). En el caso de VG1 (Figura 32) se observan cambios en el % de

transmitancia en la region de 1500 cm™ a 800 cm™ en todas las temperaturas, la diferencia de
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cambios de entre G1 y VG1 se puede deber al compuesto activo presente en G1 (epazote) que se

descompone o reacciona intermolecularmente al pasar el tiempo a diferentes temperaturas.

Figura 31.

Espectros infrarrojos de estabilidad térmica para G1
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27 °C,32°Cy 37 °C. A) Espectrode G1 a4 °C, B) Espectro de G1 a 27 °C, C) Espectro de G1 a

32 °C, D) Espectro de G1 a 37 °C.
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Figura 32.

Espectros infrarrojos de estabilidad térmica para VG1
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Nota: Espectros IR de VGL1 para pruebas de estabilidad térmica, tomados a temperaturas de 4 °C,
27 °C, 32 °Cy 37 °C. A) Espectro de VG1 a 4 °C, B) Espectro de VG1 a 27 °C, C) Espectro de
VG1a 32 °C, D) Espectro de VG1 a 37 °C.

Los espectros infrarrojos obtenidos para la prueba de estabilidad térmica para Ul (Figura
33) y VUL (Figura 34) mostraron cambios en todas las regiones. Para U1 se observaron que los
cambios persistian a todas las temperaturas y eran muy marcados al dia 30 de almacenamiento
especialmente en la region de 700 cm™ a 1750 cm™* donde aparecen las sefiales que podrian deberse
a la estructura de los hidrocarburos presente en los excipientes de la formulacion (Figura 33). El
vehiculo VU1 mostro ser estable a la temperatura de 4 °C (Figura 34 A) y conforme aumento de
la temperatura los cambios fueron méas bruscos, esto tiene concordancia con el hecho de que

componentes como la manteca de cacao y la cera de abejas presente en ambas formulaciones
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cambiaban de aspecto fisico a temperatura mas alta, ademas en U1 la presencia del carvacrol pudo

ser el causante de que esta no fuera estable a 4°C (Figura 33 A) ya que pudieron existir reacciones

intermoleculares entre este y los demas excipientes.

Figura 33.
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32 °C, D: Espectro de U1 a 37 °C.
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Figura 34.

Espectros infrarrojos de estabilidad térmica para VU1
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Nota: Espectros IR de VUL para pruebas de estabilidad térmica, tomados a temperaturas de 4 °C,
27 °C, 32 °Cy 37 °C. A) Espectro de VU1 a 4 °C, B) Espectro de VU1 a 27 °C, C) Espectro de
VU1 a 32 °C, D) Espectro de VU1 a 37 °C.

4.6.2 Prueba de crema y coalescencia

En la Figura 35 se muestran los espectros infrarrojos correspondientes a las pruebas de

crema y coalescencia de las formulaciones tipo (G, U) y sus vehiculos. En los espectros

correspondientes a G1 y VG1 se evidencian cambios espectrales bruscos a partir de la segunda y

octava semana respectivamente, estos cambios en G1 podrian deberse a la presencia del epazote,

por otra parte, en los espectros correspondientes a Ul y VU1 se evidencian cambios espectrales

bruscos a partir de la 7-8 semana de almacenamiento. En la Tabla 35 se complementa la prueba

de crema y coalescencia mediante la descripcion de caracteristicas observables de las
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formulaciones. G1, U1, VG1 no cambiaron su color, olor, textura durante la prueba, mientras que
G1 mostro cambios a partir de la 4 semana, asi como la aparicion de un hongo en las paredes el

recipiente donde se almacenaba, lo cual muestra que la formulacion no fue estable.

Figura 35.

Prueba de crema y coalescencia para para formulaciones tipo G y U y sus vehiculos
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Nota: Espectros infrarrojo prueba crema y coalescencia para: A) Formulacion G1, B) Vehiculo
VG1, C) Formulacion U1, D) Vehiculo VUL.

Tabla 35.

Caracteristicas observables formulaciones tipo G y U

Formulacion G1, VG1, U1, VU1 Descripcion

Semana 1 Consistencia igual, color el mismo,
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Semana 2

textura igual, no hubo cambios
significativos para G1, VG1, U1, VUL

Semana 3
Semana 4 ) o

U1, VU1, VG1 consistencia igual, color
Semana 5 el mismo, textura igual. G1 cambio

minimo de color (entre amarillo y
Semana 6
verde), olor amargo y textura menos
Semana 7 densa casi liquida, se empez6 a observar
turbidez.

Semana 8

4.6.3 Prueba de estrés mecanico

En la Figura 36, 37 se muestra el resultado fotografico de la centrifugacién a 2000 rpm

por 60 min para las formulaciones tipo (F, G, U) y sus vehiculos, de la misma forma en la Tabla

36 se presentan los resultados a los tiempos 5, 15, 30 y 60 minutos para todas las formulaciones y

sus vehiculos. Se observo que Gnicamente hubo separacion de fases en la formulacion F1 a partir

de los 15 min, posiblemente por la presencia de Kolliphor y su alta densidad. En el resto de las

formulaciones y vehiculos no hubo separacién de fases en ningun tiempo analizado.

Figura 36.

Resultados de estrés mecanico de las formulaciones
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Nota: Prueba estrés mecanico para las formulaciones tipo (F, G, U) a 60 minutos, 2000 rpm. Antes
(A) y después (B) Formulacion F1, Antes (C) y después (D) Formulacion F2, Antes (E) y después
(F) Formulacion G1, Antes (G) y despueés (H) Formulacion UL.

Figura 37.

Resultados de estrés mecanico de los vehiculos de las formulaciones

Nota: Prueba estrés mecénico para los vehiculos de las formulaciones tipo (F, G, U) a 60 minutos,
2000 rpm. Antes (A) y después (B)vehiculo V1, Antes (C) y después (D) vehiculo V2, Antes (E)
y después (F) vehiculo VG1, Antes (G) y después (H) vehiculo VU1.

Tabla 36.

Resultados prueba estrés mecanico 5, 15, 30 minutos

Formulacion o

] 5min 15 min 30 min 60 min
vehiculo
Sin separacion
F1 de fases, Ocurrié separacion de fases
coloracion igual.
V1 Sin separacién de fases, coloracién igual.
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F2

Sin separacion de fases, coloracién igual.

V2

Sin separacion de fases, coloracién igual.

Gl

Sin separacion de fases, coloracién igual.

VG1

Sin separacion de fases, coloracién igual.

Ul

Sin separacion de fases, coloracién igual.

VUl

Sin separacion de fases, coloracién igual.

4.6.4 Prueba de ciclo térmico

4.6.4.1 Formulaciones tipo (F) y vehiculos

En la Figura 38 se muestra los espectros infrarrojos correspondientes a la prueba de ciclo térmico

para las formulaciones tipo (F) y sus vehiculos. Se pudo observar que para las formulaciones tipo

solucion y vehiculos no se encontraron cambios bruscos de forma, intensidad y posicion de las

sefiales en los espectros, sin embargo, en la formulacion F1 y su vehiculo se pueden observar

cambios minimos en la region de 2800 cm™ a 3000 cm™ y 800 cm™ a 1000 cm™ en comparacion

con F2 y su vehiculo, lo cual muestra que F1 y V1 no son tan estables a cambios bruscos de

temperatura en periodos cortos de tiempo en comparacion con F2'y V2,
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Figura 38.

Prueba de ciclo térmico para para formulaciones tipo F y sus vehiculos
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Nota: Espectros infrarrojo prueba ciclo térmico para: A) Formulacién F1, B) Vehiculo V1, C)
Formulacion F2, D) Vehiculo V2.

4.6.4.2 Formulaciones tipo (G, U) y sus vehiculos
En la Figura 39 se muestra los espectros infrarrojos correspondientes a la prueba de ciclo téermico
para las formulaciones tipo (G y U) y sus vehiculos. Se pudo observar que para las formulaciones
y vehiculos no se encontraron cambios bruscos de forma, intensidad y posicion de las sefiales en
los espectros, sin embargo, en los espectros de los vehiculos VG1 y VU1 se evidenciaron minimos
cambios en las regiones 2000 cm™ a 3000 cm™ para VG1 y 800 cm™ a 1000 cm™ para VG1, VU1
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posiblemente por el aumento de los excipientes de las formulaciones, G1 y U1 son mas estables a

cambios bruscos de temperatura en periodos cortos de tiempo en comparacion con sus vehiculos.

Figura 39.

Prueba de ciclo térmico para para formulaciones tipo G y U y sus vehiculos
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Nota: Espectros infrarrojo prueba ciclo térmico para: A) Formulacion G1, B) Vehiculo VG1, C)
Formulacion U1, D) Vehiculo VUL.

4.7 Ensayos in vitro

4.7.1 Ensayos antileishmania

Los resultados de los ensayos antileishmania in vitro para los metabolitos secundarios,
mostraron que el carvacrol, presento una mayor actividad contra promastigotes de L. (V.)
braziliensis en comparacion con B-C, a-terpineno y epazote. Sus valores de Clsoy Clgo fueron de
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26y 78 pg/mL respectivamente, esto indica que se necesita poca concentracion de este metabolito
secundario para reducir la viabilidad de la poblacion de parésitos de L. (V.) braziliensis en un 50%
y 90%. El B-C, por su parte también mostro actividad contra promastigotes, este obtuvo un valor
de Clso alrededor de 42 pg/mL, por otro lado, el a-terpineno y epazote mostraron poca o nula
actividad antileishmania contra la cepa de L. (V.) braziliensis al tener valores de Clsoy Cloo por
encima de 300 pg/mL. En cuanto a las formulaciones tipo F y sus vehiculos, los menores valores
de Clsoy Clgo en promastigotes de L. (V.) braziliensis se obtuvieron para F1, lo cual es indicativo
de la mayor actividad de esta formulacion contra la cepa de Leishmania probada. Se pudo
identificar que el B-C presente en F1 fue 18 veces mas activo que el Kolliphor presente en F1. En
el caso de F2 y su vehiculo, estos no mostraron actividad actividades antileishmania relevantes
contra L. (V.) braziliensis, ya que sus valores de Clspy Clgo se encontraron por encima de 500
pMg/mL. Lo mismo sucedio con las formulaciones tipo G, U y sus vehiculos, estas tampoco
mostraron actividades antileishmania relevantes contra L. (V.) braziliensis, sus valores de Clsoy
Clgo se encontraron por encima de 300 pg/mL para el caso de G1y VG1 y por encima de 500
pg/mL para Ul y VUL, Se pudo observar que los ensayos y replicas en la mayoria de los
metabolitos y formulaciones probadas presentaron datos dispersos entre si, esto pudo deberse a
una inestabilidad de estos que causan diferentes actividades bioldgicas al momento de la prueba
(Tabla 37).

Tabla 37.

Actividad de los compuestos y formulaciones en promastigotes de L. (V.) braziliensis

ug/mL + DE
Compuesto/Formulacion Ensayo Réplica
Clso Cloo Clso Clgo
o 41,59 £ 228,4 + 158,5 +

B-Cariofileno > 300

6,98 87,6 24,43
a-Terpineno > 300 >300 > 300 >300
Epazote > 300 > 300 > 300 > 300

26,28 + 78,09 + 51,01 +
Carvacrol 35,61 + 3,85

4,67 9,12 5,66
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Formulacion 2,58 + 0,06 > 25 3,12+0,11 > 25

F1 0,08 +
% B-Cariofileno en F1 >0,75 0,10 + 0,004 >0,75
0,002
Vi Formulacion 7,19+0,15 > 50 5,99 £0,27 > 50
% Kolliphor en V1 1,44 + 0,03 > 10 1,20 + 0,05 > 10
Formulacion > 500 > 500 > 500 > 500
- % B-Cariofileno en F2 > 30 > 30 > 30 > 30
Formulacion > 500 > 500 > 500 > 500
Ve % de DMSO en V2 >75 >75 >75 >75
Formulacion > 500 > 500 > 500 > 500
el % de epazote en G1 > 50 > 50 > 50 > 50
VG Formulacion > 500 > 500 > 500 > 500
1 % de PPG en VG1 >25 >25 >25 >2,5
Formulacion > 300 > 300 > 300 > 300
Wt % de carvacrol en U1l >9 >9 >9 >9
Formulacion > 300 > 300 > 300 > 300
V1U % de aceite de coco en > 129 > 129 > 129 > 129
VU1l

Nota: Se muestran los resultados independientes de la actividad antileishmania de los metabolitos
secundarios y epazote y sus formulaciones expresadas en Clso y Clgo definida como la
concentracion que inhibe el parasito en un 50% y en 90% en pg/mL con su desviacion estandar
(DE). F: formulacion tipo solucién (F1, F2), V: vehiculo (V1, V2, VG1, VU1). G: gel (G1), U:
unglento (U1).

4.7.2 Ensayos citotoxicidad

Los resultados in vitro para los metabolitos secundarios mostraron que el carvacrol fue el
tratamiento més toxico en células THP-1 y en VERO, en comparacion con -C, a-terpineno y
epazote. Esto se identificd al determinarse que este posee los menores valores de CCsoy CCoo,
inferiores a los demas compuestos activos. En el caso de células THP-1 se obtuvieron valores de

CCsoy CCgo por debajo de 50 pg/mL, los demés metabolitos presentaron toxicidad por encima de

125



los 200 pg/mL. En el caso de las células VERO, el carvacrol no presenta tanta toxicidad en
comparacion como en las células THP-1, sin embargo, sus valores de CCsoy CCqgo por debajo de
120 pg/mL en el primer ensayo, lo cual demuestra cierta toxicidad en esta linea celular. Los demas
compuestos activos tuvieron valores de CCsoy CCgo superiores a los obtenidos en el carvacrol
tanto en el ensayo como en la réplica en células VERO. El epazote en ambas lineas celulares
demostré nula actividad con valores de CCsoy CCgo por encima de 300 pg/mL.

En cuanto a las formulaciones tipo F y sus vehiculos, se evidencid que en células VERO
la formulacion F1 fue mas toxica que el vehiculo V1, esto puede deberse a la presencia de 3-C en
la misma. Se pudo identificar que el Kolliphor presente en V1 fue 11 veces mas toxico que el B-C
presente en F1. Por su parte en células THP-1 el vehiculo V1 fue mas toxico en el ensayo al
presentar un menor valor de CCso respecto al F1. Para las formulaciones tipo G y U y sus vehiculos
se obtuvieron valores de CCsoy CCgo por encima de 300 pug/mL para células THP-1, indicativos
de poca toxicidad de estos. Las formulaciones F2, G1, U1y sus respectivos vehiculos demostraron
poca o nula actividad citotdxica en ambas lineas celulares, esto se observa al tener valores de CCso
y CCayo por encima de 300 pg/mL. Se pudo observar que los ensayos y replicas en la mayoria de
los metabolitos y formulaciones probadas presentaron datos dispersos entre si, esto puede deberse
a una inestabilidad de estos que causan diferentes actividades biologicas al momento de la prueba
(Tabla 38).

Tabla 38.
Citotoxicidad de los compuestos y formulaciones en células VERO y THP-1
) Células VERO Células THP-1
Compuesto/Formulacio _— —
Ensayo Réplica Ensayo Réplica

n

CCso CCao CCso0 CCa CCsp CCo CCsp CCo

Metabolitos secundarios y extracto liquido herbal de epazote pug/mL.

184,4 214 268,1
o 145,73 £ 297,92 > >
B-Cariofileno 7+ >300 = 3+
27,29  £1,068 300 300
84,60 12,3 16,11
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156,3

) 188,71 + > > >
a-Terpineno >300 8+ >300 > 300
43,65 300 300 300
5,037
> > >
Epazote > 300 >300 >300 >300 > 300
300 300 300
57,4
32,2 48,1 39,71
117,51 + 163,8 6+
Carvacrol > 300 >300 1+ b5#% +
40,56 +39,9 23,2
2,60 296 21,45
8
Formulaciones tipo F y sus vehiculos pg/mL.
2,40 2,87 5,72
_, 141+ 264+ 2,17
Formulacion n.d n.d + + +
0,09 0,03 0,01
0,03 0,08 0,42
F1 0,07 0,09 0,16
o 0,07 +
% B-Cariofileno 0,04+ 0,08 + + + +
n.d n.d 0,000
en F1 0,003 0,001 0,00 0,00 3 0,01
1 2 4
2,25 5.22 2,86
. 229+ 514+ 1,36 £
Formulacion n.d n.d + + +
0,56 0,76 0,04
0,54 0,74 0,12
V1 0,57
) 0,45 1,04
% Kolliphor en 046+ 103% 027+
n.d n.d + +
V1 0,11 0,15 0,008 0,02
0,11 0,15
4
> > >
Formulacion > 500 >500 >500 >500 > 500
500 500 500
F2 _—
% B-cariofileno
> 30 > 30 >30 >30 >30 >30 >30 >30
en F2
> > >
V2 Formulacion > 500 >500 >500 >500 > 500
500 500 500
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% de DMSO en
>75 > 75 >75 >75 >75 >75 >75 >75

V2
Formulaciones tipo G, U y sus vehiculos pg/mL.
> > >
Formulacion > 500 >500 >500 =>500 > 500
500 500 500
G1
% de epazote en
o1 > 50 > 50 >50 >50 >50 >50 >50 >50
> > >
Formulacion > 500 >500 >500 =>500 > 500
500 500 500
VG1
% de PPG en
>25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25
VG1
> > >
Formulacion > 300 >300 >300 >300 > 300
300 300 300
Ul
% de carvacrol
>9 >9 >0 >0 >9 >9 >9 >9
en Ul
> > >
Formulacion > 300 >300 >300 >300 > 300
300 300 300
VU1l :
% de aceite de > > >
> 129 >129 >129 >129 > 129
coco en VU1 129 129 129

Nota: Se muestran los resultados independientes de la actividad en células Vero y THP-1 de los
metabolitos secundarios y epazote y sus formulaciones expresadas en CCsgy CCqg definida como
la concentracion que reduce la viabilidad celular en un 50% y en 90% en pg/mL con su desviacion
estandar (DE). F: formulacion tipo solucion (F1, F2), V: vehiculo (V1, V2, VG1, VU1). G: gel
(G1), U: unguento (U1), PPG: propilenglicol, DMSO: dimetilsulfoxido, nd: no determinado.

4.8 Ensayos in vivo

4.8.1 Ensayos actividad antileishmania
En la Figura 40 (primeras 4 columnas) se muestran las fotografias de las lesiones
caracteristicas de leishmaniasis cutanea al inicio, a la 5y 10 dosis y al final de los tratamientos con

las formulaciones tipo solucion (F1, F2 y vehiculos) aplicadas intralesionalmente (IL) y tipo gel
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(G1y VG1) y tipo ungiento (U1 y VUL1) aplicados topicamente. Al inicio del tratamiento las
lesiones estaban formadas por un nodulo redondeado y algunos ulcerados en el centro. El tamafio
de las lesiones al inicio de los tratamientos fue heterogéneo, esto debido al amplio rango de
tamarios de lesion tratados, entre 26 mm? a 116 mm? Tabla 39. El tratamiento IL con la solucién
F1 indujo una disminucion del tamafio de las lesiones, aunque estas no se resolvieron
completamente ya que al final del tratamiento se pudo observar presencia de una costra en la zona
de la lesion. EI F1 indujo un porcentaje de reduccion del tamarfio de lesion al final del tratamiento
entre el 43% a 62% en 2 de 3 ratones tratados, por su parte los tratamientos con VV1y F2 mostraron
que a mayor dosis se observaban mayores efectos negativos sobre las lesiones como aparicion de
lesiones abiertas, muy exudativas y dolorosas. En cuanto a los tratamientos tépicos, se pudo
observar que con G1 indujo una ligera inhibicion del tamafio de las lesiones estabilizando el
crecimiento de estas, con un % R del 1,8% en uno de los ratones tratados (Tabla 39). La Figura
40 para el tratamiento con G1 mostrd que la lesion no se agravo con el aumento de las dosis,
respecto a los tratamientos topicos con VG1 y U1 estos agravaron las lesiones con el aumento de
las dosis, se pudo observar por el aumento del tamafio de ulceras y nédulo, asi como signos de
dolor en los ratones. En el caso de VUL se pudo observar que el tamafio de la ulcera disminuy6
casi completamente en comparacion con los demaés tratamientos tépicos al final del tratamiento.
Las formulaciones F1 y G1 mostraron un patron de reincidencia en los ratones F1-R1 y G1-R1
respectivamente, debido a que el area de la lesién disminuyo mayormente a las 10 dosis del
tratamiento, que incluso al final de este (17 dosis).

En las improntas realizadas para todos los tratamientos se observaron formas de

amastigotes compatibles con Leishmania de manera moderada (++) (Tabla 39).
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Figura 40.

Actividad antileishmania e irritacion de los tratamientos (via tépica) por las formulaciones

Tratamiento antileishmania Tratamiento irritaciéon
Intralesional Aplicacion topica

. : dai Final
Inicio  pggics  pesisto  Loral Imdelo”  oygxig7 '

(désis 17) (désis 1) (désis 14)

s

Fl

Nota: En las columnas de la izquierda de 1-4, se muestra el seguimiento fotografico durante el
tratamiento antileishmania intralesional (F1, V1 y F2) y topico (G1, VG1, U1, VU1) y en las

columnas derecha, columnas 5-7, del tratamiento aplicado via tdpica en piel sana para la
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determinacion de la irritacion. F: formulacion tipo solucion (F1, F2), V: vehiculo (V1, V2, VG1,
VU1). G: gel (G1), U: ungiiento (U1)

Tabla 39.
Resultados del tamafo de lesion en ratones infectados con L. (V.) braziliensis tratado con las

formulaciones a 1, 5, 10 y 17 dosis

17 dosis (100 pL o 35 mg) en ratones
infectados con L. (V.) braziliensis

B ] Antes
Formulacion Raton . Fin de .
mm? 10 dosis _ Parasitos
tratamiento
mm2 %R mm? %R I
R1 5551 16,02 71,14 2121 61,80 ++
F1
(-C) R2 4596 26,15 43,10 25,80 43,87 ++
R3 25,87 61,83 0 58,94 0 ++
R1 29,69 34,63 0 45,73 0 ++
V1 R2 68,50 83,13 0 99,95 0 ++
R3 27,31 57,18 0 31,05 0 ++
F2

R1 40,90 46,46 0 93,03 0 ++

(B-C)
G1 R1 42,33 3896 7,98 41,57 1,80 ++
(epazote) R2 54,74 60,04 0 64,91 0 ++
VGl R1 34,14 73,83 0 76,98 0 ++
Ul R1 41,26 52,02 0 86,48 0 ++
(carvacrol) R2 115,77 1177 0 178,13 0 ++
VUl R1 39,21 90,32 0 109,72 0 ++
R1 36,85 37,93 0 38,41 0 +

Control (sin

R2 354 4549 0 45,75 0 ++

tratar)
R3 38,69 48,36 0 43,88 0 +

Nota: Se muestran los resultados individuales de cada raton (R), el tamafio (cm?) de lesiones y
porcentaje de reduccion (%R) de la lesion antes durante y después del tratamiento. Los valores
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obtenidos del andlisis de improntas (I) y biopsias (B) fueron punteados como: - ausencia, + leve,
++ moderado, +++ severo. Los valores se obtuvieron de las areas histopatoldgicas mas dominantes.
Observacion en 50 campos microscopicos, aumento 1000X. F: formulacién tipo solucion (F1, F2),
V: vehiculo (V1, V2, VG1, VU1). G: gel (G1), U: ungtento (U1).

Al analizar el area del ndédulo vs tiempo (semanas) de tratamiento (Figura 41A),
incluyendo al grupo control, se observd que el crecimiento de las lesiones para F1, V1y G1 ocurren
en un rango similar de 0 a 50 mm?2. El grupo experimental tratado con U1 no sigui6 el mismo
comportamiento del grupo anterior, debido a que el tamafio de lesion inicial fue incluso mayor que

el resto de los grupos experimentales durante todas las etapas del tratamiento.

Con base al andlisis estadistico de los grupos experimentales tratados con F1, V1, G1y Ul
(n > 2 ratones) mediante la prueba de ANOVA de 2 vias se determin6 de que el area de la lesion
para el grupo tratado con la formulacion Ul fue mayor que para el grupo control al final del
tratamiento. En ninguno de los tratamientos con formulaciones y vehiculos las diferencias de area
al inicio, a las 10 dosis y al final del tratamiento en comparacién con el grupo control fueron
significativos (p < 0,05). Las areas bajo la curva para cada tratamiento se muestran en la Figura
41B, donde el grupo experimental con mayor area bajo la curva fue Ul. No se observaron

diferencias significativas entre las mismos p < 0,05 respecto el area del grupo control.

En la (Figura 41C) se muestra el grafico correspondiente a % de reduccion de nédulo vs
semanas de tratamiento donde se evidenci6 que F1 y G1 fueron los mejores tratamientos in vivo al
presentar un mayor porcentaje de reduccion de tamafio de la lesién (nédulo). Sin embargo, la
desviacidon estandar para F1 fue grande debido a la dispersién de los datos (areas de lesion) de los

ratones usados para este grupo experimental. Se concluy6 que F1 es un tratamiento promisorio.

En la (Figura 41D) se muestra el gréfico de barras de los tratamientos con un N=1 ratones
(F2, VGL1, VU1) donde se observa que todos estos tratamientos aumentan el area del nédulo de la

lesidn respecto al control a las 10 dosis y al final del tratamiento entre 30 a 60 unidades de area.
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Figura 41.
Analisis estadistico grupos experimentales in vivo

Area de nddulo para tratamientos

Area bajo la curva de nédulo
A B
950 con N >2. _ 300- Paracada tratamiento N >2.
-8 Control Sin tto Bl Control Sin tto
o 2007 -+ F1 g = FL
3 “+ V1 3 2001 = Vi
0O 1504 ©
2 1501 * Gl = = 6l
L g = UL
1007 -+ Ul 5 1004
0 1 0
< soiéé -
0_
0 T T \,&O <<'\/ > 0'& 0'\/
1 2 3 &
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Semanas de tratamiento o‘\&\
¢
C % De reduccion para cada D Area de nddulo para
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5 £
_5 404 8 Gl ;; 60 -|
8 = Ul 2
3 % 40
@ 20 g
° <
Oo 204
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Nota: La figura muestra las gréaficas con el analisis estadistico para los diferentes tratamientos y
control in vivo, y la comparacion entre los mismo. A) Area de nodulo para tratamientos con N >2
ratones, B) Area bajo la curva tratamientos con N >2 ratones C) % De reduccion para cada

tratamiento N >2 ratones, D) Area de nédulo para tratamientos con N= 1 ratones. F: formulacion

tipo solucion (F1, F2), V: vehiculo (V1, V2, VG1, VU1). G: gel (G1), U: unguento (U1).

4.8.1.1 Estudio histopatoldgico de las lesiones de LC después del tratamiento
Se muestran las fotografias de los cortes histologicos después del sacrificio para las
lesiones de LC después del tratamiento, donde se pudieron analizar los patrones histopatoldgicos

presentes en la epidermis y la dermis, esto observado microscépicamente a 100X y 400X (Figura
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42). Los ratones presentaron similitudes en cuanto a las alteraciones histopatolégicas presente en
la epidermis, tales como acantosis, hiperqueratosis, paraqueratosis, espongiosis, exocitosis a
excepcion de F2 y VG1 que presentaron Unicamente ulcera y acantosis- hiperqueratosis
respectivamente (Tabla 40). Por su parte, en la dermis fue comin la presencia severa de
amastigotes en las biopsias para todos los tratamientos a excepcion del tratamiento con VU1 que
obtuvo una calificacion de moderada. La intensidad del infiltrado inflamatorio fue severa en todos
los casos a excepcion de las biopsias del raton tratado con VG1, calificado como moderado,
ademas hubo ausencia de eosindfilos y necrosis en la mayoria de las biopsias a excepcion de los
ratones y tratamientos con R3-F1, R1-V1, R2-G1, R1-VGL1. Hubo presencia de linfocitos y PMN

en todas las biopsias analizadas (Tabla 40).

Figura 42.

Cortes histologicos de las lesiones de LC después del tratamiento con las formulaciones usadas

Lesiones de LC por L. (V.) braziliensis

Lesion 40X

Dermis Epidermis
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Nota: En la primera columna se muestra las fotografias de la lesion al final del experimento, en la
segunda las microfotografias se su respectivo corte histologico con un aumento de 100X y en la 3
y 4 las imagenes a 400X de la epidermis y dermis. F: formulacién tipo solucion (F1, F2), V:
vehiculo (V1, V2, VG1, VU1). G: gel (G1), U: unguento (U1).

Tabla 40.
Caracteristicas histopatologicas inducidas en epidermis y dermis de ratones BALB/c infectados

con L. (V.) braziliensis después del tratamiento

Ratones BALB/c infectados con L. (V.) braziliensis

Caracteristicas Formulacion
F1 V1 F2 Gl VGl Ul VU1
RT R2Z R3 Rl R2Z R3 Rl Rl R2 R1 Rl R2 R1
Epidermis
Ulcera - - - - - - ++ o+ - - - - -
Acantosis ++ o+ o+ e T o = S o o S S S
Hiperquera
_ ++ 4+ + + - e +  +++ o+ ++
tosis
Paraqueratosis  + + - - - - - +++ 4+ - ++ +
Espongiosis ++ o+ o+ + S R = = I
Exocitosis + + + T = = - e
Dermis (infiltrado inflamatorio)
Intensidad e I A e e T = o T o o o o o S S A A S S S
Distribucion D F D D D D D M M M M M M
PMN ++ o+ A+ + + ++ o+ ++

136



Linfocitos I S T S S G o I o I = o S T SR e T o SR o R
Plasmocitos - + o+ o+ o+ o+ + + ++  ++ +
Macrdfagos i T = A = e e e e = = A =
Eosindfilos - - + + - - - - - - - - -

Necrosis - - - - - - - - ++ + - - -
Amastigotes  +++  H++  HH+ A+ HHE HHE R R R R R

Nota: Se muestran la evaluacion semicuantitativa de cada una de las caracteristicas
histopatologicas encontradas clasificadas: - ausencia, + leve, ++ moderado, +++ severo.
Observacion en 50 campos microscépicos, aumento 1000X. PMN: polimorfo nuclear, D: difusa,
F: focal, M: mixta. F: formulacion tipo solucion (F1, F2), V: vehiculo (V1, V2, VG1, VU1). G:
gel (G1), U: unglento (U1).

4.8.2 Estudios de irritacion de las formulaciones tipo solucion aplicadas intradérmicamente
(ratones sanos)

Los tratamientos aplicados intradérmicamente con F1, V1, F3 fueron irritantes. Estos se
pueden observar en la (Figura 43) donde se muestra el seguimiento fotografico de cada uno de los
ratones usados para estas formulaciones. Se observd que el aumento de dosis con estos
tratamientos conlleva a la aparicién en las zonas de aplicacion de ndédulos que aumentan
progresivamente de tamarfio, con bordes redondeados y ulceras exudativas que con el tiempo se
convierten en costra, asi como presencia de necrosis. Los ratones con estos tratamientos mostraron
signos de dolor al recibir dichas formulaciones como incomodidad y agresividad. Lo anterior
condujo a la interrupcién de la prueba de irritacion con estos tratamientos a los 10 dias para F1y
V1 vy 5 dias para F3, con lo cual se deduce que el tratamiento mas agresivo fue con el F3 (grado
de irritacion 4). El grado de irritacion presentado para los tratamientos con F1, V1y F3 fue en el
rango de 2 a 4 (Tabla 41). El vehiculo V3 no mostr6 signos de irritacion (Figura 43).
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Tabla 41.

Respuesta de los tratamientos de irritacion aplicados intralesional y topicamente

Aplicacion intradérmica

Aplicacion topica

Formulacion
Raton Respuesta Ratén Respuesta
R1 3 R1 -
F1
R2 4 R2 -
R1 2
V1 R1 -
R2 2
F3 R1 4 NA NA
V3 R1 - NA NA
Gl NA NA R1 -
VGl NA NA R1 -
Ul NA NA R1 -
VU1l NA NA R1 -

Nota: Individualmente se muestra el grado de irritacién el cual fue clasificado como: - ausencia,

1 =ligero, 2 = leve, 3 = moderada, 4 = grave irritacion. NA: No analizado. F: formulacion tipo

solucion (F1, F3), V: vehiculo (V1, V3, VGL1, VU). G: gel (G1), U: unglento (U1).
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Figura 43.
Irritacion inducida al tratamiento con las formulaciones tipo solucién aplicadas
intradérmicamente

Irritacién inducida por aplicacién intradérmica

Inicio (désis 1) Désis 5

F |

F1 Se interrumpié
el tratamiento

Vi Se interrumpié
el tratamiento

Se interrumpié el
F3 .
tratamiento
V3
Control

Nota: La figura muestra fotografias de los resultados de irritacion para las formulaciones F1y F3
conteniendo [1-C y sus vehiculos (sin [1-C) aplicadas ID a las dosis 1, 5, 10 y 17, comparadas con
un control el cual consisti6 en un raton sin tratar. F: formulacién tipo solucién (F1, F3), V: vehiculo
(V1, V3).
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4.8.2.1 Estudio histopatoldgico de las secciones de piel después del tratamiento de
irritacion inducido por aplicacion intradérmica

Se muestran las fotografias de los cortes histologicos después del sacrificio para las
secciones de piel después del tratamiento ID, donde se pudieron analizar los patrones
histopatoldgicos presentes en la epidermis y la dermis, esto observado microscépicamente a 100X
y 400X (Figura 44). En la epidermis de los ratones, se observaron (microscopicamente)
alteraciones histopatoldgicas como acantosis, hiperqueratosis, paraqueratosis, espongiosis y
exocitosis a excepcion de la V3 que no presentd ninguna alteracion en la epidermis (Tabla 42).
En cuanto al analisis de la dermis todos mostraron un infiltrado inflamatorio intenso, con una
distribucion difusa a excepcion del V3 que fue focal. Se observo presencia de PMN, linfocitos,
plasmocitos, macrofagos y eosindfilos en todas las biopsias analizadas de los tratamientos
intradérmicos. Se evidencid Unicamente presencia de necrosis en V1. No hubo presencia de

amastigotes en ninguna biopsia al tratarse estas provenientes de ratones sano (Tabla 42).

Figura 44.
Cortes histoldgicos de piel sana después de la prueba de irritacion aplicada intradérmicamente

con las formulaciones

Irritacidn inducida por aplicacion intradérmica

Seccion de piel
tratada 100X

400X

Dermis Epidermis

B
=
P
-
%

1
.

AT
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Nota: En la primera columna se muestra las fotografias de la piel tratada al final del experimento,
en la segunda las microfotografias de su respectivo corte histoldgico con un aumento de 100X y
en la 3y 4 las imagenes a 400X de la epidermis y dermis. F: formulacién tipo solucion (F1, F3),
V: vehiculo (V1, V3).

Tabla 42.
Caracteristicas histopatoldgicas inducidas en epidermis y dermis de ratones BALB/c sanos al final

del tratamiento de irritacion por medio de aplicacion intradérmica

Ratones BALB/c sanos

Caracteristicas Formulacion (aplicacion intradérmica)
F1 V1 F3 V3
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R1 R2 R3 R1 R2 R3
Epidermis
Ulcera - - - - - -
Acantosis ++ +++ ++ ++ +++ -
Hiperqueratosis ++ +++ + + ++ -
Paraqueratosis + +++ - - + -
Espongiosis + + + + ++ -
Exocitosis + + + + + -
Atrofia - - - - - -
Hiperplasia - - - - - -
Dermis (infiltrado inflamatorio)

Intensidad +++ +++ +++ +++ +++ ++
Distribucion D D D D D F
PMN + + + + + +

Linfocitos +++ +++ +++ +++ +++ ++
Plasmocitos ++ ++ ++ + ++ +

Macrofagos + + + + + -+
Eosinofilos + + + + ++ +
Necrosis - - + - - -

Amastigotes

Nota: Se muestran los valores obtenidos de las areas histopatolégicas mas dominantes después del

sacrificio para los ratones BALB/c sanos en el ensayo de irritacion con las diferentes formulaciones

tipo solucién aplicadas intradérmicamente. Las areas histopatoldgicas fueron punteadas como: -

ausencia, + leve, ++ moderado, +++ severo. Observacion en 50 campos microscépicos, aumento

1000X. PMN: polimorfo nuclear, D: difusa, F: focal, M: mixta. F: formulacion tipo solucion (F1,

F3), V: vehiculo (V1, V3).

4.8.3 Estudios de irritacion de los compuestos aplicados topicamente

Los tratamientos aplicados topicamente, no mostraron signos de irritacion tdpica en

ninguno de los ratones tratados con las diferentes formulaciones y vehiculos, no se observaron

respuesta como: alopecia (area limitada), hiperqueratosis, hiperplasia y descamacion persistente
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hasta el final del periodo de observacién (Figura 40, Tabla 43). En la (Figura 40) se muestra el
seguimiento fotografico de cada uno de los ratones usados para estas formulaciones. Se observo
que el aumento de dosis con estos tratamientos no conlleva a la aparicion en las zonas de aplicacion
de Ulceras ni presencia de necrosis. Los ratones con estos tratamientos no mostraron signos de

dolor al recibir dichas formulaciones como incomodidad o agresividad

4.8.2.1 Estudio histopatologico de las secciones de piel después del tratamiento de
irritacion inducido por aplicacion intradérmica

Histoldégicamente (microscdpicamente), en la epidermis de los ratones tratados con los
compuestos aplicados intradérmicamente, se observaron alteraciones histopatolégicas como
hiperqueratosis en (R1-F1, R1-VUL1), espongiosis en (R1-F1), exocitosis en (R1-VUL1) y atrofia en
(R1-G1) (Figura 45, Tabla 43). En cuanto al andlisis de la dermis todos mostraron un infiltrado
inflamatorio leve para R1, R2-F1 y moderado para R1-V1 con distribucion focal. Los ratones
tratados con G1, VG1, Ul no mostraron ninguna alteracion histopatoldgica en la dermis. Se
observo presencia de PMN, linfocitos, macrofagos y unicamente en las biopsias analizadas de los

tratamientos F1, V1 y UL. No hubo presencia de amastigotes en ninguna biopsia (Tabla 43).

Figura 45.
Cortes histologicos de piel sana después de la prueba de irritacién aplicada tépicamente con las

formulaciones

Seccioén de piel Irritacion inducida por aplicacion topica

tratada 10X 40X
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Nota: En la primera columna se muestra las fotografias de la piel tratada al final del experimento,
en la segunda las microfotografias de su respectivo corte histologico con un aumento de 100X y
en la 3 las imégenes a 400X de la epidermis y dermis. F: formulacion tipo solucion (F1), V:
vehiculo (V1, VG1, VU1). G: gel (G1), U: ungiento (U1).

Tabla 43.
Caracteristicas histopatoldgicas inducidas en epidermis y dermis de ratones BALB/c sanos al final

del tratamiento de irritacion por medio de aplicacion topica

Ratones BALB/c sanos

o Formulacion (aplicacion topica)
Caracteristicas

F1 V1 Gl VG1 Ul VU1
R1 R2 R1 R1 R1 R1 R1
Epidermis
Ulcera - - - - - - -
Acantosis - - - - - - -
Hiperqueratosis ++ - - - - - +
Paraqueratosis - - - - - - -
Espongiosis + - - - - - -
Exocitosis - - - - - + -
Atrofia - - - + - - -
Hiperplasia - - - - - - -
Dermis (infiltrado inflamatorio)

Intensidad + + + - - - -
Distribucion F F F - - - -
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PMN + + + - - . -

Linfocitos ++ + ++ - - - +
Plasmocitos - + - - - - -
Macrofagos + + ++ - - - ++
Eosinofilos - - - - - - -

Necrosis - - - - - - -

Amastigotes - - - - - - -

Nota: En la tabla se muestran los valores obtenidos de las &reas histopatologicas méas dominantes
despues del sacrificio para los ratones BALB/c sanos en el ensayo de irritacion con las diferentes
formulaciones tipo solucién aplicadas topicamente. Las areas histopatoldgicas fueron punteadas
como: - ausencia, + leve, ++ moderado, +++ severo. Observacion en 50 campos microscopicos,
aumento 1000X. PMN: polimorfo nuclear, D: difusa, F: focal, M: mixta. F: formulacion tipo
solucion (F1), V: vehiculo (V1, VG1, VU1). G: gel (G1), U: ungutento (U1).

4.9 Prueba de genotoxicidad (prueba de micronucleos)

Se evidencié que ninguno de los esquemas de tratamientos topicos utilizado mostro
formacion de microndcleos (fragmentacion del ADN o cromatina), es decir fragmentos circulares
definidos y coloreados presentes en el citoplasma de células precursoras hematopoyéticas de
medula 6sea en 50 campos microscépicos de 1000X, mientras que en los tratamientos aplicados
intralesionalmente se encontraron micronucleos en el rango de 1-5 para F1y F2. En la Tabla 44,
se muestra la fotografia microscopica usada para el analisis de micronicleos, asi como el rango de

micronucleos obtenido para cada tratamiento.
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Tabla 44.
Genotoxicidad (microndcleos) inducida al tratamiento con las formulaciones en ratones

infectados con L. (V.) braziliensis

Microntcleos

Formulaciones
tipo solucion (IL)

No. micronucleos

por campo 1000X

Formulaciones

tipo gel y
ungiiento

(topicas)

No. de
micronucleos por 0 0 0 0

campo 1000X
Nota: En la tabla se muestran las microfotografias de extendidos de médula 6sea extraida del fémur

de los ratones coloreadas con Giemsa (1000x) después del sacrificio. También se muestra el

resultado del conteo de micronucleos en células hematopoyeéticas por campo. NC: No corresponde.

5. Discusion

En el presente trabajo se encontraron resultados interesantes relacionados no sélo con la
actividad antileishmania y toxica de los candidatos escogidos sino con aspectos importantes de los

compuestos y formulaciones utilizados lo cual permitiria su uso en esta 0 en otras entidades

clinicas.
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Tal como se esperaba, se encontrd que los metabolitos secundarios apolares como el a-
terpineno, B-cariofileno y carvacrol fueron solubles en todos los solventes de su misma naturaleza.
Estos metabolitos al ser de naturaleza apolar fueron parcialmente solubles (PS) en el agua que
tiene un caracter polar. Por lo tanto, se comprueba que compuestos de diferente polaridad no son
miscibles entre si (Gong et al., 2007). Los solventes metanol y etanol solubilizaron los metabolitos
secundarios apolares debido a la baja polaridad (en comparacion con el agua) de los solventes y a
la energia mecanica (agitacion) aplicada a la disolucion, lo cual permitio su disolucion completa
(Singhetal., 2021). Por otro lado, el epazote (extracto liquido herbal) fue insoluble en los solventes
de caracter apolar (aceite de ricino, tolueno, n-pentano y aceite de coco) probados, incluso
aplicando agitacion. Esto concuerda con la incapacidad que tienen los compuestos para disolverse
en compuestos de polaridad diferente (Gong et al., 2007). En los solventes polares el epazote
solubiliz6 completamente debido a su capacidad de crear interacciones dipolo-dipolo (puentes de
hidrogeno) con estos solventes ya que en su composicion esta presente el agua y glicerina, lo que
le otorga un caracter polar (Gans et al., 1998).

Al analizar las formulaciones tipo F, se evidencié que se conservo la coloracién y el olor
de su compuesto activo (B-C), al ser este un sesquiterpeno oleoso y de caracter aromatico con alta
volatilidad (Francomano et al., 2019). La formulacién F1 obtuvo un valor de pH de caracter neutro
debido posiblemente al contenido de PBS (pH 7,2 a 7,4) tampdn que se encuentra en mayor
proporcion (87% v/v) interactuando con el Kolliphor y el B-C (pH ligeramente &cido). Su vehiculo
(V1) tiene un carécter ligeramente acido posiblemente por la falta del -C y al menor contenido
de PBS (80% v/v). Por otro lado, la formulacién F2 mostrd un pH de caracter ligeramente acido,
debido a que la solucion salina utilizada en un 82% v/v mostré un pH de caracter acido. EI pH de
V2 fue inferior a F2 debido posiblemente a la ausencia del B-C. En el caso de las formulaciones
tipo G, se mantuvo el color y el olor del epazote, debido a que estas son caracteristicas
organolépticas propias del mismo y hace que se mantenga por encima de los otros compuestos que
conforman la formulacién, los cuales son inodoros e incoloros. El color y el olor se deben a la
presencia de compuestos polares derivados del extracto acuoso de la planta como polisacaridos,
amidas, otros (Santizo Rodas, 2004). La formulacion G1 mostré un pH de 6,16, el cual en
comparacion con su componente epazote es menos acido. Esto se da por la reaccion del epazote
con los demas compuestos de mayor pH, como el benzoato de sodio, el CMC y la glicerina. Se

pudo observar que efectivamente el valor de pH del VG1 es menos acido respecto al de la

148



formulacion, ya que al tener ausencia del compuesto activo su pH es mas alto. Para las
formulaciones tipo U se mantuvo el color y consistencia de la cera de abejas y manteca de cacao,
estos fueron la base de la formulacion. Los anteriores estdn compuestos béasicamente por &cidos
grasos y alcoholes de alto peso molecular y tienen un punto de fusion alrededor de los 65°C
(Bogdanov & Science, 2016). Por ende, a temperatura ambiente, pueden contener los demas
compuestos apolares y mantener su estado solido. Por otro lado, en U1l predomina el olor del
carvacrol, ya que al ser un monoterpeno oleoso, de caracter aromatico y alta volatilidad predomina
respecto a los demas compuestos (Guimardes et al., 2015). El pH obtenido para U1 estuvo en el
rango de 4-5, que concuerda con el valor de pH del carvacrol. En este caso el pH de todos los
compuestos fue similar entre ellos, por lo tanto, no se vio afectado el pH final de la formulacion,
esto se puede confirmar observando el pH del vehiculo (VU1). En cuanto a la caracterizacion del
PSA, el olor fue diferente al de su precursor. Este fue similar al paico (olor conocido previamente)
aunque levemente se desprendian olores de acetato de etilo usado en la purificacion, esto indico
que la metodologia de sintesis aplicada se realiz6 de manera adecuada, aunque la purificacién fue
deficiente, esto debido a la poca cantidad de producto obtenido. Otros factores que pudieron afectar
la sintesis fueron la luz y las condiciones de laboratorio.

Sobre el andlisis de espectral (FT-IR, UV-Vis, GC-MS, HPLC-UV) de cada compuesto al
ser comparado con los de la literatura, se observé que la mayoria de los espectros correspondientes
a los metabolitos secundarios coincidieron con las sefiales esperadas. En el caso del espectro de
IR para el B-C se observaron las bandas pertenecientes a los hidrocarburos con hibridacién C sp?
de enlaces (-CH), asi como las bandas correspondientes a los enlaces dobles (alquenos) y los
respectivos grupos metilo, metileno; todas estas bandas fueron coincidentes con el espectro
obtenido por (Bio- Rad) lo cual permitid la identificacion inequivoca del B-C. Por su parte el
espectro UV-Vis del B-C obtenido experimentalmente (Amax=286 nm) no coincidio con el obtenido
por Zhou y colaboradores (Zhou et al., 2012) ( Amax=545 nm), esto posiblemente causado por los
diferentes solventes (metanol y DMSO) en los que fueron diluidos para la toma del espectro. En
cuanto al GC-MS del B-C se determind que los componentes identificados experimentalmente (.-
copaeno, oxido de cariofileno, B-C ) coincidieron con los expresados por (Geddo et al., 2019). El
componente presente en mayor cantidad relativa es efectivamente el B-C en un 69% y 88%
respectivamente. EIl extracto caracterizado mostr6 un alto contenido de hidrocarburos

sesquiterpenos y sesquiterpenos oxigenados como el B-C, este resultado es concluyente ya que al
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aplicar las formulaciones preparadas con dicho componente activo, se aprovecharon los
propiedades antileishmania del mismo, como mencionaron Soares y colaboradores (Soares et al.,
2013). En el espectro IR para el carvacrol se observaron las bandas pertenecientes al anillo
aromatico (=C-H, C=C), asi como la banda confirmatoria de la trisustitucion en las posiciones
1,2,4 sobre los 1891 cm™ y 1714 cm™. En cuanto al a-terpineno se observaron las bandas de
vibracién correspondientes al alqueno presente en su estructura, asi como la banda debida a la
presencia del grupo metilo e isopropilo. Todas estas bandas fueron coincidentes con los espectros
obtenidos por (Bio- Rad) lo cual permitié la identificacion inequivoca de estos metabolitos
secundarios. Por su parte el espectro UV-Vis del carvacrol obtenido experimentalmente (Amax=296
nm) no coincidié con el obtenido por laboratorios Bio-Rad (Amax=220 nm, 270 nm) al igual que el
espectro UV-Vis del a-terpineno obtenido experimentalmente (Amax=296) que no coincidio con el
obtenido por Monzote y colaboradores (Monzote et al., 2009) (Amax=270). Lo anterior puede ser
causado por los diferentes solventes (DMSO) en los que fueron diluidos para la toma del espectro.
En cuanto al GC-MS del carvacrol y a-terpineno se identificaron las sefiales correspondientes al
ion molecular C10H140 (150 m/z) y CioHis (136 m/z) respectivamente, asi como las demas
fragmentaciones moleculares que fueron coincidentes con el espectro de masas del software de
NIST MS Search 2.3 para cada uno de los metabolitos. Se induce que la corrida y condiciones
cromatograficas fue efectiva y permitio la confirmacion de la identidad del carvacrol y a-terpineno.
En el espectro de IR para el epazote se observaron las bandas de vibracién posiblemente
correspondientes a hidrocarburos y al enlace O-H, esto ultimo es esperado debido que la
composicidn del extracto contiene agua y glicerina (Hawaii Pharm, 2021). Por su parte el espectro
UV-Vis del epazote obtenido experimentalmente (Amax=296), mostro una banda ancha entre 250
nmy 500 nm, esto es esperado debido a la diversidad de su composicion (posiblemente aldehidos,
alcoholes, cetonas), asi como posiblemente por el solvente (DMSO) usado para la dilucién de este.
En cuanto al resultado obtenido por HPLC-UV se evidencio la elucion de 10 componentes los
cuales fueron dependientes de la corrida cromatografica, el cromatograma mostrd buena
resolucion y separacion de las sefiales, sin embargo, el tiempo de elucion de los componentes fue
corto en el rango de 0-5 min, esto debido a que la columna usada es idealmente usada para la
separacion de compuesto altamente polares (Agilent Technologies, 2006). Por ultimo, en el caso
del PSA, se determin6 mediante espectroscopia IR que el compuesto realizado no fue el ascaridol,

debido a que el espectro del PSA obtenido presentd bandas no propias del compuesto, como la
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banda en 3366 cm™ correspondiente a grupos hidroxilo (-OH), la aparicion de esta banda pudo
deberse por contaminacion, deficiente extraccion y/o purificacion. La cantidad de PSA (mL)
obtenido fue escasa, alrededor de 100 uL, esto es indicativo de la pérdida de este durante la sintesis,
otras causales de lo anterior pudieron ser las condiciones en las que fue realizada la sintesis, tal
como la luz, el entorno del laboratorio (humedad, contaminacion cruzada) y/o la purificacion.

Sobre el analisis de las formulaciones farmacéuticas preparadas, mediante espectroscopia
IR se identificd que todas las formulaciones tipo F (F1/F3, F2), tipo G (G1) y U (U1) mostraron
sefiales caracteristicas respecto a su composicién, asi como diferencias espectrales minimas
(posicidn de sefales y aparicion de sefiales nuevas) respecto a sus vehiculos (V1, V2, VG1, VUL).
Estas diferencias se deben a la presencia del principio activo (B-C, carvacrol, a-terpineno y
epazote) en cada una de las formulaciones y su ausencia en los ultimos. Se determinaron algunas
sefiales que fueron coincidentes en los espectros de las formulaciones y vehiculos, pero se
diferenciaban en el % Transmitancia. Lo anterior fue relevante, debido a que esta ultima se
relaciona indirectamente con la absorbancia y con la concentracién de un grupo funcional en
especifico, segun ley de Lambert-Beer (Parnis & Oldham, 2013). Por ende, de esta manera se pudo
confirmar efectivamente que la concentracion de los grupos funcionales causa diferencias en el
aumento y disminucion del % Transmitancia entre formulaciones y vehiculos. Lo anterior se pudo
evidenciar por ejemplo en la formulacion F2 y su vehiculo (V2) donde el % Transmitancia de la
sefial correspondiente a la vibracion del enlace -OH sobre los 3330 cm™, es mayor para F2 que
V2, esto tiene sentido ya que el vehiculo presenta un contenido adicional del 3% de SS (contiene
agua) respecto a la formulacion, con el fin de reemplazar el % de composicion del B-C ausente en
el mismo.

En cuanto a los cromatogramas generados para G1 y VGL1 se identificaron los mismos picos
de elucidn, sin embargo, hubo diferencias en la altura y anchura (&rea) de los mismos; esto es
consecuente a la mayor presencia de agua en el vehiculo en comparacion con la formulacion. No
se pudo identificar sefiales caracteristicas para el epazote en el cromatograma de G1, esto pudo ser
causado por el solapamiento con otras sefiales y tiempos de elucién similar entre los componentes
que impidieron una buena separacion. Debido a que el rango de tiempo en la separacion para el
epazote, G1, VG1, fue el mismo para todos (1 min a 3,5 min) las condiciones de corrida
cromatografica pudieron mejorarse con el fin de determinar sefiales nicamente relacionadas con

el epazote en el respectivo cromatograma de la formulacion G1.
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Respecto a la formulacién U1l se observaron dos picos de elucion de los cuales uno se
relaciona con el pico observado del vehiculo VUL en el tiempo 4,44 min. Con base a lo anterior
se concluyo que esta sefial podria corresponder o relacionarse con los componentes del vehiculo y
por ello se observé en ambos cromatogramas (U1, VU1). Se determind mediante el andlisis del
espectro de masas correspondiente a este pico que podria corresponder al benzaldehido, un
constituyente importante del aroma presente en la miel, cera de abejas (Kaskoniené et al., 2008) y
manteca de cacao (Mohamadi Alasti et al., 2019) (base de la formulacion y vehiculo). Por otra
parte, el espectro de masas del segundo pico de elucion del cromatograma de Ul indico la
correspondencia del carvacrol, el cual fue el componente activo de la formulacion, lo anterior
indicaria que este componente efectivamente se encuentra en la formulacion, sin degradarse o
perderse en el proceso de la preparacién de la formulacion.

La estabilidad de las formulaciones fue evaluada en diferentes instancias como: en
diferentes tiempos, temperaturas, cremay coalescencia, al estrés mecanico y a ciclos térmicos. Las
pruebas de estabilidad son la principal herramienta para evaluar la fecha de caducidad y las
condiciones de almacenamiento para productos farmacéuticos. Los estudios de estabilidad estan
vinculados al establecimiento y garantia de la seguridad, calidad y eficacia del medicamento desde
la temprana fase de desarrollo a través del ciclo de vida del medicamento. El disefio de este estudio
se debe realizar con el fin de obtener informacion sobre el comportamiento de las caracteristicas
fisicas, quimicas, microbioldgicas y biofarmacéuticas de un medicamento durante el periodo de
validez propuesto y en las condiciones de almacenamiento y en el envase en que se propone
circular, o con el que circula en el mercado. Sus resultados permiten confirmar o establecer el
periodo de validez y las condiciones de almacenamiento (Roger et al., 2012).

Se observo inestabilidad térmica en todas las formulaciones durante el tiempo de analisis
(60 dias) a excepcion de F1y su vehiculo V1. Esta inestabilidad se pudo dar debido a la presencia
de algin componente de la formulacion. En la formulacion F2 y su vehiculo, la presencia de
DMSO pudo haber afectado la estabilidad del mismo, tal como se menciona en (Kozikowski et al.,
2003) donde los efectos de almacenamientos largos en DMSO conllevan a perdidas de los
compuestos de interés. Por su parte en la formulacion G1y vehiculo VGL1, se observo inestabilidad,
esto pudo ocurrir por ser estas formulaciones acuosas susceptibles de contaminacion por
microorganismos (Lemmel, 2008) que pueden causar cambios en las formulaciones. La presencia

de epazote en G1 podria estar relacionado con la inestabilidad térmica del mismo, ya que sus
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cambios espectrales fueron mas bruscos a todas las temperaturas de andlisis respecto al de su
vehiculo VG1. La formulacion Ul y su vehiculo VUL, fueron inestables debido a los cambios de
aspecto de las formulaciones ocasionados por las temperaturas (la cera y manteca de cacao pierden
consistencia a altas temperaturas y ganan dureza con la disminucion de las mismas), asi como por
la presencia del aceite coco el cual pudo presentar reacciones de deterioro tipicas de los aceites
tales como la oxidacion (Elodio-Policarpo et al., 2019).

En cuanto a la prueba de crema y coalescencia respecto a las formulaciones topicas U1,
VU1, VG1 se evidencié de manera visual que estas mantuvieron sus caracteristicas organolépticas
durante todo el tiempo de analisis, esto pudo deberse por las condiciones de almacenamiento (27
°C), poca manipulacién y poca exposicion a la luz, que pudo haber desestabilizado componentes
como el aceite de coco presentes en U1y VUL. A nivel espectral se observaron cambios a partir
de la 6 semana para las formulaciones (U1, VU1, VGL1), con cambios mas relevantes a partir de la
8 semana, respecto al % de Transmitanciay posicion de las sefiales, esto indicaria a nivel molecular
cambios o posibles reacciones entre sus componentes a partir de los 45 dias de almacenamiento a
27 °C. En la formulacion G1, se determind que sus propiedades organolépticas cambiaron a partir
de la 4 semana, donde se pudo observar la perdida de extensibilidad (un gel no debe ser ni poco
extensible (muy viscoso), ni demasiado extensible (muy fluido))(Roger et al., 2012), olor y color
de la formulacion. Esta al ser una formulacion acuosa se vio alterado el control de
microorganismos como se evidencio por la aparicion de un hongo en el recipiente que contenia la
formulacién (Lemmel, 2008), mostrando asi ninguna actividad bioldgica del epazote para el
control de posibles microorganismos En cuanto a la caracterizacion espectral de G1 se observaron
cambios bruscos a partir de la 2 semana, esto pudo ser ocasionado por la presencia o degradacion
del epazote, la aparicion del hongo en la formulacién e interacciones entre sus componentes.

Las formulaciones mostraron ser estables ante condiciones de estrés mecénico, esto fue
indicativo de que las mismas pueden ser transportadas, almacenadas sin riesgo a la pérdida de su
consistencia o la separacién de sus componentes. Lo anterior, se debi6 a una buena integracion de
los componentes y la buena la afinidad entre los mismos que permitieron crear interacciones
intermoleculares que se mantuvieron vigentes durante todo el tiempo de analisis como la
formacion de enlaces de hidrogeno. La densidad de los componentes usados en las formulaciones
fue similar entre si y por ello este no fue un factor relevante para la separacion de fases. En cuanto

a la formulacion F1 la separacion pudo ocurrir por diferencia entre las densidades de sus
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componentes y una mala integracion entre los mismos, el componente activo -C (apolar) pudo
sedimentarse debido a una mala actividad del surfactante utilizado (kolliphor) que no permitio una
buena integracién con los deméas componentes polares de la formulacion como el PBS.

Finalmente, sobre la estabilidad al ciclo térmico, bajo las condiciones del experimento, en
las formulaciones tipo F, la formulacion F1, asi como su vehiculo V1 mostraron cambios a nivel
espectral. Esto podria indicar algiun tipo de inestabilidad en sus componentes, asi como
interacciones intermoleculares o degradacion de estos. Parte de esta inestabilidad en F1 puede
deberse a la presencia de B-C, se sabe que, debido a su relacién estructural dentro de un mismo
grupo quimico, los componentes de los aceites esenciales se convierten facilmente entre si
mediante reacciones de oxidacion, isomerizacion, ciclacion o deshidrogenacion, desencadenadas
ya sea enzimatica o quimicamente por factores como la temperatura (Turek & Stintzing, 2013).
En general, en el monitoreo de extractos de plantas volatiles y la composicion de aceites esenciales
se ha demostrado que la estabilidad se pierde con un tiempo de almacenamiento prolongado, asi
como con un aumento de temperatura de 0 a 28 °C, 4 a 25 °C y 23 a 38 °C como fue el caso del
experimento (Turek & Stintzing, 2013). La formulacion F2 y su vehiculo mostraron ser estables
bajo las condiciones del experimento, al parecer bajo condiciones cortas de almacenamiento y
cambios brucos de temperatura el conjunto de DMSO y SS (componentes en mayor cantidad)
lograron estabilizar las mismas. En las formulaciones tdpicas los vehiculos VG1 y VU1 mostraron
ser inestables frente a sus formulaciones G1 y U1 bajo las condiciones del experimento; esto
indicaria que la presencia de los principios activos epazote y carvacrol mejoraban en conjunto con
los demas componentes la estabilidad de las formulaciones, por ende, su ausencia pudo influir en
su inestabilidad.

Sobre la actividad antileishmania in vitro, de los metabolitos secundarios analizados el
carvacrol y B-C, mostraron actividad contra promastigotes de L. (V.) braziliensis. El carvacrol fue
el compuesto mas potente del grupo de metabolitos ensayados, dando los menores valores de Clso
y Clgo obtenidos. Ademas, los datos de actividad antileishmania (ensayo y replica) para este
metabolito no muestran demasiada dispersion entre si como los datos de los demas metabolitos
ensayados; lo anterior indica que los ensayos con el carvacrol son reproducibles, también esta
propiedad podria estar derivada de la estabilidad quimica acufiada al carvacrol (Du et al., 2008).
Lo anterior es esperado, ya que se han reportado diferentes estudios que expone la potente

actividad antileishmania de compuestos derivados terpénicos, o fenoles como el carvacrol, p -
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cimeno, timol, carvona, limoneno y terpineno (Ezatpour etal., 2015) . Se sabe que los
monoterpenos como el carvacrol causan dafio estructural y funcional de la membrana celular. Al
ser altamente lipofilicos, pueden ser facilmente absorbidos por la membrana celular, provocando
asi la desestabilizacion de la bicapa de fosfolipidos, ademés pueden alterar la permeabilidad de las
membranas mitocondriales externas e internas de las células eucariotas, lo que lleva a efectos
apoptoticos. Tambien pueden inhibir las enzimas involucradas en el metabolismo de los protozoos,
como la enzima ubicua dihidrofolato reductasa (DHFR), que cataliza la reduccién dependiente de
NADPH de dihidrofolato a tetrahidrofolato, un precursor de los cofactores necesarios para la
biosintesis de purinas, dTTP y varios aminoacidos (Youssefi etal., 2019). Por su parte el
mecanismo de accion del B-C se desconoce actualmente (Soares et al., 2013). Por otro lado, el a-
terpineno no mostro actividad frente a promastigotes de L. (V.) braziliensis, esto concuerda con
resultados anteriores realizados en el grupo por (Herrera Laura, 2011) donde este metabolito no
mostré actividad frente a L.(V.) panamensis a la maxima concentracion evaluada . El extracto
liquido acuoso de epazote tampoco mostro actividad frente a promastigotes de L. (V.) braziliensis,
esto podria deberse a su presentacion comercial, como un extracto acuoso, diluido en agua, cuyos
componentes presentes podrian derivarse de cetonas, alcoholes responsables del color y olor de la
planta, pero no precisamente de los terpenos de interés a los que se les cufie su actividad bioldgica,
encontrados en el respectivo aceite esencial de C. ambrosioides (Tituafia, 2013).

En cuanto a las formulaciones tipo F y sus vehiculos, la formulacién mas activa contra
promastigotes de L. (V.) braziliensis fue F1. Esta actividad se pudo deber a la presencia del p-C
(compuesto activo) y al vehiculo, conjunto de factores que actuaron de manera eficiente. El
vehiculo V1 mostré actividad contra L. (V.) braziliensis, aunque esta fue menor con respecto a la
formulacion F1. Lo anterior puso en evidencia que a pesar de que V1 no contenia el principio
activo (B-C) el conjunto de todos sus componentes fue el adecuado y de esta manera estaria
potenciando el efecto de la formulacion. La actividad del vehiculo puede deberse a la presencia
del Kolliphor el cual es un solubilizante excepcional con atributos adecuados para formulaciones
parenteral y oral de moléculas poco solubles (Karl Kolter, 2019). En el caso de F2, la cual también
tiene como componente activo B-C no se observé actividad antileishmania en promastigotes, en
este caso los componentes del vehiculo (DMSO y SS) pudieron dificultar o perturbar la actividad
del B-C. Ninguna de las formulaciones tipo G y U, asi como sus vehiculos mostraron actividad

contra las formas promastigotes de L. (V.) braziliensis. Lo anterior es esperado para la formulacion
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tipo G y su vehiculo, ya que como se indicé el principio activo de estas (epazote) por si solo no
mostré ninguna actividad. Por otra parte, el resultado para U1 es inesperado puesto que el principio
activo que contenia fue el carvacrol (metabolito mas activo de los probados), se cree que la poca
concentracion del metabolito en la formulacién (3%) fue el causante de este resultado, asi como
los demas excipientes contenidos en la formulacion, que pudieron perturbar la actividad del
carvacrol.

En las células VERO y THP-1 el carvacrol y B-C mostraron ser los metabolitos secundarios
méas toxicos de los ensayados y el epazote, lo anterior coincide con estudios realizados
anteriormente donde se evidencian sus toxicidad (Herrera Laura, 2011). EL a-terpineno mostro
toxicidad en células VERO (CCsp < 200 pg/mL) a pesar de que en pruebas anteriores realizadas
por (Herrera Laura, 2011) solo ha tenido toxicidad en células THP-1. EI epazote no present6
toxicidad en ninguna linea celular ensayada (valores >300 pug/mL). En células VERO la F1 fue la
formulacién més toxica seguramente por la presencia de p-C tal como se evidencia al comparar su
toxicidad con la de su vehiculo V1. Caso contrario sucede en la linea celular THP-1, donde se
evidencia mayor toxicidad para el vehiculo que para la F1, seguramente por la presencia de
Kolliphor. En las formulaciones F2, G1, Ul y sus vehiculos se determiné baja o nula toxicidad
(valores de CCsoy CCgo por encima de 300 ug/mL). La nula toxicidad del F2 pudo deberse a una
estabilidad presentada por los compuestos que componen su vehiculo, haciendo que la actividad
del B-C disminuyera. En el caso de G1 y su vehiculo concuerda respecto a la poca toxicidad que
presentd en epazote (compuesto activo), mientras que en el caso del U1, su compuesto activo
(carvacrol) presento alta toxicidad, lo cual no se observo en U1, por ende, se cree que esto se pudo
deber a la baja concentracion utilizada del compuesto. En algunos casos los datos de réplica se
diferencian con los datos del ensayo, esta dispersion se pudo dar por una inestabilidad causada por
diferentes actividades bioldgicas al momento de la prueba.

Sobre la actividad antileishmania in vivo, de todos los grupos experimentales, sélo se
evidencid reduccién de tamafio de lesion durante todo el tratamiento para 2/3 ratones
correspondientes a los tratados con F1 y de 1/2 ratones para los tratados con G1. Lo anterior es
esperado para la formulacion F1, como se observd en los ensayos de actividad antileishmania in
vitro esta fue la formulacion mas activa. Este resultado in vivo puede deberse a la forma de
aplicacion de la formulacion, al ser esta intralesional el B-C se pudo acceder directamente la capa

de interés (dermis) donde se encuentran las formas amastigotes del paréasito, evitandole de esta
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forma pasos adicionales a la formulacion como su penetracion en la piel; lo anterior también
demuestra que el vehiculo usado para transportar el B-C fue el adecuado ya que no imposibilité la
entrega del principio activo en la zona de interés. La reduccion ocasionada por el tratamiento con
el gel G1 (conteniendo epazote) pudo deberse a la forma en la que administré la formulacion, al
ser este un gel, de facil absorcion y bien tolerada por los animales, contrario con lo obtenido in
vitro (donde el epazote fue inactivo). En este caso de G1 se pudo observar que no siempre hay
congruencia entre modelos, el epazote mostré actividad antileishmania in vivo, pero no in vitro. El
resto de las formulaciones (F2, U1l) no mostraron actividad antileishmania in vivo, esto pudo
deberse a que en ambas formulaciones el vehiculo no fue el adecuado para entregar el principio
activo, pudiendo afectar su disolucion, absorcion y biodisponibilidad (Kalasz & Antal, 2006), en
el caso de F2 al ser esta una solucion pudo ocurrir posibles descomposiciones quimica o pérdida
de potencia tal como menciona (Kalasz & Antal, 2006). En el caso de U1 factores como la perdida
de uniformidad de contenido o cambios de farmaco entrega (Kalasz & Antal, 2006).

Sobre los vehiculos, se pudo evidenciar que ninguno presentd actividad antileishmania in vivo,
esto se debe a que los excipientes usados en los vehiculos se usaron con el fin de disolver,
transportar, emulsionar y conservar la formulacion (Robles, 2011), sin embargo, la ausencia de su
principio activo ocasionara que no mostraran actividad, tal como se puede constatar con los
resultados in vitro. Interesante, con respecto al VU, se pudo observar en el seguimiento fotografico
que el vehiculo disminuyo el tamafio de la ulcera (mas no del nédulo), esto indica que posiblemente
posee propiedades cicatrizantes al ser este ungiiento oclusivo, permitiendo la humectacion de la
ulceray su posterior curacion. Esto coincide con el hecho de que los ungiientos son recomendados
para lesiones crénicas, con dermatosis localizadas, hiperqueratésicas y liquenificadas, ideal para
ablandar escamas y costras (Garcia et al., 2015)

En cuanto al andlisis estadistico de los datos obtenidos para el tamafio de lesiones tratados
con las formulaciones a 1, 5, 10, 17 dosis se observd que el tratamiento con F1 fue el mas
promisorio por mostrar el mayor % R de todos los tratamientos probados con un N >2 ratones (F1,
V1, G1, Ul). En el caso de tratamientos con un N =I ratones (F2, VGI, VUI), todas las
formulaciones aumentaron el tamafio de las lesiones respecto al control posiblemente debido a la
variabilidad del modelo de infecciéon usado (Neira et al., 2019). Por ende, se intuye que el
tratamiento con la formulacion F1 puede tenerse en cuenta para estudios posteriores, que

involucren su estudio para el mejoramiento de sus propiedades.
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Respecto a las caracteristicas histopatoldgicas inducidas en epidermis y dermis de ratones
BAL/c infectados con L. (V.) braziliensis después del tratamiento para cada una de las
formulaciones, se observo presencia de amastigotes en la dermis, asi como respuestas
inflamatorias, esto concuerda con los resultados in vivo debido al aumento del tamafio de las
lesiones y la no curacidn, indicativo de la poca efectividad de las formulaciones contra L. (V.)
braziliensis, Ademas los patrones histopatolégicos obtenidos fueron propios de la lesiones de
Leishmania (Neira et al., 2019).

Sobre la irritacion, los tratamientos con F1, V1, F3 via intradérmica fueron irritantes. En el
caso de F1y F3 lairritacion pudo ser ocasionada a partir de la 5 dosis por la presencia de p-C y el
Kolliphor a dosis de 100 pL de las formulaciones. La via de administracion también pudo haber
influido en la respuesta obtenida. Esto concuerda con los datos in vitro de citotoxicidad para F1
con un CCsp inferior a 3,0 pg/mL, dicha caracteristica toxica tambien fue obtenida en estudios
previos en el laboratorio CINTROP (Neira Laura etal., 2018). La toxicidad del Kolliphor
(Armacell, 2010) se pudo evidenciar en el tratamiento con V1 (20% Kolliphor, 80%PBS), el cual
demostrd irritacion a partir de la 5 dosis. La composicion de las formulaciones también influyo en
la respuesta de irritacion en los ratones, esto se evidencio en el tratamiento con V3, el cual poseia
los mismos excipientes de V1 pero en diferente cantidad (15% Kolliphor, 80% PBS), el cual pudo
ser determinante en la no irritacion. Respecto a las caracteristicas histopatoldgicas inducidas en
epidermis y dermis de ratones BALB/c sanos después del tratamiento para cada una de las
formulaciones, se observo presencia de infiltrado inflamatorio intenso en la dermis con
distribucion difusa en todas las formulaciones a excepcion de la formulacién V3 (focal), esto
concuerda con lo observado en los ratones.

Contrariamente, los tratamientos con las formulaciones F1, G1, Ul y sus vehiculos no
presentaron signos de irritacion al aplicarlos tdpicamente. Esto principalmente se pudo deber a la
forma de aplicacion, que pudo impedir que se presentara este tipo de irritacion, al ser mejor
tolerada por la piel, lo cual pudo impedir la inflamacion directa de la zona donde fueron aplicadas.
Lo anterior fue indicativo de que las formulaciones probadas no generan radicales libres aplicadas
por via topica lo cual impide el ataque a los fosfolipidos de las membranas de las células de la
epidermis, imposibilitando la degeneracién y perdida de funcionalidad (Benaiges, 2010). Respecto
a las caracteristicas histopatoldgicas inducidas en epidermis y dermis de ratones BAL/c sanos

después del tratamiento para cada una de las formulaciones, se observo presencia de infiltrado
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inflamatorio leve para F1 y V1 en la dermis con distribucion focal, esto demuestra que las
formulaciones podrian causar algun tipo de irritacion cutanea, pero bajo estas condiciones no
causan irritacion.

Finalmente, ninguna de las formulaciones indujo la fragmentacion del ADN ni la formacion
de micronucleos encontrandose solo valores minimos los cuales son considerados como
basales (Neira et al., 2016)

6. Conclusiones

e No se pudo obtener el ascaridol por problemas en el desarrollo de la sintesis, como luz y
eficiencia en la purificacion.

e Los metabolitos secundarios y extracto de epazote se disolvieron en solventes de su misma
naturaleza quimica.

e Se caracterizaron exitosamente los metabolitos secundarios mediante IR, UV-Vis, GC-MS.
Las formulaciones y sus respectivos vehiculos mostraron diferencias espectrales mediante
IR, provenientes por la ausencia del componente activo en los ultimos.

e La formulacion F1 y su vehiculo fueron estables térmicamente, el resto de las
formulaciones no lo fueron.

e La formulacion F2 y su vehiculo fueron estables a cambios bruscos de temperatura en
cortos tiempos (prueba de ciclo térmico), contrario a la F1 que fue inestable bajo estas
condiciones.

e El carvacrol y B-C fueron los metabolitos con mayor actividad frente a L. (V.) braziliensis.
Sin embargo, mostraron ser los metabolitos secundarios mas toxicos de los ensayados en
células VERO y THP-1.

e EI extracto liquido herbal de epazote y su formulacion no mostraron actividad
antileishmania

e La formulacion F1 fue la mas activa contra promastigotes de L. (V.) braziliensis. Sin
embargo, la formulacion F1y su vehiculo presentaron toxicidad en células VERO y THP-
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1, el resto formulaciones y vehiculos no mostraron actividad citotoxica en estas lineas
celulares bajo las concentraciones ensayadas.

El tratamiento con F1 y G1. mostro reduccion de tamafio de lesiones

El tratamiento con F1 fue el mas promisorio por mostrar el mayor % R de todos los
tratamientos probados con un N >2 ratones.

Los tratamientos con F1, V1, F3 via intradérmica fueron irritantes, sin embargo, no
presentaron signos de irritacion al ser evaluados topicamente.

Ninguna de las formulaciones indujo la fragmentacion del ADN ni la formacion de
micronucleos.

Como trabajo futuro se sugiere un mayor estudio a la formulacion F1, la cual fue la més
prometedora de las formulaciones desarrollas, realizando variaciones porcentuales en su
composicion que puedan potenciar el efecto del B-C. De igual modo en los ensayos in vivo
se sugiere un aumento en el nimero de ratones tratados con esta formulacién, que permitan
ver un mejor comportamiento en cuanto a la disminucién de las lesiones. Se sugiere iniciar
el tratamiento en ratones cuyas lesiones tengan tamafios cercanos entre si, con poca
dispersion. Se sugiere el desarrollo de formulaciones que contengan carvacrol via
intralesional que busquen aprovechar la actividad antileishmania determinada in vitro para

este metabolito.
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