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TBP: proteína de unión a TATA 

TDR1: reductasa dependiente de tionas I 

TEA: trietanolamina 

TEM: microscopía electrónica de transmisión 

TGFβ: factor de crecimiento transformante beta 

Th1/Th2: células T helper 1 y 2 

THP-1: línea celular humana monocítica 

TNFα: factor de necrosis tumoral alfa 

TRITRYDB: base de datos de genomas de tripanosomátidos 

TRIzol: reactivo para extracción de ARN 

TryR: tripanotion reductasa 

TXNPx: peroxidasa de triparedoxina 

U 

UEA: unidad experimental en animales 

UV: ultravioleta 

V 

VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular 

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana 
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W 

WT: cepa tipo salvaje (wild-type) 

 

Lista de unidades 

% p/v: porcentaje peso/volumen 

°C: grados Celsius 

cps: centipoise (unidad de viscosidad) 

g/mol: gramos por mol (unidad de peso molecular) 

G*: módulo complejo o dinámico 

G’: módulo elástico o de almacenamiento 

G”: módulo viscoso o de pérdida 

Hz: hertz (unidad de frecuencia) 

kPa: kilopascal (unidad de presión) 

LogP: logaritmo del coeficiente de partición octanol/agua 

mg/kg: miligramos por kilogramo 

mg/mL: miligramos por mililitro 

mM: milimolar (concentración molar) 

mV: milivoltios 

nm: nanómetros 

R²: coeficiente de correlación 

Tc: límite de esfuerzo 

UA: unidades arbitrarias 

µg/cm²/h: microgramos por centímetro cuadrado por hora (flujo) 
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Resumen 

 

Título: Eficacia, seguridad y efecto inmunomodulador del tratamiento tópico con miltefosina en 

ratones con leishmaniasis cutánea resistentes/susceptibles al fármaco.1 

 

Autor: Laura Fernanda Neira Fuentes*2 

 

Palabras Clave: Dosis-respuesta, Histopatología, Inmunomodulación, Leishmaniasis cutánea, 

Miltefosina, Resistencia, Toxicidad, Tratamiento tópico. 

Introducción: La leishmaniasis cutánea (LC) en América Latina representa un problema de salud 

pública debido a la heterogeneidad de la enfermedad, los riesgos de diseminación y los 

inconvenientes de los pocos tratamientos existentes. La reformulación de la miltefosina (MTF), 

utilizada en cápsulas orales a formulaciones tópicas constituye una opción a corto plazo. Objetivo: 

diseñar una formulación conteniendo MTF para uso tópico y evaluar su eficacia, seguridad y el 

efecto inmunomodulatorio. Complementariamente, se generaron y caracterizaron cepas resistentes 

al fármaco. Metodología: se prepararon hidrogeles de MTF(p/v%) y se determinaron sus 

propiedades fisicoquímicas, estructurales, reológicas y funcionales evaluando color, consistencia, 

pH, viscosidad, porosidad, tamaño de partículas, capacidad de liberación de compuestos. La 

actividad antileishmania se evaluó in vitro y en ratones BALB/c infectados con L. amazonensis. 

Se determinó la citotoxicidad e irritación/corrosión en piel de ratón. El efecto inmunomodulador 

se evaluó in situ determinando la liberación de citoquinas. Se realizaron análisis histopatológicos 

y ultraestructurales. Se generaron cepas resistentes por presión selectiva del fármaco y se 

caracterizaron según su el índice de resistencia, infectividad, expresión de marcadores genéticos, 

producción de especies reactivas de oxígeno (ROS), y cuantificación de cuerpos lipídicos. 

Resultados: Los hidrogeles fueron transparentes, incoloros, con pH entre 5,84−7,56, y estructura 

reticulada porosa, siendo estables hasta 11 meses a 4 y 25°C. Los hidrogeles al 0,5%, 1,0% y 1,5% 

mostraron un efecto dosis respuesta en su eficacia estética y parasitológica con valores de CE50 de 

4,45 mM y 4,92 mM respectivamente. Se observó papilomatosis temporal, aumento de mastocitos, 

células gigantes y granulomas, y disminución del infiltrado inflamatorio y parásitos. 

Ultraestructuralmente se notaron macrófagos sin parásitos y vacuolas con material electrodenso. 

Se disminuyó la liberación de IL-4, TNFα y VEGF. Las cepas resistentes se generaron en 8 

semanas con índices de resistencia de 5 a 8 en promastigotes, amastigotes y aislados de ratones. 

Se encontraron niveles de transcripción heterogéneos de varios genes, disminución en la 

producción de ROS y variación en la concentración de cuerpos lipídicos. Conclusión: la 

formulación tópica de MTF es una alternativa prometedora y segura para el tratamiento de la LC 

con potencial para ser evaluada en ensayos clínicos en humanos. 

  

 
1 Tesis doctoral 
2 Facultad de Salud. Escuela de Medicina.  Directora: Patricia Escobar Ph.D.  
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Abstract 

Title: Efficacy, safety, and immunomodulatory effect of topical treatment with miltefosine in mice 

with drug-resistant/susceptible cutaneous leishmaniasis.3 

 

Author: Laura Fernanda Neira Fuentes4 

 

Key Words: Dose-response, Histopathology, Immunomodulation, Cutaneous leishmaniasis, 

Miltefosine, Resistance, Toxicity, Topical treatment 

 

Introduction: Cutaneous leishmaniasis (CL) in Latin America represents a public health issue due 

to the heterogeneity of the disease, the risks of dissemination, and the challenges posed by the 

limited available treatments. Reformulating miltefosine (MTF), currently used in oral capsules, 

into topical formulations, offers a short-term solution. Objective: To design a formulation 

containing MTF for topical use and evaluate its efficacy, safety, and immunomodulatory effects. 

Additionally, drug-resistant strains were generated and characterized. Methodology: MTF (w/v%) 

hydrogels were prepared, and their physicochemical, structural, rheological, and functional 

properties were determined by evaluating color, consistency, pH, viscosity, porosity, particle size, 

and compound release capacity. The antileishmanial activity was assessed in vitro and BALB/c 

mice infected with L. amazonensis. Cytotoxicity and irritation/corrosion were determined using 

mouse skin. The immunomodulatory effect was evaluated in situ by measuring cytokine release. 

Histopathological and ultrastructural analyses were performed. Drug-resistant strains were 

generated through selective drug pressure and characterized based on resistance index, infectivity, 

expression of genetic markers, production of reactive oxygen species (ROS), and quantification of 

lipid bodies. Results: The hydrogels were transparent and colorless, with a pH ranging from 5.84 

to 7.56, and a porous reticulated structure, remaining stable for up to 11 months at 4°C and 25°C. 

The 0.5%, 1.0%, and 1.5% hydrogels showed a dose-response effect in their aesthetic and 

parasitological efficacy, with EC50 values of 4.45 mM and 4.92 mM, respectively. Temporary 

papillomatosis, increased mast cells, giant cells, and granulomas, and reduced inflammatory 

infiltrates and parasites were observed. Ultrastructurally, macrophages without parasites and 

vacuoles containing electron-dense material were noted. The release of IL-4, TNFα, and VEGF 

was reduced. Drug-resistant strains were generated within 8 weeks, with resistance index ranging 

from 5 to 8 in promastigotes, amastigotes, and mouse isolates. Heterogeneous transcription levels 

of various genes decreased ROS production, and variations in lipid body concentration were found. 

Conclusion: The topical MTF formulation is a promising and safe alternative for treating CL, with 

potential to be tested on clinical assays. 

 

 

 

_________________________________ 
3 Doctoral theses 
4 Faculty of Health. School of Medicine. Director: Patricia Escobar Ph.D. 
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Introducción  

La leishmaniasis representa un desafío en la salud pública global donde más de 1000 

millones de personas viven en zonas endémicas corriendo el riesgo de contraer la infección y 

algunas de desarrollar la enfermedad. Se estima que cada año se producen 30000 nuevos casos de 

leishmaniasis visceral (LV) y entre 0,7 y 1 millón de nuevos casos de leishmaniasis cutánea (LC). 

La LC, es la manifestación clínica más frecuente, provoca lesiones cutáneas, ulcerosas, en las 

zonas expuestas del cuerpo, que pueden dejar cicatrices de por vida y causar discapacidad grave o 

la estigmatización de la persona. Alrededor del 95% de los casos se producen en las Américas, la 

cuenca del Mediterráneo, Oriente Medio y Asia Central. (OMS, 2023). Esta enfermedad 

parasitaria, transmitida por mosquitos infectados del género Lutzomyia en el Nuevo Mundo, afecta 

principalmente a poblaciones en áreas rurales con acceso limitado a servicios de salud. A pesar de 

los avances en el tratamiento, las opciones terapéuticas disponibles presentan desafíos 

significativos, incluyendo toxicidad, costos elevados y protocolos de tratamiento prolongados que 

resultan en baja adherencia y accesibilidad. 

En este contexto, la miltefosina (hexadecilfosfocolina, MTF), desarrollada originalmente 

como un fármaco anticancerígeno y posteriormente registrado como el primer medicamento de 

uso oral en leishmaniasis y utilizada como tratamiento de LC y su forma visceral (LV) en 

Argentina, Bolivia, Colombia, Ecuador, Guatemala, Honduras, México, Paraguay, Perú y los 

Estados Unidos (Suntoyo et al., 2018). Sin embargo, su aplicación ha sido principalmente oral, 

evidenciando algunas limitaciones del fármaco tales como i. disminución de la eficacia 

(reactivación y aparición de cepas resistentes) como ha sido reportado en países como la India y 

Nepal debido probablemente a la vida media del fármaco y a su uso como mototerapia (Bryceson, 

2001; Dorlo et al., 2012; Sundar et al., 2012; Srivastava et al., 2017); su potencial teratogénico que 
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conlleva a las mujeres en edad fértil evitar el embarazo durante y hasta cuatro meses después del 

tratamiento (Dorlo et al.,2012), iii. reacciones adversas frecuentes como vomito, náuseas, diarrea 

y dolores abdominales en 62% de los pacientes y efectos hepato y nefrotóxicos leves transitorios 

en 10-15% de los pacientes tratados con MTF oral (Rahman et al., 2011) y iv, problemas de 

accesibildiad dificultando el cumplimiento del esquema de tratamiento (Sundar et al., 2002; 

Sunyoto et al., 2018) su eficacia varía ampliamente, con tasas de éxito que oscilan entre el 33% y 

el 94% en diferentes formas clínicas de la enfermedad (Garnier & Croft, 2002; Sundar et al., 2002; 

Soto et al.,2004; Rubiano et al., 2012). Estas limitaciones resaltan la necesidad de investigar más 

a fondo sobre su uso, especialmente en formulaciones tópicas que podrían ofrecer un perfil de 

seguridad mejorado y una aplicación más accesible en comparación con los métodos tradicionales 

de administración. 

Dado el contexto problemático de los tratamientos sistémicos y la necesidad de optimizar 

el tratamiento de la LC, este estudio evaluó el uso tópico de la MTF. La administración tópica no 

solo podría mitigar los efectos adversos asociados con la administración sistémica, sino que 

también podría ofrecer una alternativa más accesible y fácil de administrar, especialmente en áreas 

remotas con acceso limitado a servicios médicos. Además, el enfoque tópico permite una 

concentración del fármaco directamente en el sitio de la infección, aumentando la eficacia local 

mientras se reducen las dosis requeridas y, por ende, los efectos secundarios sistémicos. Por lo 

tanto, este estudio se centra en evaluar la eficacia, seguridad y efectos inmunomoduladores de la 

MTF tópica en modelos experimentales, con el propósito de proporcionar una base sólida para 

futuros estudios clínicos.  
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El objetivo principal de esta tesis es evaluar la eficacia, seguridad y el efecto 

inmunomodulador del tratamiento tópico con MTF en ratones infectados con cepas de L. 

amazonensis susceptibles y resistentes a este fármaco.  

Específicamente, este estudio se planteó:  

1. Diseñar y caracterizar fisicoquímica, estructural y funcionalmente una formulación tópica 

que contenga MTF para su uso directo en las lesiones de LC. 

2. Determinar la eficacia terapéutica (Dosis-respuesta) de la MTF tópica en reducir la carga 

parasitaria y tamaño de las lesiones de LC, en el modelo murino. 

3. Investigar los efectos inmunomoduladores del tratamiento, analizando cambios 

histopatológicos e inmunológicos en las lesiones tratadas. 

4. Explorar mecanismos de resistencia en cepas de Leishmania que han mostrado resistencia 

a la MTF, buscando entender cómo el parásito evade la acción del fármaco. 

Esta tesis se encuentra dividida en cuatro capítulos, que abordan aspectos teóricos y 

técnicos del tratamiento con MTF, ofreciendo nuevas perspectivas sobre su aplicación y los 

mecanismos de acción y resistencia. 

En el Capítulo 1, se aborda el diseño y caracterización fisicoquímica, estructural y 

funcional de un hidrogel de MTF diseñado para su aplicación tópica. Este enfoque busca superar 

las limitaciones de los tratamientos sistémicos convencionales, como la toxicidad y la baja 

adherencia, ofreciendo una alternativa más segura, accesible y eficaz. La formulación tópica no 

solo proporciona una acción localizada y directa sobre las lesiones, sino que también simplifica el 

esquema terapéutico y reduce significativamente los costos, especialmente en áreas endémicas. En 

este capítulo se realizó una caracterización detallada del hidrogel, evaluando aspectos 

organolépticos tales como color, olor, aspecto, consistencia, pH, viscosidad, estructura interna del 
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hidrogel, composición química, distribución de la MTF en la formulación, el hidrogel como 

sistema de liberación de compuestos, el dimetilsulfóxido (DMSO) y MTF como potenciadores de 

la permeación, toxicidad in vivo e in vitro,  actividad antileishmania in vitro y la estabilidad del 

hidrogel a diferentes temperaturas hasta por 11 meses. Los resultados encontrados en este capítulo 

son clave para asegurar la eficacia y seguridad del hidrogel en condiciones controladas. Los 

hallazgos de este trabajo abren la puerta a la siguiente fase del desarrollo, la realización de ensayos 

clínicos, donde se podrá validar su eficacia y seguridad en un contexto clínico. Este proceso es 

esencial para llevar esta formulación innovadora desde el laboratorio hasta el paciente, marcando 

un paso importante en el tratamiento de la LC. 

En el Capítulo 2, se describe la dosis-respuesta de la MTF aplicada tópicamente en ratones 

BALB/c infectados con L. amazonensis. El capítulo inicia con la estandarización del modelo 

murino, en el cual se realizó la identificación molecular de la especie de Leishmania, seguido de 

la inducción de lesiones de LC en ratones BALB/c, determinando tiempo y velocidad de 

crecimiento de las lesiones (ulcera/nódulo). Además, se realizó la validación de la reacción en 

cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR) para determinación de carga parasitaria de las 

lesiones de los animales. Con el modelo estandarizado, sé evaluó la efectividad del tratamiento 

tópico de MTF, evaluando cuatro concentraciones de MTF tópica (0,06 a 1,5 %p/v) realizando un 

análisis de dosis respuesta teniendo en cuenta los porcentajes de reducción del tamaño de las 

lesiones, carga parasitaria, improntas y biopsias. Con los resultados encontrados en este trabajo, 

se pudo establecer una dosis óptima de la MTF aplicada vía tópica, la cual demuestra su eficacia 

terapéutica mientras minimiza los efectos adversos, los cuales se podrían adaptar al tratamiento 

utilizando dosis que sean efectivas y seguras para humanos en estudios clínicos posteriores. 
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El capítulo 3 de esta tesis, se examinó en profundidad el efecto in situ de la MTF tópica en 

un modelo murino de LC, desde el inicio del tratamiento (D0), pasando por la mitad (D12) y el 

final (D25), hasta los 60 días postratamiento (p.t.). Se buscó establecer biomarcadores 

histopatológicos, ultraestructurales e inmunológicos relacionados con el mecanismo de acción de 

la MTF sobre las lesiones cutáneas y la respuesta inmunitaria del ratón. Durante el tratamiento, se 

realizaron biopsias para analizar los cambios histopatológicos en la epidermis y dermis. Además, 

se empleó la microscopía electrónica de transmisión (TEM) para observar alteraciones 

ultraestructurales en los macrófagos y amastigotes. Por último, se llevó a cabo un análisis 

inmunológico en homogenizados de las lesiones, cuantificando la liberación de citocinas pro y 

antiinflamatorias, observándose variaciones en el perfil de citocinas entre la piel infectada, tratada 

con MTF y piel sana. Este cambio no solo demuestra la capacidad de la MTF para reducir la 

inflamación, sino que también destaca su función inmunomoduladora, ajustando la respuesta 

inmune del ratón para mejorar su defensa. Así, este capítulo aporta una comprensión más profunda 

de cómo la MTF actúa directamente sobre el parásito, promoviendo una recuperación integral del 

tejido dañado y modulando el ambiente inmunológico para favorecer una curación más completa 

y duradera de las lesiones cutáneas en este modelo de LC. 

Finalmente, en el capítulo 4 se aborda un análisis de los mecanismos de resistencia de L. 

amazonensis frente a la MTF. Mediante una combinación de metodologías in vitro e in vivo, este 

estudio exploró las características biológicas y moleculares de la resistencia. Se generaron cepas 

resistentes de L. amazonensis incrementando gradualmente las concentraciones de MTF, y su 

resistencia fue evaluada utilizando ensayos de inhibición de crecimiento con resarzurina para 

determinar las concentraciones inhibitorias (IC50) y calculando los índices de resistencia. 

Asimismo, se investigó la resistencia cruzada con otros fármacos antileishmania y se examinaron 
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los cambios en la expresión génica relacionados con la resistencia mediante RT-qPCR. También 

se evaluó la capacidad de las cepas resistentes para infectar y causar enfermedad en modelos de 

ratón BALB/c, lo que permitió obtener una visión sobre la virulencia y patogenicidad en relación 

con la resistencia. Este capítulo, además de incluir la caracterización molecular realizada en el 

Instituto René Rachou de Fiocruz utilizando técnicas como citometría de flujo y microscopía 

confocal, demostró cómo L. amazonensis se adapta para sobrevivir a la MTF. Esto resalta la 

necesidad urgente de desarrollar estrategias terapéuticas que puedan superar o mitigar la 

resistencia a la MTF. 

Teniendo en cuenta lo anterior, los resultados obtenidos de esta tesis doctoral, proporciona 

una visión integral sobre el potencial terapéutico de la MTF reformulada en un hidrogel de 

administración tópica para el tratamiento de la LC. Además de proponer una alternativa más segura 

y eficaz, los resultados de este trabajo abren la puerta a tratamientos combinados que podrían 

potenciar la acción de la MTF, mejorando la eficacia terapéutica y reduciendo la aparición de 

resistencia. Lo más relevante de este estudio es que, al formar parte de la fase preclínica, sienta las 

bases para trasladar los hallazgos desde la práctica de laboratorio a un producto potencialmente 

utilizable en la clínica. Este proceso culminará en un ensayo clínico aprobado por el Ministerio de 

Ciencia y tecnología (Minciencias), llevando esta formulación innovadora desde el laboratorio 

hasta su aplicación en pacientes humanos.   
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1. Caracterización fisicoquímica, estructural y funcional de un hidrogel de miltefosina para 

el tratamiento tópico de la leishmaniasis cutánea 

1.1 Tratamientos tópicos: uso tópico de MTF, hidrogeles, potenciadores de la permeación 

1.1.1 Estrategias terapéuticas en LC 

La LC es un conjunto de enfermedades caracterizadas por presentar diferentes tipos de lesiones en 

la piel. Se observan desde lesiones únicas, a múltiples, pápulas, nódulos, úlceras de diferentes 

tamaños y formas, pudiendo ser asintomática o presentar formas diseminadas a mucosa. 

Representan un desafío para la salud pública global, especialmente en regiones endémicas donde 

los recursos son limitados y la carga de la enfermedad es alta (OMS, 2023). La variabilidad en la 

presentación clínica de la LC refleja la diversidad de especies de Leishmania involucradas y la 

complejidad de la respuesta inmune del huésped. Aunque algunas lesiones pueden resolverse sin 

intervención, el tiempo prolongado hacia la curación y el estigma asociado con la cicatrización 

recalcan la necesidad de tratamientos más efectivos y accesibles. Los tratamientos actuales, son 

pocos, de efectividad variable, con limitaciones significativas debido a la toxicidad, la duración 

del tratamiento y el requerimiento de su administración parenteral, lo que resulta en el 

incumplimiento de los esquemas de tratamientos. Además, la resistencia emergente resalta la 

urgencia de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas.  

La guía actualizada de la Organización Panamericana de la Salud (siglas en inglés, PAHO) 

establece una estrategia diferenciada basada en evidencia para el tratamiento de la LC en el Nuevo 

Mundo (NM), adaptándose a las características clínicas y epidemiológicas de la enfermedad 

(PAHO, 2022). Este enfoque contempla las variaciones en la forma clínica de la leishmaniasis, la 

especie de Leishmania involucrada, la ubicación geográfica, y considera de manera específica la 

edad del paciente. Para los adultos, destaca el uso intralesional (IL) de antimoniales pentavalentes 
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(SbV) en casos localizados por L. braziliensis y L. amazonensis. La miltefosina (MTF) se 

recomienda para tratar a L. panamensis, L. mexicana, L. guyanensis, y L. braziliensis. Por otro 

lado, el isetionato de pentamidina (PMD), la termoterapia y la paromomicina (PAR) son 

recomendados de manera condicional para ciertas especies. En población pediátrica, la MTF y la 

PM se sugieren para las mismas especies. Los tratamientos abarcan desde los SbV, la anfotericina 

B liposomal (AmB-L), MTF, y PMD de uso sistémico, hasta tratamientos localizados como los 

SbV aplicados IL, la PAR utilizada tópicamente en crema o ungüento y la termoterapia y la 

radiofrecuencia. Estos nuevos enfoques permiten una gestión efectiva de la LC-NM, enfatizando 

la importancia de una selección de tratamiento que responda a las necesidades específicas de cada 

grupo poblacional y considerando situaciones especiales como el embarazo y la inmunosupresión.  

El esquema de tratamiento con SbV suele ser de 20 mg/kg/día por 20 a 30 días. Este tratamiento 

tiene restricciones y presenta efectos adversos que van desde síntomas gastrointestinales y 

musculoesqueléticos a efectos graves como cardiotoxicidad, alteraciones hepáticas y renales. Los 

SbV aplicados IL pueden causar dolor y reacciones locales (Brito et al., 2019). La AmB-L es 

aprobada por la Administración Federal de Medicamentos (siglas en inglés, FDA) y ha demostrado 

una alta eficacia a 2−3 mg/kg/día por hasta una dosis acumulada de 60 mg/kg y máxima diaria de 

250 mg, pero su uso en LC muestra variabilidad en las tasas de curación entre 46 a 88%, 

dependiendo de la especie de Leishmania y las dosis utilizadas, lo que resalta la necesidad de más 

estudios (Naeem et al., 2021). La MTF de uso oral representa un avance significativo en el 

tratamiento de la leishmaniasis por su facilidad de administración y ha mostrado tasas de curación 

entre 53 a 91% que varían según la especie de Leishmania y la región geográfica (Soto et al., 

2004). El esquema de tratamiento recomendado de la MTF es 1,5 a 2,5 mg/kg/día, con dosis 

máxima de 150 mg diarios, durante 28 días (PAHO, 2022). Los eventos adversos a nivel 
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gastrointestinal y el potencial daño teratogénico limitan su uso, requiriendo medidas 

anticonceptivas estrictas en mujeres en edad fértil (durante y cuatro meses después del tratamiento) 

y monitoreo de la función hepática y renal. La PMD es otro agente antileishmania utilizada con 

dosis de 3 a 4 mg/kg/día vía intramuscular o endovenosa, en 4 dosis, por 5 a 7 días en días alternos, 

su uso es limitado por sus efectos secundarios como nefrotoxicidad, riesgo de diabetes y 

alteraciones cardíacas (Chakravarty et al., 2019; Garza-Tovar et al., 2020). 

1.1.2 Los tratamientos localizados en LC-NM  

La LC se caracteriza por presentar lesiones en la piel observables a simple vista. Sin embargo, a 

diferencia de algunas infecciones superficiales de la piel, los parásitos de Leishmania residen 

intracelularmente en macrófagos de la capa dérmica (interna) de la piel. Los tratamientos 

localizados ya sean físicos o con fármacos deben acceder hasta el sitio donde habitan los parásitos. 

Bajo esta premisa, los tratamientos localizados, orientados hacia las lesiones de LC, podrían 

representar una opción prometedora en algunos casos de LC con múltiples beneficios en 

comparación con las terapias sistémicas. Estos tratamientos permitirían disminuir los efectos 

secundarios resultantes de la toxicidad de los tratamientos convencionales, simplificarían el 

régimen terapéutico facilitando la adherencia de los pacientes al tratamiento y evitarían 

biotransformación de los fármacos en el hígado, resultando en una eficacia localizada (Severino et 

al., 2022). Desde una perspectiva económica la disminución de la concentración del fármaco y de 

los gastos de hospitalización reduciría los costos de tratamiento especialmente en regiones donde 

la LC es endémica y los recursos son limitados (Carneiro et al., 2012).  

Entre los tratamientos localizados físicos para la LC, se encuentran la termoterapia y crioterapia, 

utilizan calor o frío para destruir los amastigotes intracelulares directamente. La termoterapia 

consiste en la aplicación local de calor a 50 °C durante 30 segundos en una sola aplicación o con 
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aplicaciones repetidas hasta por 4 semanas. Ha mostrado una eficacia del 70% en estudios clínicos 

de L. braziliensis, L. tropica, L. major y L. mexicana (Cardona-Arias et al., 2015). En la crioterapia, 

se rocía nitrógeno líquido durante 5 a 20 segundos hasta que la lesión parezcan congelados en una 

o varias sesiones y ha mostrado eficacia clínica del 17% en L. braziliensis y hasta 84% en L. major 

(Soto et al., 2013; Mosleh et al., 2008). Otro tratamiento, es la terapia laser que consiste en inducir 

fototermólisis selectiva de las lesiones cutáneas lo que permite una destrucción localizada de los 

tejidos infectados sin afectar significativamente los tejidos circundantes, reportando eficacia hasta 

del 90% en pacientes con LC por L. major (Omidian et al., 2019). Por otro lado, las infiltraciones 

con SbV-IL han sido utilizadas mostrando tasas significativas de curación. Estudios demostraron 

que las inyecciones intralesionales de SbV presentan una tasa de curación que varía entre el 57% 

con una dosis de 3 inyecciones (81 mg Sb/mL) y el 73% con 5 inyecciones (650 μg Sb/8 μL por 

mm² de área de lesión por día) en pacientes bolivianos con lesiones de L. braziliensis, debido a su 

capacidad de concentrar el fármaco directamente en el sitio infectado, lo que permite una acción 

más directa y potente contra el parásito (Soto et al. 2013; Soto et al., 2016). 

Finalmente están los tratamientos tópicos aplicados sobre las lesiones. Estos últimos constituyen 

un verdadero reto farmacéutico debido a que deben garantizar que el principio activo atraviese el 

estrato córneo (SC) y acceda los macrófagos infectados en la dermis. Por lo tanto, es necesario 

diseñar un tratamiento dérmico/transdérmico los cuales, si bien son aplicados en piel, los 

componentes de la formulación deben permitir que sus compuestos activos atraviesan las capas 

externas de la piel y llegar a la dermis o a los órganos internos. 

Diversos tratamientos dermatológicos han sido evaluados en pacientes con LC-NM como el 

ungüento de PAR al 15%, un antibiótico aminoglucósido que ha demostrado efectos 

antileishmania desde la década de 1960, siendo investigado también como crema en combinación 
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con otros compuestos como el cloruro de metilbencetonio (MBCl) al 12%, urea al 10% y 

gentamicina al 0,5% como potenciadores de la permeación (PPP) o antibióticos (Asilian et al., 

2003). La eficacia del tratamiento tópico con PAR con o sin PPP en LC-NM ha presentado 

eficacias que van desde el 20 al 90 % en diferentes estudios. En un estudio reciente, la PAR al 

15% ha sido formulada en la pomada de Aquaphilic (mezcla de emolientes como urea, ácido 

láctico, lauril sulfato de sodio, propilenglicol, parabenos) fue aplicada 1 vez al día por 20 días 

ocluyendo la lesión en pacientes con LC causada por L. braziliensis, mejoró la eficacia con una 

tasa de curación del 77,5%, superior al control positivo de PMD aplicada IL que fue de 70% (Soto 

J et al., 2019). El ungüento de PAR al 15% y MBCL al 12 % administrado 20 veces (durante 10 o 

20 días) en 52 pacientes ecuatorianos con LC-NM, mostró tasas de curación de 72% después de 

50 días de seguimiento (Krause et al., 1994). En otro estudio en pacientes de Guatemala, el 

ungüento PAR al 15% y MBCl al 12% aplicada dos veces al día durante 20 días mostró tasas de 

curación del 54%, 2,17 veces superior al del grupo placebo (Arana et al., 2001). En un estudio fase 

III realizado en Colombia en pacientes con LC con L. panamensis y L. braziliensis, pacientes 

tratados con PAR/MBCL (15%/12%) tópico dos veces al día durante 10 días más Sbv 

intramuscular (20 mg Sb/kg/día) por 7 días, mostró una eficacia del 58%, mientras que los 

pacientes tratados con el mismo tratamiento tópico y Sbv intramuscular por solo 3 días, tuvo una 

eficacia del 20% (Soto et al., 1998).  

El uso de imiquimod como tratamiento tópico en la LC ha mostrado resultados prometedores 

cuando se combina con SbV. En un estudio realizado en Perú, en pacientes infectados por L. 

braziliensis y L. peruviana, la combinación de imiquimod tópico al 7.5% y SbV (20 mg/kg/día) 

durante 20 días logró una eficacia del 100% a los 3 meses, superando al tratamiento con SbV solo 

(57%) y al imiquimod solo, que no logró mantener la curación (Arévalo et al., 2007). De manera 
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similar, en pacientes con leishmaniasis resistente a SbV, la combinación de imiquimod al 5% 

aplicado cada dos días y SbV durante 20 días alcanzó una tasa de curación del 90% a los 6 meses 

(Arévalo et al., 2001). Otro estudio en Perú, con 80 pacientes infectados por L. braziliensis, L. 

peruviana y L. guyanensis, comparó la combinación de imiquimod al 5% aplicado tres veces por 

semana con SbV, logrando una tasa de curación del 75% a los 12 meses (Miranda-Verastegui et 

al., 2009). La AmB ha sido utilizada en formulaciones tópicas, como la emulsión aceite en agua 

de AmB al 3% (Anfoleish) aplicada tópicamente en pacientes colombianos con LC-NM no 

complicada causada por L. panamensis, L. braziliensis y L. guyanensis mostró tasas de curación 

del 39,4% (López et al., 2018). Otras formulaciones tópicas han sido evaluadas en algunos 

modelos experimentales en LC. Los geles y emulsiones conteniendo el compuesto buparvacuona 

(BPQ), una hidroxilnaftoquinona con actividad antiprotozoaria, y su profármaco 3-fosfono-

oximetil-buparvacuona (3-POM-BPQ) han sido eficaces reduciendo la carga parasitaria y tamaño 

de la lesión por L. major (Mantyla et al., 2003; Garnier et al., 2007). Ungüentos conteniendo 

morfina, conocida por sus propiedades inmunomoduladoras, redujeron el tamaño de lesión a 4,81 

± 3,22 mm en comparación con el control 8,95 ± 5,71 en ratones con LC por L. major (Alavi-Naini 

et al., 2008; Ghaffarpasand et al., 2016). Asimismo, apósitos de alcohol polivinílico conteniendo 

el arteméter (derivado de la artemisinina) un fármaco antiparasitario, aplicado a 25 µg /100µL por 

3 semanas sobre las lesiones en ratones BALB/c con LC por L. major, mostró efectos anti-

Leishmania reduciendo en un 77,1% el tamaño de las lesiones (Ebrahimisadr et al., 2014). Se ha 

demostrado que un gel conteniendo SbV encapsulado en liposomas nanodeformables (NDL) 

mejora hasta cuatro veces la actividad in vitro contra amastigotes intracelulares de L. tropica en 

comparación con SbV en solución (Dar et al., 2018). Otros estudios con ratones BALB/c infectados 

con L. panamensis y L. braziliensis, se administraron dosis de 150, 50 y 16,6 mg SbV/kg/día 
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durante 29 días. La dosis más alta alcanzó una eficacia del 66.6% en L. panamensis y del 33.3% 

en L. braziliensis, aunque se observó reactivación de lesiones en algunos ratones curados 

estéticamente (Vera et al., 2021). Finalmente, Los tratamientos tópicos con azoles, como el 

ketoconazol (KTZ), han mostrado una eficacia variable en el tratamiento de la LC. En un estudio 

con ratones BALB/c infectados con L. braziliensis y L. panamensis, se evaluaron formulaciones 

tópicas de ketoconazol en concentraciones de 2%, 10% y 15% en gel, crema y lipogel. Aunque 

estas formulaciones demostraron una actividad in vitro significativa contra promastigotes (IC50 < 

11,10 µg/mL), no lograron curar las lesiones en los ratones (Veral et al., 2018). Por otro lado, en 

otro estudio se combinó SbV y liposomas de KTZ para tratar L. mexicana. Esta combinación mejoró 

notablemente la permeación cutánea y redujo la carga parasitaria en 35,33 veces comparado con 

SbV en solución, demostrando un efecto sinérgico entre los dos fármacos (Dar et al., 2020; Vera et 

al., 2018). 

 

1.1.3 La MTF como una opción de tratamiento tópico en LC 

1.1.3.1 Estructura de la MTF 

La MTF es una alquilfosfocolina, desarrollada originalmente como medicamento paliativo para 

las metástasis cutáneas del cáncer de mama (Eibl & Unger, 1990). Su nombre químico es hexadecil 

2- (trimetilazaniumyl) etil fosfato, también conocido como hexadecilfosfocolina (Figura 1). Es un 

compuesto anfifílico y zwitteriónico debido al grupo de amina cuaternaria cargada positivamente 

(cargada permanentemente) y al grupo fosforilo cargado negativamente (pKa: ~2). El compuesto 

cristalino es un polvo higroscópico blanco y soluble en disolventes acuosos y orgánicos. La 

fórmula empírica, peso molecular y solubilidad en etanol y DMSO se muestran en la figura 1. 
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Figura 1 Características fisicoquímicas de la MTF 

 

 

Formula molecular C21H46NO4P 

Peso molecular 407,576 g/mol 

Solubilidad agua, etanol y DMSO ≥2,5, 1,5 y 0,8 mg/mL. 

pKa ∼2 

Donador/aceptor de H 0/4 

Nota: Estructura tomada de Dorlo et al., 2012 

Según sus propiedades fisicoquímicas y estructura molecular, la MTF puede ser considerada un 

buen candidato para ser formulada para el tratamiento tópico en LC. Esto debido a que posee un 

peso molecular adecuado, menos de tres donantes de enlaces de hidrógeno, buena solubilidad en 

el vehículo de formulación y un coeficiente de partición entre uno y tres, características que 

facilitan su penetración a través del SC, la principal barrera cutánea para los fármacos aplicados 

tópicamente (Van Bocxlaer et al., 2016). 

 

1.1.3.2 Uso tópico de la MTF 

La MTF fue desarrollada inicialmente para ser utilizada tópicamente en lesiones cutáneas de 

metástasis de cáncer de mama (Leonard et al., 2001). Para este fin la MTF fue formulada al 6% 

(p/v) en una solución tópica de éteres de propilenglicol, registrada comercialmente con el nombre 

comercial de Miltex®. El uso de MTF en solución al 6% fue evaluado en ratones infectados con 

L. mexicana y L. major, reportándose una reducción del 85% al 99% de parásitos en los ganglios 
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linfáticos y el bazo. Se administró una dosis diaria aproximada de 1,5 mg de MTF, aplicada 

tópicamente durante 2 a 5 semanas. Este tratamiento resultó en la desaparición visible y palpable 

de las lesiones en los ratones, aunque algunos, especialmente los infectados con L. mexicana, 

presentaron recaídas tras el tratamiento. En los ratones infectados con L. major, las lesiones 

sanaron más rápidamente y no se observaron recaídas (Schmidt-Ott et al., 1999). Por otro lado, 

recientemente, una solución de MTF al 6% p/v preparada en una solución conteniendo 

propilenglicol, agua, dimetil isosorbide y octil salicilato y combinaciones entre ellos, mostró solo 

una mínima mejora en el tamaño de la lesión y en la carga parasitaria, una baja penetración del 

fármaco y marcada irritación después de 5 días de tratamiento en ratones BALB/c con LC por L. 

major, (Van Bocxlaer et al., 2016). Contrariamente el tratamiento tópico con un hidrogel de 

carbopol conteniendo MTF al 0,5% por 21 días, redujo el tamaño de la lesión entre un 84% a un 

100% sin detección de parásitos en ratones BALB/c con LC por especies del NM (Neira et al., 

2019). Otros estudios, utilizando formulaciones liposomales que contienen MTF, han sido 

efectivos al mostrar el cierre de lesiones, denominado 'cura estética', y una disminución en la carga 

parasitaria en ratones BALB/c con LC por L. amazonensis. En los tratamientos con 

concentraciones de 0,5% de MTF dos veces al día por tres semanas, se observó una reducción de 

la carga parasitaria del 99,6%, mientras que con L. major a concentraciones del 4% de MTF 

aplicadas dos veces al día durante 4 semanas, la reducción fue del 99,8% (Peralta et al., 2022; 

Kavian et al., 2019). Las diferencias en los resultados encontrados con el uso tópico de MTF 

podrían deberse a la variación en las especies de Leishmania involucradas, la duración del 

tratamiento y los componentes de la formulación (Neira et al., 2019).  
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1.1.4 Tratamientos dérmicos/transdérmicos  

1.1.4.1 Estructura de la piel 

La piel es el órgano más extenso del cuerpo cumpliendo con funciones protectoras, sensoriales e 

inmunológicas. Es un sitio clave para la administración no invasiva de sustancias biológicamente 

activas. La piel se compone de tres partes: la epidermis, la dermis y la hipodermis (Figura 2). La 

capa superficial y más delgada es la epidermis, mientras que la dermis se encuentra en la capa más 

profunda. Específicamente, el SC, la capa más externa de la epidermis, se considera la principal 

barrera para el paso de sustancias a través de la piel. El SC está formado por células queratinizadas 

densas y funcionalmente muertas, conocidas como corneocitos, que están rodeadas por una matriz 

lipídica intercelular compuesta de lípidos no polares organizados en capas laminares, lo que le 

confiere al SC su carácter principalmente hidrofóbico. A pesar de tener un grosor de solo 10 a 20 

µm, el SC es responsable de la función de barrera de la piel, dificultando la penetración de 

fármacos, otras sustancias químicas y microorganismos, además de estar involucrado en la 

regulación de la pérdida transepidérmica de agua (Brunaugh et al., 2019).  

Figura 2 Estructura de la piel 
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Nota: La figura es un corte transversal de la piel, mostrando sus capas y estructuras internas. La 

capa superior, la epidermis, está dividida en el estrato córneo, células escamosas y células basales, 

con un poro y tallo del cabello visibles. En la dermis subyacente se encuentran los folículos pilosos 

y las glándulas sebáceas que secretan sebo, así como glándulas sudoríparas. La hipodermis más 

profunda contiene tejido adiposo y terminaciones de fibras musculares, que aíslan y almacenan 

energía. Grafica modificada de Brunaugh et al., 2019. 

 

1.1.4.2 Características de las formulaciones tópicas 

Una formulación tópica consiste en un principio activo y en un sistema portador no activo, que 

incluye el vehículo y los excipientes. Está diseñada para aplicarse en áreas específicas de la piel o 

membranas mucosas y busca ejercer un efecto local, aunque algunos componentes pueden 

absorberse y tener un efecto sistémico. Estas formulaciones se presentan en varias formas como 

cremas, ungüentos, geles, lociones, soluciones y aerosoles, adaptándose a las necesidades de 

aplicación y al tipo de afección que tratan. El principio activo no se aplica puro sino diluido en un 

sistema portador que facilita su entrega y mejora la tolerancia y el rendimiento del producto. Los 

parámetros fisicoquímicos para la difusión pasiva del fármaco a través de la piel incluyen su 

solubilidad, comportamiento de partición y coeficiente de difusión, según la ley de Fick (Talevi et 

al., 2021; Brunaugh et al., 2019). Se ha demostrado que los fármacos con un peso molecular menor 

a 500 g/mol pueden penetrar la piel más eficazmente (Barry et al., 2001). El sistema portador no 

activo es esencial ya que afecta la eficacia de la entrega del fármaco y la aceptación del producto 

por los pacientes. Los vehículos pueden clasificarse en semisólidos y líquidos y se seleccionan 

según el tipo y la condición de la piel, así como los factores ambientales. Los excipientes son 

sustancias no activas que contribuyen a la estabilidad, eficacia y seguridad de la formulación. Sus 
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funciones varían y pueden actuar como humectantes, solventes, antioxidantes, conservantes, 

agentes de ajuste de pH y espesantes. También se emplean potenciadores de penetración (PPP) 

para facilitar el transporte del principio activo hacia las capas internas de la piel (Azzi et al., 2005). 

Se han considerado tres posibles vías para la administración de fármacos a través de la piel (Figura 

3): La ruta intercelular es la más importante para la penetración de fármacos debido a que permite 

una absorción más directa y rápida a través de los espacios existentes entre los corneocitos, sin 

necesidad de atravesar las barreras celulares densas que implica la ruta transcelular. Esto facilita 

la difusión de fármacos hidrofílicos y lipofílicos, optimizando la eficacia del tratamiento tópico 

aplicado (Carneiro et al., 2012; Brunaugh et al., 2019). 

 

 

Figura 3 Representación esquemática de las vías de administración tópica de fármacos 

 

Nota: (a) Ruta transanexial: la molécula de fármaco pasa a través de estructuras de la piel como 

los folículos pilosos o las glándulas sudoríparas. (b) Ruta transcelular: la molécula de fármaco 

atraviesa directamente las células de la piel, conocidas como corneocitos. (c) Ruta intercelular: la 
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molécula de fármaco se mueve entre los corneocitos, pasando a través del espacio de la matriz 

extracelular. Estas rutas reflejan los diferentes caminos potenciales que una molécula de fármaco 

puede tomar para superar la barrera del estrato córneo y entrar en las capas más profundas de la 

piel. Grafica modificada de Brunaugh et al., 2019. 

 

1.1.4.3 Hidrogeles como sistemas de liberación de fármacos (SLF) 

Las formulaciones de uso tópico se han convertido en un área de interés en la industria 

farmacéutica debido a la versatilidad para incorporar principios activos y aumentar su eficacia. 

Los geles se destacan por su simplicidad en la composición y en la facilidad de su preparación. 

Los geles son matrices de un agente gelificante y un componente líquido, que forman una 

estructura de red tridimensional caracterizada por propiedades de rigidez y elasticidad. 

Dependiendo de su composición y método de preparación, los geles se pueden clasificar en 

hidrogeles, organogeles, emulgeles, bigeles, aerogeles, xerogeles o criogeles. Asimismo, se 

conocen hidrogeles inteligentes e hidrogeles superporosos e incluso considerando los tamaños de 

partículas, se encuentran disponibles macrogeles, microgeles y nanogeles para desarrollar 

productos farmacéuticos y cosméticos (Nayak et al., 2018) 

Los hidrogeles representan un SLF utilizado en diversas áreas médicas por ejemplo en la 

cicatrización de heridas y el tratamiento del dolor. Están compuestos por una red de polímeros 

entrecruzados y contienen una proporción de agua entre el 70 y el 99%, lo que les confiere una 

textura física similar a la de los tejidos vivos. Esta característica proporciona a los hidrogeles una 

excelente biocompatibilidad y les permite encapsular fármacos hidrofílicos/hidrofóbicos con 

facilidad. Su formación en soluciones acuosas reduce el riesgo que ocurre en disolventes orgánicos 

de desnaturalización y agregación de los fármacos. La red polimérica les otorga una consistencia 
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sólida pero adaptable que imita las propiedades físicas de distintos tejidos blandos del cuerpo 

humano (Bodugoz-Senturk et al., 2009). La red entrecruzada actúa como una barrera que previene 

la penetración de contaminantes biológicos, protegiendo contra la degradación prematura (Su et al 

2010). 

Los hidrogeles naturales provienen de polímeros existentes en la naturaleza, como colágenos y 

polisacáridos, los semisintéticos de polímeros naturales que han sido modificados químicamente 

y los sintéticos de modificaciones químicas o síntesis completa de polímeros artificiales tales como 

el ácido poliacrílico, poliacrilamida, poli (N-vinil pirrolidona), poli (hidroxialquil metacrilato), 

ácido acrílico, ácido metacrílico, N-isopropil acrilamida, N-vinil-2-pirrolidona, etc. Están los 

convencionales y los inteligentes o sensibles a estímulos, que alteran su comportamiento en 

respuesta a cambios ambientales como el pH o la temperatura; los no iónicos, aniónicos, catiónicos 

y anfotéricos, según la presencia y tipo de carga eléctrica de sus grupos funcionales; los 

biodegradables, que se descomponen en componentes menos dañinos, y los no biodegradables, 

duraderos y estables (Urvashi et al., 2022). Finalmente, existen los hidrogeles físicos formados por 

interacciones no covalentes como enlaces de hidrógeno; los químicos, formados por enlaces 

covalentes; y los bioquímicos, que utilizan sustancias biológicas en su formación. Cada tipo de 

hidrogel es idóneo para aplicaciones específicas, desde la medicina regenerativa hasta la liberación 

controlada de fármacos (Ahmed et al., 2015). La preparación de hidrogeles se basa en técnicas de 

entrecruzamiento físico y químico, que incluyen el calentamiento o enfriamiento de un polímero, 

interacción iónica, coacervación compleja, enlace de hidrógeno, maduración, ciclos de 

congelación-descongelación, injerto químico, injerto por radiación, entre otros. El 

entrecruzamiento químico implica la unión de cadenas poliméricas mediante un agente de 

entrecruzamiento, logrando la reacción entre grupos funcionales poliméricos como carboxílicos, 
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hidroxilos y amidas con agentes como el dihidrazida del ácido adípico y el glutaraldehído. Los 

hidrogeles químicamente entrecruzados también pueden prepararse mediante interacciones 

hidrofóbicas, incluyendo el entrecruzamiento covalente de un grupo polar incorporado por 

oxidación o hidrólisis (Kesharwani et al., 2021). 

Los hidrogeles son una plataforma prometedora como SLF por su capacidad para retener agua, su 

biocompatibilidad y su comportamiento de hinchamiento controlable permitiendo mantener altas 

concentraciones del fármaco en el tejido objetivo por periodos prolongados. Su estructura porosa 

permite una carga y liberación eficiente del medicamento administrado por diferentes vías como 

la oral, tópica, inyectable, ocular, vaginal y rectal (Kesharwani et al., 2021). En la vía tópica, los 

hidrogeles ofrecen ventajas significativas para el tratamiento de afecciones cutáneas, aumentando 

el tiempo de residencia del fármaco en el sitio de aplicación y reduciendo la frecuencia de 

aplicación. Se han desarrollado hidrogeles con SLF en el tratamiento de afecciones como el acné, 

micosis, infecciones de heridas, psoriasis entre otros (Tabla 1). 
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Tabla 1 Hidrogeles de uso tópico y su aplicación terapéutica 

Sistema de hidrogel Agente terapéutico activo Polímero utilizado Enfermedad tratada Referencia 

Parches adhesivos de hidrogel Triclosán 

Poliacrilato de sodio, 

Carboximetilcelulosa 

Acné vulgar 

Lee et al., 

2003 

Hidrogel de quitosano fotocruzable 

Factor de crecimiento de 

fibroblastos-2 

Quitosano Infección de heridas 

Obara et al., 

2003 

Hidrogel a base de dextrano Anfotericina B Polietilenglicol Micosis 

Zumbuehl et 

al., 2007 

Hidrogel de metileno azul liposomal Azul de metileno Celulosa Acné vulgar 

Fadel et al., 

2009 

Mezclas de hidrogel de 

quitina/quitosano 

Fucoidán Quitosano, Alginato Infección de heridas 

Murakami et 

al., 2010 

Hidrogel a base de 

nanotransportadores 

Dipropionato de 

betametasona, Ácido salicílico 

Carbopol 934 Psoriasis 

Baboota et al., 

2011 

Apósitos de gel de colágeno 

modificados 

Colágeno Colágeno 

Heridas crónicas isquémicas, 

reducción de angiogénesis 

Elgharably et 

al., 2015 
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Gel de carbómero Metotrexato Carbopol 934 Psoriasis 

Tripathi et al., 

2018 

Hidrogel a base de transportador 

lipídico nanoestructurado 

Furoato de mometasona Carbopol 940 Psoriasis 

Kaur et al., 

2018 

Hidrogel tópico de clorhidrato de 

terbinafina 

Clorhidrato de terbinafina 

Carboximetilcelulosa 

de sodio, poloxámero 

Actividad antifúngica 

Kumar et al., 

2020 

 

Nota: la tabla resume la investigación y el desarrollo de varios sistemas de hidrogel diseñados para la administración tópica de agentes 

terapéuticos activos. Esta compilación de datos ofrece una visión integral de las aplicaciones potenciales de los hidrogeles en el 

tratamiento de afecciones cutáneas y heridas, destacando los avances en formulaciones de liberación controlada y su impacto en la 

terapia dermatológica y la cicatrización de heridas. Modificado de Kesharwani et al., 2021.
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1.1.4.4 Hidrogeles de carbopol 

La marca Carbopol® representa un grupo de polímeros sintéticos de ácido acrílico con alto peso 

molecular (por ejemplo, Carbopol:  -910, 934, 940, 941, y934P) de la compañía Lubrizol 

Corporation. Estos polímeros son hidrofílicos y presentan una estructura reticulada. Cuando están 

en forma de polvo, las cadenas están altamente enrolladas y las partículas tienen un diámetro 

promedio de 5 a 15 micrones. Al entrar en contacto con el agua, la estructura comienza a 

desenrollarse y se hincha, aumentando su volumen en 1000 veces, lo que explica su propiedad 

inicial de espesamiento (Kim et al, 2003). Para neutralizar completamente este polímero en 

soluciones, es necesaria una reacción con una base, probablemente NaOH o trietanolamina (TEA), 

que convertirá el ácido en una sal debido a la repulsión electrostática (Figura 4).  

Figura 4 Mecanismo de espesamiento del carbopol 

 

Nota: Grafica tomada de Barbosa et al., 2021. 

El polímero está muy enrollado en estado de polvo, pero la estructura entrecruzada comienza a 

desenrollarse cuando se dispersa en agua. La estructura extendida de la red de polímero se obtiene 

en presencia de una base, donde la reacción entre el polímero y la base conduce a la ionización a 

lo largo de la cadena del polímero. Las cargas negativas resultantes conducen a la repulsión 

electrostática y, por lo tanto, a la expansión de las cadenas de polímero a la estructura extendida. 
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El tiempo para la estabilización del gel varía desde minutos para cantidades pequeñas hasta 

semanas para preparaciones a gran escala. Una característica es su valor de pH, que influye 

directamente en sus propiedades reológicas. Controlando el pH, se pueden manipular y mantener 

los parámetros deseados del fluido. Las diferencias en el pH tienen un impacto en las propiedades 

reológicas finales, evidenciado por las bajas tensiones de cizalla para las mismas deformaciones. 

Esto sugiere una alteración abrupta de las propiedades reológicas al alcanzar un pH neutro. Por lo 

tanto, mediante el control del proceso de neutralización a través de mediciones de pH, se pueden 

alcanzar las características deseadas del fluido (Barbosa et al., 2021).  

1.1.4.5 Potenciadores de la permeación percutánea (PPP) 

Los PPP son sustancias químicas utilizadas para incrementar la capacidad de los fármacos para 

atravesar barreras biológicas, como la piel o las membranas celulares (Hmingthansanga et al., 

2022). Estos compuestos actúan disminuyendo la resistencia de la barrera cutánea al modificar la 

estructura de los lípidos y proteínas de la membrana o aumentando la solubilidad del fármaco, 

facilitando así su absorción y penetración a la dermis (Figura 5). Entre los sulfóxidos se encuentra 

el dimetilsulfóxido (DMSO) uno de los PPP más utilizado. Como solvente aprótico potente, 

incoloro, inodoro e higroscópico, el DMSO mejora la permeabilidad cutánea modificando la 

queratina intercelular. Estudios han demostrado que entre el 15−30% del DMSO aplicado 

tópicamente penetra la piel humana dentro de 2 horas, y que es metabolizado en el cuerpo. Sin 

embargo, altas concentraciones de DMSO pueden causar efectos secundarios indeseables como 

eritema, descamación, urticaria de contacto, y sensaciones de ardor (Brayton, 1986). Otros PPP 

utilizados son los alcoholes, como el etanol, que disuelven los lípidos del estrato córneo, 

aumentando la permeabilidad cutánea y facilitando la entrada de medicamentos. Los ácidos grasos, 

como el ácido oleico, que aumentan la fluidez de los lípidos de la piel, lo que ayuda a la absorción 
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de los fármacos. Los terpenos, como el mentol, alteran los lípidos intercelulares del estrato córneo, 

optimizando la absorción de los fármacos. Las pirrolidonas, como la N-metil-2-pirrolidona, 

incrementan la solubilidad del fármaco y su absorción al alterar la matriz lipídica del SC. 

Finalmente, la urea es eficaz en aumentar el contenido de agua del estrato córneo, mejorando tanto 

la hidratación como la penetración de los fármacos a través de la piel (Williams et al., 2004; 

Hmingthansanga et al., 2022) 

 

Nota: figura modificada de Hmingthansanga et al., 2022. Las estructuras químicas corresponden 

al agua, etanol, hexanol, octanol, decanol, transcutol, dimetilsulfóxido (DMSO), 

dimetilformamida (DMF), decil metil sulfóxido (DCMS), dimetilacetamida (DMAC), azone, 

Figura 5 Estructuras químicas de PPP utilizados en formulaciones biomédicas 
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Tween 20, Span 20, limoneno, 1,8-cineol, carveol, carvona, mentol, ácido oleico, urea, 

fosfatidilcolina, acetato de etilo, acetato de etilo, isopropil miristato, nerolidol. 

 

Tratando de encontrar un tratamiento tópico, fácil de preparar, de bajo costo y efectivo que nos 

permitiera reformular de oral a tópico uno de los fármacos más importantes utilizados actualmente 

en LC como es la MTF el objetivo principal de este capítulo fue preparar el hidrogel de MTF 

conteniendo DMSO como PPP y realizar una caracterización fisicoquímica, estructural y funcional 

del hidrogel para el tratamiento tópico de la LC. Con esta formulación de aplicación tópica de 

MTF (fMTF) se espera superar las limitaciones presentes en los tratamientos actuales, que 

incluyen toxicidad, efectos secundarios adversos y dificultades en la administración de los 

medicamentos.  

 

1.2 Metodología  

El presente capítulo se diseñó, preparó y caracterizó fisicoquímica, estructural y funcionalmente 

hidrogeles de carbopol conteniendo MTF. La preparación y evaluación fue realizada en el 

laboratorio de quimioterapia del CINTROP-UIS. La caracterización estructural fue realizada en el 

Laboratorio de Microscopia Electrónica (ME) y la caracterización reológica y distribución láser 

fue realizada en el Laboratorio de Espectroscopia (LE) del Parque Tecnológico Guatiguará de la 

UIS. El procesamiento histológico de la piel fue realizado en el Laboratorio del Departamento de 

Patología, Escuela de Medicina de la UIS. Todos los experimentos realizados fueron avalados por 

el Comité de Ética de la UIS. En la Figura 6 se muestra el diseño metodológico desarrollado. 
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1.2.1 Materiales  

El ácido poliacrílico (Carbopol® 940), benzoato de sodio (C6H5COONa), trietanolamina 

(C6H15NO3, TEA), y la cafeína se adquirieron en Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI, EE.UU). La 

MTF fue obtenida de Gold Biotechnology® (St Louis, MO, EE. UU) y el DMSO de Carlo Erba 

(Rodano, Italia). 

 

 

Figura 6 Diseño experimental realizado en el presente capítulo 
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1.2.2 Parásitos  

Los promastigotes de L. amazonensis (MHOM/BR/73/LV78) se mantuvieron en medio de insecto 

de Schneider con Suero bovino fetal inactivado con calor (FCS) al 10% a 28 °C. 

 

1.2.3 Ratones y consideraciones éticas 

Los ratones fueron suministrados por el Instituto Nacional de Salud de Colombia. Se alojaron con 

un ciclo de luz/oscuridad de 12 h a 23 °C y 55 ± 5% de humedad relativa, con acceso a agua y 

alimento ad libitum. Todos los ensayos fueron realizados con la aprobación del CEINCI de la UIS 

(Acta N.23 del 10 de diciembre 2019), y la Resolución 008430 de 1993 Título V, que refiere a la 

investigación biomédica con animales. Se tuvieron en cuenta aspectos como la pérdida de peso, 

cambios en el comportamiento y estrés, signos de dolor y los principios de las 3R: reemplazo, 

reducción y refinamiento. 

 

1.2.4 Preparación de hidrogeles de carbopol 

Se prepararon hidrogeles de carbopol al 0,5, 1 y 3% p/v en agua desionizada (sin MTF). Las 

muestras se llevaron a agitación mecánica ajustando el agitador a 100 rpm para dispersar el 

carbopol en el agua. Se adicionó 0,1% p/v de benzoato de sodio como preservante. Las 

dispersiones se dejaron en agitación durante 24 h para garantizar su completa dispersión. 

Finalmente, se agregó TEA 0,5 % p/v para neutralizar la formulación y se agitó manualmente por 

1 h hasta homogenización. Para eliminar las burbujas las muestras fueron dejadas en reposo por 

24 h. Las muestras se almacenaron en un frasco de vidrio tapado para evitar su desecación y 

humedad. Los diferentes hidrogeles se muestran en la Tabla 3. 
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Para los ensayos de liberación de compuestos, adicionalmente se prepararon hidrogeles 

conteniendo 0,5% MTF, 10% DMSO y 1% cafeína.  

Tabla 2 Composición hidrogeles utilizados en el presente capítulo 

Hidrogeles 

Composición %(p/p) 

Carbopol 940 C7H5NaO2 TEA MTF DMSO Agua 

0,5% carbopol 0,5 0,5 0,5 - - 97,9 

1% carbopol (vehículo) 1 0,5 0,5 - - 97,4 

3% carbopol 3 0,5 0,5 - - 95,4 

0,5% MTF- 1 0,5 0,5 0,5 - 96,9 

10% DMSO- 1 0,5 0,5 0,5 10 86,9 

 

Nota: Carbopol 940: polímero de ácido poliacrílico reticulado; C7H5NaO2: benzoato de sodio; 

TEA: trietanolamina; MTF: miltefosina; DMSO: dimetilsulfóxido.  

 

1.2.5 Caracterización fisicoquímica   

1.2.5.1 Propiedades organolépticas 

Las características de color y olor fueron registradas macroscópicamente. La consistencia aparente 

se determinó observando la fluidez definida como la habilidad de deformación que puede adquirir 

un fluido sin necesidad de ejercer una tensión mecánica y la resistencia definida como la capacidad 

de una dispersión coloidal para desarrollar y mantener una forma. Para ello,10 g de los hidrogeles 

(Tabla 3) en un vaso de precipitado fueron sometidos a agitación constante por 1 min mediante 

una varilla de vidrio. Las formulaciones fueron clasificadas como: formulaciones semilíquidas 
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(semifluida y sin resistencia con agitación); semisólidas (consistencia media, resistencia 

moderada); y formulaciones semisólidas (consistencia y resistencia altas). 

 

1.2.5.2 Medición pH 

Se utilizó el método electroquímico utilizando un electrodo y un mili voltímetro. El pH se 

determinó directamente en los geles utilizando un pH metro digital (Ohaus Starter 3100, New 

Jersey, EE. UU.). Los valores menores, iguales o mayores de 7 fueron consideraron ácidos, neutros 

y alcalinos, respectivamente. Los resultados de pH se expresaron la media ± DS de tres 

experimentos independientes.  

1.2.5.3 Caracterización reológica 

Se determinó la viscosidad de los hidrogeles en un rango de velocidad de corte de 0,1–100 s-1. Con 

este propósito se empleó un viscosímetro de platos paralelos (Viscotester iQ (HAAKE Viscotester 

iQ), un diámetro de plato de 40 mm y un espacio entre ellos de 150 µm. El análisis se llevó a cabo 

a una temperatura de 25 y 40 °C la que fue controlada con un sistema Peltier actuando sobre el 

plato más bajo del reómetro. En adición, los parámetros reológicos, tales como el índice del 

comportamiento de flujo, el índice de consistencia, la viscosidad aparente y el límite de esfuerzo 

fueron establecidos según los modelos matemáticos de Herschel-Bulkley. Adicionalmente se 

realizaron ensayos viscoelásticos dinámicos de baja amplitud (Small Amplitude Oscillation Tests, 

SAOTs) en la región linear viscoelástica, con un método de barrido de frecuencia a 25 °C en un 

rango de 0,1–10 Hz. El viscosímetro HAAKE fue equipado con un sistema de platos paralelos con 

un diámetro de 25 mm, y un espacio entre los platos de 2000 µm en el caso del hidrogel para 

realizar las pruebas y establecer el módulo elástico o de almacenamiento (G’), el módulo viscoso 
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o de pérdida (G”), el módulo complejo o dinámico (G*). Los resultados son reportados como el 

comportamiento reológico como líquido (G’ < G”) o sólido (G’ > G”) de los hidrogeles.  

1.2.6 Caracterización estructural  

1.2.6.1 Microscopia electrónica de barrido (SEM) 

Los hidrogeles de 0,5% MTF y su vehículo (sin MTF) recién preparados o almacenados por 120 

días a 4, 25 y 32 °C fueron secados en modo ambiental y se colocaron sobre stubs metálicos con 

cinta adhesiva de carbón y se recubrieron con oro. Las imágenes fueron tomadas en alto vacío, 

voltaje de aceleración de 15kV utilizando un microscopio electrónico de barrido FEG (Field 

Emission Gun) QUANTA FEG 650. Se utilizó el detector de electrones secundarios Everhart 

Thornley Detector ETD y de electrones retrodispersión Back Scattered Electrón Detector (BSED) 

tipo detector estado sólido (SSD). El análisis semicuantitativo de los elementos químicos se realizó 

mediante espectroscopia de rayos X de dispersión de energía (EDX) utilizando un detector EDAX 

APOLO X y el software EDX Genesis. Los resultados fueron expresados como el porcentaje de 

los elementos químicos en la muestra.   

 

1.2.6.2 Distribución de la MTF en el hidrogel mediante dispersión de luz dinámica  

El tamaño de partícula, índice de polidispersión (PDI) y potencial zeta se midieron mediante 

dispersión de luz dinámica (DLS) y velocimetría láser electroforética utilizando un Zetasizer Nano 

ZS® (Malvern Instruments, Malvern, Reino Unido). Se determinaron 24 h después de la 

preparación de los hidrogeles conteniendo 0,5% MTF, 1% carbopol y soluciones de MTF de 0,5 a 

3 mg/mL. Las muestras fueron diluidas 1:1000 en agua tipo 1 y en 10% de DMSO. Los resultados 

se presentaron como la media ± DE mediciones realizadas por triplicado a 25 ± 1 °C.  
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1.2.7 Caracterización funcional  

1.2.7.1 Ensayo de liberación de la cafeína in vitro  

Se realizó con el fin de determinar la capacidad del hidrogel de carbopol de liberar la cafeína. Se 

utilizaron celdas de difusión de Franz (PermeGear Inc., PA, EE. UU.) con un área de efectiva de 

difusión de 0,196 cm2 y un compartimiento receptor de 3 mL conteniendo una solución de buffer 

fosfato (PBS) a pH 7,4, a 32 ± 1 °C en constante agitación magnética. Se utilizó una membrana de 

celulosa de 0,2 µm (Sartorius Stedim, GO, Germany) ubicada entre los compartimientos donador 

y receptor. A los hidrogeles (0,5%, 1% y 3% de carbopol) se les agregó una concentración de 1% 

p/v de cafeína (PM:194,2, LogP -0,07). Se colocaron 10 mg de los hidrogeles en la cámara 

donadora de la celda. La cantidad de cafeína liberada fue estudiada en los tiempos 0, 30, 60, 120, 

180 y 240 min. tomando una alícuota de 300 µL del compartimiento receptor, con la respectiva 

reposición de medio. La concentración final de cafeína se analizó mediante espectrofotometría 

UV-Vis a 272 nm (Thermo Scientific™ Multiskan™ GO) teniendo en cuenta una curva de 

calibración. Para ello se preparó una solución madre estándar de cafeína disolviendo 100 mg de 

cafeína en 100 ml de agua destilada y se hicieron diluciones 1:10 con agua destilada (100 µg/ml). 

Se leyeron las soluciones estándar de 1 a 50 µg/mL de cafeína a 272 nm y se trazó la curva de 

calibración de concentración versus absorbancia. El coeficiente de correlación fue de 0,99 (y = 

0,0425x + 0,1343) (Carreño y Escobar 2023). Los resultados fueron expresados como la media ± 

DE de la cantidad acumulada de cafeína permeada a través la membrana de celulosa. Los ensayos 

fueron realizados por triplicado.    
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1.2.7.2 Ensayo de permeación cutánea ex vivo  

Se realizó con el fin de determinar el efecto de la MTF y el DMSO como PPP. La piel de ratón fue 

suministrada por la Unidad Experimental de Animales UEA-CINTROP. La piel dorsal de espesor 

total y el tejido subcutáneo se extrajo cuidadosamente, se lavó dos veces en PBS, pH 7,4 se cortó 

en pedazos, y se colocaron sobre las celdas de Franz con el lado estrato corneo mirando hacia el 

compartimiento del donante. Se utilizó la técnica de permeación descrita previamente utilizando 

la piel de ratón como membrana.  Se colocaron 300 mg de los hidrogeles (0,5% MTF y 10% 

DMSO con 1% de cafeína) en el compartimento donante y se sellaron con papel parafinado para 

evitar la evaporación. Se retiraron muestras de 300 µL a las 0, 1, 2, 4, 6 y 24 h de la fase receptora 

y se reemplazaron con el mismo volumen de líquido receptor. La cantidad de cafeína se analizó 

espectrofotométricamente a 270 nm. La integridad de la membrana después del experimento se 

determinó histológicamente. Las membranas fijadas en formalina tamponada al 10% y se 

incluyeron en bloques de parafina.  La cantidad acumulada de cafeína permeada a través de la piel 

se graficó en función del tiempo. Flux (Jss) se calculó utilizando la ecuación Jss (µg/cm2/h) = 

Cantidad acumulada de fármaco permeado/tiempo según lo descrito en Carreño y Escobar 2023. 

El modelo de cafeína es utilizado como un compuesto modelo para estudios de permeación a través 

de la piel, pero no con la intención de aplicaciones terapéuticas transdérmicas o tópicas. 

 

1.2.7.3 Actividad antileishmania in vitro. 

Los promastigotes (2 x106 parásitos/mL) fueron tratados por triplicado con 4–6 diluciones seriadas 

1:3 de los hidrogeles (0,5% MTF y 10% DMSO) partiendo de 100 µM de MTF, durante 72 h a 28 

°C. Parásitos control fueron mantenidos en medio de cultivo. La viabilidad de los parásitos fue 

determinada por la técnica colorimétrica con resarzurina (Sigma Aldrich), donde esta es reducida 
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a un color rosado cuando los parásitos son viables y oxidada a un color azul los parásitos no 

viables. Las absorbancias fueron determinadas en un lector de placas Synergy H1 (BioTek 

Instruments, Inc, VT, USA) a 570 y 600 nm. Los porcentajes de reducción fueron calculados 

utilizando la siguiente formula (Bio-Rad, 2017): % 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑑𝑢𝑐𝑐𝑖ó𝑛 = {(𝑂2 𝑥 𝐴1) − (𝑂1 𝑥 𝐴2))/

((𝑅1 𝑥 𝑁2) − (𝑅2 𝑥 𝑁1)} ∗ 100 O1: Coeficiente de extinción molar (E) de la resazurina oxidada 

(azul) a 570 nm; O2: E de la resazurina oxidada a 600 nm; R1 E resazurina del reducido (rosado) 

a 570 nm; A2: Absorbancia de los pozos tratados a 600 nm; N1: absorbancia de los controles 

negativos a 570 nm; N2: absorbancia de los controles negativos a 600 nm.  Los porcentajes de 

inhibición fueron determinados a partir de la siguiente formula: % de inhibición: [1- (% reducción 

en células tratadas/ % reducción del control positivo)]*100. Los resultados fueron expresados 

como la concentración del hidrogel capaz de inhibir el 50% y el 90% de los parásitos (CI50, CI90) 

calculados por regresión sigmoidal utilizando el software MsxlfitTM (ID Business Solution,UK). 

 

1.2.7.4 Ensayo de irritación/corrosión en piel de ratón. 

La capacidad irritante de los hidrogeles (1% carbopol, 0,5% MTF y 10% DMSO) se realizó 

siguiendo las directrices de la OECD (Protocolo No 404) utilizando ratones BALB/c (n = 1). 

Brevemente, se realizó tricotomía del área dorsal y 24 h después, se aplicaron 50 mg de los 

hidrogeles sobre el área afeitada. Se utilizó un sitio separado, no tratado, como control. El 

tratamiento se realizó una vez al día durante 14 días. Los signos de edema o eritema en el lugar de 

la aplicación después de 4, 24 y 72 h y después de 9 y 14 días después del tratamiento se registraron 

y puntuaron de 0 (sin irritación) a 4 (irritación severa). 
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1.2.8 Estabilidad de los hidrogeles a diferentes temperaturas 

Los hidrogeles (0,5% MTF y 10% DMSO) fueron conservados en recipientes de vidrios y sellados 

con parafilm a 4, 25 y 32 °C hasta por 11 meses. Se realizaron ensayos de inspección visual, 

medición de pH y consistencia, SEM, actividad anti-Leishmania como se describieron 

anteriormente.  

 

1.2.9 Análisis de resultados  

En los ensayos de liberación in vitro y permeación ex vivo se analizaron utilizando el programa 

estadístico GraphPad Prism 8.2 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EE. UU.), se realizó un 

análisis de varianza unidireccional (ANOVA) para analizar cada experimento, junto con 

comparaciones post hoc (prueba de Tukey). Se realizaron comparaciones entre los hidrogeles (0,5, 

1, 3% de carbopol, 0,5% MTF y 10% DMSO) que contenían 1% de cafeína. Un resultado se 

consideró significativo cuando p era inferior a 0,05. Los datos se presentaron como medias ± DE. 

Para el análisis antileishmania en promastigotes determinó la CE50 y CE90 calculadas por regresión 

sigmoidal utilizando el software MsxlfitTM. 
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1.3 Resultados 

1.3.1 Caracterización fisicoquímica, comportamiento reológico y estabilidad de los hidrogeles 

Los hidrogeles fueron transparentes e incoloros, homogéneos sin separación de fases, con un pH 

entre 5,38 ± 0,1 y 7,64 ± 0,2. La consistencia aparente fue de semilíquida en el gel de 0,5% 

carbopol y semisólidas en los geles de 1% y 3% carbopol, 0,5% MTF y 10% DMSO- (Tabla 3). 

Las características fisicoquímicas de los hidrogeles se mantuvieron estables durante al menos 8 

meses. El color y la consistencia de los hidrogeles se mantuvieron a 4, 25 y 32 °C por 11 meses, 

sin mostrar deshidratación al ser almacenadas a estas temperaturas.  

Sobre la viscosidad y el comportamiento viscoelasticidad mostró ser mayor en el hidrogel de 3% 

carbopol >1% carbopol >0,5% carbopol, lo que se puede atribuir a la mayor proporción de enlaces 

de hidrógeno y el grado de entrecruzamiento de la red reticulada en cada uno de los casos (Figura 

7a). Al evaluar los hidrogeles de 0,5% MTF y 10% DMSO, se observó un rango de viscosidades 

de 10% DMSO > 0,5% MTF = 1% carbopol a 25 y 40 °C, indicando que la temperatura no altera 

esta característica reológica (Figura 7b-c). Adicionalmente se encontró que todos los hidrogeles 

preparados mostraron un fenómeno de pseudoplasticidad, en el que la viscosidad disminuye 

progresivamente a medida que hay un incremento en la velocidad de corte (rapidez que se aplica 

una fuerza de deformación). La viscosidad en el gel de 0,5% MTF aumentó al mes de preparación 

(Figura 7d). 
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Tabla 3 Propiedades fisicoquímicas/organolépticas y parámetros reológicos de los hidrogeles 

investigados 

Formulación 

Propiedades fisicoquímicas/ organoléptica Parámetros reológicos (viscosidad/viscoelasticidad) 

color olor pH CA °C K n Tc r2 G´G´´ 

G* 

(Pas) 

0,5% carbopol 

Inco 

loro 

Ino 

loro 

7,64± 

0,20 

Semi 

líquida 

25 36,5 0,26 10,46 0,99 

G´> 

G´´ 

88,06 

1% carbopol 

(vehículo) 

6,34 ± 

0,14 

Semi 

sólida 

25 48,35 0,45 83,37 0,99 207,5 

3% carbopol 

5,38 ± 

0,10 

25 308,6 0,20 99,06 0,99 207,7 

0,5% MTF- 

7,56 ± 

0,05 

25 145,6 0,25 46,75 0,99 131,0 

40 226,5 0,18 97,88 0,99 156,2 

10% DMSO- 

6,96 ± 

0.14 

25 115,9 0,26 74,03 0,99 180,1 

40 56,06 0,39 125,7 0.99 190,0 

 

Nota: CA, Consistencia aparente; T °C, grados Celsius; K, índice de consistencia; n, índice de 

fluidez; Tc, límite de esfuerzo; r, coeficiente de correlación. G´: módulo de almacenamiento 

elástico; G´´: módulo de perdida (viscoso); G*: modulo complejo 
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Nota: (a) 0,5%, 1% y 3% carbopol- (b) 0,5% MTF-y 10% DMSO- y 1% carbopol- y (c) hidrogeles 

0,5% MTF, 10% DMSO- y 1% carbopol- a 25 °C y 40 °C y (d) 0,5% MTF- recién preparados y 

almacenado por 30 días. Las gráficas muestran la viscosidad (n en cP) de los hidrogeles cambia en 

respuesta a diferentes velocidades de corte (γ).  

 

En cuanto al comportamiento de flujo de los geles fue determinado a partir del modelo matemático 

Herschel-Bulkley para analizar formulaciones semisólidas (Singh et al., 2014), se observó que la 

 

Figura 7 Perfil de viscosidad de hidrogeles 



EVALUACIÓN DE UNA FORMULACIÓN TÓPICA DE MILTEFOSINA    63 

 

 

consistencia (K) de los hidrogeles fue mayor en el orden 3% carbopol > 0,5% MTF > 10% DMSO 

> 1% carbopol >0,5%carbopol. La fluidez (n) de los hidrogeles fue mayor en orden a 1% carbopol 

>0,5% carbopol >10% DMSO >0,5% MTF >3%carbopol- y el límite de esfuerzo (τc) disminuye 

en el orden 0,5% carbopol < 0,5% MTF < 10% DMSO < 1% carbopol < 3% carbopol a 25 °C lo 

que explica la fuerza o carácter viscosos de cada una de las formulaciones. La temperatura de 40 

°C no afectó este comportamiento en los hidrogeles. Para el estudio de la viscoelasticidad se 

tuvieron en cuenta el comportamiento del módulo elástico (G´) y viscoso (G´´), donde se evidenció 

en todos los hidrogeles predominó de comportamiento “similar a un sólido” lo que predice una 

mejor estabilidad durante el almacenamiento G ´> G´´. En cuanto al módulo complejo (G*) se 

observó una resistencia mecánica 3%carbopol =1%carbopol > 10% DMSO >0,5% MTF >0,5% 

carbopol (Tabla 4). 

 

1.3.2 Caracterización estructural: análisis de la morfología y estabilidad de hidrogeles a través 

de SEM 

Las imágenes obtenidas (Figura 8) revelan detalles sobre las morfologías de los hidrogeles 

compuestos por 0,5% MTF y el vehículo 1%-carbopol, tanto en sus estados recién preparados 

como después de ser almacenados durante 120 días a diversas temperaturas (4, 25 y 32 °C). Los 

hidrogeles de 0,5% MTF y su vehículo exhibieron una morfología porosa homogénea, 

caracterizada por una distribución irregular a escala micrométrica. Esta estructura porosa es 

fundamental para aplicaciones como la administración controlada de fármacos, donde la porosidad 

puede influir en la liberación de fármacos. Además, se observó una gran cantidad de estructuras 

filamentosas, tanto paralelas como reticuladas, formando puntos de conexión entre ellas (Figura 

8a-b). Estas estructuras filamentosas son indicativas de una red polimérica bien formada, esencial 
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para la estabilidad y la funcionalidad del hidrogel. El hidrogel de 0,5% MTF almacenado a 

temperaturas de 4 y 25 °C mostró filamentos con un grosor que variaba entre 29,14 y 99,8 nm 

(señalado en las figuras 8 c y e), manteniendo características similares a las del hidrogel de 0,5% 

MTF recién preparado. Esto sugiere una estabilidad estructural notable del hidrogel bajo estas 

condiciones de almacenamiento. Por otro lado, el hidrogel de 0,5% MTF almacenado a 32 °C 

mostró una condensación notable de su red reticulada, posiblemente debido a la pérdida de agua 

(Figura 8g). Este cambio en la estructura podría afectar las propiedades mecánicas y de 

hinchamiento del hidrogel, lo que es relevante para su desempeño en aplicaciones tópicas. En 

contraste, los hidrogeles vehículos presentaron redes reticulares que formaban poros más 

condensados con una distribución más heterogénea (Figura 8 d, f y h), diferenciándose 

significativamente de la estructura observada en el gel de MTF. Estas diferencias en la morfología 

podrían traducirse en variaciones en la capacidad de carga y liberación de fármacos, así como en 

la respuesta a estímulos externos como la temperatura de almacenamiento y el pH. 

La composición elemental (% masa) de los hidrogeles de 0,5% MTF y el vehículo (1% de 

carbopol) fue de: carbono 58,01 y 50,58 %, nitrógeno 6,07 y 9,93%, oxígeno 26,41 y 34,09 %, 

sodio 4,70 y 2,03%, fósforo 4,80 y 0,0% y azufre 0,0 vs 3,36%, respectivamente (Figura 9). La 

presencia de fosforo del hidrogel de 0,5% MTF, corresponde al grupo fosfato de la MTF. El azufre 

detectado en el vehículo no corresponde a ningún excipiente utilizado en las preparaciones de los 

hidrogeles, lo que nos indica posiblemente alguna traza contaminante en el procesamiento de la 

muestra al momento del montaje en el SEM. 
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Vehículo 

Dia 0  

25°C 

Dia 120 

4 °C 

Dia 120 

25 °C 

Dia 120 

32 °C 

0,5% MTF- 

Figura 8 Microscopia electrónica de barrido 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: La figura muestra las imágenes obtenidas del SEM de hidrogel de 0,5% MTF y del vehículo 

recién preparados (día 0) a temperatura ambiente (aumentos: 12000x, 80000x y 30000x) (a-b). 

hidrogeles almacenados a 4 °C (aumentos: 12000x, 50000x y 12000x) (c-d). almacenados a 25 °C 

(aumentos: 3000x, 100000x y 6000x) (e-f) y a 32 °C (aumentos: 3000x, 16000x y 3000x) por 120 

días (g-h).  
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Nota: las gráficas muestran los elementos químicos detectados del 0,5%MTF- (a) y el vehículo 

(b). C: carbono, N: nitrógeno, O: oxigeno, Na: sodio, P: fósforo; S: azufre.  

Figura 9 Espectrometría de energía de dispersión de rayos X (EDS) 
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1.3.3 Caracterización de micelas de MTF en medios acuosos y su interacción con DMSO y el 

carbopol: análisis de tamaño, PDI y potencial zeta 

Se determinó la distribución de MTF mediante espectroscopía de dispersión de luz dinámica 

(DLS). Debido a sus características anfifílicas, la MTF puede autoorganizarse en micelas en 

soluciones acuosas. La concentración más baja de MTF analizada fue 2454 µM, que corresponde 

a 1 mg/mL. El tamaño medio de las micelas fue de 6,21 ± 0,4 nm (ver Figura 10a), con un PDI 

de 0,282 ± 0,03. Sin embargo, este PDI aumentó en la solución de agua con 10% de DMSO (PDI: 

1), lo que sugiere que el DMSO dispersa las moléculas de MTF, resultando en micelas más 

heterogéneas. En el hidrogel de MTF al 0,5%, no se pudieron observar micelas debido a la 

interferencia del ácido poliacrílico (carbopol), que presentó un PDI de 0,728 ± 0,3. 

El potencial zeta de la solución de MTF al 0,5% fue de -17,2 ± 4,35 mV (Figura 10b). Para el 

hidrogel con 1% de carbopol (vehículo) fue de -53,5 ± 3,8 mV, mientras que para el hidrogel con 

0,5% de MTF fue de 0,31 ± 0,08 mV. 

 Nota: (a). La gráfica muestra el tamaño de partículas (micelas) y (b). potencial zeta de las 

partículas formadas de MTF en medio acuoso. 

 

Figura 10 Curvas DLS de MTF soluciones (agua tipo I y DMSO). 
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1.3.4 Evaluación de hidrogeles de Carbopol 940 como sistemas de liberación de fármacos.  

La figura 11 muestra que la concentración carbopol influye en la liberación de la cafeína 

mostrando que la concentración de cafeína contenida en 0,5%carbopol- fue de 1029,9 ± 59,5, 

1610,9 ± 80,4, 2263,1±15,5, 2970,6±24,2 y 3310,2±41,3 µg cm−2, del 1% carbopol- fue de 

802,9±207, 4 ,1307,3±343,0, 1784,6±479,6, 2296,78±635,4 y 2523,8±682,9 µg cm−2 y la de 3% 

fue de 670,95±67,6 , 1052,99±89,2 , 1402,53±280,23, 2033,81±91,6 y 2248,07±41,4 µg cm−2 en 

los tiempos 30, 60, 120, 180 y 240 min ,demostrando que a mayor concentración del carbopol, 

menor es la capacidad de liberar compuestos. Adicionalmente, el flujo de la cafeína fue de 

648,4±10,3, 483,3±135,6 y 454,8±8,9 µg cm−2 h−1, respectivamente. 

Nota: (a) La gráfica representa la concentración de cafeína (µg/cm²) que atravesó la membrana de 

celulosa en el tiempo en horas (h). Hay tres series de datos que corresponden a diferentes 

concentraciones de carbopol: 0,5%, 1% y 3%. La serie del 0,5% carbopol- se representa con 

círculos, la serie del 1%carbopol se representa con cuadrados y la serie del 3%carbopol se 

representa con triángulos. Cada punto en el gráfico representa la medición de la cantidad de cafeína 

 

a. b. 

Figura 11 Perfiles de liberación y flujo de cafeína de hidrogeles de diferentes concentraciones de 

Carbopol 940 
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liberada en un tiempo específico. (b). Los valores de flujo de cafeína en estado estacionario (Jss). 

Se realizo la prueba ANOVA de una sola vía. Los datos se muestran como medias ± DS, n = 6. 

Diferencias estadísticamente significativas *p<0,5, **p<0,01. Ns: no diferencias significativas. 

 

1.3.5 MTF como potenciador de la permeación 

La cantidad acumulada (µg cm−2) de cafeína que permea la piel durante todo el estudio (0–24 h) 

sin MTF o DMSO fue de 483,32 µg cm−2, con un flujo en estado estacionario (J SS) de 17,67±5,1 

µg cm−2 h−1. El efecto de 0,5% MTF- y 10% DMSO- sobre la cantidad acumulada de cafeína que 

penetra a través de la piel se muestran en la Figura 12 a-b. El hidrogel de 0,5% aumento 

significativamente (p= 0,0002) los valores de Jss con un índice de mejora de 4,5. El hidrogel 10% 

DMSO no mostró cambios en la permeación de cafeína con respecto a los resultados obtenidos 

con el hidrogel de 0,5% MTF. En el estudio histopatológico, las imágenes de piel antes y después 

del ensayo se muestran en la Figura 12c. En la piel normal, se observa una epidermis delgada sin 

alteraciones y en la dermis se observa celularidad y tejido conectivo normal, sin embargo, las 

imágenes histológicas de la piel tratada con DMSO hidrogel muestran desprendimiento de la 

epidermis y la dermis con fibrosis y acelular, lo que indica que se presentó un efecto toxico en esta 

membrana. En cuanto al 0,5% MTF-hidrogel y vehículo se observa celularidad similar a la piel 

normal, lo que indica que no presento efectos tóxicos durante las 24 h de tratamiento. En la 
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epidermis se alcanza a observar una película grisácea la cual posiblemente corresponde a la capa 

producida por los hidrogeles en la superficie de la piel.  

 

Nota: (a) Cantidad de cafeína acumulada, (b) los valores de flujo en estado estacionario.  Los 

resultados obtenidos con el 0,5% MTF- se muestran de color azul, con el 10% DMSO- de color 

rojo y el 1% carbopol de color verde. Los datos se muestran como la media± desviación estándar 

(n =6). Se realizó la prueba ANOVA de una sola vía, los valores p = <0,05 fueron estadísticamente 

significativos y (c) se observan imágenes representativas las pieles pre y post ensayos de 

permeación (aumentos: 400x), en la piel tratada con el vehículo y 0,5% MTF hidrogel se observa 

b

. 
Figura 12 Permeación de cafeína a través de la piel de ratón a las 24 h vehiculizada en 0,5 MTF-, 10% 

DMSO- y 1% carbopol- 
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celularidad en la dermis (recuadro) y restos del hidrogel en la de la epidermis (flecha), en la piel 

tratada con 10% DMSO, se observa desprendimiento en la epidermis-dermis (asterisco) y fibrosis 

(estrella) en la dermis. E: epidermis; D: dermis; Ms: músculo. 

 

1.3.6 Actividad antileishmania 

El hidrogel de 0,5% MTF fue activo contra la especie de L. amazonensis evaluada. Los 

promastigotes mostraron valores de CI50 de 10,14 ± 0,4 µM y CI90 de 12,30 ± 0,81 de MTF 

(concentración final) contenidos en la formulación. La MTF en solución, utilizada como fármaco 

control in vitro, fue activa con de CI50 de 6,31±3,4 y CI90 de 13,18±3,2. El hidrogel sin MTF 

(vehículo) no tuvo actividad antileishmania (Tabla 5). 

E 
D M

s 
* 



EVALUACIÓN DE UNA FORMULACIÓN TÓPICA DE MILTEFOSINA    72 

 

 

Tabla 4 Actividad anti-Leishmania de 0,5%MTF- y MTF en solución (PBS) en promastigotes de L. amazonensis almacenada en 

diferentes tiempos y temperaturas 

Temperatura 

almacenamiento 

Tiempo de preparación (meses) 

0 1 3 6-8 11 

CI50±DS CI90±DS CI50±DS CI90±DS CI50±DS CI90±DS CI50±DS CI90±DS CI50±DS CI90±DS 

Hidrogel de 0,5%MTF equivale a 1226 µM de MTF 

4 °C 

10,14±0,

4 

12,30±0,8 

6,16±0,34 10,95 10,54±0,

2 

>100 6,02±0,8 9,78±0,5

6 

9,76±3,6

1 

19,28±7,

4 

25 °C 15,47±10,

3 

31,51±1,8 10,50±0,

3 

>100 ND ND 9,19±3,9 ND 

32 °C 6,65±2,68 9,48±1,1 8,94±1,8 11,76±1,

2 

ND ND ND ND 

Vehículo (hidrogel sin MTF) 

4 °C 

>100 >100 

>100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 

25 °C >100 >100 >100 >100 ND ND ND ND 
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32 °C >100 >100 >100 >100 ND ND ND ND 

MTF solución (µM) 

4 °C 

6,31±3,4 13,18±3,2 

0,53±0,01 5,24±0,2 1,61±0,0 

15,71±0,

8 

10,18±0,

1 

11,34±0,

1 ND ND 

28 °C 0,71±0,13 

11,428±1,

2 2,54 29,2±3,9 9,82±0,1 

11,65±0,

3 ND ND 

32 °C 

0,738±0,1

3 6,35±1,2 2,21±0,2 

19,07±1,

7 9,57±0,1 

11,10±0,

0 ND ND 

37 °C 1,12±0,07 4,64±0,6 3,36±0,1 13,9±0,1 9,33±0,0 

11,07±0,

0 ND ND 

Nota: Los valores que se muestran en la tabla corresponden a la concentración µM de MTF contenida en el 0,5%MTF-. Los resultados 

corresponden a la media ± desviación estándar de tres experimentos (n = 3). *Diferencias estadísticamente significativas p<0,05. CI50 y 

90: concentración inhibitoria 50 y 90; DE: desviación estándar; ND: no determinado.
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1.3.7 Evaluación de la seguridad cutánea (irritación) de hidrogeles 

Ninguno de los animales sanos mostró signos evidentes de irritación cutánea (eritema o edema) en 

el lugar de la aplicación del 0,5% MTF-hidrogel, DMSO hidrogel y 1% carbopol hidrogel durante 

14 días de tratamiento en piel sana (Figura 13). No hubo cambios histológicos en la piel tratada. 

 

Nota: Características macroscópicas y microscópicas (aumentos: 100x y 400 x) de la piel tratada 

con múltiples dosis (14 dosis) de 0,5% MTF-Hidrogel. No se observó signos de irritación (edema 

y eritema), ni alteraciones histopatológicas en las capas de la piel examinadas. E: Epidermis; D: 

Dermis; H: Hipodermis; Ms: tejido muscular.  

 

  

Figura 13 Irritación en ratones BALB/c. 
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1.4 Discusión 

La presente discusión se enfoca en el análisis integral de los resultados obtenidos en nuestro 

estudio sobre hidrogeles, destacando sus propiedades fisicoquímicas, reológicas, estructurales y su 

potencial en aplicaciones biomédicas. Los hidrogeles, conocidos por su capacidad para retener 

agua y sus diversas aplicaciones en el campo de la liberación controlada de fármacos, han sido 

caracterizados bajo diferentes condiciones de temperatura y concentraciones del polímero 

gelificante Carbopol®. Mediante técnicas avanzadas como la SEM y la EDS, hemos explorado su 

morfología y composición elemental. Además, se ha evaluado su funcionalidad como sistemas de 

liberación de fármacos, específicamente utilizando la cafeína como modelo, y se han estudiado sus 

efectos sobre la permeación en piel de ratón, así como su actividad antileishmania.  

Los hidrogeles (0,5% car-, 1% car-, 3% car-, 0,5% MTF- y 10% DMSO-) resultaron ser 

translúcidos y homogéneos, sin separación de fases ni formación de precipitados. Presentaron un 

pH variable entre 5,38 y 7,56, siendo el hidrogel de 3% carbopol el más ácido y el de 0,5% carbopol 

el más alcalino. Esta variación se atribuye a la concentración del ácido acrílico (carbopol) en su 

composición. Por otro lado, el gel de 1% carbopol y 10% DMSO mostró un pH ligeramente ácido, 

mientras que el gel de 0,5% MTF elevó el pH, indicando así que la MTF afecta el pH del hidrogel. 

Otros estudios que examinan el efecto del carbopol en formulaciones tópicas han evaluado su 

impacto dependiendo de la concentración, encontrando variaciones en el pH (1% p/v = pH: 5,01; 

1,5% p/v = pH: 4,56; 2% p/v = pH: 3,76) (Çağlar et al., 2023). Otro estudio, muestran geles de 

0,5% MTF como los geles vehículo fueron transparentes, homogéneos y sin color, con un pH de 

5,91 ± 0,05 y 5.41 ± 0,02, respectivamente (Neira et al., 2019). Cabe destacar que el pH natural de 

la piel en adultos humanos oscila entre 4,1 y 5,8. Las formulaciones dentro de este rango de pH se 

consideran compatibles con la piel (Lukić et al., 2021). 
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En cuanto a la estabilidad, nuestros hidrogeles mantuvieron sus características fisicoquímicas y 

funcionales, incluyendo la actividad antileishmania, hasta por 11 meses. Se han realizado estudios 

sobre la estabilidad acelerada de hidrogeles bajo un estricto control de temperatura (40 °C ± 2 °C) 

y humedad relativa (75% ± 5%), enfocándose en hidrogeles de 1% de carbopol durante seis meses. 

Estos estudios arrojaron resultados muy favorables respecto a la estabilidad de sus propiedades 

físicas (color, homogeneidad, consistencia), manteniendo un pH constante (entre 5,01 y 5,02) y 

una distribución uniforme del contenido del fármaco, incluso bajo condiciones de estrés (Qindeel 

et al., 2019). Tales investigaciones son cruciales para validar la eficacia y viabilidad a largo plazo 

del hidrogel en diversos entornos. 

El comportamiento reológico de todos los hidrogeles preparados en nuestro estudio demostró un 

fenómeno de pseudoplasticidad, caracterizado por una disminución progresiva en la viscosidad del 

hidrogel (Figura 7) al aplicar una fuerza de cizalla o estrés. Este comportamiento pseudoplástico 

se debe al rompimiento progresivo de los enlaces de hidrógeno por la fuerza de corte aplicada 

sobre los hidrogeles, lo cual facilita su fluidez (Corredor-Chaparro et al., 2022). Desde la 

perspectiva de la aplicación práctica en el desarrollo de medicamentos, este fenómeno resulta 

favorable para la liberación eficiente de fármacos, ya que facilita la formación de una capa delgada 

de la formulación sobre la superficie de la piel, mejorando así su penetración (Behera et al., 2015). 

Además, todos nuestros hidrogeles exhibieron un comportamiento mecánico de gel débil, con un 

módulo G* que oscila entre 10 y 1000 Pa·s. Estos valores son similares a los reportados en 

hidrogeles a base de pectina, que presentaban valores bajos en comparación con otras 

formulaciones semisólidas como organogeles o bigeles, cuyos valores de módulo G* superan los 

1000 Pa·s (Lupi et al., 2016). En relación con la propiedad de viscoelasticidad de los hidrogeles, 

se estudió el módulo complejo G*, que desempeña un papel crucial en su reología, proporcionando 
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una medida integral de la elasticidad y la viscosidad del material. Este módulo resulta de la 

combinación de dos componentes fundamentales: el módulo de almacenamiento (G′) y el módulo 

de pérdida (G′′). El módulo G′ refleja la capacidad del hidrogel para comportarse como un sólido 

elástico, capaz de almacenar energía al deformarse. Un valor elevado de G′ indica una red interna 

robusta en el hidrogel, permitiéndole recuperar su forma original tras una deformación (Corredor-

Chaparro et al., 2022). Por otro lado, el módulo G′′ muestra la tendencia del material a comportarse 

más como un líquido viscoso, disipando energía en forma de calor bajo deformación. Un valor alto 

de G′′ en un hidrogel implica una mayor resistencia al flujo o al movimiento interno de sus 

moléculas (Marapureddy et al., 2020). La combinación de estos dos componentes hace que el 

módulo G* sea un indicador de las características mecánicas generales de un hidrogel, reflejando 

su capacidad para resistir deformaciones y su fluidez bajo diferentes tipos de esfuerzos aplicados. 

El uso de la SEM ha permitido avances en la comprensión de la morfología de los hidrogeles 

(Ramirez et al.,2016). En nuestro estudio, el análisis mediante SEM de hidrogeles de 0,5% MTF 

y su vehículo de 1% carbopol tras 120 días a diversas temperaturas mostró una estructura porosa 

uniforme, esencial para la liberación controlada de fármacos. La estructura se preservó a 4 y 25 

°C, pero a 32 °C se evidenciaron alteraciones posiblemente por deshidratación, afectando sus 

propiedades físicas. Otro estudio, realizó la comparación sobre morfología de hidrogeles de 

poli(N-isopropilacrilamida) encontrando que, debido a su estructura (textura superficial y 

porosidad), influyeron en el comportamiento de hinchamiento/deshinchamiento (Zhao et al. 2015). 

Por otro lado, en otro estudio utilizaron SEM para estudiar la morfología superficial de hidrogeles 

de poli (acrilamida-co-ácido itacónico) en presencia de iones Ca2+, observando cambios 

morfológicos debido a la interacción de los iones Ca2+ con los grupos ionizados de la estructura 

del hidrogel, lo que conlleva a la reducción del tamaño de los poros y la presencia de poros 
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interconectados (Ramírez et al. 2016). Estas características son cruciales en aplicaciones 

biomédicas y en la liberación controlada de fármacos, donde la porosidad puede ser ajustada para 

mejorar/disminuir la liberación de fármacos. Otro estudio, reportó un aumento en el tamaño de 

poro (210 nm-1,4 µm hasta 6,9 µm) al incorporar un monómero biodegradable como el ácido 

itacónico, destacando la versatilidad de estos materiales en aplicaciones farmacéuticas (Gáscue et 

al., 2012).  

La técnica de SEM combinada con la dispersión de energía de rayos X (EDX) permite la 

identificación de elementos específicos absorbidos/adheridos en el hidrogel.  En nuestro caso, El 

análisis de la composición elemental de los hidrogeles de 0,5% MTF y su vehículo de 1% carbopol 

mostró diferencias significativas en sus componentes, destacando la presencia de fosforo en el 

hidrogel de MTF, atribuible al grupo fosfato de la MTF. Resultados obtenidos en otros estudios, 

muestran la eficacia de esta técnica, en donde se investigan en hidrogeles de poliacrilamida la 

presencia de metales tóxicos, debido a que destacando la capacidad de los hidrogeles para absorber 

diversos elementos (Fuentes et al., 2011). La combinación de MEB y EDX, por lo tanto, 

proporciona una comprensión más profunda de las interacciones químicas y las capacidades de 

absorción o interacción de los hidrogeles, lo que es crucial para su aplicación en diferentes campos.  

La MTF es soluble en agua, pero anfifílica, la cual forma micelas en un medio acuoso, en donde 

sus partes hidrofóbicas (cadena de 16 carbonos) se orientan hacia el interior, formando un núcleo, 

mientras que sus partes hidrofílicas (fosfatidilcolina) se orientan hacia el exterior. La 

concentración micelar crítica (CMC) de la MTF varía según el solvente y el método utilizado para 

su determinación, con valores tan bajos como 3 µM (Rakotomanga et al., 2004). La CMC es el 

punto en el cual las moléculas de MTF comienzan a agregarse para formar micelas. Por debajo de 

la CMC, las moléculas de MTF existen principalmente como monómeros dispersos en la solución, 
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mientras que, por encima de la CMC, la formación de micelas es predominante. Un estudio sobre 

la agregación de MTF (formación de micelas) en diferentes medios, utilizando espectroscopía de 

fluorescencia de sonda y tensión superficial, informó valores de CMC que van desde 60 µM en 

agua pura hasta 35 µM en PBS (Dirany et al., 2023). Estos valores reflejan los efectos 

electrostáticos en la formación de micelas y la naturaleza zwitteriónica del fármaco. En nuestro 

estudio, la caracterización de micelas de MTF (0,5% p/v = 12,26 mM) en agua tipo I reveló un 

tamaño de 6,21 ± 0,4 nm, con un índice de PDI de 0,282 ± 0,03, indicando una distribución de 

tamaño uniforme. Esta observación es coherente con los hallazgos de otro estudio, donde se 

observaron micelas de MTF de tamaño 4-8 nm, sugiriendo una consistencia en la formación de 

micelas de MTF en diferentes entornos, como buffer HEPES 30 mM y Carbomer934-P NF (un 

polímero de carboxipolimetileno). Sin embargo, la adición de DMSO en nuestra formulación 

resultó en un aumento del PDI, indicando una mayor heterogeneidad en el tamaño de las micelas. 

Este contraste con lo observado en el estudio anterior, donde la inclusión de fosfolípidos condujo 

a la formación de liposomas (150 ± 50 nm) y micelas de diferentes tamaños (10–12 ± 3 nm), resalta 

cómo los componentes de la formulación pueden influir en la estructura y estabilidad de las micelas 

(Peralta et al., 2022). Además, en nuestro estudio, la presencia de carbopol interfirió con la 

observación de micelas; el alto PDI observado en el hidrogel de MTF podría deberse a la formación 

de estructuras más complejas o agregados en presencia de carbopol. En cuanto al potencial zeta, 

en nuestro estudio fue evaluado en las micelas de MTF en agua tipo I y en hidrogeles con el 

objetivo de determinar su carga superficial y posible efecto en las interacciones con membranas 

biológicas, que generalmente poseen carga negativa, lo cual facilitaría su internalización.   

La relación entre la concentración de carbopol, el pH y la liberación de fármacos en hidrogeles ha 

sido ampliamente estudiada. A bajas concentraciones de carbopol (0,5%–2%) en solución acuosa, 
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un hidrogel es capaz de incorporar y liberar una amplia gama de fármacos (p.ej. compuestos 

hidrofílicos e hidrofóbicos de bajo peso molecular y macromoléculas) y facilitar la rápida 

absorción del fármaco e hidratación de la piel sin oclusión (Zaho et al., 2015). En experimentos in 

vitro usando la técnica de disolución en medios simulados de fluidos gástrico (pH 1,2) y fluido 

intestinal (pH 7,4) con fármacos como el diclofenaco sódico, se observó que el aumento en la 

concentración de Carbopol 934 (1 a 3 % p/v) llevó a una disminución leve en el porcentaje de 

liberación del fármaco (Suhail et al., 2020). Este efecto se debe a la formación de un hidrogel más 

denso y rígido, lo cual aumenta la viscosidad del sistema e impide la eficiente difusión del fármaco 

fuera de la matriz del hidrogel. Por ende, a mayor concentración de carbopol, menor es el 

porcentaje de liberación del fármaco. Por otro lado, se ha encontrado que la liberación del fármaco 

aumenta con el incremento del pH. Esto se explica por el hecho de que el carbopol es un polímero 

sensible al pH, que exhibe una mayor capacidad de hinchazón en condiciones alcalinas, facilitando 

así la liberación del fármaco en concentraciones más altas en un medio alcalino (Taylor et al., 

1977). Esto se debe alta concentración de grupos COOH del hidrogel, el cual en un pH del entorno 

es básico, los grupos COOH tienden a perder un ion hidrógeno (H+), convirtiéndose en grupos 

COO– (iones carboxilato), conduciendo a un aumento en la repulsión electroestática y la reducción 

del enlace de hidrógeno facilitando una mayor absorción de agua, lo que lleva a una mayor 

hinchazón (Suahil et al., 2020). Estos hallazgos, fueron observados en nuestro estudio de liberación 

de cafeína, subrayando la importancia del equilibrio entre la concentración de carbopol y el pH en 

el diseño de SLF eficientes. Un estudio investigó la liberación de MTF desde hidrogeles de 1% 

Carbopol 934-P a través de membranas de policarbonato, comparando la MTF libre con la 

encapsulada en liposomas. Se encontró que la MTF libre se liberaba más rápidamente, mostrando 

un flujo 3,5 veces mayor en comparación con la encapsulada. Este resultado destaca cómo la forma 



EVALUACIÓN DE UNA FORMULACIÓN TÓPICA DE MILTEFOSINA 81  

 

del fármaco (libre o encapsulada) afecta su tasa de difusión desde el hidrogel (Peralta et al., 2022). 

La MTF cumple con algunos de los requisitos como candidato para la permeación de fármacos 

basándose en sus características fisicoquímicas (peso molecular de 407,576 g/mol, pKa 

aproximadamente 2, solubilidad en agua ≥ 2,5 mg/mL y donantes/aceptores de enlaces de 

hidrógeno 0/4), además ha sido utilizada en solución tópica Miltex® para tratar metástasis de 

cáncer de piel, lo que indica cierta permeación del fármaco. Sin embargo, en este estudio por la 

dificultad en la cuantificación de MTF no fue posible determinar la permeación de MTF en piel 

de ratón. Por lo tanto, determinamos el efecto de este fármaco como PPP de la cafeína que es 

utilizado como un compuesto de referencia en estudios de permeación cutánea percutánea (OECD 

428). Estudios han sido publicados para la identificación de aceites esenciales y sesquiterpenos de 

origen vegetal como posibles candidatos como PPP (Carreño et al., 2023) En nuestro estudio se 

encontró que 0,5% MTF-, mejora significativamente la permeación de la cafeína comparado con 

el vehículo de 1% carbopol y 1% DMSO, manteniendo la integridad de la piel durante la 

exposición. Este efecto se puede atribuir al comportamiento de la MTF como surfactante debido a 

que es una molécula anfifílica y zwitteriónica a pH de la piel (pH 5,5), que contiene tanto una 

carga positiva como una negativa (pKa ≈ 2) lo puede provocar alteraciones en la organización del 

SC (Lemery et al., 2015). La capacidad del 10% DMSO como PPP fue evaluada en este estudio, 

sin embargo, no se observó diferencias significativas en comparación con el vehículo y si se 

observó un efecto irritante en la piel debido a la exposición constante por 24 h. El DMSO es un 

solvente aprótico formador de enlaces de hidrógeno utilizado durante más de tres décadas como 

componente de SLF transdérmicos tanto para fármacos hidrofílicos como lipofílicos. Altera las 

propiedades de barrera del SC (fluidez de los lípidos y formación transitoria de poros de agua) y 

se ha incorporado en diversas preparaciones farmacéuticas con efectos favorables en la curación 
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de heridas, analgesia e inflamación en concentraciones <50% (Marren et al., 2011; Ahn et al., 

2014). En la leishmaniasis experimental, 12% de DMSO en una formulación de PAR en parafina 

blanda blanca mostró ser efectivo en reducir las lesiones y la carga parasitológica en ratones 

infectados con L. major (El-On et al., 1987). Son pocos los estudios que proporcionen pautas para 

determinar la dosis adecuada y segura de DMSO para una entidad clínica específica y ciertas 

precauciones deben implementarse con el tratamiento de LC. 

En el presente estudio verificamos el efecto antileishmania in vitro de la MTF en solución sobre 

especies del NM (Yardley et al., 2005). Su efecto contra promastigotes de L.  amazonensis se 

mantuvo hasta por 11 meses cuando se formuló en un hidrogel. Un estudio en amastigotes de L. 

amazonensis reveló que la MTF es efectiva en inhibir el parásito de manera dosis-dependiente, 

con concentraciones menores a 9 µM para evitar la citotoxicidad en macrófagos. La eficacia de la 

MTF alcanzó aproximadamente un 40% de inhibición a una dosis baja de 2,3 µM y aumentó al 

90% con 9 µM, demostrando su potencial en el tratamiento LC-NM al ajustar las dosis (Peralta et 

al., 2022).  

La evaluación de la seguridad cutánea (no irritación/corrosión) en las formulaciones tópicas es 

crucial para asegurar la compatibilidad de los productos con la piel humana y prevenir reacciones 

adversas. En este estudio el uso tópico del hidrogel de 0,5% de MTF y 10% de DMSO en piel sana 

no mostró irritación. Estos hallazgos están en línea con los resultados obtenidos en otro estudio, 

en el que no se observaron signos de irritación cutánea en ratones con LC por L. amazonensis 

tratados con un hidrogel 0,5% MTF.  En ensayos in vitro realizados en fibroblastos la viabilidad 

celular se mantuvo por encima del 72% en concentraciones de MTF entre 2,25–36 µM (Peralta et 

al., 2022). En contraste, un estudio in vivo en ratones infectados con L. major mostraron que 

formulaciones tópicas con una concentración de MTF (6% p/v) en propilenglicol y dimetil 



EVALUACIÓN DE UNA FORMULACIÓN TÓPICA DE MILTEFOSINA 83  

 

isosorbide (usados como PPP) y octil salicilato indujeron irritación a los 5 días de tratamiento. La 

irritación observada llevó a la suspensión del tratamiento (Van Bocxlaer et al., 2016). Este hecho 

subraya la importancia utilizar una concentración óptima de MTF y un vehículo apropiado.  

 

1.5 Conclusiones 

Los hidrogeles desarrollados mostraron estabilidad fisicoquímica y homogeneidad manteniendo 

estas propiedades hasta por 11 meses bajo diferentes condiciones de temperatura, lo que sugiere 

su viabilidad para aplicaciones a largo plazo. Su comportamiento reológico pseudoplástico 

favorece una fácil aplicación y adherencia cutánea. La estructura porosa de los hidrogeles de MTF 

resultó beneficiosa para la liberación controlada de fármacos, como se observó en el caso de la 

cafeína, cuya liberación aumentó con menores concentraciones de carbopol. Además, los 

hidrogeles de MTF al 0,5% mostraron actividad anti-Leishmania, lo cual se mantuvo bajo 

diferentes condiciones de temperatura, siendo relevantes para el tratamiento tópico en zonas 

endémicas. Finalmente, estos hidrogeles fueron bien tolerados, sin evidencias de irritación o 

toxicidad, lo que refuerza su potencial como tratamiento tópico seguro. 
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2. Efectividad de la miltefosina al ser aplicada tópicamente en un modelo murino de LC 

infectado con una especie del Nuevo Mundo 

 

2.1 Leishmaniasis cutánea del Nuevo Mundo (LC-NM): generalidades 

La LC es una enfermedad dermatológica que presenta diversas formas clínicas (localizada, 

difusa anérgica, mucosa) dependiendo de la especie de Leishmania y las características 

inmunológicas del hospedero. Las especies de Leishmania causantes de enfermedad en mamíferos 

se organizan en tres subgéneros: Leishmania, Viannia y Mundinia. La clasificación de Leishmania 

y Viannia se basa en el desarrollo biológico del parásito dentro del intestino del vector flebótomo 

y el subgénero Mundinia fue clasificado recientemente mediante aproximaciones moleculares 

(Silveira et al., 2023). En la Tabla 5 se muestra la clasificación taxonómica detallada de estos 

subgéneros, incluyendo las especies más importantes, su distribución geográfica y las 

manifestaciones clínicas asociadas a cada una, tales como leishmaniasis cutánea localizada (LCL), 

leishmaniasis cutánea difusa (LCD), leishmaniasis cutánea difusa anérgica (LCDA), y 

leishmaniasis mucocutánea (LMC). 

 

Tabla 5 Clasificación taxonómica de parásitos de Leishmania, clasificación subgénero, 

distribución y sus manifestaciones clínicas en la LC-NM 

Subgénero 

Criterio de 

clasificación  

Especies 

Distribución 

geográfica 

Manifestación 

Clínica 

Leishmania 

(Ross 1903) 

Desarrollo en el 

intestino medio 

hasta el 

L. amazonensis Amazonia brasileña LCL, LCDA 

L. mexicana América Latina LCL, LCD 

L. pifanoi Venezuela LCL 
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intestino 

anterior 

(suprapilaria). 

L. garnhami América del Sur LCL 

L.  venezuelensis Venezuela LCL 

L. waltoni América Latina LCL 

Viannia 

(Laison & 

Shaw 1987) 

Desarrollo en el 

vector desde el 

intestino 

posterior hasta 

el intestino 

anterior 

(peripylaria). 

L. braziliensis 

Primera especie 

identificada en el 

NM. Amplia 

distribución en 

América Latina, 

especialmente en 

Brasil 

LCL, LMC, 

LCD. 

L. guyanensis En la Guayana LCL 

L. shawi Amazonía brasileña  LCL 

L. lainsoni Región amazónica LCL 

L. lindenbergi Región amazónica LCL 

L. naiffi Amazonía brasileña LCL 

L. peruviana Perú LCL 

L. panamensis 

Panamá y regiones de 

América Central y del 

Sur 

LCL 

L. guyanensis / 

L.  shawi  

Región amazónica de 

Brasil 

LCL 
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Mundinia 

(Shaw et al., 

2016) 

Aproximaciones 

moleculares 

(genes v7v8 ssu 

rRNA, hsp70, y 

gapdh). 

L. martiniquensis 

Encontrada en la 

región del Caribe 

LCL, LCD 

Nota: tabla modificada de Silveira et al., 2023. LCL, leishmaniasis cutánea localizada; LCD, 

leishmaniasis cutánea difusa; LCDA, leishmaniasis cutánea difusa anérgica; LMC, leishmaniasis 

mucocutánea.  

 

La LC-NM es producida por protozoarios dimórficos del género Leishmania, los cuales 

son transmitidos a los humanos y reservorios mamíferos a través de mosquitos hembra 

hematófagos del género Lutzomyia. Es una enfermedad dermatológica endémica en Centro y Sur 

América. Durante el año 2022 se reportaron 37890 casos de LC, ocupando Colombia el tercer 

lugar con 5685 casos después de Perú y Brasil con 5760 y 12878 casos, respectivamente (OPS, 

2023). En Colombia, las especies reportadas se encuentran distribuidas en todo el país excepto en 

el archipiélago de San Andrés y Bogotá DC con una incidencia de 42,89 casos por 100000 

habitantes en riesgo (INS,2023). Las principales especies involucradas en la LC son L. 

(Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia) panamensis, Leishmania (Leishmania) 

mexicana, Leishmania (Viannia) braziliensis y Leishmania (Viannia) guyanensis. Los subgéneros 

Leishmania o Viannia, se diferencian entre otros, por el sitio de desarrollo y el acoplamiento de su 

forma flagelada (promastigotes) en el intestino del mosquito (Akhoundi et al., 2016) y el Mundinia 

se caracteriza por su diversidad en términos de hospedadores y vectores, siendo transmitido no 

sólo por flebótomos sino también por mosquitos del género Forcipomyia. Además, este subgénero 
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Mundinia presenta una distribución geográfica más amplia, desde Sudamérica hasta el sudeste 

asiático y África, (Butenko et al., 2019).  

El ciclo de vida de Leishmania se mantiene entre los flebótomos y los hospederos 

mamíferos. En los mosquitos, las formas flageladas (móviles) de promastigotes procíclicos se 

dividen por fisión binaria y se transforman en diversas formas (nectomonas, paramastigotes, 

haptomonas) hasta llegar a promastigotes metacíclicos, que constituyen la forma infectiva 

transmitida al hospedero vertebrado por la hembra del flebótomo. En el hospedero mamífero, las 

formas inmóviles, los amastigotes, no tienen un flagelo exteriorizado y viven como parásitos 

intracelulares en las células fagocíticas, especialmente en los macrófagos de la dermis de la piel, 

en el caso de las especies de Leishmania dermotrópicas (Kaye et al., 2011). El parásito también 

infecta y modula otras células inmunitarias, como los neutrófilos, células dendríticas y mastocitos, 

los cuales pueden influir en la eliminación o en el establecimiento de la infección (Costa da Silva 

et al., 2022). Una vez en el macrófago, los amastigotes intracelulares se replican en los fagosomas, 

evitando la muerte del parásito al neutralizar la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) 

como el peróxido de hidrógeno (H₂O₂), el superóxido (O₂⁻), el radical hidroxilo (OH), y el óxido 

nítrico (ON), permitiendo así su supervivencia y multiplicación en el hospedero. A medida que se 

acumulan grandes cantidades de amastigotes, los macrófagos se lisan, liberando los parásitos, 

facilitando la reinfección de otras células. Este ciclo continúa cuando otros flebótomos ingieren 

fagocitos infectados durante su alimentación. Dentro del vector, los amastigotes se convierten en 

promastigotes en el intestino posterior o medio, donde proliferan y se diferencian en promastigotes 
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infectivos. Estos migran a las glándulas salivales del flebótomo, desde donde son transmitidos 

nuevamente a un hospedero, perpetuando el ciclo de vida del parásito.  

 

Nota: Los promastigotes procíclicos se replican en el intestino del mosquito flebótomo, migran a 

la probóscide y se transforman en promastigotes metacíclicos, la forma infectiva no replicativa. 

Durante la picadura el mosquito libera los promastigotes junto con componentes 

inmunomodulatorios en la piel del huésped. Los fagocitos del huésped ingieren los promastigotes, 

que se transforman en amastigotes intracelulares. Estos se multiplican hasta romper las células 

huésped, infectando otros macrófagos. El ciclo se completa cuando un mosquito ingiere 

macrófagos infectados, iniciando la transformación de amastigotes a promastigotes nuevamente. 

Figura tomada y modificada de Esch et al., 2013. 

 

Figura 14 Ciclo de vida del parásito 
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Las manifestaciones clínicas de la LC-NM son diversas. La más común es la LC localizada 

(LCL) se caracteriza por un número limitado de lesiones, de úlceras húmedas o secas con un borde 

crateriforme elevado (forma vulcano) con carga parasitaria moderada en el borde de las ulceras y 

respuesta inmune de hipersensibilidad tipo retardado (DTH) positivo (Rodriguez et al., 2016). La 

LC difusa anérgica (LCDA) se caracteriza por presentar múltiples lesiones nodulares, no 

ulcerativas y diseminadas, con abundantes parásitos y ausencia de respuesta DTH. La LC 

diseminada (LCD) se caracteriza por numerosas lesiones papulares/acneiformes en ≥ 2 áreas no 

contiguas del cuerpo, comúnmente involucrando membranas mucosas, pocos parásitos en las 

lesiones y fuerte respuesta DTH). La leishmaniasis mucosa (LM) por su parte es una de las formas 

más graves y difíciles de tratar. Se manifiesta con lesiones inflamatorias en las membranas 

mucosas de la nariz, boca y faringe que pueden ser desfigurantes presentando de escasos/nulos 

parásitos en las biopsias y una fuerte respuesta DTH (Silveira et al., 2023; Silveira et al., 2004). 

Las especies de Leishmania involucradas se observan en la tabla 11. Detalles sobre los factores 

que podrían estar involucrados en la heterogeneidad de la LC del NM se analizaran en el capítulo 

3.  

2.1.1 Uso de ratones BALB/c en el estudio de la LC-NM 

El modelo murino ha sido ampliamente utilizado para estudiar la infección, patogénesis, 

inmunidad y terapéutica en LC. Una ventaja sobre otras infecciones por ejemplo por Plasmodium 

es que los ratones se pueden infectar con las mismas especies que infectan a los humanos. Las 

manifestaciones de la enfermedad en ratones varían según la especie de Leishmania y el modelo 

murino utilizado (Scorza et al., 2017). Los ratones BALB/c son uno de los modelos endogámicos 

(es decir producidos por más de 20 generaciones de apareamiento entre hermanos) más utilizados 

en la investigación biomédica utilizados especialmente en la investigación inmunológica y de 
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enfermedades infecciosas. Al ser consanguíneos son genéticamente uniformes a través de sus 

múltiples generaciones de apareamiento (Nakamura et al., 2013). Esta uniformidad genética los 

hace particularmente útiles en la investigación científica porque reduce la variabilidad en los 

experimentos y permite que los resultados sean reproducibles. En el estudio de la leishmaniasis se 

han observado diferencias genéticas en los ratones BALB/c en loci de los cromosomas 6, 7, 10, 

11, 15 y 16, asociados con la respuesta a la infección en comparación con cepas resistentes de 

ratones, como C57BL/6, C3H, CBA y NZB, entre otros (Sacks et al., 2002; Lipoldová et al., 2000). 

Fenotípicamente, los ratones BALB/c muestran una liberación temprana de IL-4 generando una 

respuesta tipo Th2 responsable de suprimir el desarrollo de la respuesta Th1 y de inhibir la 

secreción de IFNγ necesaria para activar los macrófagos infectados y eliminar los parásitos 

(Malherbe et al., 2000). Los modelos murinos comúnmente utilizados para evaluar la LC son los 

ratones C57BL/6 y BALB/c para infecciones causadas por diversas especies de Leishmania, como 

L. major, L. amazonensis y L. mexicana. Los ratones C57BL/6 tienden a desarrollar una respuesta 

inmunitaria de tipo Th1, caracterizada por la producción de interferón gamma (IFN-γ) y la 

activación de macrófagos que controlan y resuelven la infección de manera auto-curativa o crónica 

controlada. En contraste, los ratones BALB/c exhiben una respuesta Th2 predominante, con una 

mayor producción de citocinas como IL-4 e IL-10, lo que favorece la progresión de infecciones 

crónicas formando lesiones ulcerosas localizadas con riesgo de diseminación y la persistencia de 

los parásitos en el tejido cutáneo (Scott et al., 2016). Sin embargo, en el caso de infecciones de 

especies del subgénero Viannia desarrollan una enfermedad leve que generalmente se resuelven 

espontáneamente (Oliveira et al., 2012; Scott et al., 2016). Otros modelos como los ratones CBA 

y C3H son relativamente resistentes a infecciones por L. major. Estos desarrollan una respuesta 
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inmune celular tipo Th1, con citoquinas como IL-12, IFNγ y TNFα presentando pequeñas lesiones 

que se curan espontáneamente sin diseminación (Sacks et al., 2002).  

Los trabajos iniciales de LC murina fueron realizados en L. major, la especie causante de 

la LC del Viejo Mundo.  En ellos se demostró la polarización de la respuesta inmune en 

leishmaniasis donde ratones resistentes generaron una respuesta Th1 y ratones susceptibles, una 

respuesta Th2 (Scott et al., 2016). En infecciones con L. mexicana se presentan lesiones crónicas 

en la mayoría de las cepas de ratones (Pérez et al., 1979), en las infecciones por L. braziliensis se 

presentan lesiones pequeñas, no ulcerativas y algunas veces autocurativas en ratones BALB/c y 

C57BL/6 (Rocha et al., 2007) y en las infecciones por L. amazonensis en ratones como C57BL/10 

y CBA, muestran una abundante cantidad de amastigotes, mayor daño tisular y alta producción de 

anticuerpos (de Oliveira Cardoso et al., 2010). 

2.1.2 La MTF como alternativa terapéutica de la LC-NM 

La MTF es una alquilfosfocolina, desarrollada originalmente como medicamento para las 

metástasis cutáneas del cáncer de mama (Unger et al., 1990). Fue el primer medicamento 

antileishmania oral que llegó al mercado y está registrada para el tratamiento de la leishmaniasis 

visceral (LV) en Alemania e India y para el tratamiento de la LC y LV en Colombia (Sundar et al., 

2002, Soto et al., 2006). El mecanismo de acción de la MTF se ha asociado con la inhibición de la 

biosíntesis de fosfolípidos y citocromo c oxidasa mitocondrial e inducción de apoptosis, alteración 

de la señalización celular dependiente de lípidos y alteraciones en la homeostasis intracelular del 

Ca2+ (Paris et al., 2004; Urbina, 2006; Luque & Rivas, 2007; Pinto-Martínez et al., 2017). 

Además, actúa como como inmunomodulador, restaurando la capacidad de respuesta al IFNγ, 

estimulando la producción temprana de IL-12 y TNFα, regulando las respuestas Th1/Th2 y 

aumentando la producción de ROS (Dasgupta et al., 2003; Dorlo et al,. 2012; Pálic et al., 2019). 
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La MTF mejora la función de los macrófagos al inducir la expresión de citocinas, regular 

positivamente los receptores de citocinas y aumentar la capacidad fagocítica y la producción de 

ROS y NO en células y ratones (Zeisig et al., 1995; Ponte et al., 2012; Peixoto et al., 2020). 

También aumenta la proliferación de células T CD4+ y CD8+ y el estallido oxidativo humano. Sin 

embargo, su uso ha sido relacionado con malestar gastrointestinal que a menudo es la causa de una 

mala adherencia a la terapia, teratogenicidad y hepato- y nefrotoxicidad requiriendo monitoreo del 

paciente (Ware et al.,2021; Dorlo et al., 2012). La administración tópica de MTF podría ser una 

estrategia prometedora ya que minimiza los efectos secundarios, reduce la necesidad de un 

monitoreo intensivo y mejora la adherencia al tratamiento. Dada la aprobación de la MTF por la 

FDA su reformulación de oral a tópica podría ser una ruta económica y viable a mediano plazo 

(FDA, 2015). Estudios han demostrado la capacidad de la MTF de permear el SC de la piel, debido 

a su bajo peso molecular (407,57 g/mol), naturaleza anfifílica y zwitteriónica, (pKa: ~2) y su 

solubilidad en varios disolventes como agua (≥ 2,5 mg/mL), etanol (1,25 mg/mL) y DMSO (0,8 

mg/mL) (Van Bocxlaer et al., 2016).  

Estudios in vitro e in vivo han demostrado que la MTF tiene actividad en diversas especies 

de Leishmania (Schmidt-Ott et al.,1999; Escobar et al., 2002). El primer estudio publicado del uso 

oral de MTF en la LC-NM fue un ensayo clínico en soldados colombianos positivos para L. 

amazonensis (n = 5) y L. panamensis (n = 10) donde dosis entre 50 mg/día durante 20 días y 150 

mg/ día durante 28 días mostraron tasas de curación del 60% y el 81%, respectivamente (Soto et 

al., 2001). Otro estudio en 133 pacientes con LC en Colombia y Guatemala, el tratamiento oral 

con 150 mg/día durante 28 días mostró una tasa de curación del 60% en casos por L. mexicana y 

33% en infecciones por L. braziliensis (Soto et al., 2004). Otros ensayos realizados en pacientes 

con LC por L. braziliensis en Bolivia, tratados con 2.5 mg/kg/día durante 28 días, mostraron una 
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tasa de curación del 88%. Estos datos demostraron la eficacia variable de la MTF. Estudios 

realizados en niños colombianos (n = 116), mostraron que la MTF utilizada oralmente a 1.8−2.5 

mg/kg/día durante 28 días fue efectiva en el 83% de casos de LC producidos por L. panamensis y 

L. guyanensis, mostrando una efectividad similar al tratamiento con SbV (Rubiano et al., 2012). 

Este estudio resalta la ventaja del uso oral de MTF y su baja toxicidad en la población pediátrica. 

2.1.3 Actividad dosis-respuesta 

El término dosis-respuesta se refiere a la relación entre la dosis/concentración aplicada y 

el efecto observado (i.e., terapéutico, tóxico) a nivel de molécula, célula, tejido, órgano, sistema 

de órganos u organismo. Existen modelos matemáticos de dosis-respuesta que van desde una 

simple ecuación hasta la complejidad de modelos farmacocinéticos/farmacodinámicos 

multicompartimentales. La farmacodinámica (lo que el fármaco le hace al organismo) estudia los 

efectos (bioquímicos, fisiológicos y moleculares) de los fármacos en el organismo (la unión a 

receptores, los efectos posreceptor y las interacciones químicas). Tanto la farmacodinámica como 

la farmacocinética (lo que el cuerpo hace con el fármaco, o el destino del fármaco) ayudan a 

explicar la relación dosis/respuesta, es decir, los efectos del fármaco. La respuesta farmacológica 

depende de la unión del fármaco a su diana y la concentración del fármaco en el receptor controla 

su efecto. Sin importar cómo se produzca el efecto de un fármaco (por unión o interacción química, 

i.e. un antiácido), la concentración del fármaco en sitio de acción controla el efecto. La respuesta 

a la concentración puede ser compleja y a menudo no lineal. Los resultados de dosis-respuesta 

suelen graficarse colocando la dosis o la función de dosis (p. ej., log10 dosis) en el eje x y el efecto 

(respuesta) en el eje y. Dado que el efecto de un fármaco es una función de la dosis y el tiempo, 

dicho gráfico representa la relación dosis-respuesta independientemente del tiempo. Los efectos 

medidos se registran con frecuencia como máximos en el momento del efecto máximo o en 
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condiciones estacionarias (Farinde, 2023). Las relaciones dosis respuestas se pueden mostrar como 

curvas hiperbólicas o curvas sigmoidales (o sigmoideas). El modelo de curva hiperbólica muestra 

la relación entre la dosis del fármaco (eje X) y la respuesta al fármaco (eje Y) en una escala lineal. 

Se utiliza p. ej., para representar cambios en la frecuencia cardiaca, la presión sanguínea, el pH 

gástrico, la glucosa en sangre, actividad enzimática, el potencial de membrana, entre otras. Cuando 

la dosis del fármaco se representa en una escala logarítmica de base 10, se obtiene una curva 

sigmoidal dosis-respuesta (IUPHAR, 2024). La curva sigmoidal dosis-respuesta es uno de los 

fundamentos de la farmacología la cual muestra la potencia (a lo largo del eje x de la dosis), la 

eficacia máxima (mayor respuesta alcanzable) y la pendiente (cambio en la respuesta por unidad 

de dosis). Esta representación amplía la escala de dosis en la región en la que la respuesta al 

fármaco cambia rápidamente y comprime la escala en las dosis más altas, donde los grandes 

cambios tienen poco efecto sobre la respuesta. Se caracteriza por su forma en 'S', con dos asíntotas 

y una pendiente que indica cómo las variaciones en la concentración afectan la respuesta 

farmacológica (Figura 15a). El modelo sigmoidal ayuda a identificar y comparar la potencia entre 

diferentes fármacos (Aguirre et al., 2010; Farinde et al., 2022) (Figura 15b). 
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Nota: a. La gráfica refleja en eje vertical (Efecto), indica el grado de efecto farmacológico obtenido 

con el fármaco. El eje horizontal (log Concentración), representa el logaritmo de la concentración 

del fármaco. El uso de una escala logarítmica permite apreciar mejor el rango de concentraciones, 

especialmente cuando este es amplio. El efecto (o eficacia) máximo (Emax), representa el efecto 

máximo que puede producir el fármaco; es el techo de la curva, indicando que no se obtiene un 

mayor efecto, aunque se aumente la dosis del fármaco. La concentración efectiva 50 (CE50) es la 

cantidad del fármaco que induce el 50% del máximo efecto deseado. Esta medida es un indicador 

de la potencia del fármaco; a menor CE50, mayor potencia. La pendiente indica la velocidad con 

la que aumenta el efecto farmacológico con el incremento de la concentración del fármaco. b. 

Comparación de las curvas dosis-respuesta de los fármacos X, Y y Z. El fármaco X tiene mayor 

actividad biológica por equivalente de dosis y, por lo tanto, es más potente que los fármacos Y o 

Z. Los fármacos X y Z tienen la misma eficacia, indicada por su respuesta máxima alcanzable 

(efecto techo). El fármaco Y es más potente que el Z, pero su eficacia máxima es menor. Grafica 

modificada de Aguirre et al., 2010 y Farinde et al., 2023. 

 

Figura 15 Curva sigmoidal dosis-respuesta de fármacos. 

a. b. 
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La relación dosis-respuesta, en la que intervienen los principios de la farmacocinética y la 

farmacodinámica, determina la dosis y la frecuencia necesarias, así como el índice terapéutico (IT) 

de un fármaco en una población. El IT es la relación entre la concentración tóxica mínima y la 

CE50 y ayuda a determinar la eficacia y la seguridad de un fármaco. Aumentar la dosis de un 

fármaco con un valor de IT pequeño aumenta la probabilidad de toxicidad y/o ineficacia del 

fármaco. Estas características difieren según la población y se ven afectadas por factores 

relacionados con el paciente como la edad, el embarazo, y la función orgánica (p. ej., renal, 

cardiaca). Esta característica es crucial para identificar la dosis óptima que proporciona el máximo 

beneficio terapéutico minimizando el riesgo de efectos adversos, lo que garantiza un tratamiento 

seguro y eficiente (Zang et al., 2016). 

Los ensayos de dosis-respuesta han sido cruciales en la evaluación de tratamientos tópicos. 

Algunos ejemplos se encuentran en estudios realizados con la crema de benvitimod para la 

psoriasis (Zang et al., 2016), la crema de imiquimod para el carcinoma (Marks et al., 2001) y el 

minoxidil tópico para la alopecia (Shupack et al., 1987). Estos ensayos se han utilizado 

estratégicamente para optimizar el tiempo y los recursos en el desarrollo, facilitando la integración 

cuantitativa de información y la toma de decisiones clínicas con muestras de tamaño reducido a lo 

largo de las fases clínicas. El método de exposición-respuesta es una técnica empleada que consiste 

en la identificación de una dosis inicial adecuada y en la determinación de cómo ajustar la dosis 

de manera óptima para cada paciente. Este enfoque implica un análisis detallado de los parámetros 

farmacocinéticos, y farmacodinámicos. La "exposición" hace referencia a la dosis administrada al 

cuerpo y a las mediciones de la concentración del fármaco en el plasma y otros fluidos biológicos, 

expresándose en términos que incluyen concentración máxima (Cmax), concentración mínima 

(Cmin), concentración en estado estable (Css) y área bajo la curva (AUC). Por su parte, "respuesta" 
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alude a la medición directa del efecto farmacológico del fármaco, abarcando un extenso conjunto 

de resultados o biomarcadores. Estos pueden ser biomarcadores indirectos asociados con un efecto 

potencial o establecido, y una variedad de efectos clínicos, ya sean a corto o largo plazo, que se 

relacionan con la eficacia o la seguridad del tratamiento (FDA, 2003). Los modelos de exposición-

respuesta se utilizan para simular y predecir los resultados de futuros ensayos, evaluar diversas 

estrategias y diseños de ensayos clínicos antes de su ejecución, acelerar el desarrollo de 

medicamentos y contribuir al control de los costos de los estudios clínicos (Lalonde et al., 2007; 

Zang et al., 2016).  

En este capítulo nos propusimos establecer un modelo experimental en ratones BALB/c 

infectados con L. amazonensis para poder cuantificar dos efectos importantes de la enfermedad 

como fueron el tamaño de las lesiones, expresado en mm2, y la carga parasitaria de las lesiones 

expresados en concentración de parásitos/ lesión. Dado los resultados obtenidos con el tratamiento 

tópico con 0,5% de MTF (una dosis/día por 21 días) (Neira et al., 2019), quisimos determinar la 

relación de diferentes dosis (0,06, 0,17, 0,5 y 1,5 % de MTF) con la respuesta (reducción de lesión 

o de carga parasitaria) asociada con el tratamiento tópico con MTF. Se mostrarán datos importantes 

que podrán contribuir a la optimización del uso tópico de MTF en LC-NM. 

 

2.2 Metodología  

Se presenta un estudio de tipo experimental realizado en ratones BALB/c infectados con 

L. amazonensis. En la primera fase se estandarizó el modelo murino de infección con Leishmania 

y en la segunda se determinó el efecto de diferentes concentraciones de MTF en el tamaño de las 

lesiones y carga parasitaria (ensayo dosis respuesta). La tipificación de la cepa se realizó en el 

laboratorio de genómica funcional del Instituto Rene Rachou- Fiocruz/MINAS, Brasil. Los 
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ensayos in vivo se realizaron en la Unidad Experimental en Animales (UEA), Sede UIS 

Guatiguará, la preparación de los hidrogeles en el laboratorio de quimioterapia del CINTROP-

UIS, y el estudio histológico en el Laboratorio del Departamento de Patología, Escuela de 

Medicina de la UIS, con el apoyo y asesoría del profesor Julio Cesar Mantilla. Todos los 

experimentos fueron avalados por el Comité de Ética de la UIS (CIENCI). En la Figura 16 se 

muestra el diseño metodológico desarrollado en este capítulo. 

 

2.2.1 Estandarización del modelo experimental  

2.2.1.1 Ratones 

Se utilizaron ratones hembra BALB/c procedentes del Instituto Nacional de Salud, de 10 a 

12 semanas de edad y masa corporal de 20 g. Los animales fueron mantenidos en la UEA a 

temperatura de 22 °C ± 2 °C, con agua y comida ad libitum, humedad relativa ambiental del 

50−70%, luminosidad de ciclos luz/oscuridad de 12 h. Todos los ensayos fueron realizados con la 

aprobación del CEINCI de la UIS (Acta N.23 del 10 de diciembre 2019), y la Resolución 008430 

de 1993 Título V, que refiere a la investigación biomédica con animales. Se tuvieron en cuenta 

aspectos como la pérdida de peso, cambios en el comportamiento y estrés, signos de dolor y los 

principios de las 3R: reemplazo, reducción y refinamiento. 
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Nota: La grafica muestra una primera parte donde se estandariza el modelo de infección en ratones BALB/c y una segunda parte en la 

cual se evalúa la efectividad de un tratamiento tópico con diferentes concentraciones de MTF. 

Figura 16 Diseño metodológico del capítulo 2 
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2.2.1.2 Parásitos  

Los parásitos de L. amazonensis (MHOM/BR/73/LV78) fueron mantenidos a 28 ºC en 

medio de cultivo Schneider's suplementado con 10% suero fetal bovino inactivado con calor.  

2.2.1.3 Identificación de cepa de Leishmania mediante el método PCR-RFLP 

La especie fue confirmada por PCR-RFLP, utilizando las cepas de referencia L. braziliensis 

(MHOM/BR/75/M2903), L. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147), L. infantum 

(MHOM/BR/74/PP75) y L. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) suministradas por la Profesora 

Silvane Fonseca Murta de la Colección de Leishmania del Instituto Rene Rouchou FIOCRUZ-

MINAS. El ADN de la cepa utilizada fue extraído a partir de 107 promastigotes en fase logarítmica 

de crecimiento, utilizando el reactivo DNAzol™ (Invitrogen). La cantidad y calidad de ADN se 

realizó utilizando un lector multi-modal Synergy H1 (BioTek Instruments, Inc, VT, USA) a 260 

nm y 280 nm. Se realizó la amplificación de genes conservados en Leishmania: proteínas de 

choque térmico en (HSP70) y espaciador transcrito interno (ITS1) mediante PCR convencional. 

La mezcla de reacción (25 μL) contenía 10 mM de dNTP Mix; 10X buffer PCR de alta fidelidad 

(Invitrogen); 50 mM de MgSO4; 5 U/µL de la enzima polimerasa de alta fidelidad (Platinum® Taq 

DNA, Invitrogen), 10µM de cada primer y 10 ng/μL del ADN obtenido de los aislamientos. Se 

incluyó en todos los experimentos agua destilada como control negativo y, ADN de L. (V.) 

braziliensis, cepa MHOM/BR/75/M2903, como control positivo. Las reacciones de amplificación 

se hicieron en un termociclador convencional (Applied Biosystems). El protocolo consistió en la 

desnaturalización inicial (a 94 °C, durante 5 min) seguida de 35 ciclos de desnaturalización (a 94 

°C durante 15 s), hibridación (a 64 °C durante 30 s) y extensión (a 68 °C durante 3 min), con una 

extensión final a 68 °C durante 5 min. La amplificación se verificó mediante electroforesis en gel 

de agarosa al 2% y tinte de ácidos nucleicos fluoresecente (GelRed®, Biotium) a 3,5 V/cm durante 
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30 min. (Schönian et al., 2003; Garcia et al., 2004). Los primers utilizados en este estudio se 

muestran en la Tabla 6. Los productos de amplificación se sometieron a electroforesis en agarosa 

TBE al 2% a 100 V en tampón TBE 0,5% (Tris-borato 0,045 M, EDTA 1 mM) y tinte de ácidos 

nucleicos fluorescente, se visualizaron bajo luz ultravioleta. Los productos de PCR (10-15μL) se 

llevaron a digestión utilizando la enzima de restricción BsuRI (HaeIII, Thermo Scientific™) 

HaeIII utilizando las condiciones recomendadas por el fabricante. Los fragmentos de restricción 

se llevaron a electroforesis en gel de agarosa TBE al 4% a 100V y fue visualizada bajo luz 

ultravioleta. Las bandas obtenidas fueron comparadas con las bandas obtenidas de las cepas de 

referencia.  

2.2.1.4 Infección de los ratones  

Los ratones fueron infectados en la región lumbosacra, 4-6 mm arriba de la base de la cola 

con promastigotes de L. amazonensis en fase estacionaria de crecimiento en una concentración de 

5x105 parásitos/100 μL de tampón de fosfatos (PBS) a pH 7,0, vía subcutánea. La infección fue 

realizada sin sedación, ya que los ratones no manifestaban signos de dolor. Los parásitos fueron 

pasados al menos una vez a través de ratones antes de realizar el estudio para minimizar la pérdida 

de virulencia después de un cultivo in vitro prolongado. 

2.2.1.5 Evaluación de la infección, sacrificio de los ratones y recolección de muestras 

El seguimiento del tamaño de las lesiones y características (nódulo y/o úlcera) se llevó a 

cabo llevando un registro fotográfico y mediciones de las lesiones utilizando un medidor digital 

(Tracedable®, VWR, Radnor, USA). El tamaño de la lesión fue calculado en mm2 teniendo en 

cuenta la medida del diámetro longitudinal y transversal (área lesión = eje mayor x eje menor x π). 

Estas mediciones fueron realizadas semanalmente desde que los ratones empezaron a mostrar las 

lesiones, durante el tratamiento y hasta el final del experimento. Se determinó la velocidad de 
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crecimiento de las lesiones mediante el cociente de la resta de los valores de tamaño y tiempo de 

evolución de las lesiones (mm2/día). Los resultados fueron expresados como el promedio ± DS del 

tamaño de lesión (mm2). Los animales fueron anestesiados utilizando una mezcla de anestésicos 

vía intraperitoneal de 12,5 mg/kg de xilacina (Virbac, México) y 87,5 mg/kg de ketamina 

(Holliday-Scott S.A, Buenos Aires, Argentina) y la eutanasia fue realizada mediante dislocación 

cervical.  Se prepararon frotis de las lesiones las cuales fueron fijadas con metanol y coloreadas 

con Giemsa para la detección microscópica de parásitos. Además, se recolectaron fragmentos de 

la lesión distribuyendo en recipientes con una solución de formalina tamponada al 10% (pH 7,0) 

para estudios histopatológicos y en recipientes secos para determinar la carga parasitaria.  

2.2.1.6 Procesamiento y análisis de parásitos en biopsias 

Los fragmentos de lesión fijados con formalina fueron embebidos en parafina. Cortes de 5 

µm fueron realizados con un micrótomo 2135 (Leica Biosystems Inc, Buffalo Grove, USA) y 

colocados sobre una lámina portaobjetos. Estos fueron desparafinados y posteriormente 

coloreados con H&E para ser analizados microscópicamente. Los resultados fueron expresados 

utilizando una escala semicuantitativa de clasificación: -, ausencia, +, leve; ++, moderado; +++, 

severo para la presencia y ausencia de parásitos en la dermis.   

2.2.1.7 Carga parasitaria en lesiones de LC 

Primers 

Se utilizaron los primers reportados por Van Bocxlaer et al., 2018. La secuencia de la región 170-

bp en el gen 18S ADN ribosomal fueron específicos para todas las especies de Leishmania. Las 

respectivas secuencias se muestran en la Tabla 6.  
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Tabla 6 Secuencias de primers utilizados en la técnica de PCR para la amplificación de ADN de 

Leishmania spp 

Gen Primer Secuencia Ref 

ITS1 (300 a 

350 pb) 

FW 

RV 

5’–CTGGATCATTTTCCGATG–3’ 

5’–TGATACCACTTATCGCACTT–3’ 

El Tai et al., 2000 

HSP70 

(~1300 pb) 

FW 

RV 

5’–GACGGTGCCTGCCTACTTCAA–3’ 

5’–CCGCCCATGCTCTGGTACATC–3’ 

Garcia et al., 2004 

18s rADN 

(170-pb) 

FW 

RV 

5’–C CAA AGT GTG GAG ATC GAA G–3’ 

5’–GGC CGG TAA AGG CCG AAT AG–3’ 

Van Bocxlaer et 

al., 2018 

Nota: FW: forward; RV: reverse 

Extracción de ADN de lesiones de LC 

Las secciones de las lesiones fueron descongeladas y pesadas. El ADN se extrajo utilizando el kit 

comercial de extracción de ADN en sangre y tejido DNeasy® (Qiagen). Brevemente, le agregaron 

20 µL de proteinasa K y 180 µL de tampón ATL a 10 mg de tejido y se dejaron a 56 °C en baño 

María durante toda la noche. Después de agitación en Vórtex se agregaron 200 µL de tampón AL 

e incubó 10min a 56 °C. El ADN fue precipitado adicionando etanol y la muestra se transfirió a 

una columna giratoria del kit. El ADN se retuvo en la columna durante varios lavados y por último 

se eluyó en 200 µL de tampón AE. Se obtuvieron alícuotas de 50 µL de ADN las cuales fueron 

almacenadas en viales de 1,0 mL a -20 °C. 

Cuantificación y calidad de ADN 

La pureza y la concentración de ADN fue determinada mediante espectrofotometría utilizando un 

lector Multi-Modal Sinergy TM (BioTek, Vermonto, USA). Se agregaron 2 µL de muestra en la 

placa Take3, se utilizó como blanco el buffer AE. La concentración de ADN de la muestra se 
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calculó teniendo en cuenta el valor de absorbancia obtenido a una longitud de onda de 260 nm. 

Para determinar la pureza del ADN obtenido de las lesiones de piel se estableció la relación de 

absorbancias A260/280, la cual indica que un ADN de pureza optima tiene valor entre 1,8–2,0.  

Un ADN de pureza aceptable debe tener al menos una relación A260/280>1,6. Un valor 

A260/280<1,6 indica posible contaminación por compuestos aromáticos como fenoles y proteínas. 

Un radio A260/280>2,1 podría deberse a la presencia de ARN en la muestra (Programa de control 

de calidad de ácidos nucleicos, Banco Nacional de ADN Carlos III, Universidad de Salamanca, 

www.bancoadn.org, 2010). 

Optimización y validación de primers para la qPCR en la detección de parásitos 

Para la optimización de los primers utilizados en la qPCR se evaluaron diferentes temperaturas 

(60 y 62 °C) y concentraciones (0,3 a 0,8 µM) para identificar la temperatura de anidamiento (Tm) 

y concentración óptima para la anexión de los primers. Se llevó a cabo una qPCR para confirmar 

la presencia de amplificados del tamaño correcto y verificar la eficiencia de los primers. Se 

amplificó 1 µL de ADN de cultivo de parásitos en un volumen final de 20 µL, que contenía 10 µL 

de enzima PowerUp™ SYBR® Green Master Mix y 9µL de primers a concentraciones entre 0,3 

a 0,8 µM. Las muestras fueron procesadas en un termociclador Applied Biosystems™ 

QuantStudio 5. Las condiciones de amplificación utilizadas consistieron en una desnaturalización 

inicial con dos pasos: a 50 °C por 2 min y a 95 °C por 2 min, seguidos de 40 ciclos de 

desnaturalización a 95 °C por 15 seg y una extensión entre 60 y 62 °C por 1 min. Cada corrida 

incluyó una muestra negativa (agua MilliQ). En la qPCR, se observó la amplificación de la muestra 

de ADN, obteniendo valores de Ct (ciclo umbral) que representaron el número de ciclos de 

amplificación necesarios para que la señal fluorescente generada por la PCR alcanzara un umbral 

predefinido. Además, al amplificado se le realizó una electroforesis en un gel de agarosa al 1,7%, 
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y luego se tiñó con EZ-VISION® y se visualizó bajo luz UV. Se utilizó el marcador de tamaño de 

fragmentos de ADN Thermo Scientific GeneRuler 100bp DNA Ladder para la estimación del 

tamaño de los fragmentos amplificados. 

 

Curva estándar de concentraciones de parásitos versus valores ciclo umbral Ct  

Los promastigotes de L. amazonensis se lavaron con PBS y se centrifugaron durante 5 min a 3000 

g. El número de parásitos se determinó microscópicamente utilizando una cámara de Neubauer, 

procediendo luego a realizar diluciones en serie de diez veces, desde 1x108 parásitos/mL hasta 1 

parásito/mL. El ADN se extrajo utilizando el kit DNeasy® Blood & Tissue de Qiagen y se 

determinó al cantidad y pureza del ADN tal como se explicó anteriormente. Se llevaron a cabo 

reacciones de qPCR en tiempo real para las diluciones de ADN registrando los valores de Ct 

correspondientes. Cada reacción se realizó por triplicado en dos ensayos distintos. Se calculó el 

coeficiente de variación interensayo utilizando la fórmula CV = (σ/μ) * 100%, donde σ denota la 

desviación estándar y μ el promedio de los datos obtenidos. Se construyó la gráfica de la curva 

estándar trazando los valores de Ct en función de la concentración de las diluciones conocidas, 

observándose una relación lineal entre el logaritmo de la concentración de parásitos y los valores 

de Ct. La eficiencia del PCR se determinó aplicando la fórmula: % Eficiencia = [(10 (-1/pendiente)) − 

1] x 100%, calculado por el software QuantStudio Design and Analysis v.1.4.3. 

 

2.2.2 Efecto de diferentes dosis de MTF en el tamaño de las lesiones y en la carga parasitaria  

2.2.2.1 Medicamentos y reactivos 

La MTF se obtuvo de Gold Biotechnology® (St Louis, MO, EE. UU) y el Carbopol®940, 

benzoato de sodio, trietanolamina y medio de cultivo Schneider se adquirieron de Sigma-Aldrich 
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(St Louis, MO, EE. UU). El DMSO se adquirió de Carlo Erba Reagent (Rodano, Italia) y el suero 

bovino fetal (SBF) de Gibco (Grand Island, NY, EE. UU.). 

2.2.2.2 Preparación y caracterización de las formulaciones de MTF 

Se prepararon formulaciones semisólidas tipo hidrogel conteniendo MTF en 

concentraciones de 0,06, 0,17, 0,5 y 1,5% p/v como se describen en el Capítulo 1, sección 2.4.  El 

polímero gelificante carbopol (1% p/v) se disolvió en agua destilada y benzoato de sodio al 0,1%. 

La MTF, en las diferentes concentraciones, se disolvieron en el DMSO. Se mezclaron las dos fases 

mediante agitación continua y la solución se neutralizó gota a gota con trietanolamina hasta que 

se formó un sistema coloidal semisólido transparente. Se preparó un hidrogel sin MTF (vehículo). 

Los hidrogeles se inspeccionaron visualmente para determinar su color, homogeneidad, 

consistencia y separación de fases. La consistencia se estableció subjetivamente como se describe 

en el Capítulo 1, sección 1.2.5.1, los hidrogeles fueron clasificados como semilíquidos o 

semisólidos. El pH se midió usando un medidor de pH digital (Ohaus Starter 3100, New Jersey, 

EE. UU.), los valores por debajo de 7, a 7 y por encima de 7 se consideraron ácidos, neutros y 

alcalinos, respectivamente. Los resultados de pH fueron expresados como la media ± DE. La 

viscosidad se midió usando un viscosímetro (Atago, Japón), los resultados de fueron en centipoise 

(cps). Las formulaciones fueron conservadas a 4 °C protegidos de la luz en frascos de vidrio ámbar 

sellados con cinta parafinada para evitar la desecación.  

2.2.2.3 Tamaño de muestra 

El tamaño de muestra se calculó utilizando software G Power (Statistical Power Analyses 

3.1.9.4 for Windows). Se calculó asumiendo un α de 0,05 y un poder de prueba del 80% utilizando 

la siguiente formula derivada de la prueba t: 𝑛 = 1 + 2𝐶 (
𝑠

𝑑
)2, donde n es el tamaño de muestra, 
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C una constante seleccionada para el nivel de significancia y poder de prueba, s desviación estándar 

poblacional, d es la diferencia de las medias detectadas del área bajo la curva. 

2.2.2.4 Grupos (G) experimentales, esquema de tratamiento, cálculo de las dosis aplicadas 

de MTF 

Los ratones infectados se distribuyeron aleatoriamente en 7 grupos experimentales (n = 6-

8 ratones). Los grupos G1-5 fueron tratados con el vehículo y cada concentración de MTF por 25 

días, el G6 con MTF 30 mg/kg oral/15 días (control positivo) y el G7 se mantuvo sin tratamiento 

(control negativo), para descartar cura espontanea de las lesiones. Teniendo en cuenta el peso 

molecular de la MTF, que cada dosis fue aplicada en 100 mg sobre la lesión y que se aplicaron 

dosis por 25 días, a partir de la concentración final del hidrogel (0 a 1,5% p/v de MTF) se 

calcularon la concentración de MTF (mM) utilizadas en cada dosis (Tabla 7). 

Tabla 7 Grupos experimentales utilizados en el capítulo 2. 

Grupo n 

Hidrogeles 

(MTF %) 

MTF (mM) 

dosis/día* 

MTF (mM) 

dosis/25 días** 

Vía de 

aplicación 

N 

Dosis 

Días 

p.t. 

1 6 0  0 0 

Tópica 25 

60 

2 8 0,06 1,47 36,8 

3 8 0,17 4,17 104,2 

4 6 0,5 12,26 902,08 

5 8 1,5 36,80 306,5 

6 6 

Solución 

MTF 

30 mg/kg 450 mg/kg*** Oral 15 

7 6 Ninguna - - - - - 
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Nota: n: número de animales; p.t.: post tratamiento; *Concentración MTF diaria administrada (100 

mg de hidrogel) en las lesiones; **Concentración final de MTF administrado tópicamente en los 

25 días de tratamiento; ***Concentración final de MTF administrado oralmente en los 15 días de 

tratamiento.  

 

Cuando las lesiones (nódulos y/o ulceras) tenían un área entre 15 y 65 mm2 fueron tratados 

tópicamente directamente sobre las lesiones con los hidrogeles (100 mg, una dosis día/25 días). El 

control positivo MTF solución 30 mg/kg fue preparada en PBS, pH 7,2 y administrada vía oral 

utilizando una cánula de alimentación calibre 22G (una dosis 100 µL día/15 días). Los ratones 

fueron observados para determinar cambios en el comportamiento y signos del estrés, además se 

pesaron y se les midieron las lesiones durante y después del tratamiento. Se calculó el área (mm2) 

de las lesiones. Después del tratamiento (60 días p.t.) los animales fueron anestesiados con una 

mezcla de ketamina/xilacina y sacrificados por dislocación cervical. Se tomaron improntas y 

biopsia de lesión. 

2.2.2.5 Efecto de las diferentes dosis de MTF y los controles en la reducción de lesiones y 

parásitos 

Para determinar el efecto de los tratamientos en las lesiones se midió el tamaño de las lesiones 

semanalmente hasta por 60 días p.t. según lo descrito en Vera et al.,2021. A partir de estos datos 

se determinaron los porcentajes de reducción del tamaño de la lesión (% RLesión) en cada ratón 

según la siguiente ecuación % RLesión = [(ALantes − ALdespués) × 100)]/ALdespués, donde ALantes y 

ALdespués representan el área de la lesión (mm2) antes del tratamiento, durante y después del 

tratamiento.  
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El efecto de las diferentes concentraciones de MTF en los parásitos se determinó de las improntas, 

biopsias y carga parasitaria de las lesiones o de la cicatriz obtenidas después de 60 días p.t. Las 

improntas fueron fijadas con metanol y coloreadas con Giemsa. Las biopsias fueron procesadas 

como se describió en anteriormente. El número de amastigotes por campo microscópico (×400) se 

calificó semi-cuantitativamente de la siguiente manera: 1 a 5 parásitos (+), pocos; 6 a 10 parásitos 

(++), moderados; o 11 a 20 parásitos (+++), aumentados.  

La carga parasitaria fue determinada mediante qPCR. Se obtuvo el ADN de las lesiones utilizando 

la metodología descrita en la sección 2.1.7.2.  Se realizó qPCR en tiempo real bajo las siguientes 

condiciones desnaturalización inicial a 50 °C por 2 min y a 95 °C por 2 min, seguidos de 40 ciclos 

de desnaturalización a 95 °C por 15 seg y una extensión entre 60 °C por 1 min.  El cálculo de la 

carga parasitaria de las lesiones de los ratones se obtuvo a partir de los Ct de las muestras y la 

ecuación de la recta de la curva estándar mediante la ecuación: Carga parasitaria=10 (Ct-

intersección de la curva estándar) /pendiente). Los resultados fueron expresados como la media ± 

DS de la concentración de parásitos por lesión.  

A partir de los datos de carga parasitaria se determinaron los (% RParásitos) en cada ratón según 

la siguiente ecuación (% RParásitos) = [(NPantes−CPdespués) × 100)]/NPdespués, donde NPantes y 

NPdespués representan el número de parásitos antes y después del tratamiento. 

 

2.2.3 Análisis dosis-respuesta de la MTF 

Teniendo en cuenta los % Rlesión y del % RParásitos en cada de las concentraciones de 

MTF, se determinó la dosis efectiva 50 y 09 (DE)50/90, definida como la concentración de MTF 

tópica que reduce el 50% y el 90% del tamaño de las lesiones o carga parasitaria. La DE50 se 

calculó por regresión sigmoidal utilizando el software MsxlfitTM (ID Business Solution, UK). Se 
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realizaron graficas de curvas dosis-respuesta y DE50 durante el tratamiento y p.t. teniendo en cuenta 

los tamaños de lesión y curvas dosis respuesta y DE50 p.t. de la carga parasitaria.  

2.2.4 Eficacia estética y parasitológica 

En cada G experimental se determinó la eficacia estética (Ee) de los tratamientos 

determinando el porcentaje de ratones que redujeron el tamaño de las lesiones entre 75 y 100% en 

los diferentes tiempos de evaluación. Igualmente se determinó la eficacia parasitológica (Ep) de 

los tratamientos determinando el porcentaje de ratones que redujeron el número de parásitos a cero 

en el análisis microscópico de improntas y biopsias y en la determinación de la carga parasitaria. 

La respuesta al tratamiento (eficacia final, Ef) se realizó teniendo en cuenta la clasificación 

según Wortmann et al., 2002 donde, eficacia completa (100% de reducción, 100% de re- 

epitelización y ausencia de parásitos); parcial (75-99% de reducción); estable (0-74% reducción); 

no efectivo (aumento de las lesiones). 

 

2.2.5 Análisis de resultados 

La normalidad de los datos tamaños de lesiones y carga parasitaria se comprobó mediante 

la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Los datos de tamaño de lesiones y carga parasitaria se 

analizaron utilizando GraphPad Prism v.8.2.0. La significancia estadística se fijó en p<0,05. En la 

evolución de las lesiones y carga parasitaria in vivo se realizó la prueba ANOVA de una sola vía 

y las pruebas post hoc de múltiple Dunnett’s y Kruskal-Wallis para comparar los diferentes grupos 

experimentales. Para el análisis dosis-respuesta de la MTF tópica en las lesiones se determinó la 

concentración efectiva 50 y 90 calculadas por regresión sigmoidal utilizando el software 

MsxlfitTM(ID Business Solution,UK). 
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2.3 Resultados  

2.3.1 Estandarización del modelo murino de LC 

2.3.1.1 Verificación especie de Leishmania utilizada 

A partir del ADN obtenido de cultivos de los promastigotes utilizados en la infección de 

los ratones, las bandas obtenidas del análisis de RFLP para los genes Hsp70 y Its1 fueron 

compatibles con las cepas de referencia de L. amazonensis (Figura 17). En todas las muestras de 

ADN obtenidas de las cepas de referencia y de las muestras utilizadas en este estudio mostraron 

una pureza optima entre 1,84 y 1,93. 
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Nota: Las figuras muestran la amplificación (izquierda) y digestión (derecha) con la enzima de 

restricción HaeIII, de los genes Hsp70 (arriba) y Its1 (abajo). Las bandas PCR-RFLP de cepas de 

referencias corresponden en las líneas 1-4. Línea 1, L. amazonensis; Línea 2, L. braziliensis; Línea 

3, L. guyanensis; Línea 4, L. infantum. Líneas 5-8, corresponden a muestras de estudio utilizadas 

en este trabajo. Marcador de peso molecular de bandas 1 kb fue usado. 

 

2.3.1.2 Evolución de las lesiones inducidas por L. amazonensis  

Después de 4 semanas de la infección los tamaños de las lesiones aumentaron 

progresivamente. En las semanas 4, 8 y 12 p.i el tamaño promedio de los nódulos en infecciones 

Figura 17 Identificación cepas de parásitos por el método PCR- RFLP. 
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fue de 5,96±3,5; 23,85±5,5; 37,35±5,9 mm2. El tamaño promedio de las úlceras fue de 0,12±0,1; 

1.93±0,5; 3,57±1,0 mm2 (Figura 18).  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: La figura muestra promedio ± DE del área (mm2) de los nódulos (puntos negros) y úlceras 

(puntos vacíos) en diferentes semanas p.i. n = 14. 

 

Macroscópicamente las lesiones iniciaron como una pápula la cual se transformó en un 

nódulo elevado e indurado regular (Figura 19 a-c). La formación de úlcera fue evidenciada en el 

77,7% de los ratones infectados presentándose una leve a moderada invaginación recubierta de 

piel con centro eritematoso y con formación de costra (Figura 19 a-c). La velocidad de crecimiento 

promedio del nódulo fue 0,59 mm2/día.  En todas las improntas de las lesiones se observaron 

microscópicamente la presencia de abundantes amastigotes extra e intracelulares (Figura 19f). En 
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Figura 18 Evolución de las lesiones producidas en ratones BALB/c infectados con L. 

amazonensis. 
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las biopsias obtenidas de las lesiones, se observaron cambios estructurales en las diferentes capas 

de la piel (se discutirán en el capítulo 3). Las lesiones se caracterizaron por la presencia de 

infiltrado inflamatorio difuso con predominio celular de mononucleares y abundante cantidad de 

amastigotes (Figura 19e). En contraste, la estructura de piel normal (Figura 19d) muestra la 

epidermis con su la capa basal, granulosa y el estrato corneo y la dermis formada por tejido 

conjuntivo laxo irregular con fibras de colágeno, fibroblastos y macrófagos dispersos. Adyacente 

se muestra el tejido graso y el muscular (Figura 19e).  

 

Nota: En la fila de arriba se observan las características macroscópicas de las lesiones post 

infección, p.i. (a) sitio de inoculación (b) lesión nodular 30 días p.i. y (c) la formación de la ulcera 

a los 60 días p.i. En la fila de abajo en (d) se muestran las características microscópicas del tejido 

piel normal sin infección (aumento 100x), (e) tejido infectado (aumento 100x) y el recuadro se 

muestran macrófagos vacuolados con amastigotes adheridos a la pared (flecha) (aumento 1000x) 

(f) impronta de la lesión 60 días p.i la flecha indica los amastigotes (aumento 1000x). N, nódulo; 

U, ulcera; E, epidermis; D, dermis; Ms, músculo. 
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Figura 19 Modelo de LC en ratones BALB/c infectados con L. amazonensis. 
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2.3.1.3 Validación método qPCR 

Evaluación de los primers utilizados para qPCR 

Los primers utilizados en este estudio no mostraron diferencias en la amplificación del fragmento 

del gen 18s ADNr, sin embargo, las concentraciones del primers (0,8 y 0,5µM) mostraron una 

amplificación eficiente con Ct entre 20 y 22 ciclos para detectar muestras con baja cantidad de 

ADN parasitario (Figura 20a). Además, del amplificado obtenido de la qPCR, al realizar la 

electroforesis en el gel de agarosa se visualizó una banda de 170 pb la cual corresponde al 

fragmento del gen 18s estudiado (Figura 20b).  
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Nota: (a) Curva de amplificación: La gráfica muestra la relación entre los ciclos de amplificación 

y la fluorescencia (indicativo de la cantidad de producto amplificado) utilizada en la optimización 

de la temperatura de anidamiento y la concentración de los primers durante la qPCR. La línea 

threshold indica el umbral de detección, un nivel predefinido de fluorescencia que marca el punto 

donde se considera que la señal es mayor que el ruido de fondo y ciclo umbral (Ct), indica el ciclo 

específico en el que la fluorescencia del producto amplificado cruza el threshold. (b) 

(

a) 

(

b) 

a. 

b. 

Figura 20 Evaluación de los primers en la amplificación del gen 18S del ADNr de 

Leishmania. 
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Determinación del tamaño del producto amplificado: la imagen exhibe una banda en un gel de 

agarosa, evidenciando un fragmento de aproximadamente 170 pb, correspondiente al producto 

amplificado del gen 18S obtenido mediante qPCR. 

 

 

Curva estándar   

Las curvas estándar (n=2) de la qPCR para la amplificación del ADN del gen 18s de Leishmania, 

fueron lineales en un rango de concentraciones de parásitos (1 x 108 a 1 x 102 ADN 

parásitos/reacción). Estas curvas presentaron un error estándar de 0,153 y un coeficiente de 

correlación (R2) de 0,939, con una pendiente de -3,359, lo que indica una eficiencia del 98,47% 

(Figura 21). Para evaluar la precisión y reproducibilidad del ensayo, se calculó el coeficiente de 

variación (CV) basado en los valores Ct obtenidos para cada concentración de parásitos, tanto en 

réplicas técnicas (reproducibilidad intra-ensayo) como en dos ensayos independientes 

(reproducibilidad inter-ensayos). Los valores de CV para las réplicas técnicas oscilaron entre 0,3 

y 5,9%, mientras que en los ensayos independientes variaron de 0,1 a 6,4% (Tabla 8). Bajo las 

condiciones específicas establecidas para cada ensayo de qPCR, no se observó amplificación en la 

muestra de control negativo ni en el blanco del ensayo, confirmando la especificidad del método 

de cuantificación de la carga parasitaria.  

 

Tabla 8 Coeficiente de variación (CV) de las réplicas intra-ensayo e inter-ensayos. 

Reproducibilidad intra-ensayo Reproducibilidad 

inter-ensayos Ensayo 1 Ensayo 2 
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No. de parásitos 

DNA 

equivalentes/ 

reacción 

media 

Ct 

DE CV 

media 

Ct 

DE CV 

media 

Ct 

DE CV 

1 x 108 19,04 0,6 3,1 19,52 0,80 4,1 19,28 0,3 1,8 

1 x 107 19,56 1,0 5,3 20,01 0,60 3,0 19,79 0,3 1,6 

1 x 106 23,80 0,2 0,8 23,03 0,08 0,3 23,41 0,5 2,3 

1 x 105 28,75 0,4 1,6 27,86 0,26 0,9 28,30 0,6 2,2 

1 x 104 33,46 2,0 5,9 33,41 0,15 0,4 33,43 0,0 0,1 

1 x 103 36,80 0,8 2,3 33,63 0,36 1,1 35,22 2,2 6,4 

1 x 102 - - - 35,95 0,11 0,3 35,95 - - 

1 x 101 - - - 39,49 - - 39,49 - - 

Nota: Ct, ciclo umbral; DE: desviacion estandar; Coeficiente de Variación intra e inter ensayos 

[CV = (DE/media) × 100)]. La variacion intraensayo, cada dilucion de la curva estandar se probó  

por triplicado. La variacion interensayo se realizó de 2 corridas experimentales independientes.   
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Nota: Esta gráfica representa la relación entre el ciclo umbral (Ct) y la concentración conocida de 

ADN parasitario (copias de ADN por reacción) para el gen 18s de Leishmania. Cada punto en la 

curva corresponde a la media de los valores Ct obtenidos de réplicas técnicas (n=3) para cada 

concentración de ADN parasitario estándar, que varía de 1 x 102 a 1 x 108 copias por reacción. La 

línea de tendencia, representada por la línea sólida, muestra una correlación positiva con un 

coeficiente de correlación (R2) de 0,939, indicando una alta precisión y eficiencia del ensayo de 

qPCR para cuantificar la carga parasitaria. La pendiente de la línea de tendencia se utilizó para 

calcular la eficiencia de la reacción. Los valores de Ct para las muestras de control negativo y 

blanco no mostraron amplificación, validando la especificidad del ensayo. 

 

Figura 21 Curva estándar para la cuantificación de carga parasitaria por qPCR. 
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2.3.2 Efecto de las diferentes dosis de MTF en la reducción de las lesiones y parásitos 

2.3.2.1 Características fisicoquímicas de los hidrogeles  

Los hidrogeles de MTF y el vehículo mostraron un aspecto traslucido homogéneo, incoloro 

y con formación de gran cantidad de burbujas al aumentar la cantidad de MTF. Presentaron un pH 

entre 5,84±0,53 y 7,56±0,05, viscosidad entre 0,82 y 1,38 cps y una consistencia semisólida a las 

24 h después de la preparación. En la visualización al microscopio, se observaron burbujas de 

aires. No se observó formación de precipitados o acumulación de compuestos sin disolver (Tabla 

9). 

Tabla 9 Formulaciones tópicas utilizadas en el tratamiento de la LC. 

 

Hidrogeles de 1% carbopol 

Vehículo 0,06% MTF 0,17% MTF 0,5% MTF 1,5%MTF 

Color/Aspecto Incoloro/traslucido 

Incoloro/traslucido 

formación burbujas 

pH 

(media±DE) 

6,96±0,7 5,84±0,53 6,66±6,69 6,69±0,03 7,56±0,05 

Consistencia Semisólido 

Viscosidad cps 1,14 1,11 0,91 0,82 1,38 

MTF (mM)* 0 1,47 4,17 12,26 36,8 

Visualización 

microscopia 
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24 h 

después 

 

Nota: *Concentración MTF diaria administrada en100 mg de hidrogel sobre las lesiones. 

 

2.3.2.2 Efecto de los tratamientos en la reducción (R) de las lesiones 

El promedio tamaño de lesión inicial del G5 tratado con 1,5% MTF o dosis/día de 36,8mM 

fue de 39,34±4,3 mm2. Las lesiones tratadas con 1,5% MTF mostraron un % RLesión del de 61,2% 

al finalizar el tratamiento (25 dosis) y del 100% los 60 días p.t. A partir del día 16 de tratamiento 

hasta el día 60 p.t. se observan diferencias estadísticamente significativas (p ˂ 0,05) en la 

disminución del tamaño de lesiones con respecto al G1 tratado con el vehículo (Tabla 10, Figura 

22).  En las improntas y la biopsia de piel no se observó presencia de amastigotes (Figura 23). Las 

lesiones tratadas con 0,5% MTF (G4: 12,26 mM) mostraron un % RLesión del 14,5 % a los 8 días 

de tratamiento, 48,5 % al finalizar el tratamiento, del 70,9 % a los 8 días p.t., observándose la 

formación de cicatriz de aspecto fibroso e hipopigmentado. Del día 32 p.t. al día 60 p.t. se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas (p ˂ 0,05) en la disminución del tamaño de 

lesiones con respecto al G1: vehículo. En las improntas y en las biopsias no se observaron 

amastigotes. En las biopsias, se observaron abundante cantidad de fibrosis en la dermis y restos 

celulares de amastigotes (Tabla 10, Figura 22 y 23). Las lesiones tratadas con 0,17% MTF (G3: 

equivalente a 4,17 mM de MTF) mostraron un % RLesión del 1,9% a los 8 días de tratamiento, 

17,2 % al finalizar el tratamiento y de un máximo de 35,5%, a los 24 días p.t. No se observaron 

diferencias estadísticamente significativas (p ˃ 0,05) en la disminución del tamaño de las lesiones 

con respecto al vehículo. En las improntas y biopsias se observaron abundantes amastigotes e 
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infiltrado inflamatorio difuso (Tabla 10, Figura 22 y 23).  Las lesiones tratadas con 0,06% MTF 

no redujeron el tamaño de la lesión (62,33±7.0 mm2) al finalizar el tratamiento, sin embargo, a los 

16 días p.t., se observó una reducción del 3.6%. No se observaron diferencias estadísticamente 

significativas (p ˃ 0,05) en la disminución del tamaño de las lesiones con respecto al vehículo 

(Tabla 10 y Figura 22). En las improntas y biopsias se observaron abundante cantidad de 

amastigotes e infiltrado inflamatorio difuso (Figura 23). 

En cuanto al tratamiento oral con MTF (30 mg/kg/día), los animales mostraron un 

%RLesión del 42,1% al finalizar el tratamiento (15 dosis), alcanzando el 100% de reducción el día 

15 p.t. En las improntas y la biopsia de piel no se observó presencia de amastigotes. En el grupo 

sin tratamiento, se observó un incremento en el tamaño de la lesión de 25,07±4,3 mm2 a 

138,47±27,43 mm2, y presencia de abundante cantidad de amastigotes en las improntas y las 

biopsias. No se observó cura espontanea de las lesiones (Figura 22 y 23). 
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Tabla 10 Eficacia del tratamiento tópico con diferentes concentraciones de MTF en la reducción de lesiones de LC. 

Tiempo 

(días) 

Lesión 

Grupo experimental: Concentración MTF (mM) 

CE50 CE90 

G1 : 0,0 G2 : 1,47 G3 : 4,17 G4 : 12,26 G5 : 36,8 

T
ra

ta
m

ie
n
to

 

0 

mm2±EE 30,99±4,5 62,33±7,0  66,29±11,6 37,42±10,5 39,34±4,3 

>36,8 >36,8 

%RL 0 0 0 0 0 

8 

mm2±EE 38,16±4,3 66,69±7,4 65,05±11,6 32,02±6,7 29,74±4,0 

>36,8 >36,8 

%RL 0 0 1,9 14,5 24,4 

16 

mm2±EE 41,18±6,4 72,08±10,7 60,73±11,5 28,17±5,4 21,35±3,3* 

>36,8 >36,8 

%RL 0 0 8,4 24,7 45,7 

25 

mm2±EE 44,07±6,9 62,01±9,2 54,90±10,3 19,26±3,4 15,27±2,8* 

18,25 >36,8 

%RL 0 0,5 17,2 48,5 61,2 

P
o
st

 t
ra

ta
m

ie
n
to

 8 

mm2±EE 47,65±5,7 60,90±10,5 48,06±9,83 10,86±5,3 5,40±2,7* 

7,72 >36,8 

%RL 0 2,3 27,5 71,0 86,3 

16 

mm2±EE 56,82±8,7 60,05±8,8 44,35±10,1 8,57±4,2 0,0±0,0* 

6,27 18,64 

%RL 0 3,7 33,1 77,1 100 

24 mm2±EE 70,88±12,5 64,46±9,8 42,77±13,3 4,90±3,4 0,0±0,0* 5,42 13,15 
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%RL 0 0 35,5 86,9 100 

32 

mm2±EE 79,10±10,9 67,32±9,8 47,90±12,6 4,07±2,7* 0,0±0,0* 

5,85 12,50 

%RL 0 0 27,7 89,1 100 

40 

mm2±EE 86,13±13,93 70,36±8,4 54,14±10,6 2,78±1,8* 0,0±0,0* 

6,24 11,25 

%RL 0 0 18,3 92,5 100 

48 

mm2±EE 101,39±11,5 59,47±18,9 102,68±13,2 0,0±0,0* 0,0±0,0** 

4,45 4,90 

%RL 0 4,6 0 100 100 

60 

mm2±EE nd 76,53±12 nd 0,0±0,0** 0,0±0,0** 

4,45 4,90 

%RL 0 0 0 100 100 

Nota: La tabla muestra la evolución del tamaño del área de las lesiones mm² (media ± error estándar) y el porcentaje de reducción de la 

lesión (%RL) en ratones BALB/c infectados, durante el tratamiento (25 dosis, 100mg/día) y seguimiento p.t. Los valores de CE50 y CE90 

indican las concentraciones efectivas de MTF para lograr el 50% y el 90% de reducción de tamaño de lesión, respectivamente. Se realizo 

la prueba estadística de ANOVA de una sola vía, seguida de la prueba post hoc de Dunnett para comparaciones múltiples, revelando 

diferencias estadísticamente significativas (*p ˂  0,05; **p < 0,01) en comparación con el grupo tratado con vehículo. nd: No determinado
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Nota: La gráfica muestra la progresión del tamaño de las lesiones (mm²) a lo largo del tiempo en 

ratones BALB/c infectados con L. amazonensis. Los grupos de tratamiento incluyen ratones 

tratados tópicamente (25 dosis, 100 mg/día) con MTF-hidrogeles, vehículo, tratamiento oral (15 

dosis, 100 µL/día) y un grupo sin tratamiento. La evaluación del tamaño de lesión en el tiempo se 

realizó en los días 0 a 25 de tratamiento (recuadro gris) y 8 a 60 días post tratamiento (p.t.). Se 

realizó la prueba estadística de ANOVA de una sola vía, seguida de la prueba post hoc de Dunnett 

para comparaciones múltiples, revelando diferencias estadísticamente significativas (*p˂0,05; 

**p<0,01) en comparación con el grupo tratado con vehículo. El tamaño total de la muestra fue de 

n=48 ratones.
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Figura 22 Evolución del tamaño de las lesiones en ratones infectados con L. amazonensis. 
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Figura 23 Evaluación de las lesiones, improntas y biopsias en ratones BALB/c infectados con L. amazonensis. 
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Nota: La figura presenta una comparación visual entre los diferentes grupos experimentales sometidos a tratamientos con MTF-

hidrogeles, vehículo, tratamiento oral y sin tratamiento. Cada columna representa un grupo experimental y su tratamiento 

correspondiente. Las tres primeras filas muestran registros fotográficos de las lesiones antes del tratamiento, después de 25 dosis (final 

del tratamiento) y p.t. En la cuarta fila, se muestran imágenes de las biopsias de piel tomadas de los ratones tratados de los diferentes 

grupos experimentales. La quinta fila exhibe las improntas obtenidas durante el sacrificio de los animales, 60 días p.t. Las imágenes 

mostradas en la figura son fotografías de un animal representativo de cada grupo experimental. 
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2.3.2.3 Efecto de los tratamientos tópico en la carga parasitaria 

Los resultados de la carga parasitaria para los distintos grupos experimentales se muestran 

en la Figura 24. Se observó una reducción significativa en la carga parasitaria en los animales 

tratados con 0,5% MTF (1150±550 parásitos/lesión, p < 0,001) y 1,5% MTF (192,7±87,04 

parásitos/lesión, p < 0,001) en comparación con el grupo tratado con el vehículo (76836±17801 

parásitos/lesión). Esto representa una disminución del 98,50% y 99,74% en la carga parasitaria, 

respectivamente. Por otro lado, el grupo tratado con 0,17% MTF evidenció una reducción del 

31,52%, con una carga parasitaria de 52613±38822 parásitos/lesión (p > 0,05). En contraste, el 

tratamiento con 0,06% MTF-hidrogel no resultó en una disminución notable, registrando 

412701±257718 parásitos/lesión. Además, el tratamiento oral con MTF resultó en una disminución 

significativa de la carga parasitaria (p < 0,001) en comparación con el vehículo, y no se observaron 

diferencias estadísticamente significativas en comparación con el grupo tratado con 1,5% MTF-

hidrogel (p > 0,05). 
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Nota: La figura muestra la cantidad de parásitos/lesión de ratones 60 días p.t. con MTF hidrogeles, 

vehículo, solución oral (30 mg/kg, 100µL/una dosis diaria/15 días). Se realizó la prueba estadística 

de ANOVA de una sola vía, seguida de la prueba post hoc Kruskal-Wallis para comparaciones 

múltiples, mostrando diferencias estadísticamente significativas (***p ˂ 0,001), entre los 

diferentes grupos experimentales MTF hidrogeles (círculos negros) y el vehículo (círculos rojos). 

El grupo de tratamiento oral y sin tratamiento corresponden a los círculos negros vacíos. 

 

2.3.2.4 Análisis dosis-respuesta del tratamiento tópico con MTF en ratones con LC. 

Al final del estudio, el tratamiento tópico con MTF mostró un efecto de dosis respuesta en 

la eficacia estética (disminución del tamaño de las lesiones) y la eficacia parasitológica (Tabla 11, 

Figura 25). A concentraciones de 1,47 mM (gel de 0,06% MTF) no se observaron efectos en los 

dos parámetros, sin embargo, a 4,17 mM (gel de 0,17% MTF), las lesiones redujeron el 18,3% y 

la carga parasitaria el 31,52%. La eficacia del tratamiento aumentó en las concentraciones más 

altas donde a 12,26 mM (gel de 0,5% MTF) y 36,8 mM (gel de 1,5% MTF), redujeron el 100% el 
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tamaño de la lesión y la carga parasitaria del 98,50% y 99,75%, respectivamente. Los valores de 

CE50 en relación con la reducción del tamaño de la lesión y la carga parasitaria fue de 4,45 mM y 

4,93 mM, y los de CE90 fueron 4,90 mM y 7,90 mM respectivamente (Figura 25). 

Adicionalmente, la eficacia del tratamiento tópico con MTF fue evaluada a través de la 

reducción del tamaño de las lesiones durante y después del tratamiento. En los primeros 16 días 

de tratamiento se observó una eficacia limitada con una reducción mínima o nula del tamaño de 

las lesiones (Figura 26-a, b). A partir del día 25 (fin de tratamiento), se observó una CE50 de 18,25 

mM (Figura 26-c). En la fase post tratamiento, a los 8 días p.t. se disminuyó la CE50 a 7,72 mM y 

se aumentó la eficacia hasta el 100% (Figura 26-d). A partir de los 16, 24, 32 y 60 días p.t. se 

obtuvieron valores de CE50 de 6,27mM, 5,42mM, 5,85mM y 4,45mM y CE90 de 18,64 mM, 

13,15mM, 12,50mM y 4,90mM, respectivamente, con una eficacia máxima de 100% (Figura 26e-

h). La disminución de CE50 y CE90 en el tiempo, indica una mayor potencia a medida que se 

prolonga el periodo de observación y la eficacia máxima, indica la mayor respuesta posible en % 

de reducción (cura estética completa) de lesión a partir de día 16 p.t (Figura 26-i). 
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Tabla 11 Evaluación de la eficacia del tratamiento tópico con diferentes concentraciones de MTF. 

Formulación 

MTF 

(mM)* 

n 

Eficacia estética Eficacia parasitológica 

Ef  

(Ee + Ep) 

mm2 

% RL Impronta Biopsia 

Carga parasitaria 

qPCR 

% RP 

Antes Después 

Vehículo 0 6 30,99±4,5 100,79±6,6 0 +++ +++ 76836±17801 0 No efectivo 

0,06%MTF 1,47 8 62,33±7,0 76,53±12,0 0 +++ +++ 412701±257718 0 No efectivo 

0,17%MTF 4,17 8 66,29±11,6 54,14±10,6 0 +++ +++ 52613±38822 31,53 No efectivo 

0,5%MTF 12,26 6 37,42±10,5 2,9±1,8 92,25 - + 1150±550 98,5 Estable 

1,5%MTF 36,8 8 39,34±4.3 0,0±0,0 100 - - 192,7±87,0 99,75 Parcial 

Solución Oral 

MTF 

30mg/Kg 9 28,83±3,6 0,0±0,0 100 - - 2,66±2,6 99,99 Parcial 

Nota: La tabla muestra la respuesta a diferentes concentraciones de MTF y al tratamiento oral. Se muestran el tamaño de la lesión (mm²) 

antes y después del tratamiento, el porcentaje de reducción del tamaño de la lesión (%RL), la carga parasitaria medida a través de qPCR, 

el porcentaje de reducción de la carga parasitaria (%RP) y la eficacia final del tratamiento (Ef). La eficacia final se categorizó como "No 

efectivo", "Estable" o "Parcial" basado en la combinación de los resultados de %RL y %RP. *Concentración MTF diaria administrada 

(100 mg de hidrogel) en las lesiones (dosis aplicada) 
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Nota: La gráfica muestra la eficacia del tratamiento tópico con MTF en la reducción del tamaño 

de la lesión y la carga parasitaria. El eje X, en escala logarítmica base 10, representa las 

concentraciones de MTF (dosis aplicada), mientras que el eje Y muestra el porcentaje de reducción 

observado. Los círculos azules trazan la relación dosis-respuesta para la reducción del tamaño de 

la lesión, y los triángulos verdes representan la reducción de la carga parasitaria. Las líneas 

fragmentadas rojas indican la extrapolación para la determinación de las concentraciones efectivas 

CE50 y CE90 de la MTF necesaria para alcanzar el 50% y el 90% de reducción en ambos parámetros.  

 

Figura 25 Curva dosis-respuesta del tratamiento tópico con MTF 
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Nota: Las curvas dosis-respuesta, muestran la relación entre el porcentaje de reducción del tamaño de las lesiones y el logaritmo de 

la concentración de MTF (mM) en diferentes puntos temporales, correspondientes a los días 8 (a), 16 (b) y 25 (c) del tratamiento y 

los días 8 (d), 16(e), 24(f), 32(g) y 60 (días) p.t. Además, se destaca la eficacia máxima alcanzada por la MTF en función del tiempo 

de observación (i). Las líneas fragmentadas rojas indican la extrapolación en ambos ejes para determinar las concentraciones efectivas 

50 y 90 (CE50/90), ilustrando la potencia y eficacia de la MTF en cada tiempo evaluado.  

 

 

Figura 26 Análisis de la eficacia de la MTF tópica en ratones BALB/c con LC-NM durante y post tratamiento (p.t.). 
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2.4 Discusión  

Para la determinación de la relación dosis respuesta del tratamiento tópico con MTF, fue 

necesario estandarizar inicialmente el modelo experimental de LC en ratones BALB/c infectados 

con L. amazonensis con el fin de cuantificar dos efectos importantes de la enfermedad como fueron 

el tamaño y la carga parasitaria de las lesiones. La evolución de las lesiones y la carga parasitaria 

en los ratones infectados proporcionan una comprensión de la dinámica de la infección y de la 

respuesta a la intervención terapéutica.  

La estandarización del modelo se inició con la caracterización de la especie de Leishmania 

utilizada. En este caso, se demostró que la especie correspondía a L. amazonensis. En el ámbito de 

la investigación es fundamental esta caracterización para validar los modelos experimentales y 

garantizar el control de calidad de las cepas de referencia utilizadas en el laboratorio. En el ámbito 

clínico y epidemiológico la diferenciación de las especies de Leishmania es utilizada con el fin 

identificar las especies causantes de las manifestaciones clínicas de la enfermedad y su distribución 

geográfica entre otros. Esta identificación influye en el pronóstico, la elección de opciones 

terapéuticas y la vigilancia de las poblaciones (Gow et al., 2022). El análisis PCR-RFLP utilizado 

en este trabajo ha sido ampliamente utilizado para identificar especies de Leishmania y su eficacia 

y bajos costos para su implantación son ampliamente reconocidas (Kato et al., 2019). Los genes 

Its-1 y Hsp70 son los principales objetivos en estos análisis (Koohsar et al., 2020; Garcia et al., 

2004; Schönian et al., 2003). Sin embargo, se ha observado polimorfismo intraespecífico y perfiles 

similares entre especies en los patrones Hsp70-RFLP de aislados clínicos complicando la 

identificación (Espada et al., 2018). En cuanto al patrón Its1-RFLP es eficaz para diferenciar la 

mayoría de las especies de Leishmania, aunque es limitado para diferenciar las especies del 

complejo L. braziliensis (Roberts et al., 2015). No obstante, existen alternativas de múltiples 
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objetivos genéticos como los genes de isomerasa de fosfato de manosa, 6-fosfogluconato 

deshidrogenasa y nicotinamida adenina dinucleótido (NADH) deshidrogenasa (Kato et al, 2019; 

Gow et al., 2022). Estos genes han mostrado potencial para discriminar las especies dentro del 

complejo L. braziliensis. En nuestro estudio, las bandas obtenidas al identificar la cepa de 

referencia de L. amazonensis coinciden con los perfiles reportados para Hsp70-RFLP y Its1-RFLP 

(García et al., 2004; Schönian et al., 2003). 

El uso del modelo experimental de LC con L. amazonensis ha sido junto con el modelo con 

Leishmania (Leishmania) mexicana, los modelos más utilizados para evaluar fármacos 

antileishmania en LC-NM (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov, palabras claves leishmania + 

amazonensis + BALB +mice + drugs, 273 artículos). Esto ha sido realizado principalmente en 

ratones susceptibles BALB/c y parcialmente resistentes C57BL/6 (Tomiotto-Pellissier et al., 2021; 

Aoki et al., 2020; Almeida et al., 1996). Los trabajos con L. amazonensis son importantes no solo 

por el role que ella tiene en la LC-NM sino por su amplia distribución en las áreas endémicas de 

América Central y del Sur. En Colombia se han identificado varias especies de Leishmania en 

pacientes, vectores y reservorios de mamíferos domésticos y selváticos principalmente de L. 

panamensis y L. braziliensis seguida de L. amazonensis y L. guyanensis (Ramirez et al., 2016). 

Otra ventaja de esta cepa de parásitos para los estudios de LC-NM es su facilidad en cultivo in 

vitro (Aoki et al., 2020). En estudios comparativos entre ratones BALB/c y C57BL/6 infectados 

en la almohadilla plantar con L. amazonensis (105 promastigotes), los ratones BALB/c presentaron 

edema progresivo de 0 a 11 semanas p.i. con ulceración y alta carga parasitaria local (~2 a 3 x 106 

parásitos) a la semana 11 p.i, en cambio los ratones C57BL/6 presentaron edema inicial que se 

estabilizó a las 6 semanas p.i y disminuyó a las 11 semanas p.i, sin lesiones ulceradas y menor 

carga parasitaria (2 x 105 parásitos) (Tomiotto-Pellissier et al., 2021). En otro experimento, ratones 
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BALB/c y C57BL/6 infectados con 2×106 promastigotes de L. amazonensis, mostraron cargas 

parasitarias, tamaños de lesiones e infiltrados similares hasta 6 semanas p.i, sin embargo, después 

de eso, sólo los ratones C57BL/6 controlaron la infección (Velasquez et al., 2016).  Por otro lado, 

la infección de ratones BALB/c con aislados clínicos de L. amazonensis obtenidos de pacientes 

con LC y LCM desarrollaron lesiones ulcerosas en las almohadillas plantar con macrófagos 

cargados de parásitos, destrucción extensa del tejido y en algunos casos se observó metástasis 

cutáneas, diseminación del parásito al bazo y niveles elevados de anticuerpos antileishmania 

(Almeida et al., 1996). Nuestro modelo experimental en ratones BALB/c fue consistente y 

reproducible en la inducción de lesiones de LC al ser infectados con una concentración de 5 x 105 

promastigotes en fase estacionaria en la base de la cola, mostrando una fase asintomática hasta la 

semana 4 p.i seguida de la formación de la lesión la cual va aumentando gradualmente debido al 

infiltrado inflamatorio y la multiplicación del parásito. La mayoría empiezan a ulcerarse (77% de 

los ratones) en la semana 10 p.i. aumentando hasta el tiempo final de observación (22 semanas 

p.i), sin observar control o curación espontanea de la enfermedad ni diseminación a órganos.  

Los métodos moleculares, como la qPCR han sido empleados para determinar la carga 

parasitaria de la infección, el diagnóstico y la evolución de tratamientos (de Almeida et al., 2017). 

Este método es cada vez más utilizado debido a su simplicidad, rapidez y sensibilidad, que permite 

detectar bajas concentraciones de parásitos en una amplia variedad de muestras, como tejidos, 

sangre, médula, ganglios y frotis directo. Además, es menos propenso a la variabilidad (Verrest et 

al., 2017). Para la detección molecular, se han evaluado varios primers dirigidos a dianas genéticas, 

incluyendo ITS-1, kDNA, HSP70, ADNr 18S, miniexón, entre otros. Estos varían en su 

sensibilidad y especificidad, dependiendo del propósito del estudio (detección o identificación), la 

región geográfica (debido a la variabilidad entre especies de Leishmania en diferentes regiones) y 
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la naturaleza de la muestra (León et al., 2017). La qPCR utilizando ADNr 18S ha demostrado ser 

capaz de detectar y cuantificar ADN de L. braziliensis, L. guyanensis, L. panamensis y L. 

amazonensis, las principales especies causantes de LC-NM (Filgueira et al., 2020), y en la 

evaluación de tratamientos en casos de LV (Mota et al., 2022). Nuestros resultados reportan la 

implementación y validación de una qPCR dirigida al gen ADNr 18S de Leishmania spp, 

utilizando el sistema SYBR Green, un colorante fluorescente de unión al ADN. Aunque otros 

estudios utilizan el sistema TaqMan (con sondas marcadas fluorescentemente) por su precisión y 

exactitud, el sistema SYBR Green ha demostrado tener una mayor sensibilidad en tejidos e hisopos 

(Gomes et al., 2017). Nuestro ensayo reveló parámetros de la curva estándar similares a los 

reportados en otras investigaciones que utilizan la cepa de L. braziliensis, con una pendiente de -

3,45, un intercepto de 28,41, un R2 de 0,99 y una eficiencia del 94,92% (Filgueira et al., 2020). 

Además, los coeficientes de variación inter-ensayos aceptados son de hasta el 20% para el gen 

diana ADNr 18S en cepas de L. amazonensis, L. braziliensis, L. guyanensis, L. panamensis y L. 

infantum (León et al., 2017). Estos resultados sugieren que este método podría ser una herramienta 

útil y una alternativa diagnóstica prometedora para su aplicación en el diagnóstico clínico, 

permitiendo determinar la carga parasitaria en pacientes con LC-NM. 

Los hidrogeles de MTF fueron traslúcidos e incoloros, aunque al aumentar la concentración 

de MTF incrementaba la aparición de burbujas. Los valores de pH de los hidrogeles variaron entre 

5,84 y 7,56. En un estudio previo hidrogeles de MTF al 0,5% y sin MTF mostraron diferencias en 

el pH de 5.91 y 5.41, indicando que la concentración de MTF afecta el pH de la formulación debido 

posiblemente características fisicoquímicas de la MTF. Sobre la viscosidad de los hidrogeles esta 

disminuyó con concentraciones intermedias de MTF (0,17 y 0,5% de MTF) y aumentó en las más 

bajas y altas. Microscópicamente se observaron las burbujas de aire, pero no precipitados ni 
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compuesto sin disolver. Además, los geles mantuvieron sus características fisicoquímicas al menos 

por tres meses a 4 °C, pero se deshidrataron a temperaturas más altas debido al recipiente plástico 

en que se almacenaron (caja de Petri). En relación con la actividad antioxidante, el gel de MTF, el 

vehículo y el DMSO tuvieron poca actividad en la reducción del radical DPPH con valores entre 

el 0.26% y el 2.20%. Esto contrasta con el ácido ascórbico, que como control positivo mostró una 

reducción del radical la que aumentaba con la concentración (Neira et al., 2019). La consistencia, 

la ausencia de precipitados y el presentar un pH en un rango adecuado para uso tópico sugieren 

que los hidrogeles de MTF son prometedores como tratamiento tópico en dermatología. 

En este trabajo se demostró la eficacia (definida como la capacidad de producir un resultado 

o efecto deseado) del tratamiento tópico de los hidrogeles de MTF en la reducción de las lesiones 

y en la reducción de la carga parasitaria. Las concentraciones más elevadas de MTF (1,5% y 0,5% 

p/v) lograron una disminución significativa tanto del tamaño de las lesiones como de la carga 

parasitaria con una eficacia final parcial y estable, respectivamente. Por otro lado, las 

concentraciones de 0,17% y 0,06% fueron no efectivas. El tratamiento oral con MTF también 

resultó eficaz (eficacia máxima 100 %), indicando que la administración de MTF en el modelo 

puede aplicarse al menos por estas dos vías. La eficacia de MTF aplicada tópicamente ha sido 

evaluada por algunos autores, donde ratones BALB/c con LC por L. amazonensis al ser tratados 

con tres formulaciones conteniendo MTF al 0,5%: gel, liposomas convencionales y liposomas 

ultrafluidos mostraron que el gel de MTF detuvo el crecimiento de la lesión en la última semana 

de tratamiento e indujo una reducción casi total de la lesión y una inhibición de la carga parasitaria 

del 99,8%. Sin embargo, los liposomas ultrafluidos potenciaron la eficacia del MTF, con una 

inhibición parasitaria del 100% (Peralta et al., 2022). En otro estudio en el modelo de BALB/c 

infectados con L. amazonensis, cuatro formulaciones de MTF al 6% (en agua, dimetil isosorbida, 
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octilsalicilato y una mezcla de las dos últimas), demostraron permeación cutánea y actividad 

antileishmania in vitro; sin embargo, al ser aplicadas tópicamente in vivo no fueron eficaces y 

mostraron irritación cutánea. Contrariamente, el control AmBisome aplicado IV, logró reducir de 

manera significativa el tamaño de la lesión y la carga parasitaria (Van Bocxlaer et al., 2016). La 

ineficacia in vivo de la MTF podría atribuirse a diferencias en las formulaciones empleadas, la 

concentración de MTF o las condiciones experimentales. Es esencial tener en cuenta estas 

variables al evaluar la eficacia de la MTF y otros tratamientos tópicos para la LC. 

Teniendo en cuenta el tratamiento con las formulaciones conteniendo diferentes 

concentraciones de MTF (de 0 a 36,8 mM) en 100 mg de hidrogel, es decir, la dosis aplicada/día, 

el tratamiento mostró un efecto de dosis respuesta con valores de CE50 y CE90 de 4,45 mM y 4,90 

mM en relación con la reducción de las lesiones y de CE50 y CE90 4,92 mM y 7,89 mM con relación 

a la carga parasitaria. Dado que no se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre 

los valores de CE para la reducción de las lesiones y la carga parasitaria, se puede decir que la 

potencia de la MTF para estos dos marcadores es similar, indicando una eficacia constante en el 

tratamiento de la LC a través de estas dos variables. Sin embargo, se necesita más concentración 

de MTF para destruir los parásitos de forma efectiva. Esto subraya la dificultad de lograr una cura 

completa en la LC, especialmente teniendo en cuenta la posibilidad de infección latente, donde los 

parásitos pueden permanecer viables dentro del huésped, lo que complica aún más la erradicación 

completa de la enfermedad (Mendonça et al., 2004). 

En el modelo de LC en BALB/c- L. amazonensis utilizando diferentes dosis de MTF 

(2,5−50 mg/kg/día x 21 días oralmente) encontraron que las dosis ≥ a 30 mg/kg/día que 

teóricamente equivalen a concentraciones de 18,40 a 22,10 mM en ratones con pesos corporales 

de 25 a 30 gramos respectivamente fueron eficaces observándose una cura parasitológica y estética 
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(carga parasitaria medida por qPCR) después de 250 días de observación (Godhinho et al., 2012). 

Nosotros en nuestro estudio determinamos DE90 4 a 5 veces menores (de 4,90 y 7,89 mM) en la 

reducción del tamaño de las lesiones y carga parasitaria, respectivamente. Estos valores indican 

una potencia considerable de la MTF aplicada tópicamente y resaltan la ventaja de necesitar 

menores concentraciones del fármaco para lograr los efectos terapéuticos deseados en el sitio de 

la lesión. 

En el modelo experimental de LV en BALB/c-L. donovani dosis de MTF de 30, 10, 3, 1 

mg/kg oral por 5 días mostraron tambien un efecto de dosis-respuesta con DE50 y DE90 de 3,98 y 

27,13 mg/kg/dosis, respectivamente, lo que corresponde a concentraciones equivalentes a 2,44 y 

16,6 mM. La eficacia del tratamiento se determinó comparando el número de amastigotes por 500 

células hepáticas, multiplicado por el peso del órgano (en miligramos), conocido como unidad 

Leishman Donovan (LDU), en ratones tratados y no tratados (Escobar et al., 2001). 

El presente estudio indica que tanto el porcentaje de reducción de las lesiones (%RL) como 

la carga parasitaria (%RP), determinados respectivamente por medición del área de la lesión y 

qPCR, pueden servir como biomarcadores de eficacia en el tratamiento de la LC. Los estudios del 

efecto de un fármaco en LC se ha determinado en la evaluación marcadores cuantitativos o 

semicuantitativos antes y después del tratamiento como la determinación de la carga parasitaria, 

bioluminiscencia, o el recuento de parásitos LUD en extendidos, y la eficacia clínica con la medida 

de lesiones (Palić et al., 2023; Wijnant et al., 2018). Se ha realizado utilizando por ejemplo qPCR 

en tiempo real (ARNr 18S) como análisis, pacientes con LC por L. major o en un paciente con LV 

por L. infantum tratados con MTF (150 mg/día por 28 días, oral), mostraron una tasa de 

eliminación del parásito de 1 log por semana (en un factor de 10 semanalmente) con eliminación 

completa de los parásitos 22 días p.t. en biopsias o en sangre (Dorlo et al., 2011, de Vries et al., 
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2006). En nuestros estudios, el efecto máximo de reducción del tamaño de las lesiones se observó 

a partir de los 16 días p.t, lo que indica un efecto directo de la MTF en las lesiones. La MTF posee 

una vida media terminal superior a 30 días, resultando en altas concentraciones plasmáticas 

durante un período prolongado tras finalizar el tratamiento de 28 días (Dorlo et al., 2008). 

Desafortunadamente, en este trabajo no se cuantificaron los niveles de MTF en las lesiones 

(dermis/epidermis) ni su biodistribución después del tratamiento tópico, por lo que se desconoce 

si la eliminación continua del parásito se debe a la acumulación del fármaco en el tejido o a una 

respuesta inmunológica inducida por la MTF. La búsqueda de nuevos biomarcadores utilizando 

pruebas rápidas y no invasivas que permitan determinar la eficacia de los tratamientos en LC, es 

prioritaria (Carrillo et al., 2019). Estos podrían utilizarse para reducir los tiempos de tratamiento y 

prevenir recaídas, ayudar a ajustar las dosis y ser útil en la investigación de nuevos tratamientos o 

combinaciones de medicamentos actuales (Alves et al., 2018). Algunos biomarcadores como 

anticuerpos IgG1-específicos para Leishmania, producción de IFNγ, factores de crecimiento EGF, 

TGF1, PDGF y FGF, marcadores de activación de macrófagos como la neopterina han sido 

estudiados y relacionados con cura post tratamiento. 

La relación entre potencia, eficacia máxima, y tiempo en el tratamiento tópico con MTF 

de la LC, evidenció una clara relación dosis-respuesta, destacando que concentraciones elevadas 

(26 y 36,8 mM administrados durante 25 días) condujeron a una reducción más pronunciada tanto 

en el tamaño de las lesiones como en la carga parasitaria. Este hallazgo subraya la notable potencia 

de la MTF, aunque es importante resaltar que la obtención de la eficacia máxima no se logra 

simplemente con el incremento de la dosis. Específicamente, la concentración de 36,8 mM 

demostró ser la más eficaz, sugiriendo que aumentos adicionales en la dosis no se traducen 

necesariamente en mejoras proporcionales en la respuesta terapéutica.  Adicionalmente, el tiempo 
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de tratamiento emerge como un componente crítico en la efectividad del tratamiento. La 

significativa reducción de las lesiones tras varias semanas de aplicación indica que la MTF necesita 

de un período p.t para manifestar su máximo potencial terapéutico. Este aspecto resalta la 

necesidad de considerar la duración del tratamiento al evaluar su eficacia máxima. La potencia de 

la MTF, reflejada en su habilidad para inducir una respuesta terapéutica a CE50 bajas, es un atributo 

esencial que facilita su aplicación tópica. No obstante, la eficacia máxima de este tratamiento no 

solo se mide por la reducción de la carga parasitaria sino también por la mejora estética en las 

lesiones cutáneas, un factor de considerable importancia para los afectados por LC. La aplicación 

tópica de MTF no solo acelera la curación y mejora la adherencia al tratamiento, sino que también 

previene la diseminación del parásito, ofreciendo una estrategia terapéutica optimizada y centrada 

en el paciente para el manejo de esta enfermedad (Van Bocxlaer et al., 2016). 

 

2.5 Conclusiones  

Se estandarizó un modelo murino de LC utilizando L. amazonensis. La verificación de la 

especie de Leishmania mediante análisis de RFLP para los genes Hsp70 y Its1 confirmó la 

identidad de las cepas de referencia, asegurando la validez del modelo experimental. Las lesiones 

en los ratones infectados evolucionaron de manera predecible y reproducible, con un aumento 

progresivo en el tamaño y la aparición de úlceras, lo que refleja la relevancia del modelo para 

estudiar la patogénesis y la respuesta terapéutica en la LC-NM. La técnica de qPCR se validó como 

un método eficiente y específico para la cuantificación de la carga parasitaria, con una alta 

eficiencia y baja variabilidad inter e intra-ensayo. 

La MTF tópica demostró ser efectiva en la reducción del tamaño de las lesiones y la carga 

parasitaria en una manera dosis-dependiente. Las concentraciones más altas de MTF en hidrogeles 
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fueron eficaces, logrando una reducción significativa en la carga parasitaria y la resolución 

completa de las lesiones. Tanto la administración tópica como la oral de MTF resultaron efectivas 

en el tratamiento de la LC-NM en ratones, con una notable reducción en la carga parasitaria y la 

mejora de las lesiones cutáneas. Esto indica el potencial de la MTF para ser utilizada en diferentes 

formulaciones y vías de administración.  

El análisis dosis-respuesta del tratamiento con MTF reveló que concentraciones más bajas 

son suficientes para lograr una reducción significativa en el tamaño de las lesiones y la carga 

parasitaria, lo que sugiere que la dosificación puede ser optimizada para maximizar la eficacia y 

minimizar los efectos secundarios.  

Los resultados obtenidos en este estudio tienen importantes implicaciones para la práctica 

clínica y la investigación futura, proporcionando una base sólida para el desarrollo de estrategias 

terapéuticas más efectivas y seguras para el tratamiento de la LC. 

El método qPCR para la cuantificación de la carga parasitaria ha demostrado ser un paso 

crítico en la mejora del diagnóstico y la evaluación de la eficacia del tratamiento. Los resultados 

obtenidos reflejan la sensibilidad y especificidad del método, lo que permite una detección precisa 

incluso en muestras con baja cantidad de ADN parasitario. La determinación de la carga parasitaria 

y la progresión de las lesiones cutáneas han sido evidenciadas, proporcionando un indicador 

importante para la evaluación de la respuesta al tratamiento.  
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3. Aspectos inmunológicos, histopatológicos, ultraestructurales e de la leishmaniasis 

cutánea: evaluación antes, durante y después del tratamiento tópico de miltefosina fMTF. 

3.1 Generalidades: respuesta inmune (RI) en LC 

Varios componentes de la RI innata y adaptativa participan en la defensa del hospedero 

contra las diferentes especies de Leishmania. Factores dependientes del parásito (especie de 

Leishmania), del huésped (aspectos genéticos) y sus interacciones (RI) determinan la patogénesis 

de la LC ya sea para controlar la infección, producir infecciones asintomáticas o evolucionar en 

una o más de sus diversas manifestaciones clínicas. En el sitio de entrada, componentes de la saliva 

de la mosquita son introducidos junto con parásitos que presentan patrones moleculares asociados 

a patógenos (PAMP) tales como por ejemplo el lipofosfoglucanos (LPG) y 

glicoinositolfosfolípidos (GIPLs) para los cuales son reconocidos por receptores de 

reconocimiento de patrones (PRR i.e. receptores Toll) (Andrade et al., 2007). Compuestos o 

extractos de la saliva de los flebótomos, como el maxadilan, promastigote secretory gel, adenosina 

pueden inducir eritema, vasodilatación o la modulación de factores quimiotácticos y de citoquinas 

como IL-10 (asociada a una respuesta reguladoraTh2) o citoquinas proinflamatorias regulándolas 

algunas favoreciendo principalmente la diferenciación macrófagos M2 y alguna a M1 (Norsworthy 

et al., 2004;Abdeladhim et al., 2011; Tomiotto-Pellissier et al., 2018).  Los PRR están presentes 

en las células centinelas como macrófagos, queratinocitos, mastocitos y las células de Langerhans 

que al ser activados inician la RI innata (liberación de quimioquinas) y adquirida por el huésped y 

en consecuencia la activación de los mecanismos de defensa de los parásitos (Costa-da-Silva et 

la., 2022). Rápidamente llegan neutrófilos y monocitos inflamatorios los primeros con funciones 

duales (protectoras/deletérea dependiendo de la especie de parásito y del huésped), los segundos 

protectores (fagocitan, destruyen, y presentan antígenos CD4+ T helper 1 (Th1) (Scott & Novais, 
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2016). Los neutrófilos fagocitan aprox. del 80-90% los parásitos y pueden eliminarlos mediante la 

liberación de radicales libres (ROS), degranulación y de trampas extracelulares de neutrófilos 

(NETs). Sin embargo, el parásito puede sobrevivir inhibiendo la biogénesis del fagolisosoma, el 

estrés oxidativo y retrasando la apoptosis (Laskay et al., 2003; Carlsen et al., 2015). Se conoce que 

en infecciones por L. braziliensis y L. amazonensis, los neutrófilos interactúan con macrófagos 

infectados favoreciendo su destrucción, pero en infecciones por L. major, la fagocitosis de 

neutrófilos apoptóticos por macrófagos y células dendríticas (CD), limita la activación de estas 

células contribuyendo a la replicación del parásito (de Souza & Bariberi,2010; Van Zandbergen et 

al., 2004). Los monocitos inflamatorios y las CD llegan rápidamente al sitio de infección atraídos 

por la quimioquina CCL2. Los monocitos se infectan e inducen altos niveles de ROS y se pueden 

diferenciar en CD (Goncalves et al., 2011; Sott & Novais, 2016). Los ROS generados por el 

estallido respiratorio y el óxido nítrico (ON) inducido por la activación de ON-sintasa (iNOS) 

mediada por IFNγ son los mecanismos de muerte la RI innata. Otras células de la RI innata son las 

natural killer (NK) células productoras de IFNγ especialmente en los nódulos linfáticos; regulada 

por la producción de TGFβ y de gránulos tóxicos de granzima B (Laouar et al., 2005; Messlinger 

et al., 2018); los mastocitos con su rol dual en protección/patogénesis siendo la primera línea de 

defensa al liberar mediadores proinflamatorios y reclutar macrófagos pero también capaces de 

producir IL-4 y IL-13, respuesta Th2 (Wershil et al, 1994; Naqvi et al., 2017); y los queratinocitos 

como barrera física y produciendo IL-12, IL-1β, osteopontina, IL-4, e IL-6 (Ehrchen et al., 2010). 

Los macrófagos son células cruciales para la supervivencia, replicación y diferenciación 

del parásito y para su eliminación. Normalmente se encuentra en los tejidos como macrófagos no 

activados (M0). Producen citoquinas y reclutan células proinflamatorias (neutrófilos, mastocitos y 

eosinófilos), fagocitan, generan ROS, ON y procesan y presentan antígenos de Leishmania a las 



EVALUACIÓN DE UNA FORMULACIÓN TÓPICA DE MILTEFOSINA  178 

 

 

células T junto con las CD (Scott & Novais, 2016). Las CD, tanto las células de Langerhans, las 

CD de la dermis, pero especialmente las derivadas de monocitos inflamatorios llegan a los nódulos 

linfáticos para presentar antígenos del parásito a las células T vírgenes. Pueden inducir la 

diferenciación de células Th1 mediante la secreción de IL-12 e IL-27, promoviendo el control de 

la infección, o inducir respuestas Th2 bloqueando la secreción de IL-12 (Von Stebut et al., 1988), 

favoreciendo la diseminación del parásito. Además, las células NK al secretar IFNγ refuerza la 

respuesta Th1 (protectiva) y es crucial para el control de la enfermedad, como se ha demostrado 

en varios modelos experimentales de infección por Leishmania (Costa-Da-silva et al., 2022). 

Durante la infección por Leishmania spp,, según el microambiente, los macrófagos pueden 

diferenciarse en M1 y/o M2  (Parisi et al, 2018).  En presencia de citoquinas como IFNγ y TNFα, 

adquieren un fenotipo proinflamatorio (M1) capaces de producir iNOS, ROS, CXCL9 y CXCL10, 

TNFα, IL-1β, IL-6, IL-12, IL-18, IL-23, o IFN tipo I, siendo altamente fagocíticos y destructores. 

Cuando son activados por IL-4 o IL-13, IL-10, IL-21 and IL-33, TGF-β, M-CSF, vitamina D3 o 

inmunocomplejos, se asocian con una función de cicatrización de heridas, antiinflamatoria o 

inmunoreguladora tipo M2 (subdividida en a-d) expresando moléculas como Relmα, Ym1, 

CCL24,17,22 y produciendo Arg1 (argininasa, biosíntesis de poliaminas benéfico para el parásito), 

IL-10, TGFβ, glucocorticoides dependiendo del subtipo de M2 (Arango et al., 2014; Tomiotto-

Pellissier et al., 2018; Li et al., 2018) .Los macrófagos M1 promueven las respuestas Th1, lo que 

contribuye al control de la enfermedad. En contraste, los macrófagos M2 aumentan la producción 

de IL-10 y TGFβ, respaldando las respuestas Th2 y la progresión de la enfermedad, además de 

inhibir la producción de ROS y aumentar el tamaño de las lesiones (Costa-Da-silva et al., 2022). 

Para ilustrar las complejas interacciones entre la Leishmania y las células de la RI innata y su rol 

en protección o en progresión de la enfermedad se muestra la Figura 27. Los mastocitos 
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protegiendo, pero también, secretando IL-4 e IL-13 (Th2), favoreciendo la supervivencia del 

parásito. Los neutrófilos reclutados fagocitando, induciendo ROS y NETs pero también liberando 

citoquinas proinflamatorias/quimiotáctica (IL-8 y MIP1β) y el parásito protegiéndose, inclusive 

cuando el neutrófilo apoptótico es fagocitado por los macrófagos. Los macrófagos, la célula 

hospedera por excelencia del parásito, su diferenciación y asociación con la respuesta Th1 y Th2. 

Las células dendríticas (CD), célula presentadora, su rol en la diferenciación de las células T Th1 

o Th2. Finalmente, las células NK células protectoras secretoras de IFNγ (Th1) (Costa-Da-silva 

et al., 2022). 

 

Nota: Grafica modificada de (Costa-Da-silva et al., 2022) 

 En infecciones por L. major, la resistencia a la infección (lesiones pequeñas que sanan 

espontáneamente) en unas cepas de ratones esta mediada por una respuesta CD4+ Th1 (i.e. cepas 

Figura 27 Interacciones entre Leishmania y células inmunitarias innatas del huésped mamífero 
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como C57BL/6, C3H y CBA) mientras que en otras cepas de ratones (i.e. BALB/c) la 

susceptibilidad a la infección (lesiones y metástasis a hígado y bazo) está mediada por CD4+ Th2. 

En general, la IL-12 mostró ser esencial para el desarrollo de células CD4+ Th1 y la IL-4 promovió 

el desarrollo de células Th2 en ratones (en humanos es menos conocido). La inmunidad mediada 

por células T, CD4+ Th1 células producen IFNγ, activa la producción de ON por macrófagos, 

algunos parásitos pueden persistir dada la regulación por IL-10 y la presencia de células T de 

memoria (Coplpitts et al., 2009). Por otro lado, es importante tener en cuenta que una respuesta de 

Th1 exacerbada (o mal modulada) puede causar daños tisulares graves y a la presentación clínica 

de leishmaniasis. En infecciones por L. tropica y en leishmaniasis mucosa por L. braziliensis y L. 

amazonensis las citoquinas proinflamatorias como IFNγ y TNFα aumentan su liberación (Kumar 

et al., 2010; Bacellar et al., 2002). 

El perfil inmunológico de la LC en humanos varía desde una respuesta de células T robusta, 

caracterizada por una reacción DTH+ y altos niveles de IFN-γ, como en los casos de infección por 

L. braziliensis, hasta pacientes con una respuesta humoral predominante y niveles elevados de 

anticuerpos, pero sin una respuesta efectiva de células T, como ocurre en algunos casos de 

infección por L. amazonensis (Carvalho et al., 1994; Saravia et al., 2002). La activación de los 

macrófagos por IFNγ es esencial para la eliminación del parásito. Por este motivo, los individuos 

con una fuerte respuesta de DTH presentan una baja carga parasitaria en las lesiones, mientras que 

la respuesta humoral, por sí sola, resulta ineficaz para el control de la carga parasitaria. Por lo 

tanto, los pacientes con una respuesta ineficaz de células T pueden desarrollar formas más graves 

de la enfermedad, como la leishmaniasis cutánea difusa (LCD), mientras que aquellos con una 

respuesta inmunitaria exagerada pueden progresar a la leishmaniasis mucosa (LM). En un punto 

intermedio se encuentran los pacientes que desarrollan lesiones que pueden autocurarse o, en 
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algunos casos, evolucionar a lesiones crónicas como en leishmaniasis cutánea localizada (LCL). 

Estos pacientes tienden a presentar respuestas de células T y niveles de anticuerpos moderados 

(Carvhalo et al., 2012). Los estudios en modelos murinos han permitido identificar patrones 

inmunológicos de cura, en los que predominan las respuestas CD4+ Th1 protectoras, y patrones 

de susceptibilidad, caracterizados por respuestas CD4+ Th2 no protectoras (Tripathi et al., 2007).  

 

3.1.1 Heterogeneidad de la LC  

Como se mencionó en el capítulo anterior, la LC es una enfermedad con una notable 

heterogeneidad. La LCL es la forma más común, observándose en el 70 a 80% de los casos. 

Comienza como una pápula eritematosa que evoluciona a un nódulo y posteriormente se ulcera. 

Las úlceras, generalmente indoloras, pueden ser simples o múltiples, con bordes bien definidos y 

gruesos y un fondo granuloso de apariencia volcánica. En ocasiones, pueden ser dolorosas si se 

sobre infectan con microorganismos y suelen ubicarse principalmente en áreas expuestas a los 

vectores, como la cara y las extremidades (Rodríguez et al., 2016). En algunos casos, estas lesiones 

pueden resolver espontáneamente después de 3 a 4 meses, especialmente aquellas causadas por L. 

mexicana, o bien, evolucionar hacia lesiones crónicas no cicatrizantes que requieren tratamiento 

(Burza et al., 2018). En Brasil, se ha identificado la influencia de diversas especies de Leishmania 

de los tres subgéneros en el espectro clínico de la LC; por ejemplo, L. braziliensis se asocia con 

LM o LC y una hipersensibilidad retardada severa (DTH ++++), mientras que L. amazonensis se 

relaciona con la LCDA y una DTH negativa. La LCL típica muestra una respuesta DTH+/++, y 

entre la LCDA y la LM se observa una forma intermedia denominada LCDL con DTH+/− y una 

supresión parcial o incompleta de la respuesta inmunitaria de células T (Silveira et al., 2023) 

(Figura 28). La LCDA es una presentación rara de la enfermedad caracterizada por un crecimiento 
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descontrolado de los parásitos en lesiones que se extienden por la piel, donde los pacientes, al 

carecer de una respuesta celular adecuada, suelen ser refractarios a la quimioterapia. 

Contrariamente, la LCL causada por L. braziliensis u otras especies del subgénero Viannia 

típicamente muestra una úlcera con borde elevado sobre un fondo granulomatoso después de uno 

o dos meses de evolución de la enfermedad. En contraste, las lesiones causadas por L. amazonensis 

generalmente presentan un nódulo o placa con una base y borde muy infiltrados, con una 

ulceración menos pronunciada que no presenta las características típicas de las lesiones ulcerativas 

de L. braziliensis. Estas diferencias clínicas reflejan mecanismos patogénicos distintos en la 

interacción entre los antígenos específicos de cada especie de Leishmania y la respuesta 

inmunitaria de células T humanas (CD4+/CD8+). Mientras que L. braziliensis induce una 

respuesta DTH+/++ de moderada a severa, facilitando la necrosis dérmica como mecanismo 

defensivo para eliminar al parásito, L. amazonensis suprime esta respuesta (DTH±/-), resultando 

en una mayor carga parasitaria y un proceso ulcerativo menos intenso (Silveira et al., 2004). 
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Nota: gráfica y fotografías modificadas de Silveira et al., 2023.  LCDA, leishmaniasis cutánea 

difusa anérgica; LCDL, leishmaniasis cutánea diseminada limítrofe; LCL, leishmaniasis cutánea 

localizada; LMC, leishmaniasis mucosa; DTH, reacción de hipersensibilidad de tipo retardado; 

CD4+, linfocito T CD4; CD8+, linfocito T CD8; Th1, respuesta inmunitaria de tipo Th1; Th2, 

respuesta inmunitaria de tipo Th2; TLR, receptores 2, 4 y 9; TNFα, factor de necrosis tumoral alfa; 

IFNγ, interferón gamma; IL-10, interleucina-10; TGFβ, factor de crecimiento tumoral beta. (−) 

ninguna reacción; (±) reacción límite; (+) reacción débil; (++) reacción moderada; (+++) fuerte 

reacción; y (++++) reacción exacerbada. 

 

Aunque no está bien definido qué determina las diferencias en el resultado clínico de la 

infección por Leishmania, se sabe que influyen factores dependientes del parásito involucrado 

Figura 28 Espectro de la LC causadas por L. braziliensis y L. amazonensis 
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(virulencia); el estado inmune del huésped con mayor riesgo de diseminación en pacientes 

inmunosuprimidos por desnutrición, coinfección con VIH u otras enfermedades debilitantes; y a 

las características los vectores involucrados debido por ejemplo a sus preferencias alimentarias o 

a la presencia de componentes hemostáticos e inmunomoduladores de la saliva (Abdeladhim et al., 

2014; Castellucci et al., 2012; Castellucci et al., 2014). En el caso de la inmunidad del huésped se 

ha observado que pacientes inmunocompetentes desarrollan LCL, al contrario de pacientes con 

deficiencia en la respuesta celular que presentan LCD en infecciones por L.  amazonensis 

(Carvalho et al., 1994). 

El equilibrio entre factores proinflamatorios y antiinflamatorios determina la progresión y 

manifestación de la enfermedad durante la infección por Leishmania (Oliveira et al., 2014). Los 

macrófagos infectados con los parásitos están influenciados por las citocinas inducidas en la lesión. 

Las citocinas inflamatorias de la respuesta Th1, como el IFNγ y el TNFα, inducen la producción 

de ROS inhibiendo la replicación del parásito dentro del fagolisosoma. En la LCL, se ha observado 

un aumento de las células Th17 y transcripciones de quimioatrayentes y marcadores de activación 

clásica de los macrófagos en las lesiones las cuales promueven la respuesta inmune mediada por 

células para la eliminación del parásito y la respuesta proinflamatoria. Sin embargo, en un 

ambiente regulatorio, predominan la respuesta Th2, con la producción de IL-10 y factor de 

crecimiento transformante beta (TGFβ), que contrarrestan los efectos de IFNγ y TNFα lo cual se 

relaciona con la evasión inmune, la cronicidad de la infección y la diseminación del parásito. Los 

linfocitos T reguladoras (Treg) y los receptores inhibidores presentes en las células T CD4+ o CD8+ 

están asociados con la supresión de la respuesta inmune y el agotamiento de las células T, 

respectivamente (Scorza et al., 2017). La LCDA y LM son formas graves de la enfermedad que se 

encuentran en extremos opuestos del espectro inmunológico. El espectro inmunológico varía desde 
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niveles altos de inmunidad mediada por células hasta niveles altos de anticuerpos. Aunque todas 

las formas clínicas requieren respuestas del Th1 para curar la enfermedad, una respuesta exagerada 

del tipo Th1 y un número aumentado de células T citotóxicas CD8+ se asocian con una mayor 

gravedad de la enfermedad. La consecuencia de una respuesta celular extremadamente exagerada 

es el desarrollo de LM causando lesiones desfigurantes. En contraste, los pacientes con LCDA en 

el otro extremo del espectro tienen altos números de parásitos dentro de las lesiones, lo cual es una 

consecuencia de bajos niveles de citocinas Th1 y con altos títulos de anticuerpos. Además, los 

pacientes con LCDA producen altos niveles de la IL-10, mientras que los pacientes con 

leishmaniasis mucosa tienen bajos niveles de IL-10 (Scott et al., 2016) (Figura 29). 
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Figura 29 Regulación inmune de macrófagos que contribuyen al espectro de manifestaciones 

clínicas de la leishmaniasis cutánea humana. 

 

Nota:  Figura tomada y modificada de Scorza et al., 2017. LCDA, leishmaniasis cutánea difusa 

anérgica; LCDL, leishmaniasis cutánea diseminada limítrofe; LCL, leishmaniasis cutánea 

localizada; LMC, leishmaniasis mucosa; DTH, reacción de hipersensibilidad de tipo retardado 

 

3.1.2 Patrones histopatológicos de la LC 

Los parámetros histopatológicos encontrados en biopsias de piel principalmente en la 

dermis de las lesiones de pacientes con LC han tratado de ser clasificados en patrones según varios 

factores como la intensidad del infiltrado inflamatorio, predominio celular del infiltrado, daño a 

los tejidos conectivos y la duración de las lesiones. Ridley et al. 1980 establecieron una 
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clasificación con cinco patrones histopatológicos, considerando la respuesta inflamatoria celular y 

el daño a los tejidos conectivos. i.El patrón no reactivo se caracteriza por macrófagos cargados de 

parásitos sin una respuesta celular significativa, lo que indica un estado de anergia y se asocia con 

poca ulceración. ii. El patrón reactivo presenta granulomas con necrosis central y una densa 

infiltración de linfocitos y células plasmáticas, acompañado de liberación de amastigotes por la 

necrosis de macrófagos. iii. El patrón infiltrativo incluye infiltrados de linfocitos y macrófagos, 

con lisis de estos últimos y cambios fibrinoides en el tejido conectivo. iv. El patrón tuberculoide 

se caracteriza por la formación de células gigantes de Langhans, y está asociado a una mayor 

tendencia a la curación espontánea. Finalmente, v. el patrón hipersensible muestra una intensa 

respuesta inflamatoria, destrucción tisular extensa y escasa presencia de parásitos. Venkataram et 

al. 2001 propusieron otra clasificación que incluye cuatro patrones histopatológicos. i. El patrón 

de infiltración difusa de macrófagos sin necrosis se caracteriza por la presencia de un infiltrado 

difuso de macrófagos en la dermis sin evidencia de necrosis tisular. ii. En el patrón de infiltración 

de macrófagos con necrosis, además del infiltrado de macrófagos, se observa necrosis en los 

tejidos afectados. iii. El granuloma reactivo temprano corresponde a la fase inicial de formación 

de granulomas, que refleja una respuesta inmunitaria temprana frente a la infección. iv. En etapas 

más avanzadas, aparece el granuloma epitelioide establecido, con granulomas bien formados de 

tipo epitelioide, lo que indica una respuesta inflamatoria crónica más organizada. Rodríguez et al. 

2016 clasificaron los patrones en cuatro tipos basados en el tipo de infiltrado inflamatorio. i.En la 

dermatitis difusa, la epidermis es hiperplásica y a menudo ulcerada, con escamocostras, mientras 

que el infiltrado dérmico es denso y compuesto principalmente por macrófagos vacuolados, 

linfocitos y plasmocitos, con abundantes amastigotes en las primeras etapas. ii. En la dermatitis 

granulomatosa epitelioide, se observan granulomas epitelioides bien definidos, con pocas células 
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gigantes y una baja cantidad de amastigotes, lo que refleja una respuesta inmune más activa. iii. 

La dermatitis granulomatosa tuberculoide presenta grandes áreas de necrosis fibrinoide rodeadas 

por granulomas de células epitelioides y linfocitos, siendo este patrón difícil de distinguir de la 

tuberculosis. Finalmente, iv. la dermatitis difusa con macrófagos vacuolados muestra una 

epidermis normal o atrófica, con macrófagos vacuolados que contienen numerosos amastigotes, y 

es característico de la leishmaniasis difusa, una forma más severa de la enfermedad. Finalmente, 

Kurban et al. 1966 clasificaron los patrones según la duración de la enfermedad. i. En la fase 

temprana (hasta un año de duración), se observó un infiltrado masivo de histiocitos y leucocitos 

mononucleares en la dermis, junto con amastigotes visibles en las tinciones, además de cambios 

epidérmicos como hiperqueratosis, atrofia y acantosis. ii. En la fase tardía (lesiones de más de un 

año), se desarrollaron túberculos de células epitelioides y células gigantes de Langhans, con menos 

amastigotes y un infiltrado inflamatorio de menor intensidad, lo que indica una respuesta 

inflamatoria más organizada y crónica. 

En los casos de lesiones de LCL producida por cepas del subgénero Viannia se ha 

observado una reacción inflamatoria crónica, granulomatosa, con presencia de linfocitos, células 

plasmáticas y macrófagos, mastocitos y amastigotes intracelulares en el fagolisosoma de los 

macrófagos en ocasiones (Rodríguez et al., 2016). En estudios de pacientes con LC por L. 

panamensis se ha observado una reacción inflamatoria intensa en la dermis, caracterizada por 

infiltrados inflamatorios de tipo linfoplasmocítico, linfocitohistiocítico y granulomatoso, con una 

distribución tanto difusa como focal, predominando los linfocitos, seguidos de histiocitos y células 

plasmáticas. En la epidermis, las biopsias revelan alteraciones como acantosis, espongiosis, 

exocitosis, paraqueratosis e hiperplasia pseudoepiteliomatosa. Además, se observó la presencia de 

úlceras y formación de granulomas definidos en algunos casos (González et al., 2018). En 
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pacientes con lesiones cutáneas por L. amazonensis se ha observado la formación de un denso 

infiltrado celular compuesto principalmente por macrófagos parasitados, vacuolados, escasos 

linfocitos y células plasmáticas y fibras de colágeno que rodean el infiltrado (Sampaio et al., 2021; 

Silveira et al., 2005). 

En los modelos murinos se observan patrones similares dependiendo del tiempo de la 

infección. Los ratones BALB/c infectados con L. panamensis muestran inflamación inicial 

discreta, que progresa a inflamación extensa con numerosos macrófagos vacuolados y amastigotes, 

así como la formación de granulomas en ganglios linfáticos. Además, se presentan lesiones que se 

diseminan y proliferación de fibroblastos en la dermis profunda. Los patrones histopatológicos 

varían desde infiltrados inflamatorios hasta necrosis y granulomatosas (Rojas et al. 1993; Abreu-

Silva et al. 2004). En ratones BALB/c con LC por L. amazonensis se ha observado la presencia de 

una reacción inflamatoria con intensa carga parasitaria en macrófagos vacuolados y linfocitos, 

además de zonas de necrosis focal y en ratones C57BL/6 se ha observado la formación de 

granuloma con macrófagos infectados y fibrosis dérmica (Cupolilo et al., 2003). 

 

3.1.3 Ultraestructura del parásito y de la lesión de LC 

La Leishmania, al igual que otros tripanosomátidos, presentan una ultraestructura celular 

compleja y especializada. La membrana celular está compuesta por un periplasto, que consiste en 

tres capas. Las dos capas exteriores corresponden a la bicapa lipídica compuesta de fosfolípidos 

de aproximadamente 100 Å de espesor que corren paralelas y están muy próximas entre sí. La 

tercera capa del periplasto se encuentra debajo de la membrana interna y está formada por fibrillas 

tubulares finas, con un diámetro de aproximadamente 230 Å. Estas fibrillas están presentes tanto 

en amastigotes como en promastigotes (Rudzinska et al., 1964). El núcleo de estos parásitos tiene 
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una organización similar a la de otras células eucariotas, localizado centralmente en el cuerpo 

celular. En las formas amastigote y promastigote, el núcleo tiene una forma redondeada. El genoma 

abarca entre 43 y 50 Mb, genera entre 30 y 40 bandas cromosómicas que varían de 0,45 a 4,0 Mb 

(Johnston et al. 1999). Además, posee un único flagelo que emerge de una invaginación 

denominada bolsillo flagelar (FP). Este flagelo presenta una estructura básica de microtúbulos 

axonemales y su longitud varía desde 1 µm en la forma amastigote hasta 30 μm en las formas de 

promastigotes (Martinez-Palomo et al. 1976; De Souza et al. 1978). El FP es una invaginación de 

la membrana plasmática desde donde emerge el flagelo, y se considera un compartimento 

extracelular especializado debido a su intensa actividad endocítica y exocítica, su falta de 

microtúbulos subpeliculares y su composición proteica (Simpson 1972; Webster & Russel 1993). 

Además, poseen un cinetoplasto, una estructura electrodensa ubicada cerca del núcleo, cuya 

organización varía según la etapa del parásito (Shapiro & Englund 1995; Lukes et al. 2002). Este 

cinetoplasto está formado por el ADN mitocondrial (k-ADN), compuesto por minicirculos y 

macrocírculos que participan en el proceso de edición de ARN y son análogos estructurales y 

funcionales al ADN mitocondrial de eucariotas superiores (Shapiro & Englund 1995; De Souza & 

Cavalcanti 2008). El aparato de Golgi, compuesto por cisternas aplanadas y vesículas localizado 

cerca al cinetoplasto.  Además, en el citoplasma se observan inclusiones lipídicas y 

acidocalcisomas que se distribuyen, mientras que los glucosomas generalmente se agrupan en el 

extremo posterior de las células. Por último, los acidocalcisomas aparecen como pequeños 

orgánulos redondos con una matriz electrodensa homogénea, los cuales varían según la fase de 

crecimiento y especie del parásito (Corrêa et al., 2007; Castro et al., 2017). 
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Las observaciones ultraestructurales de las lesiones cutáneas por LC muestran la relación 

entre los parásitos y las células del huésped, en términos de morfología durante la infección. En 

pacientes ecuatorianos con LC por L. guyanensis y L. panamensis, las lesiones revelan la presencia 

de amastigotes adheridos a la membrana del fagolisosoma, tanto dentro como fuera de los 

macrófagos. Los parásitos, de forma redondeada u ovalada, presentan una longitud de 2,62 μm y 

un ancho de 2,18 μm. Se evidenció la degeneración de los parásitos dentro de las vacuolas 

parasitóforas en los macrófagos, lo que indica un proceso activo de destrucción intracelular. 

Asimismo, los linfocitos se encontraban en estrecho contacto con los macrófagos parasitados y los 

parásitos (Bhutto et al., 1992). En los modelos experimentales murinos infectados con L. major y 

L. lainsoni, los hallazgos ultraestructurales mostraron la presencia de amastigotes dentro de 

vacuolas parasitóforas en los macrófagos y, en algunos casos, extracelularmente en las lesiones 

cutáneas. En ratones BALB/c infectados con L. major, los amastigotes presentaban una forma 

esférica u ovalada, con una membrana plasmática intacta, un núcleo esférico con heterocromatina, 

microtúbulos subpeliculares, un cinetoplasto en forma de bastón, un bolsillo flagelar e inclusiones 

lipídicas (Maha et al., 2012). En los hámsteres infectados con L. lainsoni, las lesiones crónicas 

mostraron una desorganización tisular severa, con edema, necrosis y depósito de colágeno. 

Aproximadamente el 40% de los amastigotes se encontraron libres en el sitio de la lesión, y 

también se observaron eosinófilos (Corrêa et al., 2007).  Los fagolisosomas se pueden clasificar 

en dos tipos según las especies de Leishmania: vacuolas individuales pequeñas (tipo I) y vacuolas 

comunales grandes (tipo II). Estas vacuolas han sido analizadas en diversas especies de 

Leishmania del Viejo y Nuevo Mundo, utilizando modelos experimentales en ratones y cultivos 

de macrófagos derivados de médula ósea. En L. major, los amastigotes residen en vacuolas tipo I, 

donde la membrana se ajusta estrechamente alrededor del parásito (Castro et al., 2006). Los 
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estudios in vitro y en ratones han demostrado que los amastigotes permanecen en vacuolas 

separadas. En L. tropica se forman vacuolas pequeñas y ajustadas, similares a las de L. major 

(Castro et al., 2006). Por otro lado, las especies del Nuevo Mundo, como L. amazonensis y L. 

mexicana, forman vacuolas tipo II, que son grandes, espaciosas y albergan múltiples amastigotes. 

Estas vacuolas permiten la observación de varios parásitos, con los amastigotes adheridos a la 

membrana vacuolar en puntos específicos. Mientras que las vacuolas del Viejo Mundo tienden a 

ser más pequeñas y contener un solo amastigote, las vacuolas del Nuevo Mundo son más grandes 

y comunales, albergando varios parásitos (Castro et al., 2006). También se ha observado 

eritrofagocitosis, donde amastigotes viables se encuentran en contacto cercano con la membrana 

de los glóbulos rojos, monocitos y plaquetas sanguíneas. Además, se observan amastigotes libres 

en las proximidades de otras reacciones celulares inflamatorias de mastocitos y eosinófilos (Eid et 

al., 2014). En algunos casos de LC, se observan amastigotes dentro de vesículas epidérmicas, 

acompañados de linfocitos y otras células mononucleares cercanas. Estos parásitos también se 

encuentran dentro y entre los queratinocitos, adheridos a células mononucleares que contienen 

gránulos de melanina. Los parásitos también están presentes en el citoplasma de eosinófilos y 

neutrófilos, sin vacuolas celulares (Bhutto et al., 1992). 

3.1.4 Mecanismo de acción de la MTF: efecto directo y efecto inmunomodulador  

El mecanismo de acción de la MTF, aunque no ha sido completamente esclarecido, destaca 

por su doble efecto: uno directo contra el parásito y otro indirecto como inmunomodulador en el 

huésped. En la Figura 30 se observa que la MTF se une a la albúmina en el plasma (Kip et al., 

2017). Esta unión facilita su transporte a través del torrente sanguíneo, prolongando su vida media 

en circulación y modulando su disponibilidad para alcanzar los tejidos infectados. Parte de la MTF 
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puede quedar libre ingresa a las células mediante mecanismos de transporte pasivo o activo. Se ha 

demostrado que la MTF puede acumularse en las balsas lipídicas de las membranas celulares 

(Malta De Sá et al., 2015), donde aumenta la fluidez de la membrana y modula la señalización 

dependiente de estas estructuras. Entre estas señales se incluyen la activación de quinasas y la 

inhibición de la fosfatidilcolina sintasa, lo que afecta la síntesis de lípidos esenciales para la 

supervivencia del parásito (Weller et al., 2009; Moreira et al., 2014). 

Una vez en el citoplasma, la MTF es transportada al parásito a través de la translocasa 

lipídica LdMT y su subunidad LdRos3. LdMT pertenece a la subfamilia P4 de las ATPasas de tipo 

P, las cuales transportan lípidos hacia el interior de las membranas (Weingärtner et al., 2010), 

facilitando la acumulación de MTF en las membranas del parásito. Esto altera la homeostasis 

lipídica, lo que eventualmente conduce a la muerte celular. En el parásito, la MTF inhibe la 

biosíntesis de fosfolípidos y la citocromo c oxidasa mitocondrial, induce apoptosis mediante la 

fragmentación del ADN, y afecta la señalización celular dependiente de lípidos, así como la 

homeostasis intracelular del Ca2+ (Urbina et al., 2006; Luque-Ortega & Rivas, 2007; Paris et al., 

2004; Pinto-Martínez et al., 2017).A nivel del huésped, la MTF aumenta la expresión de los 

receptores de IFNγ en los macrófagos, mejorando la capacidad de respuesta inmune y restaurando 

el equilibrio Th1/Th2. Esto promueve una respuesta Th1 favorable para la eliminación del parásito. 

Además, la MTF influye en la vía PI3K-Akt, afectando la susceptibilidad a la infección y la 

supervivencia de las células huésped, induciendo apoptosis (Figura 29) (Dorlo et al., 2002). 

En cuanto a sus propiedades inmunomoduladoras, la MTF ejerce sus efectos a través del 

receptor del factor de agregación plaquetaria (PAF), lo que aumenta la producción de IL-12, la 

expresión del receptor de IFNγ, y reduce la respuesta Th2, que incluye la producción de IL-4, IL-

5, IL-10 e IL-13. También activa la producción de IFNγ y estimula la inmunidad celular del 
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huésped (Pálic et al., 2019). Se ha observado que la MTF genera interacciones entre varias células 

inmunitarias, incluidas neutrófilos, eosinófilos, mastocitos, células NK y macrófagos. En cuanto a 

los mecanismos de la línea granulocítica, la MTF promueve la eliminación de parásitos mediante 

la fagocitosis por neutrófilos, la liberación de especies reactivas de oxígeno (ROS), la formación 

de trampas extracelulares de neutrófilos (NETs) y el aumento en la producción de CXCL8. La 

activación de eosinófilos reduce la inflamación y el daño tisular, suprimiendo las reacciones 

efectoras eosinofílicas. Además, inhibe la desgranulación de mastocitos, la reorganización de 

microtúbulos y la quimiotaxis, mientras modula las balsas lipídicas e incrementa la expresión de 

CD16 y CD68 en monocitos. Finalmente, la MTF potencia la actividad de los macrófagos M1, lo 

que aumenta la producción de citocinas proinflamatorias, óxido nítrico (NO) y ROS, reforzando 

las respuestas Th1 y creando un entorno hostil para la supervivencia del parásito (Benaim & Paniz-

Mondolfi, 2024). 
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Nota: grafica modificada de Dorlo et al., 2012.  

 

En modelos de células cancerígenas, la MTF actúa inhibiendo la vía de señalización 

PI3K/Akt (Ruiter et al., 2003) lo que contribuye a controlar el crecimiento y proliferación celular. 

Además, se ha observado que induce respuestas Th1 dependientes de IL-12 (Wadhone et al., 

2009), reforzando la respuesta inmunitaria contra el cáncer. En cultivos primarios de humanos, los 

efectos de la MTF han sido descritos en células T (Bäumer et al., 2010), mastocitos (Weller et al., 

2009) y la regulación de la inflamación eosinofílica in vitro e in vivo (Knuplez et al., 2021). 

Figura 30 Mecanismo de acción e inmunomodulatorio de la MTF 



EVALUACIÓN DE UNA FORMULACIÓN TÓPICA DE MILTEFOSINA  196 

 

 

También se ha demostrado que la MTF muestra efectos antiinflamatorios en las células 

endoteliales, disminuyendo la inflamación vascular (Fang et al., 2019). En estudios preclínicos, se 

ha observado que la MTF atenúa la inflamación alérgica en modelos de inflamación dérmica en 

ratones dependientes de células T (Bäumer et al., 2010). Además, mejora la dermatitis local en 

pacientes con dermatitis atópica (Dölle et al., 2010). También se ha demostrado que la MTF inhibe 

la activación y desgranulación de los mastocitos, lo que contribuye a reducir significativamente la 

manifestación de enfermedades alérgicas en pacientes (Magerl et al., 2013; Maurer et al., 2012; 

Rubíková et al., 2018). 

Teniendo en cuenta la eficacia de la MTF como agente inmunomodulador y antiparasitario, 

así como su capacidad para reducir la carga parasitaria y modular la respuesta inmune del huésped 

en modelos experimentales de LC y continuando en la vía de la implementación de la MTF de uso 

tópico en LC, la pregunta que se quiere resolver en este capítulo es ¿Cuáles son los efectos in situ 

del tratamiento con fMTF aplicada directamente sobre lesione de LC en diferentes tiempos del 

tratamiento y postratamiento? Y el objetivo fue examinar los aspectos histopatológicos, 

inmunológicos y ultraestructurales de las lesiones de LC en el proceso de cicatrización en 

diferentes tiempos de tratamiento y p.t. con fMTF tópica.  

 

3.2 Metodología  

Este capítulo detalla la metodología empleada en un estudio experimental in vivo, donde 

se evaluaron los efectos macroscópicos, histopatológicos, ultraestructurales e inmunomodulatorios 

de la MTF tópica en modelos de ratones BALB/c con LC. El estudio se llevó a cabo en diversas 

fases: antes, durante y después del tratamiento, con el fin de monitorear la respuesta del tratamiento 

tópico. Las formulaciones tópicas de MTF (fMTF) y los ensayos de liberación de citoquinas se 



EVALUACIÓN DE UNA FORMULACIÓN TÓPICA DE MILTEFOSINA  197 

 

 

realizaron en el laboratorio de quimioterapia del CINTROP-UIS. Por otro lado, los estudios 

histológicos se condujeron en el Laboratorio del Departamento de Patología de la Escuela de 

Medicina de la UIS, contando con el apoyo y asesoría del profesor Julio Cesar Mantilla. Además, 

el análisis ultraestructural se efectuó en el laboratorio de Morfología Celular del Instituto Nacional 

de Salud, bajo la coordinación del Doctor Orlando Torres. Todos los experimentos realizados 

recibieron el aval ético del Comité de Ética de la UIS (CIENCI), asegurando la conformidad con 

los principios de bienestar animal. La Figura 31 ilustra el diseño metodológico adoptado para este 

estudio. 

 

3.2.1 Formulación de miltefosina (fMTF) 

Se utilizó una formulación de MTF (fMTF 0,5% p/v) y el vehículo (sin MTF), preparados 

y caracterizados según lo descrito en el Capítulo 1. 

Figura 31 Diseño experimental utilizado en este capítulo 
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3.2.2 Grupos experimentales y tratamiento 

Los ratones BALB/c (n =40), sanos de 7-8 semanas fueron infectados en la parte dorsal vía 

subcutánea con 5 x 105 promastigotes en fase estacionaria de L. amazonensis. Cuando las lesiones 

(nódulos y/o ulceras) tuvieron un área ˃20 mm2 fueron distribuidos aleatoriamente en dos grupos 

experimentales: el grupo 1 tratado con la fMTF al 0,5% y el grupo 2 con el vehículo (Tabla 12). 

Los ratones fueron tratados tópicamente, sobre las lesiones con una dosis de 10 mg/día por 25 días 

y fueron observados para determinar cambios en el comportamiento y signos del estrés, además 

fueron pesados. Los ratones fueron sacrificados en diferentes momentos Dosis 0: D0 (inicio 

tratamiento); Dosis 12: D12 (mitad de tratamiento); Dosis 25: D25 (fin de tratamiento) y pt: 60 

días post tratamiento (figura 31, tabla 13). Para el sacrificio, los animales fueron anestesiados con 

una mezcla de ketamina/xilacina y sacrificados por dislocación cervical. Se tomaron improntas del 

sitio de la lesión y fragmentos (biopsias) de piel/lesión. Las improntas fueron teñidas con Giemsa 

para determinar la presencia de parásitos y las biopsias fueron separadas en segmentos para la 

cuantificación de la carga parasitaria y la realización los estudios histopatológicos, 

ultraestructurales e inmunomodulador. 

 

Tabla 12 Grupos experimentales y tamaño de muestra (n) 

Grupo Parásito n Formulación % MTF 

Extracción de muestras (n) 

D0 D12 D25 pt 

1 

L. amazonensis 

24 fMTF 0,5 6 6 6 6 

2 16 Vehículo 0 4 4 4 4 
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Nota: n: número de ratones por grupo; D0: dosis 0, Inicio tratamiento; D12: Dosis 12, mitad del 

tratamiento; D25: Dosis 25, Fin del tratamiento; pt: 2 meses post tratamiento. 

 

 

3.2.3 Determinación del tamaño de lesión y la carga parasitaria  

Las lesiones fueron medidas cada semana utilizando un caliper digital. El área de la lesión 

se calculó mediante la formula del área de una elipse A: π x r1 x r2, donde r1: es el radio 

longitudinal y r2: es el radio transversal. Los resultados fueron expresados como la media del área 

de las lesiones (mm2) ± error estándar (EE). Adicionalmente se llevó registro fotográfico. Para la 

carga parasitaria después del sacrificio y en cada tiempo estudiado se recolectaron fragmentos de 

lesión los cuales fueron congelados a -80°C. La carga parasitaria fue determinada por qPCR (ver 

protocolo descrito en capítulo 2). La cuantificación de los parásitos de Leishmania se obtuvo 

trazando las concentraciones de parásitos contra los valores de CT por regresión lineal. Los 

resultados fueron expresados como la media de concentración del número de parásitos /lesión ± 

EE.  

3.2.4 Análisis histopatológico 

Después del sacrificio y en cada tiempo estudiado (0, 12, 25 días de tratamiento y 60 día 

pt.) las biopsias de aprox 5-10 µm fueron fijadas en formol tamponado al 10% (formaldehido al 

37% en agua destilada pH:7, fosfato de sodio monobásico, H2NaO4P y fosfato de sodio di básico, 

HNa2O4P). Después de 24 h, fueron sometidas a un proceso de deshidratación utilizando una serie 

soluciones alcohólicas de menor a mayor concentración. Posteriormente fueron embebidas en 

bloques de parafina. Se realizaron cortes histológicos de 5 µm de grosor utilizando un micrótomo 

y se colocaron en láminas portaobjetos. Finalmente, fueron coloreadas con hematoxilina y eosina 
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(H-E). El procesamiento de las biopsias se realizó de acuerdo con el manual de procesos y 

procedimientos del Laboratorio de Patología de la UIS. Para el procedimiento, lectura e 

interpretación de las láminas histológicas se contó con la colaboración del personal del Laboratorio 

de Patología, UIS.  

Las alteraciones histopatológicas o variables evaluadas en la epidermis fueron: acantosis 

(aumento de la multiplicación y aumento del grosor de la epidermis), espongiosis (edema 

intraepidermico), hipergranulosis (engrosamiento del estrato granular debido a un aumento de 

queratinocitos con gránulos de queratohialina en el citoplasma), hiperqueratosis (engrosamiento 

del estrato córneo), paraqueratosis (persistencia de núcleos en el estrato corneo), papilomatosis 

(hiperplasia de los queratinocitos) y queratinocitos reactivos. En la dermis fueron: fibrosis 

(desarrollo excesivo de tejido conectivo fibroso), angiogénesis, infiltrado inflamatorio (regular, 

irregular, difuso), tipo celular presente en el infiltrado (linfocitos, plasmocitos, células 

polimorfonucleares, macrófagos, eosinófilos, células gigantes, mastocitos y granulomas), y 

cantidad de amastigotes. La lectura de las láminas se realizó utilizando un microscopio óptico 

(aumento 10x, 40x y 100x). Se utilizo una escala cualitativa categórica con cruces para evaluar 

cada variable, donde se asignaron los siguientes valores: (-) ausencia, (+) leve, (++) moderado y 

(+++) severo. Los resultados fueron registrados en una base de datos y se realizó registro 

fotográfico de los hallazgos histológicos más relevantes. 

3.2.5 Análisis ultraestructural de las biopsias 

Después del sacrificio y en cada tiempo estudiado, un fragmento de la lesión cutánea fue 

fijado con glutaraldehído al 3%. las muestras se dividieron en varios fragmentos, se lavaron con 

buffer fosfato 0,1 M pH 7,2 y se fijaron en tetraóxido de osmio OsO4 al 1%. Después de lavar en 

buffer fosfato se realizó deshidratación en un gradiente de etanol de 50 a 100 %. El tejido se infiltró 
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con una mezcla de óxido de propileno C3H6O y Epón Araldita® en una relación de 2:1, 1:1 y resina 

pura. Finalmente se incluyó en resina epóxica Epón –Araldita. Se obtuvieron cortes ultrafinos de 

60 nm utilizando un ultramicrotomo, que se contrastaron con acetato de uranilo UO2(C2H3O2)2 y 

citrato de plomo (C6H5O7)2Pb. Los cortes fueron observados en un microscopio electrónico Zeiss 

EM 109 a 80kV a 3000x, 4400x y 7000x aumentos. Los resultados fueron expresados 

cualitativamente como cambios ultraestructurales en los macrófagos dérmicos infectados con L. 

(L.) amazonensis (núcleo, membrana celular, vacuolas parasitófora, mitocondria y parásitos) y 

cambios ultraestructurales en amastigotes intracelulares del parásito (Núcleo, membrana celular, 

vacuolas y cinetoplasto) en ratones tratados tópicamente con fMTF. Las muestras fueron 

procesadas en el laboratorio de Morfología Celular del Instituto Nacional de Salud. 

 

3.2.6 Cuantificación de proteínas y citoquinas  

3.2.6.1  Homogenizado de piel  

Se recolectaron fragmentos de piel/lesión de los animales tratados con fMTF al 0,5%, 

vehículo y sin infección los cuales fueron almacenados a -70 °C hasta su uso. Los tejidos se 

descongelaron y se dejaron en una solución de lisis (PBS pH:7.0; Tritón X-100 0,2 % v/v) con 

inhibidores de proteasas (Tabletas SIGMAFAST™, Sigma-Aldrich, USA) por 30 min, 

seguidamente fueron homogenizados utilizando ULTRA-TURRAX® (Ika, Campinas, Brasil) 

realizando 4 ciclos de 15 segundos cada uno. Después de la lisis, las muestras fueron centrifugadas 

a 10000 g por 20 min a 4 °C. Se colectó el sobrenadante en alícuotas y se mantuvieron a -70 °C 

hasta su uso.  
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3.2.6.2  Cuantificación de proteínas 

Las proteínas totales de los homogenizado se analizaron por el método colorimétrico del 

ácido bicinconinico BCA siguiendo las instrucciones del fabricante (BIO BASIC, NY, USA). Se 

realizo la curva de calibración utilizando como estándar la albumina suero bovino. Se realizaron 

diluciones del estándar en la solución de lisis (2500 a 0 µg/mL) en viales de 1,5 mL, se trasfirieron 

a una placa de 96 pozos 25µL de las diluciones del estándar y muestras. Seguidamente, se agregó 

200 µL del reactivo de trabajo BCA suministrado en el kit en cada pozo, mezclando suavemente 

y dejando incubar por 30 min a 37 °C. Se midió la absorbancia a 562 nm utilizando un lector de 

placas Synergy H1. Los ensayos fueron realizados por duplicado. Los resultados fueron 

expresados como la media (mg/mL) ± EE de proteínas.  

3.2.6.3 Cuantificación de citoquinas  

La determinación cuantitativa de las citocinas TNF-α, INF-γ, VEGF, IL-4 e IL-10 se 

realizó mediante el inmunoensayo para múltiples analitos de un kit múltiplex MCYTOMAG-70K 

(Millipore, Burlington, MA) acoplado a la plataforma la tecnología Luminex® xMAP® en 

formato de perlas magnéticas, adquirida comercialmente. La detección y cuantificación se realizó 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Los resultados se expresaron como la media ± E.E de 

citoquina/mg de proteínas en dos experimentos independientes realizados por triplicado. 

Homogeneizados de piel de ratones no infectados se utilizaron como control. El Índice de 

Regulación de Citoquinas de infección (siglas en inglés, ICRi) se calculó dividiendo las citoquinas 

producidas en las lesiones de LC por aquellas producidas en la piel sana. El ICR de tratamiento 

(ICRt) se calculó dividiendo las citoquinas producidas en respuesta al tratamiento con fMTF por 

aquellas producidas en respuesta al tratamiento con vehículo. 
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3.2.7 Análisis de resultados 

La evolución del tamaño de lesiones de cada grupo fue analizada utilizando la prueba 

ANOVA de una sola vía comparando las medias de las diferentes dosis evaluadas (D0, D12, D25 

y pt) del tratamiento con fMTF 0,5%. Las pruebas post hoc aplicadas para los ensayos in vitro e 

in vivo fueron la prueba de comparación multiple Turkey o Dunnett, respectivamente. Los 

hallazgos histopatológicos de la epidermis (Acantosis, espongiosis, hipergranulosis, 

hiperqueratosis, paraqueratosis, papilomatosis y queratinocitos reactivos) y en la dermis (Fibrosis, 

angiogénesis, necrosis e infiltrado inflamatorio difuso y el predominio celular) se compararon con 

los grupos experimentales, antes, durante, final y pt mediante la prueba de chi-cuadrado. Se realizó 

una descripción de los hallazgos ultraestructurales observados en el parásito y el macrófago. Se 

utilizó la prueba de Kolmogorov-Smirnov para determinar si la distribución de las variables 

continuas tales como carga parasitaria y concentración de citoquinas eran paramétrica o no 

paramétrica. Se realizó los análisis de cuantificación de citoquinas asumieron una distribución no 

paramétrica y se realizó una comparación entre grupos (D0, D12, D25 y pt) del tratamiento con 

fMTF 0,5% utilizando pruebas estadísticas de comparación múltiple de Tukey. Los análisis 

estadísticos se realizaron con el paquete estadístico GraphPad Prism® Versión 8,0 (GraphPad 

Software Inc. San Diego, CA, USA). Los valores de p <0,05 se consideraron significativos. 
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3.3 Resultados 

3.3.1  Efecto del tratamiento en la reducción de las lesiones y carga parasitaria en cada tiempo 

estudiado 

Las lesiones causadas por L. amazonensis se desarrollaron a partir de los 30 días de 

infección. A los 60 días p.i se observaron lesiones nodulares y ulceradas en mayoría de los casos 

El tratamiento se inició con lesiones entre 20,58 y 50,30 mm2. En el grupo 1, tratado con fMTF 

0,5%, a los 12 y 25 días de tratamiento y a los 60 días pt, se observó una reducción del tamaño de 

lesión y de la carga parasitaria del 23,67%, 86,88 % y 92,78% y del 54,1%, 99,99% y 97,7% 

respectivamente. Las lesiones fueron disminuyendo de 34,22±3,1 mm2, a 26,12±2,8 mm2, 

4,49±2,5 mm2, 2,47±2,4 mm2 (Figura 32a,c) y la carga parasitaria de 304862±62655 a 

140005±138877, 3,51±3,5 y 6976±4687 parásitos/lesión (Figura 32d). 

En el grupo 2, tratado con el vehículo, se observó un aumento en el tamaño las lesiones en 

los diferentes tiempos evaluados de 52,16±3,7mm2 a 61,78±5,1 mm2, 86,20±8,2 mm2 y 

101,2±18,12 mm2, respectivamente (Figura 32b). La carga parasitaria osciló en los grupos 

experimentales entre 106473±25613 y 180907±111468. En cuanto a los aspectos morfológico de 

las lesiones se observó una reducción en los tamaños de las ulceras y posterior aplanamiento de 

los nódulos hasta observarse la formación de cicatriz o reepitalización completa (Figura 32e).  
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Nota: La figura muestra el efecto del fMTF sobre el tamaño de las lesiones a. fMTF, b. Vehículo. c. % de reducción de las lesiones 

tratadas con fMTF. d. Carga parasitaria. E. Lesiones cutáneas de ratones tratados con fMTF. Prueba de comparación múltiple Turkey. 

*Diferencias significativas p<0,05 ** p<0,01 ***p< 0,005. 

Figura 32 Evaluación (Dosis 0: D0, Dosis12: D12, Dosis 25: D25 y 60 días p.t.) tratamiento con fMTF 0,5%. 
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3.3.2 Características histopatológicas de las biopsias de lesiones antes durante y después del 

tratamiento tópico con fMTF 0.5% 

Los cambios estructurales en las diferentes capas de la piel (epidermis y dermis) se 

muestran en la Tabla 13. Al iniciar el tratamiento, la epidermis presentó severa acantosis, 

espongiosis, hiperqueratosis, gran cantidad de queratinocitos reactivos, moderada hipergranulosis 

y paraqueratosis, las cuales fueron disminuyendo su intensidad durante y al final de tratamiento y 

60 días pt. Aspecto interesante, fue el hallazgo de papilomatosis durante y al final del tratamiento, 

la cual desapareció en el tiempo pt, lo que indica una irritación reversible del tratamiento (OECD, 

2015). En cuanto a la dermis, al inicio del tratamiento se observó severa fibrosis, angiogénesis, 

necrosis e infiltrado inflamatorio difuso con predominio celular de linfocitos, plasmocitos, 

macrófagos vacuolados con abundante cantidad de amastigotes, estos aspectos de la dermis fueron 

disminuyendo durante, final del tratamiento, y pt. Aspectos como la aparición de células gigantes, 

granuloma y mastocitos fueron observados durante y al final del tratamiento, los cuales 

disminuyeron en el tiempo pt (Figura 33 y 34). 

En cuanto al tratamiento con el vehículo (sin MTF), las alteraciones histopatológicas se 

muestran en la tabla 14. Los hallazgos histopatológicos en la epidermis y dermis persistieron en 

durante los diferentes tiempos de estudio. A diferencia del tratamiento tópico con la fMTF 0,5%, 

el vehículo mostró una leve aparición de papilomatosis a las 12 dosis de tratamiento en la 

epidermis. En la dermis, no se observó la presencia de células gigantes, mastocitos y granulomas 

(Figura 33). 
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Tabla 13 Características e intensidad de las variables histopatológicas estudiadas en lesiones de ratones con LC tratados vía tópica con 

fMTF. 

 

0 

n=6 (%) 

12 dosis 

n=6 (%) 

25 dosis 

n=6 (%) 

60 días Pt 

n=6 (%) 

Epidermis (+++) (++) (+) (-) (+++) (++) (+) (-) (+++) (++) (+) (-) (+++) (++) (+) (-) 

Acantosis* 6(100) 0 0 0 1(17) 4 (67) 1(17) 0 0 1(17) 5(83) 0 2(33) 0 2(33) 2(33) 

Espongiosis* 6(100) 0 0 0 1(17) 3(50) 1(17) 1(17) 0 1(17) 2(33) 3(50) 0 1(16,7) 1(17) 4(67) 

Hipergranulosis

* 0 5(83,3) 1(17) 0 3(50) 1(17) 2(33) 0 3(50) 1(17) 2(33,3) 0 0 0 2(33) 4(67) 

Hiperqueratosis

* 3(50) 3(50) 0 0 0 4(67) 2(33) 0 1(17) 4(67) 1(17) 0 0 0 3(50) 3(50) 

Paraqueratosis* 3(50) 1(17) 2(33) 0 1(17) 2(33) 3(50) 0 0 3(50) 3(50) 0 0 0 2(33) 4(67) 

Papilomatosis* 0 0 0 6(100) 0 2(33) 1(17) 3(50) 0 2(33) 4(67) 0 0 0 1(16) 5(83) 

QR* 6(100) 0 0 0 6(100) 0 0 0 2(33) (33) 2(33) 0 2(33) 0 3(50) 1(17) 

                 

Dermis (+++) (++) (+) (-) (+++) (++) (+) (-) (+++) (++) (+) (-) (+++) (++) (+) (-) 

Fibrosis 3(50) 3(50) 0 0 4(67) 2(33) 0 0 3(50) 2(33) 0 1(17) 2(33) 0 2(33) 2(33) 

Angiogénesis  3(50) 1(17) 2(33) 0 3(50) 2(33) 1(17) 0 0 2(33) 1(17) 3(50) 0 1(17) 2(33) 3(50) 

IID* 6(100) 0 0 0 6(100) 0 0 0 2(33) 0 4(67) 0 0 2(33) 4(66) 0 
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Necrosis 3(50) 2(33) 1(17) 0 2(33) 1(17) 2(33) 1(17) 0 0 3(50) 3(50) 0 1(17) 1(16) 4(67) 

Predominio Celular               

Linfocitos 6(100) 0 0 0 6(100) 0 0 0 5(83,3) 0 1(17) 0 2(33) 1(17) 3(50) 0 

Plasmocitos* 6(100) 0 0 0 2(33) 4(67) 0 0 1(17) 2(33) 3(50) 0 2(33) 1(17) 2(33) 1(17) 

PMN 0 0 3(50) 3(50) 0 0 6(100) 0 0 0 3(50) 3(50) 0 0 2(33) 4(67) 

Macrófagos* 6(100) 0 0 0 5(83) 1(17) 0 0 4(67) 0 2(33) 0 1(17) 3(50) 1(17) 1(17) 

Células gigantes 0 0 0 6(100) 0 2(33) 4(67) 0 0 0 4(66) 2(33) 0 0 1(17) 5(83) 

Mastocitos* 0 0 0 6(100) 0 1(17) 3(50) 2(33) 0 5(83) 1(16) 0 0 6(100) 0 0 

Granuloma* 0 0 0 6(100) 0 0 1(17) 5(83) 0 0 4(66) 2(33) 0 0 2(33) 4(66) 

Amastigotes* 6(100) 0 0 0 0 2(33) 3(50) 1(17) 0 0 3(50) 3(50) 0 1(17) 2(33) 3(50) 

Nota: La tabla muestra la intensidad [(-): ausencia, +(1-15/campo): leve, ++(16-30/campo): moderado, +++(>30/campo): severo] de las variables 

encontradas en la epidermis y la dermis a los 0, 12, 25 dosis y 60 días pt. Observación en 50 campos microscópicos, aumentos de 1000x.QR: 

queratinocitos reactivos; IID: infiltrado inflamatorio difuso; PMN: polimorfonucleares.*ρ <0,05 Diferencias estadísticamente significativas  

 

 

Tabla 14 Características e intensidad de las variables histopatológicas estudiadas en lesiones de ratones con LC tratados vía tópica 

con el vehículo (sin MTF). 

 Inicio   12 días  25 días  60 días post infección 
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n=4 (%) n=2 (%) n=2 (%) n=2 (%) 

Epidermis (+++) (++) (+) (-)   (+++) (++) (+) (-)   (+++) (++) (+) (-)   (+++) (++) (+) (-) 

Acantosis 3(75) 1(25) 0 0   2(100) 0 0 0   2(100) 0 0 0   2(100) 0 0 0 

Espongiosis 3(75) 0 1(25) 0   2(100) 0 0 0   1(50) 0 1(50) 0   1(50) 1(50) 0 0 

Hipergranulosis 0 1(25) 3(75) 0   0 1(50) 1(50) 0   1(50) 1(50) 0 0   0 2(100) 0 0 

Hiperqueratosis 1(25) 3(75) 0 0   2(100) 0 0 0   2(100) 0 0 0   1(50) 0 1(50) 0 

Paraqueratosis 1(25) 0 3(75) 0   1(50) 1(50)       0 0 2(100) 0   1(50) 0 1(50) 0 

Papilomatosis 0 0 0 4(100)   0 0 1(50) 1(50)   0 0 0 2(100)   0 0 0 2(100) 

QR 4(100) 0 0 0   2(100) 0 0 0   2(100) 0 0 0   2(100) 0 0 0 

  

Dermis (+++) (++) (+) (-)  (+++) (++) (+) (-)  (+++) (++) (+) (-)  (+++) (++) (+) (-) 

Fibrosis 1(25) 1(25) 2(50) 0   2(100) 0 0 0   1(50) 1(50) 0 0   1(50) 1(50) 0 0 

Angiogénesis  3(75) 0 1(25) 0   2(100) 0 0 0   1(50) 1(50) 0 0   1(50) 1(50) 0 0 

IID 4(100) 0 0 0   2(100) 0 0 0   2(100) 0 0 0   2(100) 0 0 0 

Necrosis 2(50) 2(50) 0 0   2(100) 0 0 0   2(100) 0 0 0   2(100) 0 0 0 

Predominio Celular                                   

Linfocitos 3(75) 1(25) 0 0   2(100) 0 0 0   2(100) 0 0 0   2(100) 0 0 0 

Plasmocitos 3(75) 1(25) 0 0   1(50) 1(50) 0 0   2(100) 0 0 0   1(50) 1(50) 0 0 

PMN 0 0 2(50) 2(50)   2(100) 0 0 0   0 1(50) 1(50) 0   0 0 2(100) 0 
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macrófagos 4(100) 0 0 0   2(100) 0 0 0   2(100) 0 0 0   2(100) 0 0 0 

Células gigantes 0 0 0 4(100)   0 0 0 2(100)   0 0 0 2(100)   0 0 0 2(100) 

Mastocitos 0 0 0 4(100)   0 0 0 2(100)   0 0 0 2(100)   0 0 0 2(100) 

granuloma 0 0 0 4(100)   0 0 0 2(100)   0 0 0 2(100)   0 0 0 2(100) 

Amastigotes 4(100) 0 0 0   2(100) 0 0 0   2(100) 0 0 0   2(100) 0 0 0 

Nota: La tabla muestra la intensidad [(-): ausencia, +(1-15/campo): leve, ++(16-30/campo): moderado, +++(>30/campo): severo] de las 

variables encontradas en la epidermis y la dermis a los 0, 12, 25 dosis y 60 días pt. Observación en 50 campos microscópicos, aumentos de 

1000x.QR: queratinocitos reactivos; IID: infiltrado inflamatorio difuso; PMN: polimorfonucleares. 
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Nota: Cambios histopatológicos antes, durante, final y pt con fMTF (izquierda) y vehículo (derecha) en ratones infectados con L. 

amazonensis. El gradiente de color se obtuvo de la media del grado de intensidad (3+,2+,1+ y 0) de las características histopatológicas 

evaluadas cada grupo experimental.

Figura 33 Mapa de calor cambios histopatológicos 
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Nota: a. D0: Infección antes de iniciar el tratamiento b. D12: 12 dosis de tratamiento. c. 25 dosis 

(fin tratamiento). d. 60 días pt. E: Epidermis, D: Dermis, M: musculo, Ac: Acantosis, Es: 

espongiosis, Hp: hiperqueratosis, Hg: hipergranulosis, P:papilomatosis, Ms: mastocitos, CG: 

células gigantes, F: fibrosis, IN: infiltrado inflamatorio, Am: amastigotes. Imágenes 

representativas por grupo experimental. Aumentos columnas: 100x, 200x, 400x. recuadros 1000x.  

Figura 34 Hallazgos histopatológicos en lesiones de LC producida por L. amazonensis y 

tratamiento con fMTF 
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3.3.3 Análisis ultraestructural 

La evaluación de las alteraciones ultraestructurales en los tejidos fue realizada para 

determinar el efecto del tratamiento con fMTF 0,5% en las estructuras celulares del tejido 

(piel/lesión) del huésped y del parásito. En el tejido infectado (sin tratamiento) se observó gran 

cantidad de macrófagos con vacuolas parasitóforas de diferentes tamaños, con amastigotes, 

algunos libres y otros adosados a la membrana (Figura 35). Los amastigotes presentaron núcleos 

con distribución de cromatina normal, membranas celulares integras, cinetoplasto y membranas 

mitocondriales sin alteraciones evidentes (Figura 35a-b). En el tejido obtenido después de 12 

dosis de fMTF, los macrófagos presentaron una gran cantidad de vacuolas en su citoplasma, la 

mayoría llenas de un material electrodenso y otras con figuras de mielina. No se observaron 

amastigotes en las muestras evaluadas (Figura 35c-d). Al final del tratamiento (25 dosis), se 

observaron células con gran cantidad de vacuolas en su citoplasma, varias vacuolas con material 

electrodenso muy particulado y material electrodenso homogéneo en menor cantidad. No se 

identificaron amastigotes en la muestra (Figura 35e-f).   
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Nota: a-b. Control infección, sin tratamiento. 4400x y 3000x. c-d. Mitad de tratamiento, 12 Dosis 

3000X y 7000X. e-f. Fin de tratamiento, 25 dosis 3000x y 7000x. A: amastigotes. C: citoplasma. 

V: vacuolas parasitóforas, N: núcleo, K: cinetoplasto. F: fibra de colágeno, GE: gránulo de 

eosinófilo. Estrella: vacuolas con material electrodenso homogéneo. Punta flecha: mielina. Flecha: 

vacuolas con material particulado. TEM: microscopia electrónica de transmisión. 

 

 

Figura 35 Alteraciones ultraestructurales de tejidos infectados con L. amazonensis tratados 

tópicamente con fMTF 0,5%. 
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3.3.4  Cuantificación de citoquinas en los tejidos 

Después de 4 a 6 semanas de infección, las lesiones de LC presentaron un tamaño promedio 

de 40 mm². Los análisis de los lisados de estas lesiones revelaron concentraciones de IL-4, IFNγ, 

IL-10, TNFα y VEGF de 38,71 ± 6,2, 12,55 ± 3,1, 11,52 ± 2,3, 4,35 ± 0,5 y 9,28 ± 2,3 pg/mg de 

proteína, respectivamente. Por otro lado, en la piel no infectada (piel sana), los niveles de estas 

citoquinas fueron de 0,63 ± 0,3, 5,93 ± 1,1, 8,38 ± 1,6, 0,46 ± 0,26 y 20,56 ± 1,9 pg/mg de proteína, 

respectivamente (Figura 36a). Se observaron diferencias significativas en los niveles de IL-4 y 

TNFα entre las lesiones de LC y la piel sana, siendo considerablemente más altos en las lesiones 

(p < 0,001) con índices de relación de concentraciones (ICR) de 61,4 y 9,5, respectivamente. Los 

niveles de IFNγ también fueron superiores en las lesiones, aunque en menor medida (ICR 2,1). 

Por su parte, IL-10 presentó niveles similares en ambas condiciones, con un ICR de 1,4. En 

contraste, el VEGF mostró  

una regulación negativa en las lesiones cutáneas, con un ICR de 0,45 (Figura 36b). 

 

 

 

 

 

a. b. 

Figura 36 Regulación de citoquinas en lesiones de leishmaniasis cutánea (LC) causadas por L. 

amazonensis en ratones BALB/c. 
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Nota: Concentración de citoquinas en piel no infectada e infectada (a). Índices de regulación de 

citoquinas (ICR). La línea punteada roja indica IRC = 1, es decir, cuando los niveles de citoquinas 

en la piel infectada y normal fueron iguales. (b). Los ICR se calcularon dividiendo los niveles de 

citoquinas en la lesión de LC por aquellos en la piel no infectada. Los datos se analizaron utilizando 

la prueba t no pareada para determinar diferencias significativas. ** p < 0,01, *** p < 0,001. 

En cuanto al tratamiento con fMTF, los niveles de IL-4, TNFα y VEGF disminuyeron. 

Antes del tratamiento, en el día 0, los niveles de citoquinas en los tejidos de los grupos 

experimentales tratados con fMTF al 0,5% o vehículo fueron similares, con índices de relación de 

concentraciones (ICR) aproximados de 0,9 y 1,1. A los 12, 25 y 60 días p.t., los ICRs para IFNγ e 

IL-10 aumentaron y disminuyeron ligeramente, registrando valores de ICR de 0,48, 1,12 y 0,70 

para IFNγ y de 0,93, 0,79 y 1,48 para IL-10, respectivamente, en los tiempos evaluados de 12, 25 

y 60 días p.t. No se observaron diferencias estadísticamente significativas en los niveles de IFNγ 

e IL-10 entre los grupos tratados con MTF y vehículo (Figura 37 f,g). En el grupo de MTF, los 

niveles de IFNγ fueron 8,94, 11,87 y 14,02 pg/mg de proteína, mientras que los niveles de IL-10 

fueron 10.23, 9.94 y 12,29 pg/mg de proteína, respectivamente, en los diferentes tiempos 

evaluados. En el grupo de vehículo, los niveles de IFNα fueron 18,63, 10,61 y 20,02 pg/mg de 

proteína, mientras que los niveles de IL-10 fueron 10,97, 12,57 y 8,32 pg/mg de proteína (Figura 

37b,c). 

La situación respecto a la regulación tisular de IL-4, TNFα y VEGF a través del tratamiento 

con fMTF fue diferente. Los ICRs disminuyeron. Los valores de los ICRs fueron 0,41, 0,07 y 0,06 

para IL-4; 0,75, 0,24 y 0,13 para TNFα; y 0,42, 0,42 y 0,21 para VEGF, a los 12, 25 y 60 días p.t., 

respectivamente (Figura 37f,g). Se demostraron diferencias estadísticas para IL-4 y TNFα (a los 
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25 y 60 días p.t.) y para VEGF (al día 60 p.t.). Los niveles de citoquinas para el grupo de MTF 

versus el grupo de vehículo fueron de 15,95, 3,25 y 3,38 pg/mg de proteína frente a 48,69, 44,21 

y 53,64 pg/mg de proteína para IL-4 (Figura 37a); de 2,84, 0,99 y 0,86 frente a 3,78, 4,10 y 7,20 

pg/mg de proteína para TNFα (Figura 37d); y para VEGF, de 2,96, 5,78 y 4,37 frente a 7,08, 

13,68 y 20,94 pg/mg de proteína (Figura 37e). Los resultados mostraron que los niveles de IL-4, 

TNFα y VEGF disminuyeron después del tratamiento con fMTF.
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Nota: Las figuras muestran la liberación de IL-4 (a), IL-10 (b), INFγ (c), TNFα (d) y VEGF (e) Los días de tratamiento se separaron de 

los días p.t por la línea punteada gris. La media ± EE. de la concentración de citoquinas producida por ratones tratados con MTF al 0,5% 

(n = 6) y vehículo (n = 4). Las diferencias entre grupos se determinaron utilizando la Prueba de Comparación Múltiple de Tukey. 

Diferencias significativas: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Los índices de regulación de citoquinas (IRC) inducidos por la MTF 

b. c. 

e. d. f. 

a

g. 

Figura 37 Monitoreo de citoquinas liberadas después del tratamiento tópico con fMTF al 0.5% y vehículo en diferentes intervalos de 

tiempo. 



EVALUACIÓN DE UNA FORMULACIÓN TÓPICA DE MILTEFOSINA  219 

 

 

en comparación con el vehículo. La línea punteada roja indica IRC = 1, es decir, cuando los niveles de citoquinas después de los 

tratamientos con MTF y vehículo fueron equivalentes (f). Un mapa de calor basado en los IRC (0 = blanco, disminución máxima: 1–1,5 

= rojo, similar o mínima diferencia comparada con el vehículo), a los 12, 25 y 60 días p.t. (g). 
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3.4 Discusión  

Con el fin de comprender el efecto in situ del tratamiento con fMTF aplicada directamente 

sobre las lesiones de LC, en diferentes tiempos de tratamiento y hasta dos meses pt, se evaluaron 

4 efectos: en las lesiones, en la carga parasitaria, las características histopatológicas, 

ultraestructurales y el perfil de citoquinas. 

El cierre de las heridas se evidenció desde la dosis D12 disminuyendo la elevación del 

nódulo y cerrando la ulcera, el cual fue acelerando hasta el final del tratamiento, observando una 

lesión aplanada que en algunos casos la formación de cicatriz, el cual desapareció a los 60 días pt. 

Resultados similares fueron encontrados en el mismo modelo de L. amazonesis en donde un 

hidrogel de MTF 0,5% aplicado en 2 dosis/diarias por 21 días indujo el cierre de la herida y 

disminución de parásitos viables (99,8 % inhibición parasitaria) al final del tratamiento y cura 

estética y parasitológica al 100% 30 días pt (Peralta et al., 2022). En ratones infectados con L. 

major, el tratamiento con formulaciones liposomales conteniendo MTF a concentraciones de 0,5, 

2 y 4 % aplicada tópicamente a 2 dosis diarias por 28 días, no lograron inhibir al 100% la carga 

parasitaria (evaluada por dilución límite) ni al final del tratamiento ni al final del tiempo de 

seguimiento, presentado valores de 5050 y 7750000, 105 y 100 y 519±265 y 51625±18314 

parásitos/lesión respectivamente para cada concentración (Kavian et al., 2019). El efecto 

terapéutico de la fMTF después de suspender el tratamiento podría corresponder a la acumulación 

del fármaco y la larga vida media de eliminación de la MTF. En tratamientos orales de 100 mg de 

MTF durante 28 días, se han reportado una concentración máxima media de 70 µg/mL en adultos 

y 24 µg/mL en niños a los 23 días de tratamiento y una vida media de eliminación del fármaco 

entre los 150 y 200 h (aprox 7 días) (Dorlo et al., 2012). 
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En nuestro estudio, antes del tratamiento, las lesiones cutáneas presentaban alta intensidad 

en casi todos los parámetros histopatológicos estudiados tanto en la epidermis como en la dermis. 

Tras la aplicación tópica fMTF al 0,5%, se observó una disminución en la intensidad de casi todos 

los parámetros evaluados, a diferencia de los ratones tratados solo con el vehículo, donde no se 

notó reducción alguna. Los efectos destacados del tratamiento con MTF incluyeron un incremento 

sostenido en mastocitos, formación leve de granulomas, cura parasitológica incompleta y 

papilomatosis transitoria. En contraste, en los ratones tratados con el vehículo no se observaron 

estos efectos, lo que sugiere un impacto terapéutico específico de la MTF en las lesiones cutáneas 

estudiadas.  

El papel de los mastocitos en la regulación o exacerbación de las infecciones por 

Leishmania ha sido objeto de estudio, destacando su ubicación tisular y la capacidad de liberar 

gránulos citoplasmáticos preexistentes, incluyendo enzimas, histamina, NO y TNFα, así como 

moléculas tipo Th1/Th2 tras la estimulación, lo que indica su papel clave tanto en las respuestas 

inmunes innatas como adaptativas contra la leishmaniasis (Rodríguez et al., 2014). El tratamiento 

con fMTF 0,5% condujo a una respuesta adecuada, con un incremento en el número de mastocitos 

y una formación leve de granulomas, mientras que el tratamiento con el vehículo no mostró 

aumentos en mastocitos ni en la formación de granulomas a los 12, 25 y 60 días p.t. en los dos 

ratones analizados, sugiriendo la necesidad de un mayor tamaño de muestra para detectar 

diferencias significativas entre los grupos tratados con el vehículo. Los mastocitos han sido 

implicados en la formación temprana de granulomas al liberar TNFα, que recluta y activa a los 

neutrófilos para liberar quimiocinas, facilitando el reclutamiento de macrófagos en los granulomas 

cutáneos en desarrollo (Von-Stebut et al., 2003). En ratones BALB/c susceptibles a la infección 

por L. amazonensis, así como en pacientes con LCDA causada por L. amazonensis, la infección 
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resulta en lesiones no cicatrizantes caracterizadas por una reacción inflamatoria difusa y altos 

conteos de parásitos. En contraste, la presencia de células epiteloides, células gigantes 

multinucleadas, células plasmáticas, linfocitos, mastocitos o granulomas bien formados se ha 

relacionado con el control de la enfermedad (Eid et al., 2014). Un estudio mostró que en más del 

50% de los casos investigados de infecciones por L. tropica y L. major (LC del Viejo Mundo), los 

pacientes presentaron granulomas completamente formados e histiocitos epiteloides, llevando a la 

cicatrización dentro de 4,0 a 6,2 meses (Aebischer et al., 1993). Se demostraron también cambios 

en los patrones histopatológicos (de susceptible a parcialmente resistente) después de la 

vacunación con antígenos de promastigotes solubilizados de L. amazonensis. Ninguno de los 

ratones BALB/c vacunados mostró áreas extensas de macrófagos vacuolados y parasitados (como 

tejido adiposo); presentaron necrosis coagulativa pero no fibrinoide. Sin embargo, en contraste, se 

observó una reacción inflamatoria mixta focalizada de pequeños linfocitos, macrófagos, 

plasmocitos y eosinófilos con fibrosis difusa, formación de células gigantes y macrófagos 

parasitados dispersos en ratones vacunados. Además, se observó también una reacción 

granulomatosa con macrófagos, células epiteloides, células gigantes multinucleadas, necrosis 

fibrinoide focal desintegrando parásitos, y pocas células dentro de las áreas necróticas (Barral-

Neto et al., 1987). La formación de granulomas transitorios, especialmente en casos de L. 

amazonensis, podría jugar un papel interesante en la efectividad anti-Leishmania de la MTF. 

Inicialmente, las células infectadas con Leishmania presentan vacuolas parasitóforas de 

diversos tamaños conteniendo amastigotes bien preservados, adheridos a la membrana de la 

vacuola o libres, con características celulares intactas. No se detectaron parásitos fuera de las 

vacuolas. Tras 12 días de tratamiento con un fMTF al 0,5%, los macrófagos conservados mostraron 

múltiples vacuolas citoplasmáticas sin amastigotes y contenían material lipídico electron-denso o 
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restos parasitarios. Se observaron además fibroblastos, fibras de colágeno y eosinófilos. Al 

completar 25 dosis del tratamiento, se observaron numerosas vacuolas en el citoplasma de las 

células, algunas con material electron-denso particulado y otras con menor cantidad de material 

electron-denso homogéneo. No se detectaron amastigotes en estas muestras.  

Al igual que nuestros hallazgos, se observaron macrófagos vacuolados sin parásitos 

después de la aplicación tópica de liposomas de AmB-MTF dos veces al día durante cuatro 

semanas en lesiones de LC en ratones BALB/c infectados con L. mexicana (Dar et al., 2020). Se 

estudiaron los cambios ultraestructurales en las lesiones cutáneas después del tratamiento oral con 

MTF (20 mg/kg por día durante 20 días) en ratones BALB/c infectados con L. major (Maha et al., 

2012). En el día 0, se encontraron parásitos conservados fuera y dentro de las vacuolas. En el día 

20 (final del tratamiento), los amastigotes mostraron signos de desintegración de la membrana 

plasmática, desaparición parcial de microtúbulos subpelículares y la ausencia de una envoltura 

nuclear con una distribución anormal de heterocromatina. Adicionalmente, se observaron 

cavidades sin membrana, mientras que las mitocondrias del parásito se conservaron. La 

condensación de cromatina y del núcleo (picnosis), que podría estar relacionada tanto con la 

muerte celular apoptótica como necrótica, se observó en algunos macrófagos (Maha et al., 2012). 

Estudios in vitro en macrófagos infectados con L. amazonensis tratados con edelfosina, un alquil-

lisofosfolípido, revelaron varios cambios en los parásitos, como vesículas citoplásmicas, 

hinchazón de las mitocondrias con una alteración en la organización de la membrana interna, 

parásitos multinucleados, vacuolas parasitóforas con intensa vesiculación de la membrana y restos 

de parásitos (Santa-Rita et al., 2006). Además, la MTF tuvo un impacto directo en la ultraestructura 

de Angomonas deanei (un protozoo tripanosomátido), incluyendo el desarrollo de ampollas y 

desprendimiento de la membrana plasmática, así como la hinchazón de las mitocondrias con 
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crestas agrandadas y vacuolización celular significativa (Freitas-Junior et al., 2012). El análisis 

ultraestructural de este trabajo utilizando monoterapia con MTF mostró el daño o fragmentación 

de las membranas celulares de los parásitos, posiblemente inducido por una mejor acción en la 

respuesta oxidativa del macrófago durante el tratamiento, y que, además de la apoptosis celular, 

indica que el crecimiento y desarrollo parasitario observado en la disminución de la carga 

parasitaria está inhibido. 

En lesiones de LC causadas por L. amazonensis, se observó un cambio significativo en la 

regulación de citoquinas 4 a 6 semanas p.i. Se encontraron aumentos notables en los niveles de IL-

4 y TNFα, y una disminución en VEGF comparado con piel no infectada, reflejando una respuesta 

inmunológica proinflamatoria intensificada y una regulación negativa en la angiogénesis dentro 

de las lesiones. En modelos experimentales similares, es decir, para la infección por L. major, los 

ratones BALB/c son susceptibles y producen altos niveles de IL-4 e IL-10 (respuesta Th2), 

mientras que los ratones C57BL/6 son resistentes y producen altos niveles de IFNγ pero no de IL-

4 ni IL-10 (respuesta Th2)(Sacks et al., 2002). Para la infección por L. amazonensis, como con 

otras especies de LC-NM, ambas cepas de ratones son susceptibles, y la dicotomía Th1/Th2 no 

siempre se observa. En un estudio sobre ratones C57BL/6, se encontró que las lesiones ulcerativas 

crónicas estaban vinculadas a altos niveles de ARNm de citoquinas proinflamatorias, como IL-12, 

TNFα e IFNγ, así como la óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) durante la fase tardía de la 

infección (Cardoso  et al., 2020). En nuestra investigación, observamos un aumento en los niveles 

de TNFα (ICR 9,5), incremento de los niveles de IFNγ (ICR 2,1), ningún cambio en los niveles de 

IL-10 y, como en la infección por L. major en BALB/c susceptibles, un aumento en IL-4 (ICR 

62,4). 
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En estudios con L. major y L. amazonensis, se ha observado que los ratones BALB/c y 

C57BL/6 muestran diferentes respuestas inmunológicas. Para L. major, los BALB/c son 

susceptibles con una respuesta Th2, caracterizada por altos niveles de IL-4 e IL-10, mientras que 

los C57BL/6 son resistentes y muestran una respuesta dominada por IFNγ, sin producción de IL-

4 e IL-10. Sin embargo, con la infección por L. amazonensis, ambas cepas son susceptibles y la 

clara distinción entre las respuestas Th1 y Th2 no siempre es evidente. Nuestra investigación 

reveló un incremento en TNFα y IFNγ, sin cambios en IL-10 y un aumento en IL-4 en ratones 

C57BL/6 durante la fase tardía de infección por L. amazonensis, indicando una compleja 

interacción entre las respuestas Th1 y Th2.  

La liberación de citoquinas en el tratamiento con MTF ha sido demostrada en varios 

estudios in vitro, in vivo y ensayos clínicos, especialmente en leishmaniasis por L. donovani (Palic 

et al., 2019). En un paciente con PKDL, los transcritos de los genes IFNγ, IL-10 y TNFα estaban 

presentes en el tejido de la lesión antes del tratamiento (Ansari et al., 2008). Sin embargo, después 

del tratamiento con MTF, se observó un aumento significativo en los transcritos de IFNγ y una 

disminución en los de TNFα e IL-10. En otro estudio, después de cuatro meses de tratamiento con 

MTF a una dosis de 100 mg/día, pacientes con PKDL (n = 12) mostraron aumentos en TNFα y 

disminuciones en IL-10, con niveles de IL-4 permaneciendo aproximadamente iguales. Además, 

las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de pacientes tratados con MTF mostraron 

niveles más altos de TNFα y más bajos de IL-10 que los pacientes no tratados (Mukhopadhyay et 

al., 2011). Otro estudio mostró que los niveles de IL-10 disminuyeron en el grupo tratado, 

correlacionándose con la desaparición de lesiones dérmicas y la ausencia de carga parasitaria 

(Sengupta et al., 2021). En un estudio in vitro usando células THP-1 infectadas con L. donovani o 

PBMC de pacientes con LV en diferentes momentos del tratamiento con MTF, el tratamiento con 
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MTF o la estimulación con antígeno de Leishmania mostró un aumento en citoquinas 

proinflamatorias (IL-12, TNFα e IFNγ), NO y una disminución en IL-10 y TGFβ (Mukherjee et 

al., 2012). Nuestro trabajo presenta una visión diferente en comparación con estudios previos. 

Encontramos que los niveles de IFNγ e IL-10 fueron similares, mientras que los niveles de TNFα 

disminuyeron en lesiones de LC después del tratamiento con MTF. Estas diferencias podrían 

atribuirse a varios factores, incluyendo las manifestaciones clínicas específicas bajo investigación 

(LV, PKDL vs. LC), los tipos de muestras utilizadas y los métodos empleados para cuantificar los 

niveles de citoquinas. Hay estudios limitados respecto al impacto de la MTF en la 

inmunomodulación de LC-NM en humanos. En un ensayo clínico con pacientes infectados por L. 

braziliensis, se recolectaron PBMC antes y durante el tratamiento con MTF oral. No se observaron 

diferencias significativas en los niveles de IFNγ, TNFα e IL-10 antes o durante el tratamiento 

(Peixoto et al., 2020). En un estudio con hámster infectados por L. infantum, esplenocitos 

estimulados por antígenos y obtenidos 15 días después de un tratamiento oral de 28 días con MTF 

resultaron en un aumento en el número total de esplenocitos T-CD4 que produjeron IFNγ y TNFα. 

Sin embargo, hubo una disminución en el número total de esplenocitos que produjeron IL-10 

(Carvalho et al., 2022). En cuanto a la regulación a la baja de VEGF, el remodelado vascular visto 

en lesiones podría explicar asociaciones entre VEGF y CL. Este remodelado generalmente ocurre 

dentro de un microambiente hipóxico e inflamatorio. Ciertas especies de Leishmania, incluidas L. 

major, L. amazonensis y L. donovani, han sido vinculadas a la activación directa del factor de 

transcripción inducible por hipoxia 1α (HIF-1α) dentro de la piel. Esta activación indujo citoquinas 

y la liberación de factores de crecimiento como VEGF por macrófagos (Weinkopff et al., 2022). 

En nuestro estudio, el tratamiento con MTF resultó en una disminución tanto de VEGF como de 

infiltrado inflamatorio en el tejido. La disminución en los niveles de VEGF observada después del 
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tratamiento con MTF contrasta con el aumento continuo en los niveles de VEGF observado 

después del tratamiento con vehículo. 

 

3.5 Conclusiones 

Este capítulo se realizó un monitoreo sobre las lesiones de LC causadas por L. amazonensis 

tratadas con fMTF al 0,5%. Los resultados obtenidos muestran una reducción significativa tanto 

en el tamaño de las lesiones como en la carga parasitaria tras el tratamiento con fMTF. Además, 

el tratamiento con fMTF no solo mostró un impacto notable en la cura estética, sino también en a 

nivel tisular. Histopatológicamente, se reportaron mejoras significativas en la epidermis y dermis, 

con una disminución de acantosis, espongiosis, hiperqueratosis. Además, se observó formación de 

granulomas, y aumento en mastocitos. La presencia inicial de papilomatosis y la posterior 

reducción de esta indican también una respuesta inflamatoria reversible inducida por el 

tratamiento. Estos cambios sugieren que fMTF no solo actúa en la reducción de la carga parasitaria, 

sino que también modula favorablemente la respuesta inmune local, facilitando la resolución de la 

inflamación y la cicatrización de las lesiones. 

Desde una perspectiva ultraestructural, el tratamiento con fMTF llevó a una notable 

reducción de la viabilidad de los amastigotes dentro de los macrófagos, con cambios degenerativos 

en las estructuras de los parásitos, lo cual corrobora la eficacia antiparasitaria de la MTF. Además, 

se observaron ajustes en las estructuras celulares del tejido del huésped que apoyan un proceso de 

curación tisular. 

En cuanto a la regulación de citoquinas, el tratamiento con fMTF indujo una modulación 

en los perfiles de citoquinas, destacando una disminución en los niveles de IL-4, TNF-α y VEFG 

contribuyendo posiblemente a la mitigación de la inflamación y la inducción a un entorno para la 
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curación y regeneración del tejido. Estos resultados resaltan la capacidad de la MTF no solo como 

un fármaco anti-Leishmania sino también como modulador inmune, ofreciendo una doble vía 

terapéutica en el manejo de la LC. 

Por tanto, estos hallazgos proporcionan una base sólida para el uso de MTF al 0,5% como 

una opción de tratamiento eficaz y segura para la LC, destacando su capacidad para inducir la 

curación de las lesiones y la reducción de la carga parasitaria con efectos inmunomoduladores 

beneficiosos. Estos resultados también sugieren la necesidad de futuros estudios a largo plazo y en 

diferentes formulaciones para optimizar aún más su eficacia y comprender los mecanismos 

subyacentes de su acción terapéutica. 
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4. Resistencia a la miltefosina en Leishmania (Leishmania) amazonensis: caracterización 

biológica y molecular en modelos experimentales 

4.1 Generalidades de resistencia a fármacos (RF) en Leishmania  

La resistencia de los agentes patógenos a los fármacos disponibles es una problemática 

creciente y alarmante en el ámbito de la salud pública mundial (OMS, 2023). Este fenómeno ocurre 

cuando los organismos como bacterias, parásitos y hongos, virus, insectos, que afectan al hombre 

o animales, cambian con el tiempo y pierden la capacidad de responder a las moléculas diseñadas 

para destruirlos o inactivarlos. Esto hace que las infecciones sean difíciles o imposibles de tratar, 

aumentando el riesgo de propagación de las enfermedades, la severidad de las infecciones y la 

mortalidad (OMS, 2023). La aparición o generación de resistencia en Leishmania aumenta 

grandemente el problema ya existente de los tratamientos disponibles para la leishmaniasis. Esta 

resistencia se observa cuando el parásito carece o pierde o disminuye, ya sea de una manera natural 

o adquirida, la susceptibilidad por moléculas de reconocida potencia contra el parásito. La no 

respuesta de los parásitos de Leishmania a los pocos fármacos antileishmania disponibles 

representa uno de los factores involucrados en la falta de eficacia o en la reactivación de la 

enfermedad, conocido como fracaso o falla terapéutica (FT). Además de la resistencia de los 

parásitos al fármaco, existen otros factores que pueden estar interactuando en la FT como los ciclos 

de transmisión alterados, la aplicación de esquemas de tratamientos subóptimos/incompletos, la 

inestabilidad del fármaco, estado inmunológico del huésped y variaciones genéticas del propio 

parásito (Ponte-Sucre et al., 2017).  

La RF en Leishmania se define como la disminución o ausencia de actividad de un agente 

específico (fármacos) contra una población de parásitos de Leishmania previamente susceptible, 

debido a la adquisición de mecanismos de resistencia molecular (Wijnant et al., 2022). Esto puede 
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llevar a una eficacia clínica reducida o nula, incluso con las dosis más altas toleradas. Es importante 

mencionar, aunque la RF puede ser un factor determinante en la FT, existen otros factores que 

influyen como características del parásito (cepa, virulencia), las condiciones del huésped (estado 

inmunológico y genética) y aspectos del tratamiento (adherencia y acceso a tratamiento), así como 

las complejas interacciones entre estos factores (Ponte-Sucre et al., 2017; Domagalska et al., 

2023).  

Esta resistencia de los parásitos a fármacos anti-Leishmania representa un fenómeno 

complejo debido a que involucra tanto factores intrínsecos como extrínsecos al parásito, 

incluyendo la variabilidad genética, presión selectiva ejercida por los fármacos y condiciones 

ambientales (Légaré et al., 2014). En la figura 38, se muestra un enfoque integral hacia el estudio 

de los mecanismos de resistencia a los fármacos y desarrollo de nuevos fármacos para el 

tratamiento de la leishmaniasis, donde se abarcan múltiples factores ambientales, los relacionados 

con el parásito, el hospedador y los medicamentos, así como las coinfecciones (VIH), influyen en 

la respuesta terapéutica de los pacientes. La diversidad genética del parásito influye en el resultado 

del tratamiento, ya que está estrechamente ligada a la resistencia a los fármacos. Dada la 

plasticidad del genoma de Leishmania, existen diversas modificaciones moleculares, como la 

amplificación, regulación y pérdida de genes, que contribuyen a los fenotipos resistentes a los 

fármacos. En consecuencia, se han desarrollado herramientas para identificar nuevos blancos 

terapéuticos y desarrollar fármacos más efectivos, entre ellas están el uso de las OMICAS, 

manipulación genética, epidemiologia molecular y cribado o screening de compuestos (Santi et 

al., 2022).  
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Nota: Grafica modificada de Santi et al., 2022.  

 

La resistencia a fármacos probablemente emerge de la interacción de múltiples 

mecanismos, que incluyen el eflujo y la absorción de medicamentos por transportadores de 

membrana, el secuestro de fármacos en vacuolas intracelulares, sobreexpresión y mutaciones de 

genes y la reducción de los sistemas de absorción, todos regulados por genes específicos de 

Leishmania (Zheng et al., 2020). Los mecanismos moleculares y bioquímicos que conllevan a la 

resistencia no se comprenden completamente; sin embargo, se han logrado avances importantes 

en cuanto a la identificación de transportadores ABC, que juegan un papel crucial en el eflujo de 

fármacos, y la caracterización de mutaciones en genes clave involucrados en la biosíntesis de 

lípidos y la señalización celular (Mendoza-León et al., 2023).  

Figura 38 Mecanismos de resistencia e investigación de nuevos fármacos en Leishmania 
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Otro aspecto de la resistencia de Leishmania a los medicamentos es que puede ser natural 

o adquirida. La resistencia natural, se refiere a la capacidad inherente de ciertas cepas de 

Leishmania para sobrevivir y proliferear a pesar de la exposición a un fármaco. Estudios de 

aislados clínicos de L. panamensis, mediante pruebas in vitro y ex vivo, evalúan la supervivencia 

del parásito en células infectadas tratadas con concentraciones clínicas de SbV, encontrando tasas 

de supervivencia mayores a una cepa susceptible de referencia (87% vs 6,5%) (Fernández et al., 

2024). Estudios moleculares se ha sido realizado en aislados que no respondieron al tratamiento a 

MTF en  L. donovanni y L. infatum  se observa mutaciones en genes transportadores de MTF como 

LdMT (Cojean et al., 2012; Mittal et al., 2007) y la expresión reducida del complejo 

LdMT/LdROS3 en aislados de L. braziliensis (Sánchez-Cañete et al., 2009). Por otro lado, la 

resistencia adquirida se desarrolla cuando el parásito se expone a dosis subóptimas del 

medicamento, lo que promueve la selección de cepas resistentes (Jeddi et al., 2011). 

En el NM, se ha observado que la resistencia a los fármacos varía según la especie de 

Leishmania y la región geográfica. Se ha reportado tasas de cura para la LC entre el 77% y el 90%, 

con tasas de FT que alcanzan el 30,4% en pacientes infectados por L. braziliensis y el 8,9% con L. 

panamensis. En amastigotes intracelulaes de L. braziliensis presenta una menor susceptibilidad a 

los SbV, con un 69% de los aislamientos evaluados siendo resistentes, en comparación con 

aislados de L. panamensis y L. guyanensis. (Rojas et al., 2006; Arevalo et al., 2007; Fernandez et 

al., 2014). La AmB-L ha mostrado una eficacia en pacientes infectados con L. braziliensis, con 

tasas de curación del 90% al 100%, y es altamente efectiva en el tratamiento de LMC en Brasil, 

con tasas de curación del 88% al 100% y menos efectiva contra L. amazonensis y L. shawi (Motta 

et al., 2012; Pedras et al., 2018). Por otro lado, la PAR ha mostrado resultados variables en LC, 

con una baja eficacia (59%) en América Central con dosis bajas, pero una eficacia superior al 90% 
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con dosis más altas en Brasil. En formulaciones tópicas, la PAR ha sido efectiva contra L. 

panamensis en Panamá (79%) y L. braziliensis en Bolivia (77,5%), aunque L. guyanensis ha sido 

menos susceptible (Ben Salah et al., 2013; Soto et al., 2019; Sosa et al., 2019). Si bien no se han 

reportado aislamientos clínicos resistentes a la PAR, estudios de laboratorio indican un riesgo 

potencial de resistencia clínica.  

Los mecanismos de resistencia en Leishmania son diversos y pueden variar según la región 

geográfica, la especie de Leishmania involucrada y el fármaco utilizado. En el caso de los SbV, se 

ha observado la adquisición de resistencia debido al uso inadecuado, la exposición a 

concentraciones subóptimas, el empleo de SbV vencidos y dosis insuficientes han contribuido a 

este fenómeno (Wijnant et al., 2022). En respuesta a la presencia de altos niveles de SbV, los 

amastigotes intracelulares de L. donovanni de aislados clínicos tienden a aumentar la expresión de 

proteínas de eflujo, como la proteína A relacionada a resistencia a múltiples fármacos (MRPA), lo 

que les permite expulsar el fármaco y desarrollar resistencia (Rai et al., 2013). En el caso de MTF, 

se han generado parásitos resistentes en estudios de laboratorio (in vitro) mediante exposición a 

concentraciones gradualmente crecientes del fármaco. En L. donovani, se observaron mutaciones 

puntuales en genes relacionados con el transporte de la MTF, como ros3 y mt, lo que llevo a la 

expresión del fenotipo de resistencia a este fármaco en pruebas de citotoxicidad parasitaria in vitro. 

(Perez-Victoria et al., 2003). Además, se han reportado aislados clínicos resistentes de L. infatum 

en pacientes inmunosuprimidos en Francia y L. donovani en la India, atribuidos a la ausencia de 

locus de sensibilidad a la MTF, baja expresión o mutaciones de genes transportadores de MTF 

(Srivastava et al., 2017; Cojean et al., 2012). Por otro lado, la resistencia a AmB es poco común, 

pero se han reportado casos de falta de respuesta en pacientes inmunocomprometidos en Europa e 

India, relacionados con cambios en la composición de esteroles de la membrana y el aumento del 
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eflujo de AmB (Mbongo et al., 1998). Finalmente, en el caso de PAR, se ha observado una rápida 

selección de parásitos resistentes de L. donovani en el laboratorio, con cambios en la fluidez de la 

membrana, aumento del eflujo mediado por transportadores ABC y menor susceptibilidad al estrés 

oxidativo. Estos mecanismos de resistencia resaltan la complejidad y la necesidad de un manejo 

adecuado de los fármacos para combatir la leishmaniasis (Chakravarty et al., 2010). Otro 

mecanismo para evaluar la magnitud de la resistencia adquirida a un fármaco, es el índice de 

resistencia (IR) el cual permite cuantificar cuantas veces es mas resistente una cepa seleccionada 

bajo presión del un fármaco en comparación con cepas no tratadas, se han realizado estudios 

evaluando el IR en parásitos resistences a KTZ y PMD, en donde promastigotes resistentes , 

mostraron IR de 3 a 12 veces mayor a las cepas nativas (Salazar & Escobar, 2022). 

 

4.1.1 Biomarcadores moleculares de resistencia a fármacos 

Los biomarcadores moleculares de resistencia a fármacos se definen como molécula o 

conjunto de moléculas que se expresan diferencialmente en las cepas de Leishmania que han 

desarrollado resistencia a tratamientos farmacológicos tales como antimoniales, MTF, AmB, entre 

otros. Estos biomarcadores pueden incluir proteínas, metabolitos, genes o cualquier otro tipo de 

molécula que refleje cambios en la fisiología del parásito asociados con la capacidad de evadir el 

efecto o expulsar el fármaco (Ponte-Sucre et al., 2017; Carrillo & Moreno, 2019). Es importante 

detectar y definir clínicamente la resistencia a los fármacos antileishmania, sin embargo, debido a 

la falta de biomarcadores de resistencia validados y a la pobre estandarización de protocolos y 

ensayos de laboratorio de diagnóstico clínico, los ensayos genotípicos y fenotípicos tales como 

detección de mutaciones, expresión génica, viabilidad y proliferación celular aún no están 

completamente disponibles (Ponte-Sucre A et al., 2017).  Sin embargo, las investigaciones 
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realizadas tanto en cepas de laboratorio como en cepas resistentes obtenidas de pacientes en zonas 

endémicas sugieren la implicación de diversas vías metabólicas y genéticas (Salari et al., 2022). 

Algunos de los marcadores moleculares asociados a la resistencia a diferentes fármacos en 

leishmaniasis se mencionan en la Tabla 15. 
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Tabla 15 Biomarcadores moleculares y su impacto en la resistencia a fármacos en Leishmania 

Marcador Función/Rol Impacto en la resistencia a 

fármacos 

Referencia 

Aquagliceroporina 

(AQP1) 

Transporte de SbIII y regulación 

de la presión osmótica 

La disminución se vincula 

con resistencia; facilita la 

entrada de SbIII 

Brochu et al., 

2003; Mandal et 

al., 2015 

Transportadores de 

unión a ATP (ABC) 

Conjugación y 

empaquetamiento de SbIII con 

T[SH]2 o glutatión (GSH) 

dentro de vesículas. 

Expulsión de complejos de SbIII 

del parásito. 

Contribuye a la resistencia 

SbIII, en L. major y L. 

donovanni 

Légaré et al., 

2001. 

Proteína 14-3-3 Se une a proteínas fosforiladas; 

involucrada en apoptosis 

Sobreexpresión en aislados 

resistentes a Sbv de 

Leishmania 

Jeddi et al., 

2014 

Proteína 299 (P299) Función desconocida La sobreexpresión confiere 

protección contra SbIII y MTF 

Choudhury et 

al., 2008 

Histona Empaquetamiento de ADN; 

regulación de la expresión 

génica 

Sobreexpresión en aislados 

resistentes Sbv en  L. 

donovani, L. major, L. 

infantum 

Jeddi et al., 

2014 
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Cinasa C activada 

por Leishmania 

(LACK1) 

Procesamiento de ARN, 

transducción de señales, 

regulación del ciclo celular 

Esencial para la infectividad; 

biomarcador de resistencia a 

MTF. 

Hajjaran et al., 

2016 

Ubiquitina Degradación de proteínas; 

funciones celulares  

Sobreexpresión en aislados 

resistentes Sbv de L. tropica; 

protege del estrés oxidativo 

Welchman et 

al., 2005; 

Kazemi‐Rad et 

al., 2013 

Permeasa de 

aminoácidos 

(AAP3) 

Transporte de arginina Alta expresión vinculada a la 

desintoxicación de los 

fármacos Sbv. 

Colotti et al., 

2011; Kazemi‐

Rad et al., 2013 

Quinasa de 

fosfoglicerato 

(PGK) 

Enzima clave en la glucólisis Sobreexpresión en aislados 

resistentes Sbv 

Opperdoes et 

al., 2007 

Proteína Quinasa 

Activada por 

Mitógenos (MAPK) 

Regula la muerte celular, 

respuesta al estrés 

Sobreexpresión en aislados 

sensibles; disminución en 

resistentes a MTF. 

Kazemi‐Rad et 

al., 2013 

Fosfatasa de 

Proteína Tirosina 

(PTP) 

Regulación post-traduccional Sobreexpresión en aislados 

resistentes Sbv; vinculada a 

apoptosis 

Kazemi‐Rad et 

al., 2013 

Reductasa de 

pteridina 1 (PTR1) 

Reduce biopterina y folato Participa en resistencia contra 

estrés oxidativo por 

metotrexato. 

de Souza et al., 

2016 



EVALUACIÓN DE UNA FORMULACIÓN TÓPICA DE MILTEFOSINA 255 

 

Peroxidasa de 

triparedoxina 

(TXNPx) 

Defensa antioxidante Sobreexpresión en aislados 

resistentes a la AmB; reduce 

el estrés oxidativo 

Suman et al., 

2016 

Proteína de 

membrana 

kinetoplástida 

(KMP-11) 

Citocinesis; Aumenta la presión 

de la bicapa lipídica. 

Disminución en aislados 

resistentes AmB; afecta la 

actividad del transportador  

El Fadili et al., 

2009 

Sintasa de gamma 

glutamilcisteína 

(GSH1) 

Metabolismo de tionas La sobreexpresión se vincula 

con resistencia Sbv 

Jeddi et al., 

2014 

Reductasa de 

tripanotiona (TryR) 

Mantiene ambiente reductor 

intracelular 

Esencial para la 

supervivencia; Resistencia a 

Sbv  

Drummelsmith 

et al., 2003 

Calcineurina Transducción de señales; 

apoptosis y supervivencia 

celular. 

La disminución previene la 

apoptosis; aumenta la tasa de 

supervivencia. Resistencia 

AmB 

Bagher et al., 

2013 

Repeticiones ricas 

en leucina (LRRs) 

Interacciones proteína-proteína La sobreexpresión se vincula 

con resistencia a SbIII 

Genest et al., 

2008 

Genes 

transportadores 

LiMT y LiRos3 

Transporte de MTF Concentración reducida de 

MTF en aislados resistentes 

Mondelaers et 

al., 2016 
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Dismutasa de 

superóxido de 

hierro-A (FeSOD-

A) 

Defensa antioxidante Alta actividad en aislados 

resistentes SbV; detoxifica 

ROS 

Tessarollo et al., 

2015 

Transportador de 

folato 1 (FT1) 

Transporte de folato La variación en la expresión 

afecta la sensibilidad a 

metotrexato. 

Richard et al., 

2004 

Proteína calpaína 

pequeña 

kinetoplástida 

relacionada 

(SKCRP14.1) 

Proteasa Afecta la sensibilidad a SbV y 

MTF. 

Vergnes et al., 

2007 

LmACR2 Activación de fármacos Reduce SbV a la forma activa 

SbIII 

Zhou et al., 

2004 

Reductasa 

dependiente de 

tionas I (TDR1) 

Activación de SbV Involucrada en la sensibilidad 

a SbV 

Tew et al., 2011 

Proteína de choque 

térmico 70 (hsp70) 

Chaperona molecular Sobreexpresión en aislados 

resistentes a SbV; mejora la 

tolerancia a metales 

Torres et al., 

2013 
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4.1.2  Resistencia a la MTF (R-MTF) 

Existen factores asociados al riesgo de desarrollo de R-MTF los cuales pueden clasificarse 

en intrínsecos y extrínsecos. Entre los determinantes intrínsecos, se encuentra la larga vida media 

del fármaco (150-200 horas) y la necesidad de tratamientos prolongados de 28 días, lo que deja 

niveles subterapéuticos en el organismo por varias semanas, aumentando la probabilidad de 

desarrollar resistencia (Bryceson, 2001). Por otro lado, los determinantes extrínsecos, como la 

mala adherencia al tratamiento debido a su alto costo y la disponibilidad no regulada en el mercado, 

permiten a los pacientes interrumpir el tratamiento prematuramente, lo que favorece la selección 

y transmisión de parásitos resistentes (Sundar & Murray, 2005).  

La MTF ha sido utilizada en el Viejo Mundo en el tratamiento de la LV, siendo utilizada 

como monoterapia con un régimen de 25, 50 o 100 mg/kg/día por 28 días. Inicialmente mostro 

eficacia de >94%, sin embargo, la tasa de reactivación de la enfermedad fue en aumento del 7% 

en la India y 20% en Nepal (Sundar et al., 2012; Rijal et al., 2013).  En el NM, la MTF ha sido 

aprobada para el tratamiento LC causada por L. braziliensis, L. panamensis y L. guyanensis, 

mostrando una eficacia variable. En Colombia, se reportó una eficacia de la MTF del 50% y 91,1% 

para L. braziliensis y L. panamensis, respectivamente (Castro et al., 2017). La susceptibilidad al 

fármaco varia entre especies, siendo L. guyanensis la más susceptible (Fernández et al., 2014; 

Obonaga et al., 2014). En las Américas, no se utiliza la MTF para tratar la LV debido a la baja 

respuesta al tratamiento. Esto se debe a la ausencia de un locus de sensibilidad a la MTF (MSL) 

en cepas de L. infamtun del NM, lo que aumenta la tolerancia al fármaco (Carnielli et al., 2018).  

La R-MTF ha sido objeto de estudios tanto en condiciones in vitro como en casos clínicos. 

In vitro, la resistencia a la MTF se ha generado mediante la exposición gradual de los 

promastigotes a concentraciones crecientes del fármaco, resultando en la selección de cepas 
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resistentes que presentan una disminución significativa en la susceptibilidad a la MTF(Seifert et 

al., 2003). Este proceso de selección ha permitido identificar mutaciones, sobreexpresión en genes 

claves, como el gen de mt y el gen ros3, que codifican componentes del complejo transportador 

de MTF en el parásito. Estos genes son esenciales para la internalización del fármaco, y las 

mutaciones o la reducción en su expresión disminuyen la capacidad del parásito de absorber la 

MTF, contribuyendo así a la resistencia, sin o alterando el comportamiento (fitness) del parásito o 

su infectividad. Estudios en ratones BALB/c infectados con cepas R-MTF de L. donovanni 

demostraron que no hubo alteración en la infectividad del parásito y la resistencia se transfiere a 

los amastigotes (Seifert et al, 2007). En cepas resistentes de L. major, los promastigotes proliferan 

a un ritmo similar con la cepa WT. Además, los parásitos R-MTF demuestran una susceptibilidad 

reducida al fármaco, manteniéndose estable tras retirar la presión del medicamento al cultivo, la 

metaciclogénesis está elevada, aunque estos parásitos muestran una disminución en la infección 

en macrófagos peritoneales y en ratones BALB/c (Turner et al., 2015). Contrariamente, en ensayos 

in vitro e in vivo con L. infantum los cuales se observó perdida en el fitness del parásito debido por 

una reducción en el crecimiento, la metaciclogénesis y la capacidad de multiplicación intracelular. 

Además, los ratones BALB/c las cepas resistentes no fueron infectantes los cuales resulto en una 

incapacidad completa para causar una infección típica de LV (Eberhardt et al., 2019) lo cual 

sugiere el impacto de la resistencia en el comportamiento del parásito puede ser específico de la 

especie. 

A nivel clínico, son pocos los casos reportados de resistencia en aislados de pacientes, los 

cuales observa recaída en pacientes tratados con MTF, especialmente en regiones donde el uso 

prolongado y a veces inadecuado del fármaco ha ejercido presión selectiva sobre los parásitos. Los 

estudios han mostrado que los parásitos aislados de estos pacientes presentan tolerancia al fármaco, 
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a pesar de que la susceptibilidad in vitro no siempre refleja claramente esta resistencia, sugiriendo 

la influencia de factores adicionales, como el estado inmunológico del huésped o la variabilidad 

genética del parásito. En aislados clínicos a de L. infantum resistentes a la MTF se ha reportado 

polimorfismo de nucleótido único (SNP) en el gen mt, al igual en casos de L. donovani en la India 

y la ausencia del MSL (Cojean et al., 2012; Srivastava et al., 2017; Carnielli et al., 2018). 

El mecanismo de acción de la MTF en Leishmania no se comprende completamente, y se 

han descrito varios mecanismos potenciales, lo que sugiere diferentes dianas terapéuticas dentro 

del parásito. Entre ellos, se destacan la alteración del metabolismo lipídico y la composición de la 

membrana, la inducción de apoptosis y la disrupción de la homeostasis del calcio intracelular. La 

MTF disminuye la cantidad de fosfocolina en la membrana del parásito e interfiere con las 

funciones mitocondriales, provocando la fragmentación del ADN y la muerte celular. Además, 

posee propiedades inmunomoduladoras, que potencian la respuesta inmune del huésped 

(Rakotomanga et al., 2007; Luque-Ortega et al., 2007; Dorlo et al., 2012).  En cuanto a los 

mecanismos de resistencia a la MTF incluyen varios procesos que permiten a los parásitos evadir 

el efecto del fármaco, tales como, sobreexpresión y/o mutaciones en el complejo transportador 

MT-ROS3, lo que reduce la internalización del fármaco en la célula. En parásitos resistentes in 

vitro de L. infantum y L. major y aislados clínicos de L. braziliensis en Brasil, se ha observado la 

inactivación del transportador MT y su subunidad β ROS3, que son responsables de la captación 

de MTF (Mondelaers et al., 2016; Espada et al., 2021). Además, la resistencia se ve potenciada 

por el aumento del eflujo (salida) del fármaco, mediado por transportadores de resistencia a 

múltiples fármacos (MDR1). En particular, la sobreexpresión de la glicoproteína P (P-gp) de la 

familia ABC/MDR1 y los exportadores de la subfamilia G de ABC, que bombean MTF fuera de 

la célula, reduce significativamente la acumulación del fármaco (Hendrickx et al., 2020). Otros 
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factores contribuyentes a la resistencia incluyen cambios en la composición de la membrana 

plasmática, que contrarrestan el efecto de MTF, y un aumento en la tolerancia al ROS. Estos 

mecanismos permiten a los parásitos sobrevivir al daño celular inducido por el fármaco. Además, 

la sobreexpresión de proteínas como Hsp80, SKCRP14.1 similar a calpaina, la proteína de 299 

kDa, eIF4A y la histona H2A también se ha asociado con la resistencia a MTF (Gamarro et al., 

2013) Ver Figura 39 y Tabla 15.  

Figura 39 Mecanismos de acción y resistencia a la MTF 

Nota:  grafica tomada y modificada de Wijnant et al., 2022. Los posibles mecanismos de 

resistencia se muestran en rojo. (MT, transportador de MTF de; ROS3, subunidad del transportador 

MT; MTF miltefosina; MDR, transportador de resistencia a múltiples fármacos.  

 

Teniendo en cuenta la creciente problemática de R-MTF y la poca información en L. 

amazonensis y la falta de alternativas terapéuticas efectivas, este estudio se enfoca en la 
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caracterización biológica y molecular de cepas R-MTF generadas en el laboratorio bajo presión 

selectiva del fármaco. El objetivo de este capítulo fue caracterizar biológica y molecularmente 

cepas R-MTF de L. amazonensis. Dado que el riesgo de propagación de cepas resistentes 

compromete la eficacia de los tratamientos y puede llevar a un aumento en los casos de fracaso 

terapéutico, es crucial profundizar en el entendimiento de los mecanismos de resistencia. Este 

conocimiento es esencial no solo para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas, sino también 

para mejorar los protocolos de manejo clínico y reducir la aparición de resistencia en las 

poblaciones de Leishmania.  

 

4.2 Metodología  

El presente es un trabajo de investigación tipo experimental desarrollado en modelos in 

vitro e in vivo de leishmaniasis. En la fase 1 se generaron las líneas resistentes de L. amazonensis 

a MTF (R-MTF), y se caracterizaron según su susceptibilidad, resistencia cruzada a otros 

medicamentos antileishmania, infectividad y la producción de ROS. En la fase 2 se caracterizaron 

molecularmente evaluando los niveles de transcripción de genes de marcadores asociados a la 

resistencia y la cuantificación y visualización de cuerpos lipídicos. Los experimentos contaron con 

el aval de Comité de Ética de la UIS y fueron realizados en los laboratorios del CINTROP de la 

UIS y en el laboratorio de Genômica Funcional de Parásitos (GFP), Instituto René Rachou, Fiocruz 

Minas, Belo Horizonte, Brasil. (Ver diseño experimental del capítulo Figura 40). 
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Figura 40 Diseño experimental empleado en el presente capítulo 
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4.2.1 Medicamentos  

La miltefosina (MTF, 407,6 g/mol) se obtuvo de Gold Biotechnology® (St Louis, MO, EE. 

UU). Pentamidina (PMD, 340,4 g/mol), ketoconazol (KTZ, 531,4g/mol), paromomicina (PM, 

615,6 g/mol), anfotericina B (AmB, 924,1g/mol) y antimoniales trivalente (SbIII, 667,87 g/mol) 

fueron adquiridos de Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA). Las soluciones stock se prepararon 

disolviendo los medicamentos en dimetilsulfóxido (DMSO, Panreac®, Barcelona, España) o 

medio de cultivo Schneider (Sigma-Aldrich) dependiendo de su solubilidad. Las soluciones de 

trabajo fueron preparadas en medio de cultivo Schneider antes de su uso. 

4.2.2  Parásitos y células  

Se cultivaron células THP-1 humanas (ATCC, TIB-202) en RPMI 1640 (Gibco, NY, EE. 

UU.) más 10 % de suero de bovino fetal inactivado por calor (hiFCS) (Gibco) a 37 °C, 5 % de CO2 

y 95 % de humedad. Las células se transformaron en un fenotipo adherente mediante una 

incubación de 24 h con forbol 12-miristato 13-acetato (PMA:130 nM, Sigma-Aldrich). Se 

cultivaron promastigotes de L. amazonensis (MHOM/BR/73/LV78) en medio Schneider 

suplementado con hiFCS al 10 % a 26 °C. Los amastigotes axénicos se obtuvieron de las cepas R-

MTF y de tipo salvaje (WT, siglas en ingles de wild-type) mediante el cultivo de promastigotes de 

fase logarítmica tardía en medio Schneider acidificado (pH: 5,0) suplementado con 20% de hiFCS 

durante 8 días a 32 °C y 5 % de CO2 (Hodgkinson et al., 1996). Los amastigotes intracelulares se 

obtuvieron después de la infección de células THP-1 con promastigotes en fase estacionaria en 

una relación célula: parásito de 1:5 durante 24 h a 32 °C y 5% de CO2 (Neira et al., 2019). 

4.2.3 Generación de cepas resistentes 

La cepa WT y las cepas R-MTF de L. amazonensis fueron cultivadas en medio de cultivo 

más 10% de hiFBS a 28 °C en placas de 24 pozos. Los cultivos fueron controlados mediante 
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microscopía y se realizaron pases de los parásitos cada 4 días desde una concentración inicial de 

5x106 promastigotes/mL. Los cultivos fueron expuestos inicialmente a MTF 6,3 μM y, 

posteriormente, en forma escalonada, a 17, 30 y 40 μM. Se realizó un aumento en la concentración 

de la MTF solo cuando los cultivos expuestos a la MTF mostraron una tasa de crecimiento 

equivalente a la cepa WT (Seifert et al., 2003). Los cultivos se mantuvieron en presencia de MTF 

a lo largo del estudio. Las cepas R-MTF fueron denominadas 6,3-R, 17-R, 30-R y 40-R. 

4.2.4 Susceptibilidad/resistencia a la MTF 

Los promastigotes WT y R-MTF fueron tratados con diluciones seriadas 1:3 de MTF (1,2 

a 100 µM) por 72 h a 28 °C en placas de 96 pozos. Parásitos control fueron mantenidos sin 

compuesto. Los ensayos fueron realizados por triplicado. La inhibición del crecimiento fue 

determinada por el método de reducción de la resarzurina. Se adicionaron a cada pozo 20 µL de la 

resarzurina (0,11 mg/mL) y se dejaron en incubación a temperatura ambiente por 4 horas. Los 

porcentajes de inhibición fueron determinados por espectrometría a 570 y 600 nm utilizando un 

lector de microplacas Synergy H1 (BioTek Instruments, Inc, VT, USA). Los resultados fueron 

expresados como el porcentaje de inhibición, mediante la fórmula: % de inhibición = 100 * (DO 

grupo control - DO grupo tratado) / DO grupo control. 

En los parásitos intracelulares, las células THP-1 infectadas se trataron con fármacos 

durante 3 días a 32 °C y la inhibición del crecimiento se determinó microscópicamente contando 

el número de células infectadas en 300 células teñidas con Giemsa (Neira et al., 2019). La 

concentración inhibitoria al 50% (IC50) en promastigotes y amastigotes intracelulares se 

determinaron mediante los ajustes de regresión no lineal de las curvas de dosis-respuesta utilizando 

el software Msxlfit™ (ID Business solution, Reino Unido). Todas las mediciones se realizaron por 

triplicado, tres veces de forma independiente. El índice de resistencia (IR) se calculó dividiendo el 
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IC50 de la línea resistente a MTF sobre la IC50 de la cepa progenitora WT (García-Hernández et 

al., 2012). 

4.2.5 Resistencia cruzada  

Los promastigotes (WT y R-MTF) fueron tratados con diluciones seriadas 1:3 de PMD, KTZ, 

AmB, SbIII y PMC por 72 h a 26 °C en placa de 96 pozos. El IR fue calculado según lo descrito 

anteriormente. 

4.2.6 Estabilidad de la resistencia.  

Los promastigotes (WT y R-MTF) fueron cultivados en medio Schneider libre de fármacos durante 

tres meses (Seifert et al., 2003). La susceptibilidad a los fármacos fue determinada tratando los 

parásitos con MTF por 72 a 26 º C. Se determinaron las CI50, CI90 según lo descrito anteriormente. 

4.2.7 Infectividad in vitro  

Las células THP-1 fueron cultivadas a 8 x105 células/mL sobre laminillas circulares en 

placas de 24 pozos. Las infecciones se realizaron con promastigotes en fase estacionaria en un 

radio 1:10 células: parásito. Los porcentajes de infección se determinaron por conteo microscópico 

de 300 células (infectadas y no infectadas) en preparaciones fijadas con metanol y coloreadas con 

Giemsa. Todas las infecciones se realizaron por triplicado en dos experimentos independientes. 

Los resultados fueron expresados en porcentajes de infección y su desviación estándar. 

4.2.8  Infectividad in vivo 

Ratones BALB/c (n = 4) de 8-10 semanas de edad fueron adquiridos del Instituto Nacional 

de Salud, Bogotá, Colombia. Los ratones se alojaron con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h a 23 

°C y 55 % de humedad relativa, con agua y comida ad libitum en la Unidad Experimental en 

Animales del CINTROP. Todos los ensayos fueron realizados con la aprobación del Comité de 

Ética para Investigación Científica CEINCI de la Universidad Industrial de Santander (Acta N.23 
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del 10 de diciembre 2019), siguiendo las directrices internacionales de bienestar animal y buenas 

prácticas de laboratorio, provocando el mínimo sufrimiento en los animales. Al final de los 

experimentos, los animales fueron anestesiados mediante inyección intraperitoneal de un cóctel de 

ketamina/xilacina y sacrificados mediante dislocación cervical. 

Los ratones se infectaron en la parte dorsal inoculando vía subcutánea de 5×105 

promastigotes en fase estacionaria en 100 μL de PBS, pH 7,2. Los ratones fueron distribuidos en 

dos grupos experimentales, G1: ratones infectados con cepa WT, y G2: infectados con cepa 40-R 

de L. amazonensis. El sitio de la lesión fue monitoreado hasta la semana 27. El tamaño de la lesión 

se midió con un caliper digital (Tracedable®, VWR, Radnor, USA) y el área de la lesión (mm2) 

fue calculado. Se registró el tiempo de aparición de la primera lesión post infección (pi) y el tiempo 

que tardó en evidenciar una lesión de LC por cada grupo. Los animales se sacrificaron a las 12 

semanas después de la aparición de la lesión inicial y se tomaron improntas de las lesiones. 

4.2.9 Resistencia de aislados de ratones con LC. 

De las lesiones que presentaban un tamaño aproximado de 60 mm2 se realizó un aspirado 

con jeringa el cual se colocó en medio Schneider-10% hFCS a 26 °C. Los parásitos aislados (1×106 

promastigotes/mL) fueron tratados con MTF durante 72 h. Se calcularon los porcentajes de 

inhibición y la CI50 como se describió anteriormente. Se mostraron los resultados representativos 

de dos experimentos independientes. 

4.2.10 Generación de ROS 

Se determinaron utilizando la sonda no fluorescente permeable a las células diacetato de 

diclorofluoresceína (H2DCFDA, Invitrogen™) cuya intensidad de fluorescencia es indicativa de 

los niveles de ROS intracelulares/extracelulares. Los parásitos (2×10 6 promastigotes/mL) de las 

cepas WT y 40-R fueron tratados con MTF 10 y 30 µM, AmB 0,1 µM, PMD 0,3 µM y SbIII 100 
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µM, durante 24 y 72 h a 26 °C. Se utilizó como control positivo el H2O2 (0,5 µM) incubando por 

4 horas.  Los promastigotes se lavaron con PBS, pH:7,2 y se incubaron con 20 µM H2DCFDA en 

PBS por 30 min a 26 °C. El producto de diclorofluoresceína fluorescente (DCF) obtenido después 

de la excitación y oxidación de la esterasa se midió mediante fluorometria a 488/525 nm. Los 

resultados fueron expresados como el promedio de cambio de veces (fold change) de la 

fluorescencia (Unidades Arbitrarias, UA) de los parásitos tratados con fármacos/parásitos no 

tratados.  

4.2.11 Transcripción de marcadores de resistencia por PCR de transcripción inversa (RT-

qPCR)  

Promastigotes (108 parásitos) de las cepas WT y cepa R-40 (Línea 1: mantenida por 12 

meses con presión de MTF; Línea 2: mantenida por 6 meses de presión con MTF) se suspendieron 

en 1 mL de reactivo TRIzol (Invitrogen) y se extrajo el ARN total utilizando el método del 

cloroformo. El ARN se trató con ADNasa I (Ambion) y el ADNc se obtuvo utilizando la 

transcriptasa inversa Superscript II (Invitrogen) según las instrucciones del fabricante. Todas las 

muestras de ADNc se diluyeron a 100 ng/μL y se usaron en la reacción de amplificación RT-qPCR 

realizada usando la mezcla maestra 2X SYBR GREEN (Applied Biosystems) y los cebadores 

específicos se muestran en la Tabla 16. Se diseñaron cebadores específicos para cada proteína 

utilizando regiones de nucleótidos conservadas para amplificar las diferentes copias de genes que 

se encuentran en TritrypDB (tritrypdb.org). Se evaluaron los niveles de transcripciones de los 

siguientes genes: Superóxido dismutasa de hierro (Fesoda), proteína Ros3 (ros3), trasportador de 

MTF (MT), triparedoxina peroxidasa (txn), serina C-palmitoiltransferasa (spt), proteína quinasa de 

cuerpos lipídicos (lkd) y tripanotion redutasa (tryp). Se utilizó el gen de la ADN polimerasa I 

(dnapoli) y proteína de unión a TATA (tbp) como normalizadores constitutivos.  Las 
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amplificaciones se realizaron utilizando un sistema QuantStudio™ 12 K Flex (Thermo Fisher 

Scientific). Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: paso de desnaturalización inicial a 95 

°C durante 5 min, seguido de 40 ciclos de desnaturalización a 95 °C durante 15 s, hibridación a 60 

°C durante 15 s y extensión a 60 °C durante 30 s. La fluorescencia se midió después de cada ciclo. 

Los niveles de transcripción se determinaron utilizando el C comparativo Método T (método 2 

−ΔΔCT) (Santi et al., 2021). 

 

 

Tabla 16 primers utilizados en este capítulo. 

Genes Secuencias Finalidad RT-qPCR Referencia  

Fesoda_Fw GAGCACGCCTACTACAAAGA Superóxido dismutasa 

A de L. infantum 

Santi et al. 

2021 Fesoda_Rv CTTCGTGGCCTTCTCATACA  

ros3_Fw  ATGTGTGAAGTCTGGCAT CG  Ros3 de L. 

amazonensis 

Espada et al. 

2019 ros3_Rv AGGCTCTTGGTAGTAGTA GCC 

mt_Fw GACAAGTGTTCCACC CTT CT  Transportador de 

MTF de L. 

amazonensis 

Lari et al. 

2019 mt_Rv ATGCTGTTATTAGTGATT CGGC 

txn_Fw TATGGACTATCAGATGTACCGTAC Triparedoxina 

peroxidasa de L. 

amazonensis 

Este trabajo 

txn_Rv  AGGTGAAGTCCATCGGATAG  

spt_Fw  TACCTCCGCCAGCATAGTTC Este trabajo 
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spt_Rv  ATCTTTGAGCTGACGGATGC 

Serina 

palmitoiltransferasa 

de L. amazonensis 

ldk_Fw TACGATCGAGTGCGGTACTA  Quinasa de gotas 

lipídicas de L. 

infantum 

Ribeiro et 

al., 2024 ldk_Rv CCCAAAGTCAGAGAGCAACA  

tryr_Fw2 GCCAAGATCAGCGACTTC  Tripanotion redutasa 

de L. braziliensis y L. 

panamensis 

Este trabajo 

tryr _Rv2 CTTCTCGTAGAAGTATGC CG 

dnapoli_Fw CGAGGGCAAGACATAC  ADN polimerasa I de 

L. infantum 

Santi et al. 

2021 dnapoli_Rv GAGAGCGGGCACCAATCAC 

tbp_Fw CAAGAGTTCCTGCCGAATG  Proteína de unión a 

TATA de L. 

braziliensis y L. 

panamensis 

Este trabajo 

tbp_Rv GGCATGTACTCCACGTTG 

 

Nota: Fw: cebador hacia adelante forward primer; Rv: cebador reverso reverse primer 

 

4.2.12 Cuantificación y tinción de cuerpos lipídicos 

Los promastigotes de L. amazonensis (3x106 parásitos) en las fases de crecimiento 

logarítmico y estacionario fueron lavados dos veces con PBS e incubados con 5 µg/mL de la sonda 

BODIPY™ 493/503 (4,4-difluoro-1,3,5,7,8-pentamethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-Indacene, Thermo 

Fischer Scientific, EE. UU.) durante 30 min a T° ambiente. y protegidos de la luz. Para evaluar la 
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cantidad de cuerpos lipídicos en los parásitos, se obtuvieron un total de 30,000 eventos/muestra en 

el citómetro de flujo BD FACSCalibur™. Los datos obtenidos fueron analizados utilizando el 

software Flow Jo (Flow Cytometry Analysis Software, versión 10). Los resultados fueron 

expresados como la media geométrica de la fluorescencia en UA de cuerpos lipídicos en diferentes 

fases de crecimiento parasitario.  

Para realizar la microscopía confocal, una muestra de cada suspensión celular se adhirió a 

portaobjetos de vidrio recubiertos con 0,1% de poli-L-lisina durante 10 min y luego se fijaron en 

formaldehído al 4% durante 10 min a T° Amb. y protegidos de la luz. Los portaobjetos de vidrio 

se lavaron tres veces con PBS y se incubaron con el reactivo antifade ProLong™ Gold, y las 

imágenes se obtuvieron utilizando el microscopio confocal Nikon C2+ y se analizaron con el 

software de imágenes de microscopio NIS Elements (Nikon®) (Melo et al., 2011). 

4.2.13 Análisis de resultados  

La normalidad de los datos se comprobó mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Para 

los experimentos se realizaron al menos tres réplicas técnicas para cada una de las tres réplicas 

biológicas. Los datos se analizaron utilizando GraphPad Prism versión 8.2.0. La significancia 

estadística se fijó en p < 0,05. Se utilizó la prueba t de Student para comparar los parásitos WT y 

los parásitos R-MTF. En la evolución de las lesiones in vivo se realizó la prueba de comparación 

múltiple Sidak's. Los valores de p se informaron según el formato GraphPad Prism, donde ns (p > 

0,05), * (p ≤ 0,05), ** (p ≤ 0,01), y *** (p ≤ 0,001). 
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4.3  Resultados 

4.3.1 Generación de cepas R-MTF  

Los promastigotes WT se expusieron a 6,3 µM de MTF. Después de 4 pases (2 semanas) 

su crecimiento fue equivalente al crecimiento de la WT. La cepa 6,3-R se expuso a 17 µM de MTF. 

Después de 8 pases (4 semanas) se obtuvo la cepa 17-R. Después ésta se expuso a 30 µM de MTF. 

Después de 6 pases (3 semanas) se obtuvo la cepa 30-R. Después esta se expuso a 40 µM y después 

de 4 pases (2 semanas) se obtuvo la cepa 40-R. Los detalles del desarrollo de líneas resistentes se 

muestran en la Figura 41. No se desarrollaron líneas resistentes a mayores concentraciones de 

MTF, debido al efecto detergente no especifico de la MTF a 50 µM reportada en otros estudios 

(Seifert et al., 2003; Wieder et al., 1999).  
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Nota: En la figura se observa que la cepa L. amazonensis resistente a 40 µM generó y estabilizó a 

la semana 8 de mantenerla con presión del medicamento. Se realizaron dos experimentos 

independientes. 

 

4.3.2 Susceptibilidad de las cepas R-MTF 

En comparación con la línea WT, los promastigotes R-MTF fueron menos susceptibles a 

la MTF con IR de 4 y 5 para las cepas 17-R y 40-R, respectivamente.  Los amastigotes axénicos e 

intracelulares la cepa 40-R fueron menos susceptibles al fármaco con IR de 2 y >4, 

respectivamente. Los valores de CI50 se muestran en la Tabla 17 y Figura 42a. La CI50 de MTF 

en amastigotes intracelulares no fue posible determinarla debido a la citotoxicidad que presenta la 

MTF en las células THP-1 (CC50: 40,93±2.4 µM), sin embargo, a la máxima concentración (60 

µM) evaluada se observan gran cantidad de parásitos de la línea 40-R, mientras que la línea WT 

se observa el efecto citopático Figura 42b.  
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Figura 41 Generación de cepas resistentes a la MTF. 
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Tabla 17 Potencia de la MTF en cepas de L. amazonensis de tipo salvaje (WT) y resistentes (R). 

Parásitos Cepa 

µM ± DS 

CI50 CI90 IR 

Promastigotes 

Con presión de MTF 

WT 6,31±3,4 13,18±3,2 - 

17-R 27,54±0,8** 32,19±0,2 4 

40-R 30,65±9,5*** 47,44±34,1 5 

Sin presión de MTF 

(3 meses) 

WT 7,78±0,12 16,42±2,18 - 

40-R 48,15±2,2** 89,90±0,6 6 

Aislados de ratón 

WT 6,77±0,47 ND - 

40-R 54,15±1,45** ND 8 

Amastigotes axénicos 

WT 47,0±4,4 >150 - 

40-R 112,0±21,1* >150 2 

Amastigotes Intracelulares 

WT 10,16±4,1 41,08±6,6 - 

40-R >41* >41 >4 

Nota: La tabla muestra la potencia de la MTF en promastigotes (con presión y sin presión de MTF 

por 3 meses y de aislados de ratón), amastigotes axénicos y amastigotes intracelulares en células 

THP-1. El índice de resistencia (IR) se calculó como se describe en Materiales y Métodos. Los 

resultados corresponden a las medias de dos o tres experimentos independientes, y la desviación 

estándar. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,005. CI50/90: concentración inhibitoria 50 y 90; DS: 

desviación estándar, ND: no determinado. 
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Potencia de la MTF en diferentes formas de vida de los parásitos 

 

 

 

 

Microfotografias de la actividad de la MTF en amastigotes intracelulares 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: (a) concentraciones inhibitorias 50 de las líneas WT y resistentes 40-R, en promastigotes, 

amastigotes axénicos e intracelulares. (b) Células THP-1 infectadas con amastigotes y tratadas a 

una máxima concentración de 60 µM, donde se observa la persistencia de la infección y toxicidad 

celular en la cepa 40-R. las microfotografías representativas de células infectadas con L. 

amazonensis y tratadas con o sin MTF coloreadas con Giemsa (aumentos: 1000x). 

 

 

LaWT 

LaR-40 

Control infección 60 µM-

Figura 42 Ensayos de susceptibilidad a la MTF in vitro. 
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4.1.1 Resistencia cruzada  

Con relación a la resistencia cruzada a la PMD, AmB y al KTZ en promastigotes de la cepa 

WT o la cepa 40-R, no se encontraron diferencias significativas en los valores de CI50 para los tres 

fármacos (p > 0,05) entre WT y 40-R, mostrando IR entre 0,7 a 1,1. La susceptibilidad de la cepa 

WT fue de CI50 1,04±0,3, 2,16±0,4 y 10,26±2,6 µM, y de la cepa 40-R fue de CI50 de 0,69±0,2, 

2,45±0,6 y 10,66±0,81 a PMD, AmB y KTZ respectivamente (Figura 42).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: No se observaron diferencias significativas entre la cepa WT y la cepa 40-R (p > 0,05).  

 

4.3.3 Estabilidad de la resistencia  

Después de la generación de la R-MTF de la cepa 40-R (según los valores de CI50), la 

presión del fármaco fue retirada del medio de cultivo durante 3 meses. Se encontró que los valores 

de CI50 se mantenían en los promastigotes obteniendo IR de 6 (Tabla 17 promastigotes con presión 
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Figura 43 Potencia (CI50) de pentamidina (PMD), anfotericina B (AmB), ketoconazol 

(KTZ) en promastigotes de la cepa WT y la 40-R. 
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de MTF). Igualmente, los promastigotes aislados de lesiones de LC inducidas por la cepa 40-R 

mostraron IR de 8 (Tabla 17 promastigotes aislados de ratones). Estos resultados indican que la 

R-MTF se mantuvo estable en las dos condiciones utilizadas *sin fármaco y post infección en 

animales). Los valores de CI50 se observan en la Tabla 17.   

 

4.3.4 Infección en células THP-1 

Los promastigotes en fase estacionaria de las cepas WT y la cepa 40-R infectaron las 

células THP-1 transformadas en todos los tiempos evaluados (Figura 44a). Al comparar los 

porcentajes de infección de la cepa WT versus la cepa 40-R se encontraron diferencias 

significativas (p < 0,05) con valores de 54,38±9,4% vs  42,33±12,1% a las 24 h. Sin embargo, se 

observaron valores similares a las 48 h y a las 72 h con valores de 70,94±17,5 versus 69,16±6,9 % 

y de 79,11±5,9 versus 75,55±4,9%, respectivamente (Figura 44b).  

 

a

.  
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Nota: (a) microfotografías de láminas coloreadas con Giemsa de las células THP-1 conteniendo 

amastigotes después de la infección con la cepa WT y la cepa 40-R (aumentos: 1000x). (b) 

Porcentajes de infección de las cepas WT y cepa 40-R. El tiempo de infección fue de 24, 48 y 72 

h, a 32°C. Los resultados corresponden a las medias de tres experimentos independientes, se 

muestra la desviación estándar (*p < 0,05). 

 

 

4.3.5  Infección en ratones BALB/c 

El 100% (4/4 ratones) de los ratones infectados con promastigotes de la cepa 40-R 

indujeron lesiones de LC. Durante 23 semanas de seguimiento, la aparición de la primera lesión 

b

.  

Figura 44 Infectividad de los parásitos WT y R-40 en células THP-1. 
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(como una pequeña pápula) se produjo en el sitio de la infección entre las semanas 13 y 15 post 

infección (p.i), las cuales se ulceraron en el 75% (3/4 ratones) en las semanas 18 y 20. Las lesiones 

de la cepa WT aparecieron entre las 3 y 4 semanas p.i. El tamaño de las lesiones inducidas por la 

cepa 40-R fueron menores con diferencias significativas (p <0,05) con la cepa WT desde la semana 

9 p.i (Figura 45a). La velocidad de crecimiento de las lesiones 40-R fue menor (0,24 mm2/día) en 

comparación con la velocidad de crecimiento de las lesiones producidas por la cepa WT (0,59 

mm2/día). Todos los ratones infectados mostraron abundantes (+++) amastigotes intra y 

extracelulares en improntas de las lesiones (Figura 45b). 

 

 

 

 

Figura 45 Evolución de las lesiones producidas en ratones BALB/c infectados con L. 

amazonensis cepa WT y cepa 40-R. 
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Nota: (a) Área (mm2) de las lesiones. (b) Fotografía representativa de lesión en animales y 

microfotografía (aumento 1000x) de improntas de la lesión con amastigotes de los ratones con LC 

infectados con la cepa 40-R. Los tamaños de las lesiones entre la cepa WT y la cepa R-40 se 

compararon utilizando la comparación múltiple Sidak's *Diferencias significativas p ˂0,05 ** p < 

0,01 ***p < 0,005. 

 

4.3.6 Generación de ROS 

Los parásitos de la cepa WT incubados por 72 h con 30 μM de MTF mostraron diferencias 

estadísticamente significativas (p < 0,001) con respecto a la cepa 40-R la cual mostró una 

disminución en la intensidad de ROS de 1,6 vs 1,1, respectivamente. Por el contrario, los niveles 

de ROS en presencia de otros fármacos (AmB, PMD, SbIII) entre la cepa WT y la cepa 40-R fueron 

similares en los tiempos evaluados. El control positivo H2O2 fue incubado por 2 h, no se observaron 

diferencias en la generación de ROS entre la línea WT y la resistente 40-R (Figura 46). 
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Figura 46 Producción de radicales ROS en cepas de L. amazonensis WT y resistentes a MTF 
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Nota:  Promastigotes WT y 40R fueron expuestos a MTF 30 µM y 10µM, AmB 0,1 μM, PMD 0,3 

µM y SbIII durante 24 h (a) y 72 h (b). Los datos son los valores de media ± desviación estándar 

(DE) de dos experimentos independientes. Las diferencias significativas entre las líneas WT vs 

40-R se determinaron mediante la prueba t de Student (***, P <0,001). 

 

 

4.3.7 Expresión de marcadores de resistencia  

Los ensayos se realizaron en dos líneas de parásitos. La línea 1 donde las R-40 fueron 

mantenidas por 12 meses con presión de MTF y la línea 2 donde la cepa R-40 fue mantenida por 

6 meses con presión de MTF. En cada línea la cepa WT fue mantenida por 6 o 12 meses con medio 

sin fármaco. 

En la línea 1, la cepa 40-R mostró que los niveles de transcripción para txn, lkd, mt y tryp 

fueron 7,7, 1,39, 7,06 y 13,53% más bajos que la cepa WT, mientras que los niveles de 

transcripción para Fesoda, ros3, y spt fueron un 4,24, 14,19 y 31,48 % más altos que la línea 2 

cepa WT, respectivamente.  

En la línea 2, la cepa 40-R mostró que los niveles de transcripción para Fesoda, ros3, mt, 

txn, spt, lkd y tryp fueron 7,43, 1,63, 43,23, 16,96, 10,06, 19,84 y 25,60% más bajos que la línea 2 

cepa WT, respectivamente. Diferencias estadísticamente significativas se observaron en el nivel 

de transcripción de mt (p = 0,0086) y spt (ρ = 0,0125) en la línea 1 y en mt (ρ = 0,0085) y tryp (ρ= 

0,0187) en la línea 2 (Figura 47). 
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Línea 1: donde la cepa 40-R fue mantenido por 12 meses 

 

 

 

 

 

 

 

Línea 2: donde la cepa 40-R fue mantenido por 6 meses 

●  

 

 

 

 

 

 

Nota: Los genes ADN polimerasa I (dnapol1) y la proteína de unión a TATA (tbp) fueron 

utilizados como genes normalizador constitutivo y el cambio de veces de la expresión se calculó 

mediante el 2 –∆∆Método. Los niveles de transcripción de proteínas se evaluaron mediante RT-

qPCR la cepa WT y cepa 40-R línea 1 (a) y 2 (b). Superóxido dismutasa de hierro (Fesoda), gen 

de la proteína Ros3 (ros3), trasportador de MTF (mt), triparedoxina peroxidasa (txn), serina C-

palmitoiltransferasa (spt), proteína quinasa de cuerpos lipídicos (lkd) y tripanotion redutasa (tryp). 
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Figura 47 Niveles de transcripción de los genes fesoda, ros3, mt, txn, spt, lkd y tryp 
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Se utilizó la prueba t Student diferencias significativas en relación con la cepa WT (*p <0,05; ** 

p < 0,01). 

4.3.8 Cuantificación de cuerpos lipídicos (DL) 

Los ensayos se realizaron en dos líneas de parásitos. La línea 1 donde las R-40 fueron 

mantenidas por 12 meses con presión de MTF y la línea 2 donde la cepa R-40 fue mantenida por 

6 meses con presión de MTF. En cada línea la cepa WT fue mantenida por 6 o 12 meses con 

presión de MTF. 

Los promastigotes de la Línea 1 cepa WT y cepa 40-R mostraron diferencias (p<0,05) en 

la cantidad de cuerpos lípidos en la fase de crecimiento logarítmica (44,58±1,19 vs 24,23±1.7) y 

fase estacionaria (47,31± 1,2 vs 20.0±1,5) (Figura 48a). En cuanto a los promastigotes de la línea 

2 cepa WT y cepa 40-R no mostraron diferencias en la cantidad de vesículas de cuerpos lipídicos 

en ninguna de las fases de crecimiento evaluadas, fase logarítmica (20,88±1,13 vs 24,46±1,09) y 

fase estacionaria (20,71±1,1 vs 23,01±1,0) (Figura 48b).  

Sobre la visualización de los DL, se observó en la línea 1 una disminución de la cantidad 

y tamaño de DL en 40-R comparado con las DL observados en la cepa WT (corpúsculos de mayor 

tamaño e intensidad (Figura 49a) en las fases de crecimiento logarítmico y estacionario. En la 

línea 2, no se observó cambios en los DL (Figura 49b) en ninguna de las fases de crecimiento. 
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Nota: la figura muestra en el gráfico de barras (izquierda) e histograma los valores de intensidad 

de fluorescencia media geométrica (gMFI) de la línea 1(a) y la línea 2 (b) en las fases de 

crecimiento logarítmica y estacionaria. Se utilizó una prueba t de student para comparar los 

parásitos WT y 40R. Se consideraron diferencias estadísticas cuando p<0,05. 

 

Figura 48 Cuantificación de DL en L. amazonensis parásitos WT y resistentes 40R. 
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Nota: Imágenes representativas mediante microscopía confocal de cuerpos lipídicos de la linea 1 

(a) y linea 2(b) en fase de crecimiento logarítmica y fase estacionaria. 

 

Figura 49 LD en L. amazonensis línea 1 y 2, parásitos WT y 40R a través de fluorescencia 

corporal 
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4.4 Discusión  

Los resultados obtenidos en este estudio proporcionan una visión integral sobre los 

mecanismos biológicos y moleculares que subyacen a la resistencia a la MTF en L. amazonensis. 

A través de la generación y caracterización de cepas R-MTF bajo presión selectiva del fármaco, 

se ha logrado identificar no solo la estabilidad de la resistencia en condiciones tanto in vitro como 

in vivo, sino también la ausencia de resistencia cruzada con otros fármacos antileishmania. Estos 

hallazgos son especialmente relevantes en el contexto del creciente número de FT reportados con 

la MTF, resaltando la importancia de un monitoreo continuo y de estrategias terapéuticas 

alternativas para el manejo de la leishmaniasis. La capacidad del parásito para mantener su 

resistencia incluso en ausencia de presión del fármaco destaca la necesidad de profundizar en la 

comprensión de los mecanismos moleculares involucrados, los cuales podrían ser clave para el 

desarrollo de nuevas intervenciones terapéuticas más efectivas. 

En el presente estudio, se evidenció que los promastigotes de L. amazonensis disminuyen 

la susceptibilidad a la MTF progresivamente y en un período relativamente corto, específicamente 

en 8 semanas. Este fenómeno se caracterizó por un incremento gradual en los índices de 

resistencia, alcanzando un valor significativo de IR: 6. Las cepas resistentes fueron generadas hasta 

una concentración máxima de 40 µM de MTF, este límite se asoció con el alcance de la 

concentración micelar crítica del fármaco, que desencadena una degradación de la membrana 

celular de los parásitos debido al efecto surfactante de la MTF a concentraciones superiores a 50 

µM, tal como se ha documentado en investigaciones anteriores (Seifert et al., 2003; Wieder et al., 

1999). Al contrastar con estudios realizados en otras especies de Leishmania se observan algunas 

diferencias en los tiempos de generación y en los IR. En el caso de L. donovani y L. infantum la 

generación de cepas resistentes a la MTF demandó un período más extenso, específicamente 24 
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semanas, mostrando un IR de 15 y 3,4, respectivamente (Seifert et al., 2003; Saboia-Vahia et al., 

2022). Para L. major, se extendió aún más el periodo, alcanzando los 11 meses, con IR de 17,1 y 

7,1 en dos clonas diferentes (Turner et al., 2015). Estas diferencias podrían reflejar las diferencias 

de susceptibilidad a la MTF demostrada en diferentes especies de Leishmania resaltando la 

importancia de abordajes personalizados en el tratamiento de la leishmaniasis. Un hallazgo 

importante fue la estabilidad de las cepas resistentes las cuales mantuvieron su fenotipo de 

resistencia incluso después de la eliminación de la presión del fármaco. Esto implica una 

adaptación genética robusta y duradera, sugiriendo la resistencia adquirida a la MTF en 

Leishmania es un cambio persistente y posiblemente irreversible. Otros estudios también han 

reportado estabilidad en la resistencia a MTF después del cultivo en medio libre del fármaco 

(Seifert et al., 2003). 

Se ha establecido que la resistencia a la MTF puede inducirse con facilidad en los 

promastigotes. Sin embargo, dado que los amastigotes intracelulares son los que están expuestos 

al fármaco en el huésped, y por ende son los que deben adaptarse a concentraciones crecientes del 

mismo, si quieren sobrevivir, se han establecido protocolos de generación de resistentes a partir 

de amastigotes (Vermeersch et al. 2009, Hendrickx et al. 2014). Estos protocolos han sido 

realizados en L. donovani y L. infantum basándose principalmente en la exposición de amastigotes 

intracelulares a concentraciones crecientes de MTF, con el objetivo de seleccionar y aislar aquellas 

subpoblaciones que desarrollan resistencia (Hendrickx et al. 2012). Sin embargo, no fue posible 

determinar la eficacia del fármaco en amastigotes intracelulares en preparaciones con Giemsa 

(Hendrickx et al. 2014). En nuestro trabajo no se generaron cepas resistentes a MTF a partir de 

amastigotes. Sin embargo, realizamos experimentos orientados a determinar la eficacia de la MTF 

en amastigotes intracelulares en células THP-1 con el fin de determinar si la resistencia se 
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mantenía. Los parásitos resistentes infectaron las células THP-1. Si bien no fue posible determinar 

la CI50 debido a la citotoxicidad de la MTF en estas células, dado a el bajo índice terapéutico in 

vitro del fármaco, a pesar de que las células se lisaban, observamos microscópicamente que los 

amastigotes de la cepa resistente conservaban su morfología, comparados con los amastigotes de 

la WT que eran destruidos en similares concentraciones de MTF. Esto sugiere la estabilidad de la 

resistencia a la MTF en los amastigotes, la cual se mantiene aún en ambientes extremos como la 

de los fagolisosomas de los macrófagos infectados. Se ha reportado que el fenotipo de resistencia 

a fármacos como KTZ y PMD en algunas especies de Leishmania se mantiene en amastigotes 

intracelulares (IR=2,4), mientras que en amastigotes axénicos el fenotipo tiende a revertirse 

cuando la presión del fármaco desaparece (Salazar et al., 2021). Algunos mecanismos de las 

células huésped pueden modular los niveles de resistencia tanto en parásitos intracelulares 

susceptibles como en los resistentes, tales como la regulación de pH intracelular, producción de 

ROS y RNS, modulación de la expresión génica del huésped y la modificación del entorno 

vacuolar (Vermeulen et al., 2007; Mukherjee et al., 2014; Gregory et al, 2008; Andrade et al., 

2005). La estabilidad de la resistencia a los fármacos entre las formas libres e intracelulares de 

Leishmania podría estar relacionado con el mecanismo de acción del fármaco, la especie de 

Leishmania, la metodología utilizada y otros factores tales como la plasticidad del genoma del 

parásito o los mecanismos de adaptación a los cambios externos (Hendrickx et al., 2015; Salazar 

et al., 2021). 

Los parásitos resistentes a MTF mantuvieron la susceptibilidad a los otros fármacos 

estudiados, como PMD, AmB y KTZ. La no existencia de reactividad cruzada sugiere que los 

mecanismos de resistencia a la MTF podrían ser específicos de este fármaco. Hallazgos similares 

se reportaron en cepas de L. donovani resistentes a MTF donde no se observó resistencia cruzada 
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(IR: <5) a medicamentos como AmB, PMD, PAR, KTZ, SbIII, Allopurinol y factores activadores 

de plaquetas (PAF). Sin embargo, sí se demostró resistencia cruzada con la edelfosina (ET-18-

OCH3, PM: 523,73 g/mol), presentando un IR de 13,7 y 10,6. Este compuesto es una 

alquilglicerofosfocolina de estructura similar a la MTF con actividad antitumoral y antileishmania 

(Seifer et al., 2003; Berkovic et al., 1996). Otro estudio realizado en cepas resistentes de L. major, 

no mostraron resistencia cruzada en los tratamientos con AmB, SbIII y PAR, sin embargo, por lo 

contrario, se observó un aumento significativo en la sensibilidad del parásito al tratamiento con 

PMD siendo 3 veces menor que en la cepa WT (Turner et al., 2015). Adicionalmente cuando se 

retira la MTF, la sensibilidad del parásito a la PMD se restablece a niveles comparables con los de 

la WT, lo que sugiere un posible mecanismo sinérgico  

Las diferencias en virulencia o en la capacidad de infectar células o hospederos del parásito 

son factores importantes involucradas en el FT en Leishmania inclusive algunas veces de mayor 

impacto mayor que la susceptibilidad a fármacos. Estudios de susceptibilidad a la MTF en aislados 

clínicos de L. donovani, de pacientes con FT a MTF no mostraron diferencias en la susceptibilidad 

a MTF. La susceptibilidad in vitro de los promastigotes tanto en los curados como en los que 

tuvieron recaídas, fue similar. Sin embargo, se notó una mayor presencia de parásitos metacíclicos 

en las cepas de pacientes con recaída tratados con MTF (32,97%; n=12) en comparación con las 

cepas de pacientes curados (16,24%; n=9). Este aumento en parásitos metacíclicos se correlacionó 

con un incremento significativo en la infección de los macrófagos por las cepas de pacientes con 

FT (74,88; n=6), en comparación con la de los pacientes curados (61,95; n=3). Un aumento en la 

metaciclogénesis y la infectividad han sido reportados en la resistencia a SbV en cepas de L. 

donovanni (Rai et al., 2013). En nuestro estudio se observó una menor infectividad de la cepa 40R 

en células THP-1 a las 24 h p.i, sin embargo, a las 48 y 72 h los porcentajes de infección fueron 
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similares a la cepa WT. Resultados similares han sido reportados en otros estudios, donde cepas 

de L. donovani MTF-R, mantenían una capacidad similar a la cepa WT para infectar macrófagos 

peritoneales y ratones Swiss (Hendrickx et al., 2020).  

En lo que respecta a la inducción de lesiones en ratones BALB/c por la cepa 40-R, se 

observó que, aunque el tamaño y la velocidad de crecimiento eran menores en comparación con 

las cepas WT, la resistencia de los parásitos a la MTF no afectaba totalmente la virulencia in vivo. 

Resultados similares, pero más evidentes, fueron observados en cepas de L. major resistentes a la 

MTF, donde las lesiones producidas por las cepas resistentes sólo se hicieron evidentes cuatro 

semanas después de la infección, a diferencia de la cepa WT que ya en ese tiempo mostraba 

lesiones de un tamaño considerable y que además la infección resultó en lesiones necróticas 

demostrando que la resistencia a MTF atenuaba la infección por L. major (Turner et al., 2015). 

Resultados con cepas de parásitos resistentes a otros fármacos, mostraron por ejemplo que 

parásitos de L. mexicana resistentes a AmB mostraron un crecimiento más lento de las lesiones en 

comparación con la infección por parásitos WT en ratones BALB/c (Al-Mohammed et al., 2005) 

o contrariamente, la infección con varios aislados clínicos de L. donovani resistentes a SbV 

mostraron una mayor virulencia en un modelo de ratón de LV (Vanaerschot et al., 2011). 

La disminución en la producción de ROS en las cepas resistentes a MTF podría representar 

un mecanismo adaptativo del parásito para atenuar y/o protegerse del estrés oxidativo inducido 

por este fármaco. En nuestro estudio, se evaluó experimentalmente la generación de ROS en 

parásitos 40R bajo tratamiento farmacológico, utilizando la sonda diacetato de diclorofluoresceína. 

Se observó que los parásitos resistentes incubados con MTF presentaron una reducción en la señal 

fluorescente de la sonda, indicando una menor producción de ROS en comparación con la cepa 

WT, variando según la concentración y el tiempo de incubación. Investigaciones en L. donovani 
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han demostrado que cepas resistentes a varios fármacos (SbV, PAR, MTF y Amb) tienen una mayor 

capacidad de defensa contra el estrés oxidativo, evidenciada por la reducción de ROS. Esto podría 

estar vinculado a adaptaciones metabólicas del parásito, donde se detectaron niveles elevados de 

triptófano y su producto de degradación, el indol acrilato que se ha asociado a propiedades 

antioxidantes, por consiguiente, a neutralización de radicales libres (Berg et al., 2015). Tales 

metabolitos se han asociado con resistencia a antibióticos en Escherichia coli, desencadenando 

una respuesta protectora contra el estrés oxidativo (Vega et al., 2012). Los hallazgos en cuanto a 

la producción de ROS sugieren que las líneas de Leishmania resistentes a medicamentos poseen 

mecanismos más eficientes para protegerse de los ROS, contribuyendo así a una mayor resistencia 

al estrés oxidativo. 

Como marcadores de resistencia y posibles blancos terapéuticos han sido estudiadas genes 

que codifican para enzimas del sistema de defensa antioxidante en Leishmania, tal como el 

superóxido dismutasa de hierro SODA que protege a los parásitos contra los radicales superóxidos 

(O2−), los cuales son convertidos en oxígeno (O2) y peróxido de hidrógeno  (H2O2) (Turrens et 

al., 2004). El H2O2 es luego metabolizado por diferentes enzimas con actividad peroxidasa, entre 

ellas la peroxidasa de triparedoxina (TXN). Sin embargo, en nuestro estudio en cepas 40R de L. 

amazonensis, no fueron observados cambios en la expresión de Fesoda y txn comparadas con la 

cepa WT. Contrario a lo demostrado en otros estudios en L. donovanni resistentes a la MTF, donde 

se observó la sobreexpresión de Fesoda y txn, además de un aumento en la actividad de enzimática 

comparada con aislados susceptibles (Getachew et al., 2012; Veronica et al., 2019; Kulshrestha et 

al., 2014). Sin embargo, un estudio en clonas mutantes de L. infantum para Fesoda-/-/+, relaciona 

una regulación a la baja de la expresión de la enzima y la resistencia a SbIII (IR=2) y MTF (IR= 

2,4) comparada con la cepa WT, lo que muestra la desregulación en las vías de defensa contra el 
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estrés oxidativo y la capacidad del parásito de compensar la menor expresión de Fesoda (Santi et 

al., 2021). En Leishmania, la enzima TRYP actúa sobre la base del metabolismo de tioles, por lo 

cual está asociado con la acción de los antimoniales.  Puede donar el electrón de NADPH al sulfuro 

de tripanotione T(S)2 y reducirlo a tripanotione T(SH)2, basándose en su propiedad enzimática 

(Baiocco et al., 2009). El tripanotión en estado reducido es esencial para la vida del parásito; 

previene la producción de estrés oxidativo en el parásito.  En nuestro estudio, se observó una 

tendencia a la disminución de la expresión de tryp, sin embargo, solo en la línea 2 40-R esta 

disminución fue estadísticamente significativa (p<0,05). En un estudio en aislados clínicos de L. 

tropica resistentes a los antimoniales en pacientes de Irán, se encontraron 9 mutaciones de 

aminoácidos en la región codificante para TRY, lo cual podría influir en su expresión y actividad, 

lo que indicaría que la alteración en la estructura genética de una enzima estaría relacionada con 

el desarrollo de resistencia a los fármacos (Fozongari et al., 2020).  

En cuanto a proteínas constitutivas, se evaluaron los niveles de expresión de los genes mt 

y la subunidad ros3, que conforman el complejo transportador MT-ROS3 el cual es necesario para 

la rápida absorción intracelular de los fármacos alquifosfocolina. Esta absorción, depende del nivel 

de expresión de mt-ros3 en la membrana plasmática del parásito. En nuestro estudio, en L. 

amazonensis se evidencio una disminución estadísticamente significativa en la expresión del gen 

mt, sin embargo, los niveles de ros3 permanecieron similares a los de la cepa WT. Estudios en 

parásitos de L. major utilizando qRT-PCR, reportan en cepas resistentes a MTF aisladas de 

pacientes Iranies, una regulación a la baja (2 veces en comparación con la cepa WT) del gen mt 

(Lari et al., 2019). Otros estudios en L. braziliensis y L. donovani muestran disminución en la 

internalización de MTF disminuye al reducir la expresión del gen mt lo cual haría a los parásitos 

menos sensibles a la MTF (Pérez-Victoria et al., 2006; Sánchez-Cañete et al., 2009). en contraste 
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con los hallazgos encontrados en la sobreexpresión de estos genes aumenta la internalización de 

MTF en el parásito de lagarto Leishmania tarentolae, una especie naturalmente resistente a MTF, 

y aumenta su sensibilidad a MTF (Pérez-Victoria et al., 2006).  

En este estudio, también se estudiaron enzimas relacionadas en procesos biosintéticos 

como la SPT, cuya función en Leishmania es catalizar el primer paso en la vía sintética de novo 

de esfingolípidos, componente de las membranas celulares (Denny et al., 2004). En nuestro 

estudio, se observó una sobreexpresión del gen spt en la línea 1-40R, la cual tiene un mayor tiempo 

con presión constante de MTF. Resultados similares han sido reportado, en cepas de L. infantum 

resistentes a antimoniales donde se una regulación positiva de las transcripciones 2,99 veces en 

comparación con la cepa WT (Andrade et al., 2020). Lo que indicaría posibles modificaciones a 

nivel conformacional de la membrana celular.  

En los tripanosomátidos, la proteína LDK está asociada en la biogénesis de cuerpos 

lipídicos en los protozoos los cuales se han visto involucradas en cepas de L. infantum y L. 

amazonensis en la virulencia, metabolismo de eicosanoides, tráfico de lípidos, interacciones con 

la membrana de los orgánulos y aumento durante la muerte celular inducida por el estrés oxidativo 

(Tavares et al., 2022). En este estudio, los niveles de transcripción para el gen ldk fueron similares 

en la cepa 40-R y la cepa WT. 

La heterogeneidad en la expresión de algunos genes en las dos líneas evaluadas de L. 

amazonensis fue observado. Sin embargo, este fenómeno de respuestas divergentes de diferentes 

clones ha sido reportada en L. braziliensis en donde los autores sugieren que el proceso de 

retención de la copia de genes por aneuploidía o amplificación genética ocurre de diferentes 

maneras entre los clones de la misma especie (Santi et al., 2020). Esta heterogeneidad es normal, 

ya que Leishmania se basa en la aneuploidía como mecanismo de adaptación (Sterkers et al., 2012). 
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Además, la secuenciación de parásitos individuales ha confirmado la presencia de diferentes 

cariotipos dentro del mismo clon de Leishmania (Negreira et al., 2020). 

En cuanto a los cuerpos lipídicos (LD, lipid droplet, en inglés), nuestros resultados 

mostraron un aumento de los LD en los parásitos que estuvieron un mayor tiempo sometidos a 

presión de la MTF, lo cual indicaría posiblemente que el cambio en el perfil lipídico del parásito 

puede ser un mecanismo de resistencia como lo observado en cepas de L. tropica resistentes a los 

antimoniales (Gutiérrez et al., 2021). Investigaciones en L. infantum revelan que los LD 

citoplasmáticos son centros clave para la síntesis de prostaglandinas, especialmente PGF2a, la cual 

presenta un aumento durante la fase de promastigote metacíclico y en amastigotes, sugiriendo que 

el parásito moviliza maquinaria lipídica de eicosanoides en su etapa infectiva, lo que estaría 

actuando como factor de virulencia (Araújo-Santos et al., 2014; Vallochi et al., 2018).  

 

4.5 Conclusiones  

En este estudio se demostró que los promastigotes de L. amazonensis pueden desarrollar 

rápidamente resistencia a la MTF y mantuvieron su fenotipo resistente incluso después de retirar 

la presión del fármaco, lo que sugiere una adaptación duradera. Otro aspecto fue que la resistencia 

a la MTF no implicó resistencia cruzada con otros fármacos antileishmania convencionales, 

sugiriendo mecanismos específicos de resistencia a la MTF. Además, se observó una variabilidad 

en la infectividad de las cepas resistentes en diferentes condiciones, incluyendo una menor 

infectividad inicial en células THP-1, que se igualaba a la de las cepas WT a las 48 y 72 horas. 

La resistencia a la MTF también se asoció con cambios en los niveles de transcripción de 

genes y la producción de ROS, lo que podría indicar adaptaciones metabólicas para mitigar el 

estrés oxidativo inducido por la MTF. Además, no se observaron cambios significativos en la 
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expresión de enzimas del sistema de defensa antioxidante en comparación con la cepa WT.  

Adicionalmente, se detectaron modificaciones en los perfiles de transcripción de genes y en el 

contenido de cuerpos lipídicos en las cepas resistentes, lo que podría estar relacionado con 

mecanismos de resistencia y virulencia. Estos resultados sugieren que el desarrollo de resistencia 

a la MTF en Leishmania es un proceso complejo que involucra cambios tanto a nivel genético 

como metabólico, y resalta la necesidad de un enfoque más personalizado y diversificado en el 

tratamiento de la leishmaniasis, teniendo en cuenta la heterogeneidad y adaptabilidad del parásito. 
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5. Conclusiones Generales  

Las conclusiones derivadas del primer capítulo de esta tesis abordan la caracterización 

fisicoquímica, estructural y funcional del hidrogel de MTF desarrollado para el tratamiento tópico 

de la LC demostró que es una formulación estable, biocompatible y eficaz. Los hidrogeles, 

especialmente el de 0,5% MTF, mostraron estabilidad física y química durante al menos 8 meses, 

manteniendo su color, consistencia y pH a diferentes temperaturas (4, 25 y 32 °C) lo que es 

particularmente relevante para su aplicación en áreas tropicales y regiones pobres donde la LC es 

endémica y los sistemas de refrigeración pueden ser limitados o inexistentes. La estructura porosa 

homogénea, lo que es crucial para la administración eficiente de fármacos. Las propiedades 

reológicas mostraron un comportamiento pseudoplástico, con disminución de la viscosidad al 

aumentar la velocidad de corte, haciendo los hidrogeles aptos para aplicación tópica, mientras que 

el hidrogel de 0,5% MTF mostró una consistencia adecuada para formulaciones de liberación 

controlada. Además, se observó que la liberación de compuestos, como la cafeína utilizada como 

modelo, disminuye con el aumento de la concentración de carbopol, lo que resalta la importancia 

de ajustar la formulación según las necesidades terapéuticas. El hidrogel de 0,5% MTF mejoró 

significativamente la permeación cutánea, lo que sugiere un alto potencial PPP en el tratamiento 

de enfermedades cutáneas, aun mejor que DMSO al 10%. La actividad anti-Leishmania del 

hidrogel fue significativa contra L. amazonensis, con valores adecuados para su uso en terapias 

tópicas, permitiendo concentrar el fármaco directamente en las lesiones y reducir los efectos 

sistémicos adversos asociados con su administración oral. Al Además, los ensayos de irritación 

cutánea confirmaron la seguridad del hidrogel de 0,5% MTF, sin efectos adversos significativos, 

lo que lo posiciona como una opción prometedora para el manejo tópico de la leishmaniasis 

cutánea. Dado lo anterior, este trabajo demuestra que las formulaciones tópicas tipo hidrogeles de 
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MTF ofrecen un gran potencial como sistemas de liberación de fármacos, destacándose por su 

estabilidad, permeabilidad cutánea mejorada y eficacia anti-Leishmania, lo que podría ofrecer una 

alternativa terapéutica más segura y efectiva frente a los tratamientos convencionales. 

 

En el segundo capítulo, se estandarizó un modelo experimental reproducible en ratones 

BALB/c infectados con L. amazonensis, lo cual es fundamental para garantizar la consistencia de 

los estudios preclínicos y evaluar de manera fiable tanto el tamaño de las lesiones como la carga 

parasitaria. Tener un modelo murino reproducible permite obtener resultados consistentes, 

comparables y extrapolables a diferentes ensayos, lo que es clave para avanzar en el desarrollo de 

tratamientos y comprender mejor la patogénesis de la enfermedad. Además, realizar un análisis 

dosis-respuesta en este modelo in vivo es esencial para determinar la potencia del fármaco, en este 

caso la MTF, ya que permite identificar las concentraciones más efectivas y optimizar la 

dosificación terapéutica, maximizando la eficacia y minimizando los efectos adversos. En el 

estudio, los ratones mostraron un aumento progresivo de las lesiones y formación de úlceras en la 

mayoría de los casos. Las formulaciones tópicas de MTF mostraron una relación dosis-respuesta 

significativa, con las concentraciones más altas (0,5 % y 1,5%) logrando reducciones notables en 

el tamaño de las lesiones y en la carga parasitaria. El tratamiento con 1,5% de MTF redujo las 

lesiones en un 100% después de 60 días post tratamiento, sin la presencia de amastigotes en las 

improntas ni biopsias, además de una disminución del 99,74% en la carga parasitaria. El análisis 

dosis-respuesta mostró que las concentraciones más altas fueron las más eficaces en términos de 

respuesta estética y parasitológica en el tratamiento tópico, siendo similar al tratamiento oral. Estos 

resultados refuerzan el uso de la MTF tópica como una alternativa prometedora para el tratamiento 



EVALUACIÓN DE UNA FORMULACIÓN TÓPICA DE MILTEFOSINA 317 

 

de la LC-NM, ofreciendo un enfoque terapéutico más seguro y eficaz en poblaciones con acceso 

limitado a tratamientos convencionales. 

 

En el capítulo sobre los aspectos histopatológicos, ultraestructurales e inmunológicos del 

tratamiento con fMTF en un modelo murino de LC por L. amazonensis, se concluye que el 

tratamiento con fMTF al 0,5% resultó altamente efectivo, logrando una reducción del 92,78% en 

el tamaño de las lesiones y del 99.99% en la carga parasitaria a los 60 días p.t, mientras que las 

lesiones en los ratones tratados con el vehículo sin fármaco continuaron aumentando de tamaño. 

A nivel histopatológico, se observaron mejoras progresivas en la epidermis y dermis, con la 

reversión de alteraciones severas como acantosis, espongiosis, fibrosis y necrosis, así como la 

desaparición de células gigantes, granulomas y amastigotes. En el análisis ultraestructural, los 

macrófagos infectados inicialmente presentaban vacuolas parasitóforas con amastigotes intactos, 

pero tras el tratamiento con fMTF, estas vacuolas estaban vacías, lo que indica la destrucción de 

los parásitos. Además, el tratamiento moduló a la baja el perfil de citoquinas, disminuyendo 

significativamente los niveles de IL-4, TNFα y VEGF, citoquinas asociadas con la inflamación y 

la progresión de la enfermedad. Estos cambios reflejan un efecto inmunomodulador de la MTF al 

aplicarlo tópicamente.  

En el ultimo capítulo de esta tesis, abarco el tema de resistencia a la MTF en L. amazonensis 

revelan que se lograron generar cepas resistentes en un corto período de 8 semanas bajo presión 

del fármaco, mostrando estabilidad en su fenotipo incluso sin la presencia de MTF, lo que indica 

una adaptación genética duradera. Los mecanismos de resistencia identificados incluyen 

alteraciones en la expresión de genes clave, como ros3 y MT, que reducen la capacidad del parásito 

para absorber el fármaco. No se observó resistencia cruzada significativa con otros fármacos 
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antileishmania, lo que sugiere que los mecanismos de resistencia a la MTF son específicos para 

este compuesto. Además, las cepas resistentes mostraron una infectividad reducida en las primeras 

fases de la infección, aunque estas diferencias se nivelaron en etapas más avanzadas, y en modelos 

in vivo produjeron lesiones más pequeñas y de crecimiento más lento. Se detectó una menor 

producción de ROS en los parásitos resistentes, lo que podría representar un mecanismo adaptativo 

para evadir el estrés oxidativo inducido por la MTF. A nivel molecular, las cepas resistentes 

mostraron cambios significativos en la expresión de genes relacionados con el transporte de MTF 

y la defensa antioxidante, así como una disminución en la cantidad de cuerpos lipídicos.  
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