POTENCIAL TOXICO, GENOTOXICO Y ANTI-LEISHMANIA 1

POTENCIAL TOXICO, GENOTOXICO Y ANTI-Leishmania DE UNA FORMULACION
TOPICA CONTENIENDO trans-p-cariofileno Y ACEITE ESENCIAL DE Lippia

origanoides

LAURA FERNANDA NEIRA FUENTES

Tesis de Grado para optar al titulo de

MAGISTER EN CIENCIAS BASICAS BIOMEDICAS

Directora:
PATRICIA ESCOBAR RIVERO

BACTERIOLOGA, M.Sc., Ph.D

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
FACULTAD DE SALUD
ESCUELA DE MEDICINA
BUCARAMANGA

2017



POTENCIAL TOXICO, GENOTOXICO Y ANTI-LEISHMANIA 4

AGRADECIMIENTOS

A mi tutora la Dra Patricia Escobar por su esfuerzo y dedicacién durante todos estos afios. Sus
conocimientos, sus orientaciones, su manera de trabajar, su constancia, pacienciay su motivacion
han sido fundamentales para mi formacion como investigadora. Para mi ha sido todo un placer
trabajar a su lado.

A mi familia por su amor, apoyo, compresion y respaldo.

A mis amigos de la maestria, amigos del laboratorio y amigos de la vida por estar ahi con la
palabra y consejo adecuado.

Al CINTROP y sus integrantes por proporcionar el espacio y materiales para el desarrollo de
este proyecto.

La Dra Raquel Ocazionez y Dra Elena Stachenko por la vinculaciéon al proyecto No. 4
“Evaluacion de actividades citotoxicas, alergénica, antimicrobiana, inmunomoduladora y
antitumoral de aceites esenciales y extractos SFE de plantas tropicales Colombianas, ingredientes
potenciales para las industrias cosmética, farmacéutica y aseo.

Dr. Julio Cesar Mantillay departamento de patologia por el procesamiento de biopsias y andlisis
histolégico.

Proyecto Colciencias Codigo 687 -2014 Disefio de nanosistemas de aplicacion topica conteniendo
dos medicamentos en el mantenimiento de los animales de experimentacion.

VIE Movilidad en la participacion en congreso de la Sociedad Italo latinoamericana de
Etnomedicina -SILAE XXV

Departamento de Ciencias Basicas por el apoyo econdmico para la participacion a congresos
SILAE XXV y XVI Congreso Colombiano de Parasitologia y Medicina Tropical y la compra por
importacion del medicamento miltefosina.



POTENCIAL TOXICO, GENOTOXICO Y ANTI-LEISHMANIA 5

TABLA DE CONTENIDO

INEFOAUCCION ... bbbkt 16
IO O o] =1 £ 1Y TSP 19
L0 GNBIAL ...t 19
1.2 ESPECITICOS ..uvveriietisieti ittt ettt ettt b e s b ettt e n e naere e enn 19
2. Marco teorico Y eStado del e ......cocveveieicicece e e 20
2.1. Leishmaniasis tegUMENTAIIA. .........eiiriuerireiriei ittt et 20
2.1.1. GENETAIIAUES. ... ..cueeeitetcie ettt 20
2.1.2. Tratamientos de la leishmaniasis: SiStémICOS Y tOPICOS .......cevvrverirvriiieiirircense s 23
2.2. Aceites esenciales (AE) y trans-B-cariofileno (BC) .......oovveeirinniireeiiiininssieeee s 28
2.3. FOrmMUIACIONES tOPICAS ...vvuveverererriierireeteieteeesiseeeseeseseetesessesesteseseseesessesesensenessesessesessesesenseseses 32
2.3.1. GENEIAIUAUES. ......veeeeier et 32
2.3.2. Formas farmacéuticas SeMIiSOITAS. .......ccccvriririiiiiiiinrrrs e 34
2.4. Toxicidad y genotoxicidad de 10S Materiales...........ccocvrirrieiiiiiieieinise s 36
2.4.1. Toxicidad de 10s tratamientos tOPICOS........c.cevrveriireriiriresiieeet et 38
2.4.2. Toxicidad de los AE y sus componentes Mayoritarios .........cocoeevveirreeneseenesenisiereseenenes 39
2.5. Geles, BC y AE en 1eishmaniasis .........cccviiiiiiiiiniii s 39
B =1 (T [o] [0 | - NSO SO PSP 42
BLL GBIES. et 44
311, COMPUESEOS. ...ttt ste ettt ettt sttt et et be e e st e b e bt ebese e e e e emteb e e bt ebene et e ebeneesee e eneens 44
3.1.2. Preparacion de las formulaciones tipo gel. .......ccccvvveiviiriiiiesecesee s 46

3.2. CaraCterizaCion QEIES ........civvieiiieiriees ettt ettt sttt ene s 46



POTENCIAL TOXICO, GENOTOXICO Y ANTI-LEISHMANIA 6

3.2.1. Caracteristicas Organ0lEPLICaS. ........ceiruiirieirieerreee e 47
3.2.2. Determinacion del pH de 108 geles. ..o s 47
3.2.3. Extensibilidad de 10S gEIES. ......cciveieiiiiiiese et e 47
3.2.4. Homogeneidad de 10S GEIES ........coviiiriiiiiire et e 49
3.2.5. Estabilidad de 105 GEIES.......cc.eiieiiiieieiees e 49
3.2.6. Capacidad antioxidante de 10S GEIES .......cceoveriiiiieiiiicre s 49
3.3. Ensayos de toxicidad de 10S GEIES........covvuiiieiiiinicee e 50
3.3.1. Ensayos in vitro. Prueba de toxicidad en células de mamifero............cccoeevveienccenennne 51
3.3.2. ENSAYOS 1N VIVO ..ottt ettt sttt ettt e et b sae e eneens 52
3.3.3. Ensay0s de geNOtOXICIAAA. ........ueerireeririeeeieie sttt snenens 57
3.3.4. ENSQY0S ANTIPATASITATIOS ... vveeeeereeetisireesesieeeseseeseseesesesseseseesessesesessesesessenessesessssessesesenseseses 60
4. RESUITAAOS ...t bbb 64
4.1. Caracteristicas fisico quimicas de los componentes y geles utilizados ............ccocccervrrevrine. 64
4.1.1. Espectro y pureza del trans-B-cariofileno BC .......ccocoeoireireinnineineesee e 64
4.1.2. Caracteristicas organolépticas y de pH de 105 GeleS ......ccooviveeirinrnsnneee s 66
4.1.3. EXEENSIDIITAM. .....ocvciciiicc e 68
4.1.4. Estabilidad de 10S gEIES.......coiiiiieieeeee s 68
4.1.5. Capacidad antioxidante de 10S geles Y COMPONENTES .........ccvveriiiiiieiricie e 68
4.2. Ensayos de toxicidad de los componentes y geles en células y ratones ...........ccocecevveriienne 70
4.2.1. TOXICIAAU CEIUIAT. .....cviviiiicice e 70

4.2.2. ENSAY0S 08 IMTITACION .....c.eitiiiiiiiitcicieec et sttt ne e 70



POTENCIAL TOXICO, GENOTOXICO Y ANTI-LEISHMANIA 7

4.2.3. Hipersensibilidad de contacto (HC).........couriiiiiniiiinieee e 75
4.3. ENsay0s de genOtOXICIAAN. .........oeviueirieerieie ettt 77
4.3.1. ENSAYO COMELA .....etieeieeeieetiete sttt sttt sttt ettt s aese bt see b e e ene e b e e aeebesb et besaeebe s eneenene 77
4.3.2. Ensayo micronucleos (MN) en Mmedula 0S€a ........cccuoveireeeriereririiensieesee e 79
4.3.3. Alteraciones fisicas, de comportamiento, bioquimicas e histopatologicas...........cc.c.cc....... 80
4.3.4. Alteraciones en el perfil DIOQUIMICO.........ccovriiieiice e 81
4.3.5. Estudios histopatoldgicos en higado, bazo y FIfiON..........cccoeeriiinieic e 82
4.4, ENSAY0S aNtiPATASITANIOS .. ..e.viviieieeeiinciieieseeie ettt stesestese e ne e ese e sseee e nens 83
441, ENSAYOS TN VITFO...teitiitiieieiieiieie sttt sttt sttt te bbb e et e ntenbe e e ene e 83
4.4.2. ENSAYOS IN VIVO ..voeiiinieierieieiesiete ettt ten s aesesesaete e ene e ete e stenesaeseneneesensenenennns 86
LTI 0TS0 (o] ST 88
6. Conclusiones Y reCOMENTACIONES ..........cueiirieirreiirieiree ettt 96

7. Referencia bibliografiCa .........ccvoiiiiiiiiiiccc s 99



POTENCIAL TOXICO, GENOTOXICO Y ANTI-LEISHMANIA 8

LISTA DE TABLAS
Tabla 1. Especies de Leishmania que afectan @ hUmano0s. ..........cccooerviiiineiinieieneenseesecnneene 21
Tabla 2. Medicamentos en uso para el tratamiento de la leishmaniasis. ...........ccccooevveivrieierinnnn 28

Tabla 3. Actividad biol6gica del sesquiterpeno trans-p-cariofileno en diferentes modelos
EXPEIIMENTAIES. ...ttt ettt st r e e ne et 31

Tabla 4. Composicion quimica del aceite esencial de L. origanoides quimiotipo felandreno. .... 44

Tabla 5. Caracteristicas quimicas de los componentes principales de los geles............c.ccceueuee. 45
Tabla 6. Composicion de formulaciones tipo gel. ... 46
Tabla 7. Grupos experimentales utilizados ensayos de irritacion dérmica. ...........cccceevervrervrnnee. 53
Tabla 8. Grupos experimentales utilizados en el ensayo de hipersensibilidad de contacto.......... 55
Tabla 9. Grupos experimentales utilizados en el ensayo cometa y micronGcleos. ...........c.c....... 57

Tabla 10. Grupos experimentales utilizados en los ensayos de infeccion y tratamiento anti-
LeISNMANIA TN VIVO. ...ttt ettt sttt e s 62
Tabla 11. Caracteristicas organolépticas y pH de 10S geles........ccccvvviiieiiciiiiiiivciecce e 67

Tabla 12. Calificacion de reaccion de piel de raton balb/c expuesta a los geles y componentes.. 70

Tabla 13. Caracteristicas histologicas de piel de raton BALB/C. .......ccccvvvvceriierineienreereeee 73
Tabla 14. Caracteristicas histolégicas de orejas de raton BALB/C. .........ccccovvviieeiininnininiiinns 75
Tabla 15. Porcentajes del dafio en el ADN e indice de dafio (ID). ......cccccererirerrineeninineneninisinienas 77
Tabla 16. Perfil bioquimico de ratones tratados con los componentes y l0s geles..........c.c..c....... 81

Tabla 17. Actividad toxica en células y antiparasitaria in Vitro..........c.cccovcerreninciencieieneeneen, 84



POTENCIAL TOXICO, GENOTOXICO Y ANTI-LEISHMANIA 9

LISTA DE FIGURAS

Figura 1 Ciclo de vida del PAraSitO .........ccceeeevrieiriserissieesisesee st seenes 22
Figura 2. Disefio MetodOIOGICO. .........ceiviviiriiiiieeiiee ettt 43
Figura 3. Prueba de extensibilidad cuantitatiVa. ...........cccooveeriirnnienseeeess e 48
Figura 4. Evaluacion de toxicidad en células de mamifero.. .........c.cccoevvrieniniinieieneeseeas 51
Figura 5. Ensayos de toxicidad en ratones BALB/C. ........ccccooiiiiiiiineiee e 52
Figura 6. Medicion del engrosamiento de 1as Orejas..........c.ccueeeriririririenieieeeniresse s 56
Figura 7. Metodologia in vitro utilizada para determinar actividad antiparasitaria...................... 61

Figura 8. Esquema modelo de infeccion y tratamiento en ratones BALB/c con leishmaniasis

CUBANBR ...t b bbbt b bttt 63
Figura 9. Espectro de masas del componente trans-B-cariofileno. ..........ccoccceoveieniinnnieninenns 65
Figura 10. Perfil cromatografo del trans-4-cariofileno...........ccccorrrriiiniieiiinceee e 66
Figura 11. Capacidad antioxidante de los componentes Y geles,........ccovervieiieinieienscnneenes 69

Figura 12. Visualizacion y seguimiento de los efectos del BC, AE y gel4(BC+AE+MIL) sobre la

piel de 10S ratones BALBIC........ccoviiieiieesiceee st 72
Figura 13. Cortes histoldgicos de piel de ratdn BALB/C........cccoceriiiriieiireee e 74
Figura 14. Hipersensibilidad de contacto en el modelo murino BALB/C..........cccccoevivivniininns 76
Figura 15. Porcentaje de dafio del ADN de células SanguiNeas............cccueeeriririnirinrnisveererenenenns 78
Figura 16. Ensayo cometa alcalino en células individuales.............ccccccevviiiiiiiiiiiiieseieceeee 78
Figura 17. Formacion de nicronlcleos en médula GSea. ............cccvrveerireinnieiensenee e 79
Figura 18. Extendidos de médula 6sea coloreados Con GIEMSA.. ......ccvrveveereeereeereeerereeeereneeeneas 79
Figura 19. Peso corporal de [0S ratones BALB/C........ccccoveieiiiiese s 80

Figura 20. Histopatologia de érganos de ratones BALBI/C .........cccccveiiiieiiieneiie e 82



POTENCIAL TOXICO, GENOTOXICO Y ANTI-LEISHMANIA 10

Figura 21. Actividad anti-Leishmania de componentes ¥ geles. ........covvervreirnienneiensenneennas 85

Figura 22. Eficacia de geles en ratones BALB/c infectados con L. (V.) braziliensis................... 87



POTENCIAL TOXICO, GENOTOXICO Y ANTI-LEISHMANIA

AC

ADN

AE
AE-Timol
ALT/AST
AmB
BUN

c.m

CCso
CCoo
CEso

Clso

Clgo

CPA

DC
DMSO
DNFB
DO

DPPH

DS

EMS

ABREVIATURAS

Acantosis

Acido desoxirribonucleico
Aceite esencial de Lippia origanoides quimiotipo Felandreno
Aceite esencial quimiotipo Timol
Amino alanina transferasa
Anfotericina B

Nitrégeno ureico

Campo microscopico
Concentracion citotéxica 50
Concentracion citotoxica 90
Concentracion efectiva 50
Concentracion inhibitoria 50
Concentracion inhibitoria 90
Ciclofosfamida

Dilatacion capilares
Dimetilsulféxido
Dinitrofluorobenceno

Densidad optica
1,1-difeneil-2-picril-hidrazilo
Desviacion estandar

Etil metano sulfonato

11



POTENCIAL TOXICO, GENOTOXICO Y ANTI-LEISHMANIA

EPC Eritrocito policromaticos

ES Espongiosis

EX Exocitosis

FA Fosfatasa alcalina

GC-MS Espectrometria de masas acoplado a un cromatografo de gases
GOT/AST Amino aspartato transferasa

HC Hipersensibilidad de contacto

ID indice de dafio

IM Impétigo

IP Intraperitoneal

IS indice de selectividad

LC Leishmaniasis cutanea

LTA Leishmaniasis tegumentaria americana

LV Leishmaniasis visceral

MBC Metil bencetonium clorido

MH Hidrocarburo monoterpenico

MIL Miltefosina

MN Micronucleos

MO Monoterpeno oxigenado

MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5difenil-tetrazolio bromuro
MWHD Hidrodestilacion asistida por la radiacion de microondas

p/iv Peso /volumen



POTENCIAL TOXICO, GENOTOXICO Y ANTI-LEISHMANIA

PBS
PQ
pt
SH
o)
STT
TEA
X/K

BC

Buffer fosfato salino
Paraqueratosis

Post tratamiento

Hidrocarburo sesquiterpenico
Sesquiterpeno oxigenado

Sistemas terapéuticos transdérmico
Trietanolamina

Xilacina/ketamina

trans-p-cariofileno

13



POTENCIAL TOXICO, GENOTOXICO Y ANTI-LEISHMANIA 14

RESUMEN

TITULO: POTENCIAL TOXICO, GENOTOXICO Y ANTI-Leishmania DE UNA
FORMULACION TOPICA CONTENIENDO trans-B-Cariofileno Y ACEITE ESENCIAL DE
Lippia origanoides

AUTORES: NEIRA FUENTES Laura F.; ESCOBAR RIVERO, Patricia

PALABRAS CLAVES: Leishmaniasis, trans-g-cariofileno, aceites esenciales, tratamiento
topico, geles, plantas colombianas

DESCRIPCION

Los compuestos naturales extraidos de plantas colombianas han mostrado actividad anti-
Leishmania y podrian ser utilizados como componentes de formulaciones tdpicas en leishmaniasis
cutanea (LC). El objetivo de este trabajo fue preparar, caracterizar y evaluar una formulacion
topica conteniendo trans-S-cariofileno (BC) y aceite esencial (AE) solos o combinados con
miltefosina (MIL) en modelos experimentales de LC.

Se prepararon formulaciones tipo gel con BC y AE con o sin MIL. La toxicidad fue evaluada en
células de mamifero y en ratones BALB/c. Se determing la actividad antioxidante y se realizaron
pruebas bioquimicas, irritacion dérmica, hipersensibilidad de contacto (HC), genotoxicidad
(ensayo cometa y microntcleos MN). Biopsias de piel y 6rganos fueron recolectadas para estudio
histopatoldgicos. Se determind la actividad anti-Leishmania en cepas de L.(V) braziliensis y L.(V.)
panamensis. In vivo, ratones infectados con LC fueron tratados con los geles tdpicamente durante
#20 dias. Se hizo seguimiento de las lesiones y se determind la presencia de parasitos en improntas
de piel, bazo e higado.

Se obtuvieron geles fisico-quimicamente estables con capacidad antioxidante. No se observo
alteracion en el peso ni en los niveles sanguineos de urea y enzimas hepaticas. Los geles fueron no
irritantes y ningun gel incremento el grosor de las orejas (HC). El dafio del ADN fue <27% y la
formacion de MN <3 (control 179,5+18,8). No se observaron alteraciones histopatoldgicas. En
L.(V) braziliesis y L.(V.) panamensis la actividad (Clso) del AE fue de 12,35 y >100 y del BC fue
de 3,94 y 74,01ug/mL respectivamente. En ratones, el tratamiento con el gel conteniendo AE y BC
no fue eficaz sin embargo con el gel contenido AE, BC y MIL de observd una disminucion
completa de las lesiones.

La formulacion conteniendo BC y AE es segura y apropiada para uso en el tratamiento de la LC
como vehiculo de otros medicamentos contra Leishmania.

*Tesis de grado. Maestria en Ciencias Basicas Biomédicas
** Facultad de Salud. Maestria en Ciencias Basicas Biomédicas. Director de tesis: PATRICIA
ESCOBAR Bact, M.SC, Ph.D.
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ABSTRACT

TITLE: TOXIC, GENOTOXIC AND ANTI-Leishmania POTENTIAL OF A TOPICAL
FORMULATION CONTAINING trans-B-Caryophyllene AND Lippia origanoides ESSENTIAL
OIL

AUTHORS: NEIRA FUENTES, Laura Fernanda; ESCOBAR RIVERO, Patricia

KEYWORDS: Leishmaniasis, trans-p-caryophyllene, essential oil, topical treatment, gels,
Colombian plants

DESCRIPTION

Natural compounds extracted from Colombian plants have shown anti-Leishmania activity and
could be used as components of topical formulations in cutaneous leishmaniasis (CL). The
objective of this work was to prepare, characterize and evaluate a topical formulation containing
trans-p-caryophyllene (BC) and essential oil (EO) alone or combined with miltefosine (MIL) in
experimental LC models.

Gels formulations were prepared with BC and EO with or without MIL. Toxicity was assessed in
mammalian cells and in BALB/c mice. Antioxidant activity was determined and biochemical tests,
dermal irritation, contact hypersensitivity (CH), genotoxicity (comet assay and MN micronuclei)
were performed. Biopsies of skin and organs were collected for histopathological study. Anti-
Leishmania activity was determined in L. (V) braziliensis and L. (V.) panamensis strains. In vivo,
mice infected were treated topically with gels per 20 days. The lesions were monitored and the
presence of parasites in skin, spleen and liver imprints was determined.

Physicochemical stable gels with antioxidant capacity were obtained. No alteration was observed
in weight or blood levels of urea and liver enzymes. The gels were non-irritating and a no increase
of ear thickness (CH) after challenger was observed. DNA damage was <27% and formation of
MN <3 (control 179.5 £ 18.8). No histopathological changes were observed. In L.(V) braziliensis
and L.(V.) panamensis activity (Clso) of EO was 12.35 and >100 and for BC was 3.94 and 74.01
pg/mL, respectively. EO and BC -gel was not effective in mice, however EO and BC gel combined
with MIL induced a complete decrease of CL lesions.

The formulation containing BC and EO is safe and appropriate for use in the treatment of LC as a
vehicle of antileishmanial drugs.

*Thesis of grade of Master in Basic Biomedical Science

** Faculty of Health, Master in Basic Biomedical Science, Thesis director. PATRICIA
ESCOBAR RIVERO Bact, M.SC., Ph.D.
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INTRODUCCION

La leishmaniasis tegumentaria americana (LTA) es considerada como una "enfermedad
huérfana” o desatendida afectando principalmente a personas que habitan en condiciones de
pobreza. En Colombia, se estima que existen alrededor de 11 millones de personas en riesgo de
adquirir la enfermedad, notificAndose en 2011 cerca de 9241 casos (De La Hoz et al.,2014). No
existe una vacuna ni un tratamiento ideal para su cura. Los tratamientos son pocos y presentan
contraindicaciones, efectos tdxicos, eficacia variable, y generalmente son aplicados en protocolos
largos y dolorosos (Croft et al., 2005; Ezzine Sebai et al., 2010; Saldanha et al., 2000). En busca
de alternativas terapéuticas contra esta enfermedad, se han estudiado extractos, aceites esenciales
(AE) y sus componentes mayoritarios, obtenidos de plantas medicinales y/o aromaticas los cuales
han mostrado actividad antiparasitaria en modelos in vitro (Neira et al., 2014). Son escasos los
estudios pre-clinicos que evalten en modelos animales la eficacia y seguridad de alternativas

terapéuticas especificamente la de los AE y sus derivados.

La utilizacion de tratamientos topicos en forma de geles, ungiientos, emulsiones y cremas en
LTA conteniendo medicamentos anti-Leishmania tales como paromomicina y la anfotericina B
(AmB) combinadas con antibiéticos y/o aditamentos han mostrado resultados interesantes
(Minodier y Parola, 2007; Zvulunov et al., 2003). Sin embargo, su efectividad esta condicionada
en algunos casos a la especie de Leishmania y a los efectos adversos locales tales como irritacion
en piel (Lee y Hasbun, 2003; Minodier y Parola, 2007). Una formulacion tépica ideal para el
tratamiento de la LTA debe considerar en su disefio tanto la utilizacién de un compuesto capaz de
destruir el parasito como la inclusion de agentes que mejoren la capacidad del compuesto de

atravesar el estrato corneo de la piel y favorezcan su retencion en el sitio donde va a ejercer su
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efecto (en este caso en la dermis). Igualmente, sus componentes no deben ser irritantes, ni

alergénicos y deben ser estéticamente aceptables y faciles de usar (Lorenzo et al., 2008).

El propésito principal de esta tesis fue la de disefiar y preparar una formulacién tépica 6ptima
para el tratamiento de la leishmaniasis cutdnea (LC) conteniendo un AE un componente
mayoritario llamado trans-B-cariofileno (BC). Se defini6 como dptima aquella formulacion
fisicoguimicamente estable, con capacidad antioxidante, no toxica, no genotoxica y con actividad
anti-Leishmania en modelos experimentales de LC; utilizada sola o combinada con un

medicamento utilizado sistémicamente en LC, en este caso la miltefosina (MIL).

El AE utilizado fue obtenido a partir de plantas de Lippia origanoides quimiotipo felandreno.
Este AE fue obtenido y caracterizado en el Centro de Investigacion en Biomoléculas (CIBIMOL-
UIS) en el contexto del proyecto Union Temporal-Bio-Red-Co-Centro Nacional de
Investigaciones para la Agroindustrializacion de Especies Vegetales Arométicas y Medicinales
Tropicales (UT-Bio-Red-CENIVAM). Para la preparacion de las formulaciones se parti6 de la
experiencia previa del Centro de Investigacion de Enfermedades Tropicales (CINTROP-UIS) en
la preparacion, caracterizacion y evaluacion de formulaciones tdpicas de diversas formas
farmacéuticas (e.g. geles, nanoemulsiones y transferosomas) en modelos experimentales de LC
(Hernédndez et al., 2012; Ospina et al., 2014; Rico et al., 2013). En este trabajo, dada las
caracteristicas fisicoquimicas del BC y AE se decidi6é por la preparacion de una formulacion
semisolida tipo gel. En la primera parte de este trabajo se muestra el método de preparacion de los
geles y la caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas tales como consistencia,
extensibilidad, pH, color y estabilidad. Igualmente se muestra la capacidad antioxidante de los

geles de BC y AE solos 0 adicionando la MIL.
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Para garantizar la seguridad del uso de los geles se evaluaron aspectos toxicoldgicos, y
genotoxicos tales como citotoxicidad en células de mamifero, irritacién cutanea, hipersensibilidad
de contacto, fragmentacion del ADN vy alteraciones en la funcion hepatica y renal en modelos
experimentales. Estos ensayos fueron realizados en ratones BALB/c siguiendo las directrices
internacionales de bienestar animal y buenas practicas de laboratorio, contando con aval del
Comité de Etica para Investigacion Cientifica (CEINCI) de la Universidad Industrial de Santander
(UIS). Ilgualmente, los protocolos utilizados se basaron en las directrices emitidas por la
Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OCDE) para estudios preclinicos.

Se encontraron resultados interesantes los cuales se muestran en la segunda parte de este trabajo.

En laterceray Gltima parte de este trabajo, para cumplir el propdsito de encontrar un tratamiento
alternativo para la LC en un &rea de poca inversion econdmica, se evalud la actividad anti-
Leishmania de los geles de BC y AE solos o combinados con MIL en cultivos celulares de L. (V)
brazilinesis y L.(V.) panamensis y en ratones BALB/c infectados con L.(V.) braziliensis, esta
Gltima es una de las cepas de Leishmania mas agresiva. Los resultados obtenidos constituyen una
motivacion para continuar en las fases del descubrimiento de nuevos tratamientos como son la de
completar con los ensayos preclinicos sobre los mecanismos de accién de los geles activos y asi
poder continuar a los ensayos clinicos los cuales en caso de ser eficaces darian valor agregado a

los AE para ser utilizados y comercializados en la industria cosmética y farmacéutica.
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1 OBJETIVOS

1.1 General
Disefiar una formulacion topica que contenga el BC y un AE y evaluar sus efectos toxicos,

genotoxicos y anti-Leishmania en modelos experimentales

1.2 Especificos

1. Preparar formulaciones de BC y AE fisicoquimicamente estables.

2. Determinar el posible efecto toxico y genotoxico de la formulacion tépica en modelos
experimentales.

3. Evaluar la actividad anti-Leishmania de la formulacion tdpica en diferentes estadios del

parasito y en ratones con LC,
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2 MARCO TEORICOY ESTADO DEL ARTE

2.1 Leishmaniasis tegumentaria

211 Generalidades. La leishmaniasis tegumentarias americana (LTA) comprende las
formas clinicas de leishmaniasis cutanea (LC) y leishmaniasis mucocutanea (LMC). Son
manifestaciones clinicas de un grupo de enfermedades causadas por el protozoario dimérfico del
genero Leishmania, que se transmite a los seres humanos a través de mosquitos hemat6fagos del
genero Phlebotomus en el Viejo Mundo y Lutzomyia en el Nuevo Mundo. Parasitos del genero
Leishmania mantienen su ciclo de vida a través de la transmision entre insectos (mosquito
hemato6fago) y un hospedero mamifero (Figura 1). Las formas flageladas (méviles) se denominan
promastigotes, los cuales se encuentran dentro de los mosquitos llevando un proceso de
transformacion o diferenciacion a promastigotes metaciclicos infectivos que no se replican;. Esta
es la forma infectiva la cual es transmitido por la hembra del flebétomo. Los amastigotes no tienen
un flagelo exteriorizado y viven como parasitos intracelulares en las células fagociticas de los
mamiferos tales como los macréfagos de la piel produciendo lesiones ulcerativas y/o inflamacion
destructiva de la mucosa (Kaye y Scott, 2011). Cerca de 1,5 millones de nuevos casos de LC son
reportados globalmente por afio, presentando una epidemiologia compleja que depende de la
variacion intra e inter especie (Davies et al., 1997).

La LC es causada por Leishmania (Leishmania) tropica, L. (L) major, y L. (L.) infantum en el
Viejo Mundo y por L. (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) panamensis, L. (V.)
peruviana, L. (L.) mexicana, L. (L.) amazonensis, y L. (L.) venezuelensis en el Nuevo Mundo (Ver
Tabla 1). La incidencia de la LC es heterogénea, incluyendo zonas endémicas y diseminacion de
areas las cuales se encuentran en constante cambio debido a las emigraciones, el turismo, la

urbanizacion y la expansion de los ecosistemas para el vector debido a los cambios climaticos. Un



21

marcado aumento de los casos en Europa y América se han registrado en las Ultimas décadas, y

tes-nuevos focos epidémicos importantes han surgido (Pavli y Maltezou, 2010).

Tabla 1
Especies de Leishmania que afectan los humanos.
Manifestacion Ciclo de Distribucion geografica
clinica transmision

Leishmania spp Nuevo Mundo

L.(V.) braziliensis LC, LMC Zoondtico Suramérica, parte de
Centro América, México

L. (V.) panamensis LC, LMC ZoonGtico Norte de Suramérica y
sur de Centro América

L. (V.) peruviana LC Zoon6tico Perd

L.(V.) guyanensis LC ZoonGtico Suramérica

L. (V.) lainsoni LC Zoonético Suramérica

L. (V.) colombiensis LC ZoonGtico Norte de Suramérica

L.(Leishmania) LC, LMC Zoondtico Suramérica

amazonensis

L.(L.) mexicana LC, LMC Zoondtico Centroamérica , México ,
USA

L.(L.) pifanoi LC ZoonGtico Suramérica

L.(L.) venezulensis LC Zoondético Norte de Suramérica

L.(L.) garnhami LC Zoonético Suramérica

Leishmania spp Viejo Mundo

L.(L.) aethiopica LC,LCD ZoonGtico Etiopia, Kenia

L.(L.) killicki LC Zoondtico Norte de africa

L.(L.) major LC Zoon6tico Asia, Medio Oriente,
Africa

L. (L.) tropica LC Antroponética  Asia  Central, Medio
Oriente, Africa

L.(L.) donovani LC, LV Antroponética  Africa, Asia Central

sudeste de Asia

Leishmania spp Viejo y Nuevo Mundo

L.(L.) infantum LV Zoondético Europa, Norte Africa,
Centroamérica,
Suramérica

Nota: LC, Leishmaniasis cutanea; LCM, Leishmaniasis mucocutanea; LV, Leishmaniasis

visceral. Adaptada de Reithinger et al. 2007
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Promastigotes *
prOCi§|iCOS Promastigotes
\ Metaciclicos

Figura 1 Ciclo de vida del parasito. Promastigotes prociclicos de Leishmania se replican
en el intestino del mosquito flebdtomo migrando hasta la proboscis donde se diferencian
a promastigotes metaciclicos infectivos no replicativos. Durante la picadura, el insecto
regurgita promastigotes metaciclicos junto con proteofosfoglicanos inmunomodulatorios
derivados del parasito y varios componentes salivales. Los promastigotes metaciclicos son
fagocitados por macréfagos de la piel. Después de estabilizarse como residente
intracelular, promastigotes metaciclicos se transforman en amastigotes. Los amastigotes
se replican dentro de las células hospederas, que se rompen cuando demasiados
amastigotes estan presentes, lo que permite la reinfeccion a otros macréfagos locales. El
ciclo de trasmision se completa cuando macrofagos infectados son tomados por otro
mosquito al alimentarse de sangre del mamifero y amastigotes se convierten en
promastigotes en el mosquito. Adaptado de Kaye y Scott 2011.
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2.1.2 Tratamientos de la leishmaniasis: sistémicos y tépicos. Los tratamientos de
primera linea se basan en el uso de antimoniales pentavalentes (SbY) como el antimonio de
meglumina (Glucantime®) y el estibogluconato de sodio (Pentostam®). En caso de falla
terapéutica se utiliza la anfotericina B (AmB, Fungizone®), isotianato de pentamidina, miltefosina
(Impavido®) y paromomicina (Ver Tabla 2).

Los tratamientos sistémicos han sido utilizados en la terapia de todos los tipos de leishmaniasis
encontrandose disponible el Pentostam® para la administracion intravenosa y el Glucantime®
para la administracion intramuscular. Estos ShY actian como prodrogas que se convierten a su
estado trivalente Sb"' en el interior de la célula siendo este mas activo y toxico. El mecanismo de
accion no estd bien definido sin embargo se ha propuesto la inhibicion del sistema
glutation/tripanotion reductasa (Cunningham y Fairlamb, 1995) y se cree que inhibe la sintesis de
ATP y promueven el aumento de citoquinas (Pathak y Yi, 2001). Sin embargo, el uso de estos
medicamentos esta limitado por sus efectos toxicos tales como mialgia y cardiotoxicidad. (Frézard
et al., 2009). Se ha reportado variabilidad de la eficacia al tratamiento segln la especie de
Leishmania, encontrando cura del 51% de infecciones con L.(V.) braziliensis y sélo un 26% en
infecciones con L: (V.) guyaniensis (Romero et al., 2001). En las ultimas década se ha reportado
la aparicion de cepas resistentes a los SbY como en la India donde la falla terapéutica ocurre en el

50-65% de los pacientes (Sundar, 2001).

El isotianato de pentamidina es una diamina aromatica usada como terapia alternativa a las
cepas resistentes a ShY. Se administra via parenteral produciendo efectos adversos como
hipoglicemia, hipotension y dolor en el sitio de inyeccion (Ameen, 2007). La pentamidina actla
sobre el genoma del parasito al obstaculizar la replicacién y transcripcion a nivel mitocondrial

(Mishra et al., 2007). La falla del tratamiento depende en parte del tiempo de inicio de la terapia
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reportandose una falla del 5% si la pentamidina se da en el primer mes de evolucion vs 25% si se

da después (Minodier y Parola, 2007).

La AmB (Fungizona®) es un antibiético macrélido antifngico producido por la bacteria
Streptomyces nodusus. La actividad de la AmB es atribuible a la selectividad por los esteroles de
la membrana celular del parasito llevando a la formacion de poros acuosos resultando en
lisis.(Ramos et al., 1996). Se han reportado reacciones adversas como fiebre, tromboflebitis,
miocarditis, severa hipocalcemia, disfuncion renal, requiriendo hospitalizacion 'y
monitoreo.(Balafia et al., 1998). Sin embargo, su efecto téxico ha sido reducido debido al
desarrollo formulaciones liposomales (AmBiosome), complejos lipidicos (Abelcet) y dispersiones
coloidales (Amphocil) cuyo altos costos de fabricacion ha sido limitante para su uso (Monzote,

2009).

Tratamientos orales a base de azoles han sido probados, como el ketoconazol (600 mg/d en
adultos y 10mg/kg/d en nifios por un mes). Su eficacia podria variar segun la especie de Leihmania
involucrada. Sin embargo, no es utilizada cominmente (Saenz et al., 1990; Salmanpour et al.,
2001). El Itraconazol (100-400 mg/d) ha sido utilizado con eficacia variable en india, Brasil,
Argentina, Italia y Reino Unido (Minodier y Parola, 2007). Sin embargo, en Irdn en casos de LC
producida por L.(L.) major han encontrado bajas tasas de respuesta. En el Ecuador pacientes con
LMC producida por L.(V.) braziliensis, el tratamiento itraconazol mostré una cura de solo el 23%

en 13 pacientes tratados (Calvopina et al., 2004).

La azitromicina es un antibidtico azélido de la familia de los macrélidos. Es un compuesto
utilizado via oral y su seguridad en nifios tiene ventaja para el tratamiento. Es capaz de inhibir
promastigotes y amastigotes en cultivos celulares y en modelos murinos de L. (L.) major

(Krolewiecki et al., 2002). Pacientes infectados con L. (V.) braziliensis fueron tratados con
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azitromicina (500-1000 mg/d por 4 meses de tratamiento) mostrrando una cura del 85% de ellos

(Silva et al., 2004).

La miltefosina (Impavido®) fue originalmente desarrollada como un agente antineoplasico.
Este medicamento de uso oral ha demostrado ser activa en modelos experimentales y en diferentes
formas clinicas de leishmaniasis (Garnier y Croft, 2002). Es un inhibidor de la proteina quinasa B,
proteina implicada en la via de sefializacion del ciclo celular y su mecanismo de accion ha sido
relacionado con su capacidad de alterar el contenido de lipidos de la membrana celular y como
modulador de la respuesta inmune (Ruiter et al., 2003). En la India, la miltefosina (2,5mg/kd/d por
28 dias) es dado para el tratamiento de la LV producida por L. (L.) donovani con resultados de
cura del 94 y 97% en nifios y adultos (Sundar et al., 2002). En Suramérica, este medicamento ha
sido utilizado en el tratamiento de LC siendo eficaz en cepas de L.(V.) panamensis en un 91%
variando en cepas de L. (L.) mexicana con un 60% de eficacia o L. (V.) braziliensis con un 33%
(Soto et al., 2004). Sin embargo, a pesar del gran espectro de actividades que tiene su efectividad
es variable y su uso ha sido asociado con molestias gastrointestinales, efectos teratégenos (por lo
que es poco recomendado en mujeres en edad fértil) y toxicidad en higado y rifiones requiriendo

monitoreo a los pacientes (Croft et al.,2005).

En LC se han desarrollado tratamientos topicos conteniendo medicamentos los cuales son
preferibles a los de uso sistémico debido a la reduccion de los efectos adversos, a su facil
administracion y bajo costo, Sin embargo, tiene limitaciones dado que podrian sea activos solo en

lesiones Unicas y presentan algunas veces irritacion o alergias en la piel.

Un antibidtico utilizado como tratamiento tépico en LC hace aprox 40 afios es el sulfato de
paramomicina (Mishra et al., 2007). Es un aminoglucosido y su actividad antiparasitaria es

conocida ademas en amibiasis, helmintiasis intestinal y leishmaniasis. En LC ha sido utilizada en
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forma de ungliento (15% de paromomicina asociada con 12% de metil-bencetonium clorido,
MBC) mostrando efectividad en pacientes infectados con L. (L.) major, L. (L) tropica, L. (L.)
mexicana y L. (V.) panamensis. Sin embargo se han observado efectos secundarios locales debido

a la utilizacion del MBC (Minodier y Parola, 2007).

La AmB también se ha formulado para uso topico (Amphocil® en 5% etanol) mostrados
resultados satisfactorios en pacientes infectados con L. (L.) major en Israel. Sin embargo, debido
a los altos costos del Amphocil, se restringe su uso (Minodier y Parola, 2007; Ruiz et al., 2002).
Se han producido algunas formulaciones topicas de miltefosina al 6% como el Miltex® utilizado
en casos de metastasis de cancer en piel (Garnier y Croft, 2002). En modelos experimentales
murinos infectados con L.(L.) mexicana y L.(L.) major el tratmiento con Miltex® mostré reduccion
de las lesiones, sin embargo, se observo reactivacion después de dos meses de tratamiento

(Schmidt-Ott et al., 1999).

El Imiquimod (Aldara®) es una molécula sintética con actividad inmunomoduladora utilizado
al 5% en crema para enfermedades cutaneas inducidas por el virus del papiloma humano (VPH).
Esta imidazoquinolina es un modificador de la respuesta inmune de monocitos y macrdfagos, e
induce una liberacion creciente de interferon-a (IFN-a), factor de necrosis tumoral (TNF-o) e
interleuquinas IL-1b, IL - 6 o IL - 8. En un ensayo de infeccion in vitro y en ratones, el imiquimod
demostré una actividad anti-Leishmania induciendo la expresion y la liberacion de 6xido nitrico
(Buates y Matlashewski, 1999). El Imiquimod se utiliz6 en combinacion con SbY en el tratamiento

de la LC inducida por L. (V.) peruviana disminuyendo el tiempo de curacién (Miranda et al., 2005).

Actualmente en ensayos clinicos se encuentran en fase 2 y 3 varios tratamientos topicos de
leishmaniasis. En uno de ellos se combina el uso de la termoterapia aplicando calor local producido

por las ondas de radiofrecuencias (Themo-Med®) y el tratamiento oral con miltefosina por 20 dias-
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(ClinicalTrials.gov:NCT02687971)(Lopez, 2013). Otro tratamiento combina el tratamiento del
Imiquimod con el de SbV partiendo de la hipdtesis de que las lesiones en los pacientes que reciben
el tratamiento combinado resuelve mas rapidamente y sin producir cicatrices como el tratamiento
con ShY solo (ClinicalTrials.gov :NCT00257530). Otro estudio clinico en ejecucion es la
evaluacion de seguridad y eficacia de la crema tépica de AmB al 3% (Anfoleish), aplicada 2-3
veces al dia durante 4 semanas en individuos con LC no complicada (ClinicalTrials.gov

NCTO01845727).



Tabla 2

Medicamentos en uso para el tratamiento de la leishmaniasis.

Medicamento

Dosis

Comentario

Sh¥

20 mg/Kg/dia por Pentostam
20 dias en LC y cerca de

Propiedades y

administracion
contiene
3% vy

28diasen LMCy Glucantime cerca de

Para LC o LV. Respuesta
variable en diferentes
especies que causan LC.

LV. 28% antimonio  Tratamiento mas
pentavalente, econdémico.
intravenoso 0
intramuscular.
AnfotericinaB 0,5 — 1,0 mg/Kg Antibidtico  polieno, Para todas las forma
(Fungizone) por 20 a 40 dias producto de clinicas de la enfermedad.
segln respuesta fermentacion de
clinica (LMC vy Streptomyces  nodus,
LV) intravenoso.
Miltefosina 2,2 mg/Kg/dia Hexadecilfosfocolina,  Primer medicamento de
(Impavido®)  por 32 dias LC  oral uso oral en LV. También

efectiva en algunas
especies que causan LC.
Contraindicado en mujeres
embarazadas debido a

efectos teratégenos en
ratas.
Paromomicina Aplicacion dos Aminoglicosido, Formulacion topica (12%)
veces al dia por producto de la con cloruro de
20 a 30 dias. fermentacion de metilbencetonio  avalado

Streptomyces rimosus.
Se suministra en forma
de sulfato. En LC se
suministra via topica y
en LV intramuscular.

para LC. Via topia con
gentamicina se encuentra
en ensayos clinicos fase III.
Medicamento  registrado
para LV en india.

Isotianato de
pentamidina

3 mg/Kg/dia
8 dias LC
22 dias LMC

Diamidina, como sal de
isetionato,
intramuscular

Para formas especificas de
LC en Suramérica
Unicamente.

28

Nota: LC: Leishmaniasis cutanea, LMC: Leishmaniasis mucocutanea, LV: Leishmaniasis visceral.
Tomada y modificada de Croft Y Olliaro 2011.

2.2 Aceites esenciales (AE) y trans-g-cariofileno (pC)

Los AEs son mezclas volatiles originadas de componentes organicos de una fuente botanica

simple, los cuales contribuyen al sabor y fragancia de las plantas. La palabra "esencial” es usada
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para reflejar la naturaleza intrinseca de la planta y "aceite™ es usado para indicar un liquido que es
insoluble e inmiscible con el agua. Las plantas que producen AE pertenecen a diferentes especies
botanicas y estan distribuidas en todo el mundo. Pueden contener cerca de 20 a 60 componentes
de los cuales dos a tres son los de mayor concentracién (20-70%). Generalmente estos
componentes principales determinan las propiedades bioldgicas del AE (Bakkali et al., 2008;

Tisserand y Young, 2014).

Se componen principalmente de terpenos, terpenoides, aromaticos y constituyentes alifaticos,
todos caracterizados por #a-su bajo peso molecular. Los terpenos constituyen el 90% de los AE y
forman diferentes clases estructurales y funcionales. Los compuestos aromaticos se producen con
menor frecuencia que los terpenos y se derivan del fenilpropano. Los compuestos azufrados o
componentes nitrogenados como glucosinolatos o derivados, también son caracteristicos de los

metabolitos secundarios de diversas plantas (Bakkali et al., 2008; Garcia y Carril, 2011).

Los AE presentan diversos tipos de efectos benéficos para el ser humano, pueden tener actividad
fungicida (Hernandes et al., 2014; Lozada, 2012), antibacterial (Freires et al., 2015), insecticida,
repelente (Veraet al., 2014), antiparasitaria (Escobar et al., 2010; Leal et al 2013), antiinflamatoria
(Silva et al., 2004), ademas se han utilizado como antioxidantes en la industria de alimentos como

aditivos en la elaboracion de alimentos funcionales (Esquivel et al., 2007).

Entre los terpenos aromaticos volatiles se encuentra el sesquiterpeno BC, el cual se encuentra
abundantemente en AE de plantas como orégano (Origanun vulgare L.), canela (Cinnamomun
spp) Yy la pimienta negra (Piper nigrum L.). En la naturaleza, el pC se encuentra junto con su
isomero iso-cariofileno y a-humuleno. El BC es comercialmente usado como aditivo de alimentos
y en la industria cosmética (Skold et al., 2006;; Gertsch et al., 2008). En diversos modelos

experimentales se ha evaluado su actividad antigenotéxica (Alvarez et al., 2013), antiinflamatoria
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(Rg Gertsch et al., 2001), anestésica (Ghelardini et al., 2001) y anti-Leishmania (Leal et al., 2013;

Leite et al., 2013; Soares et al.,2013).



Tabla 3.

Actividad biolégica del sesquiterpeno trans-g-cariofileno en diferentes modelos experimentales.

Modelo

Actividad Bioldgica .
experimental

Concentracion/
Administracion

Resultado Referencia

Antigenotoxica Raton Swiss

E. coli WP2uvrA

20, 200, 2000 mg/Kg -
oral

9.0-2.3 mg/placa

Disminucion del 80% del
efecto del benzopireno

Actividad a 6.40 mg/placa (Di Sotto et al., 2008)
contra 2-nitrofluoreno

(Alvarez-et al., 2013)

TA 98y TA 100

notoxi
Genotoxica Raton NIH

9.0-2.3 mg/placa
20, 200, 2000 mg/Kg
oral

Negativo (Di Sotto et al., 2008)
Negativo clastogenicidad (Molina et al., 2009)

Sangre periférica

500 nM

Inhibicion de citosinas pro (Gertsch et al., 2008)

.. . humana inflamatoria.

Anti inflamatoria Ratones Inhibicién edema
C57BL/6J 5and 10 mg/Kg - Oral producido por carragenina
Reflejo

Anestésico conjuntival ~ en 10-1000 g/ml 5a 15 minutos el efecto  (Ghelardini et al., 2001)
conejo

0, 4
Alergénica Conejillo de india 6.8% (3.3x10"mol/g) Negativo sensibilizacion ~ (Skéld et al.,, 2006)

Inyeccion intradérmica

Cultivos celulares
Antiparasitaria parasitarios  “in
vitro”

Trypanosoma cruzi
L. (V.) braziliensis

L.(L). infantum
L. (L.) amazonensis

Clso 2.89 — 24.54 ug/mL.  (Leal et al.,2013)
o 0

Inhibicion 100% a 50 (Leite et al., 2013)

pg/mL

Clso: 24,02- 53,39 pg/mL

Clso: 1.3 ug/mL (6.4 uM) (Soares et al., 2013)

Nota: Clsg, Concentracion inhibitoria 50

31
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2.3 Formulaciones topicas

23.1 Generalidades. El tratamiento topico se refiere a la aplicacion de
formulaciones terapéuticas directamente sobre la piel, el cual va a tener una accion local y
sistémica del compuesto activo (Porras, 2007). Las formulaciones pueden atravesar la piel
por la ruta intercelular, transcelular, transfolicular, via glandula sebacea, via glandula
sudoripara y mixta (Villarino y Landoni, 2006).

La piel es el drgano mas extenso en los mamiferos y sirve como una barrera protectora en
la interfaz entre el cuerpo humano y el medio ambiente circundante. Protege los 6rganos
contra los patdgenos y microorganismos (Groeber et al., 2011). La piel se divide en dos
regiones distintas Ilamadas epidermis y dermis. La epidermis derivada del ectodermo, es una
capa epitelial compuesta de queratinocitos, que proveen la integridad del a piel, células de
Langerhans y células dendriticas. La dermis es un tejido derivado del mesodermo que forma
una capa estromal debajo de la epidermis poblada por fibroblastos que secretan componentes
de matriz extracelular, ademas de células inmunes incluyendo células T, mastocitos y células

dendriticas dérmicas (Bensouilah y Buck, 2006; Kaplan et al., 2012).

Para que un tratamiento topico sea eficiente se tiene en cuenta la estabilidad, solubilidad
y absorcion del medicamento o formulacion en la piel, ya que son caracteristicas que influyen
en la biodisponibilidad y la orientacion del compuesto administrado sobre el tejido diana
(Santini et al., 2015). Con el fin de optimizar la liberacion localizada del tratamiento, la via
topica ha sido una de las opciones de terapia no invasivos, el cual mejora el-cumplimiento

del-tratamiento-por—elpaciente—la farmacocinética de los compuestos degradables, —y-la

reduccién de los efectos secundarios_y el cumplimiento del tratamiento por el paciente

(Santini et al., 2015).
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Sin embargo, la administracion topica presenta dificultades en la permeacion de la
epidermis especialmente por la capa externa (estrato cérneo) y para determinar la cantidad

exacta de farmaco que llega a las capas de la piel en el sitio deseado (Santini et al., 2015).

En el tratamiento topico intervienen tres elementos: EI compuesto activo, el vehiculo y la
técnica de aplicacion. El compuesto activo es la molécula empleada para el tratamiento, el
cual se clasifica en funcion a su aplicacion clinica como antimicrobiano, antiinflamatorios,
inmunomoduladores. El vehiculo o excipiente son sustancias que proporcionan las
caracteristicas fisico-quimicas al producto. La duracion de la accion y la absorcion del
compuesto activo son mayores cuanto mas graso es el excipiente. Segun su naturaleza los
excipientes se clasifican como polvos, liquidos y grasas, los cuales se empelan en forma de
emulsiones, soluciones, geles, cremas, entre otros. En cuanto a la técnica de aplicacion, se
encuentra la hidratacion cutanea y la oclusion las cuales favorecen la penetraciéon y aumentan

la eficacia del compuesto activo (Lazaro y Moreno, 2010).

Las formulaciones aplicadas en la piel, permite al compuesto activo difundir desde el
estrato corneo hasta la hipodermis e ingresar al torrente sanguineo produciendo un efecto
sistémico. La colocacién de pomadas, lociones o cremas sobre la piel tiene variaciones en la
magnitud y duracion del efecto farmacoldgico, asi como niveles sanguineos muy variables,
debido a las diferencias en la permeabilidad intrinseca de la piel y sus condiciones, y la
naturaleza del vehiculo. Una de las primeras modalidades de terapéutica transdérmica, el
ungiiento como vehiculo, ha sido reemplazada por dispositivos que permiten controlar la
dosificacion. Los sistemas terapéuticos transdérmicos (STT) son sistemas de liberacion
sostenida cuyo objetivo es el de suministrar el medicamento a la velocidad necesaria para

conseguir y mantener una concentracion plasmatica constante (Villarino y Landoni, 2006).
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Como potenciadores de la permeacion en tratamiento tdpicos, los AE pueden incrementar la
liberacion de medicamentos de tamafio pequefio dentro de la piel debido a la interaccion con
los lipidos intracelulares a través de procesos fisicos incluyendo extraccion, fluidizacion y
separacion de fases. Mientras los AE y sus componentes pueden penetrar facilmente a través
de la piel hasta la sangre, lo cual los hace facilmente excretados por el cuerpo en la orina 'y
las heces. Por lo tanto, los AE cada vez son mas utilizados como potenciadores de la
permeacion debido a su perfil de seguridad comparado con otras sustancias o sistemas. Se ha
encontrado que capacidad de permeacion del AE completo es significativamente mayor que

la capacidad de sus componentes principales al ser evaluados solos (Chen et al., 2015).

232 Formas farmacéuticas semisdlidas. Las formas de dosificacion semisélidas
de uso topico se presentan normalmente en formas de cremas, geles, ungiientos o pastas.
Contienen uno 0 mas ingredientes activos disueltos o uniformemente dispersos en una base
adecuada y excipientes como emulsionantes, agentes de aumento de la viscosidad, agentes
antimicrobianos, antioxidantes y estabilizantes. La eleccion de una base para formas de
dosificacion depende de factores como, el efecto terapéutico, naturaleza del ingrediente
activo a incorporar, la disponibilidad del ingrediente activo en el sitio de accion, condiciones
ambientales en las que se pretende administrar el producto (Gupta y Garg, 2002).

Las cremas son preparaciones semisolidas homogéneas que consisten en sistemas de
emulsion opacos. Su consistencia y sus propiedades reolégicas dependen del tipo de
emulsion, ya sea agua en aceite 0 aceite en agua y la naturaleza del principio activo en la fase
interna. Las cremas estan destinadas a la aplicacion en la piel o ciertas membranas mucosas
para propositos terapéuticos, especialmente cuanto no sea necesario un efecto oclusivo

(Gupta y Garg, 2002).
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Los ungientos son preparaciones semisolidas, homogéneas, formadas por dos grasas
destinadas a una aplicacion externa a la piel o0 membranas mucosas. Estos son utilizados
como emolientes o para aplicacion de ingredientes activos a la piel con fines protectores o

terapéuticos que se desea un grado de oclusion (Revoredo et al., 1998).

Por otro lado las pastas son preparaciones semisolidas homogéneas que contienen altas
concentraciones de sustancias en polvo insolubles (normalmente no menor del 20%)
dispersos en una base adecuada liposoluble. Son generalmente menos grasosas, mas
absorbentes y rigidas en consistencia que los unglientos debido a la gran cantidad de
ingredientes en polvo presentes. Algunas pastas consisten en una sola fase, como pectina
hidratada, y otras consisten en un material grueso y rigido que no fluye a temperatura
corporal. Las pastas deben adherirse bien a la piel. En muchos casos forman una pelicula

protectora que controla la evaporacion del agua (Gupta, P y Garg 2002).

Los geles son sistemas coloidales que envuelven y atrapan el agua en una red
tridimensional compuestos por agua y sustancias gelificantes y concentradoras, humectantes,
emolientes, conservantes, aromas y colorantes que mejoran la apariencia del producto.
Dependiendo de su comportamiento frente al agua se clasifican en geles hidréfilos o
hidrogeles y geles hidréfobos o lipogeles. Los primeros estan constituidos por agua,
glicerina, propilenglicol u otros liquidos hidrofilicos y por sustancias gelificantes como
polimeros carboxilicos. Los lipogeles estan constituidos por parafina liquida adicionada de
polietileno, por aceites grasos gelificados o por jabones de alumnio y zinc. Son vehiculos
oleosos oclusivos de diversa consistencia que por su accion emoliente-lubricante son aptos

para el tratamiento de las dermatitis cronicas (lbrahim et al., 2013; Ahmed, 2015).
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Los geles han atraido un interés notable por su uso en la administraciéon de farmacos
debido a sus propiedades fisicas. La alta porosidad que caracteriza a los hidrogeles puede
ajustarse facilmente mediante el control de la densidad de enlaces cruzados en su matriz y la
afinidad al agua. Su estructura porosa también permite que medicamentos sean cargados y
luego liberados. Las ventajas ofrecidas por hidrogeles para la aplicacion de administracion
de farmacos incluyen la posibilidad de una liberacion sostenida del farmaco, lo que resulta
en el mantenimiento de una alta concentracion local de un principio activo durante largos
periodos. El farmaco se puede cargar en un gel y liberarse a través de los mecanismos de

difusion controlada, que existen en la piel (Calé y Khutoryanskiy, 2015).

2.4 Toxicidad y genotoxicidad de los materiales

La toxicologia es la ciencia que estudia los efectos_tdxicos de compuestos en seres vivos
y en los ecosistemas. Tiene como objetivo determinar los efectos adversos de los materiales
artificiales incluyendo la prevencion y la mejora de dichos efectos y la identificacién de los
peligros potenciales de sus productos (Oberddrster, 2010). La creciente fabricacion y uso de
formulaciones para diversas aplicaciones industriales y biomédicas, asi como de productos
de consumo, ha generado serias preocupaciones acerca de la seguridad de estos para la salud

humana y del medio ambiente (Oberddrster, 2010).

La toxicidad es la medida de dafio no deseado e inespecifico sobre células, 6rganos o
individuos causados por la exposicion a un compuesto cuyas propiedades intrinsecas son
modificadas por las vias de administracion (oral, cutanea, inhalatoria, sistémica), la dosis y
la distribucidn en el tiempo. Todo compuesto puede ser potencialmente téxico ya que puede
causar dafos e incluso la muerte después de una exposicion excesiva. La mayoria pueden ser

usados de forma segura si se toman las precauciones para que la exposicion esté siempre por
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debajo de unos limites tolerables y apropiados (Oberddrster, 2005). Un compuesto ejerce
accion toxica al alterar las funciones del organismo a nivel celular, bioquimico y molecular
teniendo como consecuencia una manifestacion observable de un efecto el cual puede ser
reversible (desparece al corto tiempo) e irreversible (no desaparece). Ademas, es posible
estimar el riesgo o peligro potencial que un agente quimico puede ocasionar sobre un
organismo vive—cuando es objeto de exposiciones agudas o crdnicas. Existen modelos
experimentales que se exponen a dosis Unicas (toxicidad aguda) o repetidas (subagudas,
subcronicas y cronica) del compuesto por la via de administracion que se piensa emplear

(Mendoza, 2008).

La genotoxicidad se refiere a la capacidad que tienen los agentes quimicos o fisicos de
alterar la estructura, el contenido de la informacion o la segregacion del ADN-eriginande
dafos-enelADN, leseualesque pueden interferir en los procesos normales de replicacion o
funcionamiento celular. Por lo tanto, las pruebas de genotoxicidad incluyen pruebas que
proporcionan informacion unra—indicacion—del dafo inducido al ADN (pero no pruebas
directas de mutacion) a través de efectos tales como roturas de cadenas de ADN, fa-sintesis
de ADN no programada, intercambio de cromatidaes hermanas, fa-formacion de aductos de
ADN o recombinacion mitética. Los resultados de los ensayos de genotoxicidad se suelen
tomar como indicadores de efectos mutagénicos los cuales se transmiten en la division celular
ocasionando enfermedades, como el céncer e induciendo muerte celular (Tisserand et al.,

2014).
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24.1 Toxicidad de los tratamientos topicos. El vehiculo o los compuestos activos
de un tratamiento topico cutaneo (glucocorticoides, retinoides, antibidticos, antiflngicos)
puede producir efectos locales adversos, donde los de mayor importancia son: irritacion,
sensibilizacion alérgica, atrofia, comedogenicidad, formacién de telangiectasias, prurito y
dolor. En el caso de los glucocorticoides los efectos adversos son la formacion de estrias
distensa, atrofia cutanea y la rosacea esteroidea. Suelen formarse papulas, puUstulas y
granulomas (Chambergo y Valdivia, 2003; Lorenzo-Velazquez y Lorenzo Fernandez, 2008).
En LC se han desarrollado ungtentos conteniendo medicamentos como la paromomicina de
baja toxicidad o algunos preparados con dimetilsulféxido (DMSO) los cuales fueron
irritantes y con baja efectividad (Lee y Hasbun, 2003).

Existen organizaciones internacionales interesadas en la aplicacion de politicas nacionales
que garanticen el desarrollo responsable de biotecnologias como la OCDE la cual ha se ha
centrado en la evaluacion y valoracion de formulaciones que aseguren la salud humana y la
seguridad ambiental (Kearns et al., 2009). Se han desarrollado protocolos que evallan la
toxicidad y genotoxicidad de los compuestos quimicos libres o formulados en modelos
experimentales in vitro e in vivo determinando la irritacion de las formulaciones en dosis
Unicas o multiples mediante la produccion de edema e eritema y cambios histolégicos (de
Oliveira et al., 2014). Igualmente se ha determinado la fotoxicidad en lineas celulares de
fibroblastos murinos (Ceridono et al., 2012; Kejlova et al., 2007), la hipersensibilidad de
contacto (Ceridono et al., 2012), las alteraciones en la funcion hepatica y renal (Liu et al.,
2004), la fragmentacion del ADN por el ensayo cometa alcalino (LLana et al., 2014) y la

formacion de microntcleos (OCDE, 2014).
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2.4.2 Toxicidad de los AE y sus componentes mayoritarios. Los AE han estado
involucrados como causantes de reacciones en la piel incluyendo dermatitis de contacto
alérgica, dermatitis de contacto irritante, reacciones fototoxicas y urticarias de contacto
debido a exposiciones Unicas o multiples de los AE (Bleasel et al., 2002; Kanerva, 2000).
También se han asociado a casos de intoxicaciones por la ingestion oral de aceites sin diluir,
en concentraciones mas altas que las dosis terapéuticas, que llevan a sintomatologia de
vomitos, convulsiones, fiebre, entre otros, dependiendo de la toxicidad inherente del AE
(Tisserand y Young, 2014a). La fototoxicidad de los AE se debe al tipo de molécula presente
y a su capacidad de produccion de diferentes radicales con o sin exposicion a la luz.
Moléculas como las furocumarinas fotoactivas, presentes en el AE de Citrus aurantium,
contienen psoralenos que se unen al ADN bajo exposicion de—a la luz ultravioleta
produciendo aductos en el ADN (Bakkali et al., 2008). Los AE pueden ingresar a la célula
sin dafar las membranas, proteinas y/o el ADN. Sin embargo, podrian producirse radicales
cuando las células se encuentran expuestas a la activacion de la luz (Averbeck et al., 1990).

La citotoxicidad de los AE se debe en parte a la cantidad de sus diversos componentes
tales como fenoles, aldehidos y alcoholes (Bruni et al., 2004). Su naturaleza lipofilica permite
el paso a través de las membranas celulares, alterando su estructura u organizacion dinamica
de la bicapa lipidica, aumentando la permeabilidad, la perdida de iones, la reduccion del
potencial de membrana mitocondrial, el colapso de la bomba de protones y la deplecién del

ATP (Turina et al., 2006).

2.5 Geles, BC y AE en leishmaniasis
A pesar del impacto de esta enfermedad, los tratamientos disponibles son limitados y no

existe vacuna. Por esto la bisqueda de alternativas terapéuticas contra la LC es apremiante.
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Con respecto a la actividad anti-Leishmania del BC, diversos estudios establecen su efecto
toxico frente al parasito en modelos in vitro o como componente mayoritario de determinados

AE (Leal et al., 2013; Neira et al., 2014).

Estudios realizados han demostrado el efecto anti-Leishmania del AE de Chenopodium
amobrosioides donde muestran una mejor eficacia en el tratamiento intralesional en ratones
BALB/c infectados con L.(L.) amazonensis en comparacion con sus componentes
mayoritarios (carvacrol, ascaridol y oxido de cariofileno) a concentraciones de 30 mg/kg.
Ademads, este AE mostrd mejores resultados que el Glucantime al ser administrado cada 4
dias por 14 dias. Se realizd mMezclas de los componentes mayoritarios-fue-realizada, sin
embargo, no fue—seguro—debide—a—gue—los ratones murieron a la tercera dosis del
tratamiento.(Monzote et al., 2014). La busqueda de efectividad contra el parasito y la no
toxicidad ha llevado a un estudio mas meticuloso del AE y sus componentes; Se han
realizaron ensayos de sinergismos entre los componentes mayoritarios del AE encontrando
efecto sinérgico entre la combinacion de ascaridol-carvacrol con un indice de concentracion
inhibitoria fraccional (CIF) de 0,171, mientras una actividad indiferente entre las
combinaciones de ascaridol- oxido de cariofileno (indice CIF: 3,613) y carvacrol -oxido de
cariofileno (indice CIF: 2,356). La proporcion utilizada que mostré mejores resultados anti-
Leishmania tanto in vitro como in vivo con baja toxicidad fue un radio de 1:4 ascaridol -
carvacrol (Pastor et al., 2015).

Otros AE como el de Artemisia absinthium administrando intralesionalmente cinco dosis
de 30mg/kg demaostré control en el tamafio de las lesiones y carga parasitaria en comparacion
con los animales tratados con Glucantime y sin tratamiento- (Monzote et al., 2014). En otro

estudio el AE de Tetradenia riparia redujo la carga parasitaria de L.(L.) amazonensis en el
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bazo de ratones BALB/c al ser aplicarlo tépicamente a concentraciones de 0,5 y 1% (Cardoso
et al., 2015).

Algunas formulaciones topicas semisélidas tipo gel han sido estudiadas utilizando el AE
como excipientes o vehiculos. Se ha utilizado un AE en la preparacion de una nanoemulsion

(NE) con el fotosensibilizador ftalocianina de zinc (PcZn, compuesto utilizado en la terapia

fotodindmica) utilizando el AE de Eugenia caryophyllata, Se-encontrandoseé que la NE con
el AE mestraban—unaposeia mayorejer estabilidad y wnr—mayer—efecto contra L.(L:)
amazonensis y L.(L).infantum que sin el AE (de Oliveira et al., 2017).

Los AE han sido utilizados como potenciadores de la permeacion (PPs) llamado la
atencion de los investigadores (Chen et al., 2015). Ellos podrian remplazar compuestos
quimicos con estructura similar. Un ejemplo es la utilizacion del acido oleico el cual ha sido
utilizado en la preparacion de emulgeles en LC sirviendo como vehiculo de la AmB,
mejorando el tratamiento topico por infecciones por L.(L).major (Pinheiro et al., 2016).

Igualmente se han preparados hidrogeles conteniendo paramomicina (30mg/mL) y
chitosan el cual es un biomaterial excipiente utilizado en el cuidado de heridas. Este hidrogel
han reducido el tamafio de la lesion y carga parasitaria en ratones BALB/c infectados con
L.(L.) major (Schwartz et al., 2014). Geles de paramomicina al 10% fueron evaluados en
hamsteres infectados con L. (L.) amazonensis y L. (V.) braziliensis encontrandose una mayor
efectividad comparada con el tratamiento parenteral del SbY en L. (L.) amazonensis, mientras
que el efecto frente L.(V.) braziliensis fue similar (Gongalves et al., 2005).

Por lo anterior, el uso de los compuestos mayoritarios como el BC y un AE podrian
constituir una excelente opcion en las formulaciones de uso tépico en LC actuando

comovehiculos, mejorando los efectos en piel y actuando posiblemente como PPs.
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3 METODOLOGIA

El presente trabajo fue un estudio experimental in vitro e in vivo en el que se disefio,
prepard, caracterizo y evalud el efecto toxico y anti-Leishmania de formulaciones tdpicas

tipo gel que contenian aceites esenciales (AE), trans-B-cariofileno (BC) solos o combinados

con miltefosina (MIL), extraidos de plantas colombianas;—trans-B-cariofileno(BC)-solos-o
combinades—con-mittefosina{(IMHL). Los AE fueron obtenidos por hidrodestilacion asistida

por radiacion de microondas en la planta piloto del CENIVAM dirigido por la Dra. Elena

Stachenko.

La preparacion y evaluacion in vitro fue realizada en el laboratorio de quimioterapia del
CINTROP-UIS. Para las pruebas de toxicidad se realizé un entrenamiento en el modelo

murino en el Laboratorio de Genética y-tFoxicoléegicaia, Departamento de Genética y

Morfologia de la Fundagde-Universidade de Brasilia; posteriormente los ensayos fueron
realizados en la Unidad Experimental en Animales /UIS--Guatiguard. Er-el-rabaje-conEn los

ensayos in vivo utilizando ratones BALB/c se recolectaron biopsias de érganos los cuales

fueron procesados y analizados en el Laboratorio del Departamento de Patologia, Escuela de
Medicina de la UIS, con el apoyo y asesoria del profesor Julio Cesar Mantilla. Todos los
experimentos realizados fueron avalados por el Comité de Etica de la UIS. En la Figura 2 se

muestra el disefio metodoldgico desarrollado en este trabajo.
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Figura 2. Disefio metodolégico utilizado en el presente trabajo. CCso: Concentracion citotoxica 50, CCgo: concentracion citotoxica
90, Clso: concentracion inhibitoria 50, Clgo: concentracion inhibitoria 90, c.m: campo microscopico, FA: fosfatasa alcalina,
GOT/AST: Amino aspartato transferasa, BUN: Nitrogeno ureico, ALT/AST: amino alanina transferasa, MN: microntcleos, DPPH:
1,1-difeneil-2-picril-hidrazilo
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3.1 Geles.

311 Compuestos. Los componentes utilizados fueron: el trans-p-cariofileno (BC,
reactivo referencia W225207 p-cariofileno marca Sigma Aldrich® St.Louis, USA.),
miltefosina (MIL, Cayman, Michigan, USA) y el AE. Este ultimo fue obtenido de Lippia
origanoides quimiotipo felandreno (AE) a partir de hojas frescas.

El AE de L. origanoides quimiotipo felandreno fue obtenido a partir de las plantas del
orégano de monte recolectadas en la localidad de Los Santos, departamento de
Santander,Colombia con nimero de registro 516294 del Herbario Nacional Colombiano. Fue
extraido por hidrodestilacion asistida por la radiacion de microondas (MWHD) y
caracterizado por espectrofotometria de masas acoplado a un cromatografo de gases (GC-
MS). Presentd un rendimiento de extraccién del 1,5% p/p y con base en el analisis
cromatdgrafico detallado de sus componentes mayoritarios fue clasificado como quimiotipo

felandreno. Esta informacién se obtuvo de Stashenko et al., 2014. Ver Tabla 4.

Tabla 4.
Composicion quimica del aceite esencial de L. origanoides quimiotipo felandreno.
Compuestos mayoritarios Tipo? mb Cantidad relativa
DB-5MS %
trans-B-Cariofileno SH 1420 11,3
p-Cimeno MH 1029 11,2
o-Felandreno MH 1006 9,9
Limoneno MH 1034 7,2
B-Felandreno MH 1036 6,5
a-Humuleno SH 1452 6
Borneol MO 1182 3,1
Canfeno MH 946 2,6
o-Pineno MH 933 2,3
Oxido de cariofileno SO 1584 2,2
8-Cadineno SH 1530 1,6
B-Mirceno MH 988 15

Nota:a. Tipo de compuesto: hidrocarburo monoterpénico (MH), monoterpeno oxigenado
(MO), hidrocarburo sesquiterpénico (SH), sesquiterpeno oxigenado (SO). b. Indices de
retencion lineales determinados experimentalmente en columna DB-5MS (60 m).
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La pureza del BC fue determinada comparando los patrones de fragmentacion (area e
Indices de Retencion, IR) mostrados por el BC en GC-MS con los suministrados en las bases
de datos (NIST, Adams, Wiley), administrados por el software Data Analysis Chemstation

de Agilent Technologies del laboratorio CIBIMOL de la UIS.
La tabla 5 muestra las estructuras quimicas de los componentes de los geles.

Tabla 5.
Caracteristicas quimicas de los componentes principales de los geles utilizadas en este
trabajo.

Componentes/ Formula
Estructura quimica Peso molecular g/mol
quimica
trans-B-Cariofileno (BC) :i A ChHy
g - 204,35
CisHas .
. i i oL HaG._.CH3
Lippia origanoides quimiotipo
136,23
Felandreno (AE) CioH1¢® L
Miltefosina (MIL) e 0 OO
N N N N N N \,f'\n/\/!'\/ i 407’57
C21H4NO4P ’

Nota: Cantidad relativa del componente mayoritario oy B- felandreno 16,4%.
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3.1.2 Preparacion de las formulaciones tipo gel. Se prepararon cuatro
formulaciones semisolidas tipo gel basado en los protocolos descritos de Ibrahim et al., 2013
y Singh et al.,2014. De una manera general los geles fueron preparados utilizando una fase
acuosa donde se mezclaron polimeros gelificantes y compuestos hidrofilicos y una fase
organica donde se disolvieron los compuestos no solubles. Las dos fases fueron mezcladas
formando un sistema coloidal semisélido.

Los cuatro geles fueron identificados como Gell(Vehiculo), Gel2(MIL), Gel3(BC+AE) y
Gel4(BC+AE+MIL) los cuales se prepararon utilizando dimetilsulféxido (DMSO, Panreac,
Darmstadt, Alemania), el polimero gelificante Carbopol 940, benzoato de sodio, Yy
trietanolamina (TEA) obtenidos de Quimicos Suquim. Los cddigos y la composicién de los

geles se observan en la tabla 6. Lios geles fueron mantenidos a 4°C protegidos de la luz.

Tabla 6.
Composicién de formulaciones tipo gel.

Cédigo Componentes principales

Formulacion (Yop/iv)

CINTROP BC AE MIL
001 Gell (Vehiculo) 0 0 0
002 Gel2(MIL) 0 0 0,5
003 Gel3(BC+AE) 0,5 0,3 0
004 Gel4(BC+AE+MIL) 0,5 0,3 05

Nota: BC: trans-p-cariofileno, AE: aceite essencial, MIL: miltefosina

3.2 Caracterizacion geles
Los geles Gell(Vehiculo), Gel2(MIL), Gel3(BC+AE) y Gel4(BC+AE+MIL) fueron

caracterizadas siguiendo los protocolos descritos en Fernandez-Montes et al 2003.
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3.21 Caracteristicas organolépticas. Las caracteristicas de color y olor fueron
registradas macroscopicamente. La consistencia aparente se establecid subjetivamente
observando la fluidez (definida como la habilidad de deformacion que puede adquirir un
fluido sin necesidad de ejercer una tension mecénica) y la resistencia (definida como la
capacidad de una dispersion coloidal para desarrollar y mantener una forma). Para ello fueron
colocados 10 g del gel en un vaso de precipitado y sometidos a agitacion constante por 1 min
mediante una varilla de vidrio. Los geles fueron clasificados como: geles semiliquidos, cuya
consistencia fue semifluida y con agitacion apenas sin resistencia; geles semisolidos de
consistencia media, agitacién con resistencia moderada; y geles semisolidos de alta
consistencia, agitacion con resistencia alta.

3.2.2 Determinacion del pH de los geles. Se pesaron 50 mg de las formulaciones
y se aplicaron sobre tiras indicadoras de pH (Merck, Darmstadt, Germany) por 1 min. Los
resultados fueron determinados comparando con la guia suministrada por la casa comercial.
El pH de las formulaciones fue clasificado en acido (0 a 6), neutro (7) o alcalino (8 a 14)
segun la escala universal.

3.23 Extensibilidad de los geles. Esta caracteristica fue determinada cualitativa y
cuantitativamente. La extensibilidad aparente se calculé colocando aprox 0,5-1,0 g de
Gell(Vehiculo) y Gel4(BC+AE) sobre el dorso de la mufieca extendiéndolo hacia el
antebrazo suavemente mediante la yema de los dedos, estableciendo la distancia recorrida en
cm. Los geles fueron clasificados como: geles de baja (hasta 5 cm), media (hasta 10 cm) y
alta (mayor de 15 cm) extensibilidad.

La extensibilidad cuantitativa fue determinada calculando el area de extensibilidad segln
lo descrito por Pavon Pérez et al 2011. Se colocaron laminas de vidrio sobre papel

milimetrado para determinar el punto de aplicacion del gel (Ver Figura 3). Se colocaron 25
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mg de los geles y se cubri6 con otra lamina de vidrio de 5 g. Después de 1 min se registraron
los valores de los dos didmetros de la elipse en mm y se calcularon los radios longitudinales
y transversales. A partir de estos valores se determing el area de la elipse expresada en mm?
utilizando la formula A = r* * r2 *r. Este procedimiento fue repetido utilizando laminas con

diferentes pesos (7, 9y 119).

Para el analisis estadistico se utilizo el software GraphPad Prism version 5.03 Prism. El
ensayo fue realizado a 25°C por triplicado. Los datos fueron expresados como la media +
desviacion estandar (DS) y las diferencias entre los grupos fueron analizados por la Prueba t

de Student. Los valores de p<0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.

Figura 3. Prueba de extensibilidad cuantitativa. A. Gell(Vehiculo). B. Gel4(AE+BC+MIL).
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3.24 Homogeneidad de los geles. La homogeneidad de los geles fue determinada
considerando la transparencia y ausencia de agregados segun lo descrito en Alia Fernandez-
Montes 2003). En geles con material pulverulento, sustancias liquidas insolubles o
parcialmente solubilizadas se determiné la uniformidad por visualizacién directa de una fina
capa de gel. Para esto se realiz6 un extendido de 50 mg del Gell(Vehiculo), Gel2(MIL),
Gel3(BC+AE) y Gel4(BC+AE+MIL) sobre laminas de vidrio; seguidamente se situd la
lamina encima de una superficie negra, procediendo a su visualizacién mediante una lupa.

325 Estabilidad de los geles. Los geles fueron incubados a diferentes grados de
temperaturas (4, 25 y 37°C) por un periodo de tres meses. Posteriormente se determinaron
las caracteristicas de consistencia, pH y extensibilidad segun lo descrito anteriormente.

3.2.6 Capacidad antioxidante de los geles. La capacidad antioxidante fue
evaluada utilizado el método del radical 2.2-difenil-1-pricril-hidrazila (DPPH, PM: 394,32,
Sigma-Aldrich®) descrito en Brand-Williams et al., 1995 y Atmani et al., 2009 con
modificaciones. Se mezclaron 500 mg del BC, AE Gell(Vehiculo), Gel2(MIL),
Gel3(BC+AE) y Gel4(BC+AE+MIL) en 1 mL de DPPH diluido en metanol en tubos de
ensayo. Be-El control utilizado fue antioxidante-se-utitizé-la vitamina C (2 mg/mL, Sigma-
Aldrich®). Se incub6 por 20 min y se determinaron las absorbancias mediante un
espectrofotometro (Thermo Scientific™ Multiskan™ GO) a una longitud de onda de 517
nm. Se determinaron los porcentajes de inhibicion del radical DPPH (% inhibicion) a través
de la formula: Porcentaje de inhibicién =100 * (DO grupo control - DO grupo tratado) / DO
grupo control.

A partir del porcentaje del inhibicién de los radicales de DPPH se determind la
concentracion efectiva 50 (CEso) por regresion sigmoidal utilizando el software

MsxIfitTM(ID Business Solution,UK). Las diferencias entre los grupos fueron analizadas por
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la prueba ANOVA de una sola via seguida de la prueba Bonferroni. Los valores de p<0,05

fueron considerados estadisticamente significativos.

3.3 Ensayos de toxicidad de los geles

La toxicidad de las formulaciones Gell(Vehiculo), Gel2(MIL), Gel3(BC+AE) y
Gel4(BC+AE+MIL) fueron determinadas en modelos experimentales in vitro e in vivo. Los
ensayos fueron realizados con la aprobacion del Comité de Etica para Investigacion
Cientifica CEINCI de la Universidad Industrial de Santander, codigo p11.02 y cumpliendo
las guias y directrices internacionales de bienestar animal y buenas practicas de laboratorio
establecidas OCDE (http://www.oecd-ilibrary.org/), provocando el minimo sufrimiento en

los animales.
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33.1 Ensayos in vitro. Prueba de toxicidad en células de mamifero. Se utilizaron
células de monocitos leucémicos humanos, THP-1 (ATCCTIB-202) los cuales fueron
mantenidos en medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con 10% de SBFi a 37°C, 5% de
CO2 y 95% de humedad. Las células fueron diferenciadas a su fenotipo adherente utilizando
10 ng/mL de forbol miristato acetato (PMA) por 72 h. La citotoxicidad fue determinada
utilizando la metodologia descrita en Neira et al., 2014. Las células THP-1 diferenciadas
fueron tratadas con diferentes concentraciones de los geles y componentes (Ver Figura 4).
Células control fueron mantenidas sin compuesto. La toxicidad fue determinada por el
método de colorimétrico de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5difenil-tetrazolio bromuro)
(Mosmann, 1983). La densidad Optica fue determinada por espectrofotometria a 580 nm
usando un lector de microplacas (Ver Figura 4). El porcentaje de citotoxicidad fue calculado
mediante la férmula: Porcentaje de citotoxicidad =100 * (DO grupo control - DO grupo
tratado) / DO grupo control. Para analizar los resultados se determind la concentracidn toxica

de la formulacion y sus componentes para el 50% y 90% de las células (CCso, CCg)

Método colorimétrico de MTT tetrazolio bromuro

Sy
( =77 Concentraciones
s Q Citotéxicas
\\ 4
==

= CCsoy CCe0
células tratadas o Se determina densidad
) 2 Agrega 20 uL MTT Gptica a 580 nm
Lineas celular por 72ha37°C Incuba por 4 h

espectrofotometria
THP-1

calculados por regresion sigmoidal utilizando el software MsxIfitTM). Las diferencias entre

Figura 4. Evaluacion de toxicidad en células de mamifero. Método colorimétrico de MTT
utilizado in vitro para determinar viabilidad celular.

los grupos fueron analizadas por la prueba ANOVA. Los valores de p<0,05 fueron

considerados estadisticamente significativos.
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3.3.2 Ensayos in vivo. El efecto toxico de los geles fue determinado teniendo en
cuenta las siguientes caracteristicas: Irritacion dérmica, hipersensibilidad de contacto (HC) y
genotoxicidad. Paralelamente se evaluaron las alteraciones fisicas, perfil bioquimico y se
analizaron las alteraciones histopatoldgicas de higado, rifion y bazo. En la Figura 5 se muestra
un diagrama de los experimentos realizados.

3.3.21 Ratones utilizados. Se utilizaron ratones hembras del linaje BALBI/c,
procedentes del Instituto Nacional de Salud, con 10 a 12 semanas de edad y masa corporal
de 22 g. Los animales fueron mantenidos en la Unidad Experimental en Animales /UIS-
Guatiguara a temperatura ambiente (22°C + 2°C) con agua y comida ad libitum y ciclo luz

oscuridad.
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Figura 5. Ensayos de toxicidad en ratones BALB/c. en la Figura se muestra la metodologia
empleada en-este-trabajopara estos ensayos.
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3.3.22 Ensayos de irritacion. Los ensayos de irritacion/corrosion dérmica realizados
(ver Figura 4) se basaron en la guia 404 de la OECD (Test No. 404: Acute Dermal
Irritation/Corrosion, 2015). Se realizo tricotomia de la zona dorsal de los ratones 24 h antes
de iniciar con la prueba. Los geles fueron aplicados en una y maltiples dosis via topica sobre
el dorso del animal segtn el compuesto (Ver tabla 7). Los signos de eritema y/o edema fueron
registrados durante 14 dias. El sacrificio de los animales se realizé utilizando anestésicos
(Xilacina 12,5 mg/kg y Ketamina 87,5 mg/kg, X/K). Se obtuvieron muestras de piel del sitio
de aplicacion para estudios histopatolégicos.

Tabla 7.
Grupos experimentales utilizados ensayos de irritacion dérmica.

Concentracion

Grupo Componentes/ Geles n Dosis %)
1 BC 1 1 100%
2 AE 1 1 100%
3 Gell 1 14 0
4 Gel 4(BC-AE-MIL) 1 14 0,5:0,3:0,5%
5 AE -Timol* (Control) 1 1 100%

Nota: BC: trans-B-cariofileno, AE: aceite essencial, MIL: Miltefosina, AE-Timol*: Aceite
esencial quimiotipo timol (Control positivo de irritacion).

Las reacciones dérmicas de irritacion (edema y/o eritema) fueron evaluadas por
visualizacion macroscopica diaria. Los signos de irritacion en el sitio de aplicacion fueron
clasificados como: 0- ausencia, 1-_ligero, 2- leve, 3- moderada, 4- grave irritacion. Los

animales fueron sacrificados a los 14 dias post tratamiento (pt).

El procesamiento de las biopsias se realizd de acuerdo al manual de procesos y
procedimientos del Laboratorio de Patologia de la UIS. Se extrajeron aproximadamente 2
cm? de la piel tratada con los compuestos y geles utilizando tijeras quirdrgicas. La piel fue

fragmentada en cuatro partes con un bisturi quirdrgico e inmediatamente, fueron depositadas
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en formol tamponado al 10% (formaldehido al 37%: agua destilada: fosfato de sodio
monobasico: fosfato de sodio di basico). Después de 24 h, las biopsias fueron sometidas a un
proceso de deshidratacion utilizando una serie soluciones acuosas de menor a mayor -de
concentracion de alcohol etilico. Posteriormente las muestras fueron embebidas en bloques
de parafina (Leica Microsystems®). Se realizaron cortes histoldgicos de 5 pm de grosor
utilizando un micrétomo RM2135 (Leica Microsystems®) y se colocaron en laminas
portaobjetos. Finalmente, fueron coloreadas con hematoxilina y eosina para ser observadas
por microscopia de luz. Para el procedimiento, lectura e interpretacion de las laminas
histoldgicas se contd con la colaboracion del personal del Laboratorio de Patologia, UIS. Los
parametros histopatoldgicos de la piel evaluados fueron: hiperqueratosis (engrosamiento del
estrato cOrneo), paraqueratosis, espongiosis, exocitosis e infiltracion dérmica asignado segun
Shen et al., 2008 la siguiente clasificacion segun: (-) ausencia, () equivoca, (+) leve, (++)
moderado y (+++) severo. Se compararon tanto las alteraciones macroscopicas en la piel de
los ratones como las caracteristicas histopatoldgicas entre los ratones tratados con el gel
Gell(Vehiculo) con los tratados con los componentes y geles. Igualmente se tuvieren—en
euentaconsideraron los resultados obtenidos con un control positivo (AE quimiotipo Timol)

el cual fue previamente analizado en el laboratorio.
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3.3.23 Hipersensibilidad de contacto (HC). La HC fue determinada utilizando la
prueba de inflamacion de la oreja inducido por un agente sensibilizante (modelo utilizado en
dermatitis de contacto en humanos) basados en Man MQ et al., 2012. Los ratones BALB/c
fueron distribuidos aleatoriamente en 4 grupos experimentales (n= 3 por grupo). Cada grupo
fue tratado topicamente en el dorso de los ratones con el BC, AE, Gel4(BC+AE+MIL) y un
control hipersensibilizante de dinitrofluorobenceno DNFB utilizando 1 dosis diaria por 2 dias
(Ver Figura 5). Una semana después se aplicé una dosis de reto en una de las orejas de los
animales_ y e-En la otra oreja se aplicé el vehiculo dependiendo del compuesto o gel utilizado
(Ver tabla 8). Se midié el diametro de cada una de las orejas (mm) utilizando un calibre
digital (VWR®, Pennsylvania, USA) a las 24 y 48 h (Ver Figura 6). Los ratones fueron
sacrificados 24 h después de la Ultima medicion con una mezcla X/K. Las muestras de orejas
fueron cortadas con tijeras quirtrgicas y dejadas en un frasco con formalina 10%. Los
parametros histopatoldgicos evaluados fueron los misme-a-tes-descritos anteriormente en los
ensayos de irritacion (Ver Ensayos de irritacion numeral 4.3.2.2), adicionando la
determinacion de eosinofilos. Se compararon los patrones histopatolégicos encontrados al
tratamiento con geles y compuestos con los producidos por el control de DNFB.

Los resultados fueron expresados con la media + desviacion estandar (DS) y los valores
de p<0,05 fueron considerados estadisticamente significativos. Las diferencias entre los
grupos analizados fueron analizadas por la prueba de ANOVA seguida de la prueba

Bonferroni.

Tabla 8.
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Grupos experimentales utilizados en el ensayo de hipersensibilidad de contacto.

Dosis
Gupo  Componentes -, Concenrcitn
Sensibilizante Reto
1 pC 3 100% 10% Aceite de oliva
2 AE 3 100% 10% Aceite de oliva
3 Gell(Vehiculo) 3 - - -
4 Gel4(BC+AE+MIL) 3 0,3;0,5;0,5% 0,3;0,5;0,5% -
5 DNFB 3 0,5% 0.2% Aceite de oliva:

acetona 4:1

Nota: PBC: trans-p-cariofileno, AE: aceite esencial, MIL: miltefosina DNFB:
dinitrofluorobenceno (Control hipersensibilidad de contacto).

Figura 6. Medicidon del engrosamiento de las orejas de los animales utilizando un calibre digital.
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3.33 Ensayos de genotoxicidad. El potencial genotdxico de las formulaciones y
sus componentes fueron determinados mediante el ensayo cometa, la formacién de
micronlcleos en medula dsea. Paralelamente se realizaron estudios histopatol6gicos en
6rganos.

3.3.3.1 Tratamiento y sacrificio de los ratones. Los ratones BALB/c fueron
distribuidos aleatoriamente en 5 grupos experimentales (n= 3 por grupo). La dosis, la via de
aplicacion y la concentracion de los componentes se muestran en la tabla 9. Como control
positivo en las pruebas se utilizo la ciclofosfamida (CPA) y el etil metano sulfonato (EMS)
los cuales fueron aplicados via intraperitoneal (IP) antes del sacrifico.

Los ratones fueron sacrificados con una mezcla X/K segln lo descrito anteriormente. Se
realiz6 puncidn cardiaca para la obtencion de sangre total para el ensayo cometa. Parte de la
sangre fue centrifugada para obtener el suero y realizar las pruebas bioquimicas (\Ver Pruebas
bioquimicas numeral 4.3.3.5). Los fémures fueron removidos para la obtencién de medula
Osea para la prueba de micronucleos y los 6rganos higado, rifién y bazo fueron recolectados

para estudios histopatologicos.

Tabla 9.
Grupos experimentales utilizados en el ensayo cometa y microntcleos.
Grupo  Componente / Formulacion Dosis Via de Concentracién
aplicacion componentes
1 pC 1 Oral 100 mg/Kg
2 AE 1 Oral 100 mg/Kg
3 Gell(Vehiculo) 14 Tépica 0
4 Gel4(BC+AE+MIL) 14 Tépica 0,5:0,3:0.5%
5 CPA + EMS 1 IP 50 mg/Kg + 300 mg/Kg

Nota: BC: trans-p-cariofileno, AE: aceite essencial, MIL: miltefosina, CPA: ciclofosfamida,
EMS: etil metano sulfonato, IP: intraperitoneal.
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3.3.3.2 Ensayo cometa alcalino en células sanguineas. Se realizo teniendo en cuenta
el protocolo descrito por Tice et al., 2000 con algunas modificaciones (Neira et al., 2016).
Una muestra de sangre (30 pL) fue mezclada con agarosa de bajo punto de fusion 0,5 % (p/v)
PBS, pH 7,4 a 37°C y adicionada sobre una lamina portaobjeto previamente cubierta con
agarosa normal al 1,5% (Mo Bio Laboratories Ltda, USA) en PBS pH 7,2 por 20 min a 4°C.
Posteriormente las ldminas se colocaron en solucion de lisis por 24 h y fueron sumergidas en
la solucion tampon alcalina pH >13 a 4°C durante 30 min. Después de este periodo, se inicio
la electroforesis a 25 V/ 300 mA durante 30 min. Las laminas fueron inmersas en la solucion
tampon de neutralizacion (pH 7,5). Las ld&minas fueron analizadas en el microscopio de
epifluorescencia (Nikon eclipse E400, filtro UV2A, Ex:330-380, DM: 400, BA:420)
utilizando como colorante de ADN, 10 pg/mL de Hoesch 33342 (Sigma-Aldrich®). Se
tomaron registros utilizando una cdmara fotografica (Nikon Coolpix P600, Japan).

Los resultados fueron expresados como la fragmentacién de ADN por medio del analisis
visual de los ndeless—nucleoides (recuento de 100 nucleoidessetess/por cada animal),
basandose en la clasificacion de 0 a 4 de acuerdo con la intensidad de fragmentacion (Collins,
2004), donde 0 (sin dafio) y 4 (dafio severo). El indice de dafio (ID) fue calculado de acuerdo

a lo propuesto por Jatoszynski et al., 1997) a partir de la formula:

b (clase 1x1) + (clase 2x2) + (clase 3x3) + (clase 4x4) 1
= X

00
Total de celulas analizadas

A partir del ID se calcul6 el porcentaje de dafio total de ADN.
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3333 Ensayo de micronucleos en médula 6sea. Después del sacrificio de los
ratones se obtuvieron los fémures. Las epifisis fueron cortadas y se realizaron lavados con
una jeringa con 1 mL conteniendo suero bovino fetal (SBF) en tubos conicos plasticos. La
suspension fue homogenizada y centrifugada a 1000 rpm durante 10 min. El sobrenadante
fue removido y el sedimento fue re suspendido en 50 pL de SBF. Se realizaron extendidos
en laminas portaobjetos las cuales fueron fijadas con metanol durante 10 min y coloreadas
con Giemsa durante 15 min. Las laminas coloreadas fueron analizadas al microscopio de luz
con aumento de 1000x. Para cada animal, se contaron 1000 células. La frecuencia de
micronucleos fue evaluada en 1000 eritrocitos policromaticos EPC, de acuerdo con la
directriz 474 de la OECD (1997) con modificaciones.

Para el analisis estadistico de la prueba cometa y la de MN, se utilizd ANOVA de una via,
seguido de la prueba de Bonferroni. Los datos fueron expresados como la media de cada
grupo * la desviacion estandar. Valores de p<0,05 fueron considerados estadisticamente

significativos.

3.3.34 Alteraciones fisicas y de comportamiento. La pérdida o ganancia de peso (g)
de los animales se determiné pesandolos en una balanza (OHAUS, México DF, México) al
inicio y final del tratamiento. Los cambios en el comportamiento, disminucidn en la ingesta
de alimento fueron registrados.

Para el andlisis estadistico, se utiliz6 ANOVA de una via de medidas repetidas, Valores

de p<0,05 fueron considerados estadisticamente significativos
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3.3.35 Pruebas bioquimicas. Se determiné la concentracion de urea (BUN, mg/dL),
fosfatasa alcalina (FA, UJ/L), aspartato aminotransferasa (AST/GOT, U/L) y alanina
aminotrasnferasa (ALT/GPT, U/L) en suero utilizando pruebas comerciales. Los ensayos
fueron validados utilizando sueros control de bioquimica (Biosystems, Barcelona, Espafia).
Para el anlisis estadistico, se utilizd ANOVA de una via, seguido de la prueba de Bonferroni.
Valores de p<0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.

3.3.3.6 Estudios histopatoldgicos en higado, bazo y rifion. Después del sacrificio de
los ratones se recolectaron biopsias de higado, rifidn y bazo las cuales fueron fijadas en
formalina 10% y procesadas segun lo descrito anteriormente (Ver Ensayos de irritacion
numeral 4.3.2.2). Las muestras fueron analizadas microscopicamente por dos observadores
independientes. Los parametros a determinar en las biopsias de higado fueron la presencia o
ausencia de aglomeraciones capilares, fibrosis y necrosis; en el bazo las alteraciones en la
arquitectura de las pulpas esplénicas y en rifién la formacién de granulomas.

3.34 Ensayos antiparasitarios. La actividad anti-Leishmania de la formulaciones
y componentes fueron determinadas in vitro e in vivo. En los ensayos in vitro se evalué la
actividad de las muestras en los diferentes estadios parasitarios (promastigotes y amastigotes
intracelulares) de L. (Viannia) braziliensis y L. (V.) panamensis. En los ensayos in vivo se
evalud la actividad de los geles en ratones BALB/c infectados con L. (V.) braziliensis.

3.34.1 Ensayos lin vitro. Los promastigotes de L. (V.) Dbraziliensis
(MHOM/BR/75/M2903) y L. (V.) panamensis (MHOM/ PA/71/LS94) fueron cultivados en
medio insect Schneider’s (Sigma-Aldrich®) suplementado con 10% de SFBi a 28°C.

Los promastigotes fueron tratados con diluciones seriadas del BC, AE, MIL,

Gell(Vehiculo), Gel3(BC+AE), Gel4(BC+AE+MIL) por 72 h a 28°C. Parésitos control
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fueron mantenidos sin compuesto. La inhibicion del crecimiento parasitario fue determinada
microscopicamente por conteo directo de parasitos vivos en hemocitémetro (ver Figura 7).
Los amastigotes intracelulares se obtuvieron infectando las células hospederas THP-1 con
promastigotes en fase estacionaria de crecimiento, en una proporcion parasito: célula de 10:1
por 48 h. Los amastigotes intracelulares fueron tratados con AE, BC, MIL, Gell(Vehiculo),
Gel3(BC+AE), y Gel4(BC+AE+MIL), durante 72 h a 32°C, 5% de CO2 y 95% de humedad.
Las células infectadas control fueron mantenidas sin compuesto. Los porcentajes de infeccion
fueron determinados por conteo microscépico de células infectadas y no infectadas en

preparaciones fijadas con metanol y eeloreadas-tefiida con Giemsa- (Neira et al., 2014).
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Figura 7. Metodologia jin vitro utilizada para determinar actividad antiparasitaria
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Los resultados fueron expresados como la concentracion de compuestos y capaz de inhibir
el 50% y el 90% de los parasitos (Clso,Clgo) calculados por regresion sigmoidal utilizando el

software MsxIfitTM (ID Business Solution,UK).

Para el analisis estadistico, se utiliz6 ANOVA de una via, seguido de la prueba de

Bonferroni. Valores de p<0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.
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3.34.2 Ensayos lin vivo. La actividad anti-Leishmania se realizé utilizando el
modelo murino BALB/c teniendo en cuenta los principios de las 3R enunciados por Russel
y Burch en 1959 “Remplazar, reducir, refinar”.

3.3.4.2.1 Infeccion en ratones BALB/c. Los ratones BALB/c fueron infectados en la
parte dorsal con 2x106 promastigotes en fase estacionaria de crecimiento de L. (V.)
braziliensis. Se midi6 semanalmente la evolucion del tamafio de la lesion utilizando un
medidor digital.

3.3.4.2.2 Tratamiento. Los ratones fueron divididos en cuatro grupos experimentales
(n=3 por grupo). Llos animales fueron tratados topicamente con los geles Gell(Vehiculo),
Gel2(MIL), Gel3(BC+AE), Gel4(BC+AE+MIL), tépicamente-aplicaandolos directamente en
las lesiones durante 20 dias (Ver tabla 10 y Figura 8).

Tabla 10.

Grupos experimentales utilizados en los ensayos de infeccién y tratamiento antileishmania
in vivo.

. . Viade Concentracion
Grupo Formulaciones n Dosis L
aplicacion componente
1 Gell(Vehiculo) 1 20 Tépica 0
2 Gel2(MIL) 3 20 Topica 0,5%
3 Gel3(BC+AE) 2 20 Tépica 0,5;0,3%
4 Gel 4(BC+AE+MIL) 3 20 Topica 0,5:0,3:0.5%

3.3.4.2.3 Evaluacion del tratamiento
Los ratones fueron pesados y observados para determinar cambios en el comportamiento

y signos del estrés. Durante el tratamiento se midieron las lesiones, en su eje longitudinal y
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transversal con un calibre digital. El area (mm?) de las lesiones fue calculada utilizando la

Perdida o aumento
peso

Infeccion

L(V.) braziliensis Evolucidn lesion _,  Tratamiento topico

x 20 dias

* Comportamiento
- - Medici6n drea mm?
- lesion
K Improntas lesién
\ \ Histopatologia piel

4 Grupos/ n:3 G1: Gel1{Vehiculo}- G2: Gel2(MIL)- G3: Gel3(BCHAE)- G4:Geld(BCHAE+MIL)

Leishmaniasis
cutanea
.

Ratones BALB/c con

Figura 8. Esquema modelo de infeccion y tratamiento en ratones BALB/c con Leishmaniasis
cutanea

formula A =t *r2*g,

3.3.4.2.4 Efectividad del tratamiento. La efectividad de la formulacion fue evaluada
determinando los cambios en el tamafio de la lesion y la presencia de parasitos al final del
experimento. Se Hevé-realizo registro fotografico del aumento o disminucién en el tamafio

las-cuales-fueron-almacenadael cual fue almacenado en las bases de datos del Laboratorio de

Quimioterapia. La presencia de parasitos fue determinada en las improntas coloreadas con
Giemsa contando microscopicamente el ndmero de amastigotes en 10 campos
microscopicos.

Para la eficacia parasitoldgica los resultados fueron expresados como la media de cada
grupo =+ la desviacion estandar. Para la comparacion de los diferentes grupos experimentales
se utiliz6 ANOVA de una via, seguido de la prueba de Bonferroni. Valores de p<0,05 fueron

considerados estadisticamente significativos.
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4 RESULTADOS

Los resultados del presente trabajo muestran en primer lugar las caracteristicas fisico-
quimicas de los 4 geles preparados, su estabilidad en-ela lo largo del tiempo (3 meses) y la
pureza del compuesto trans-f-cariofileno (BC). Posteriormente, Se muestran los resultados
de los ensayos de toxicidad in vitro en células de mamifero y en ratones al igual que los
resultados del efecto del tratamiento en el peso, alteraciones en el perfil bioquimico y
alteraciones histopatoldgicas en piel, higado, rifién y bazo. Finalmente, se muestran los
resultados de la actividad antiparasitaria de los geles y componentes in vitro en los diferentes

estadios parasitarios e-e in vivo en ratones infectados con LC.

4.1 Caracteristicas fisico quimicas de los componentes y geles utilizados

411 Espectro y pureza del trans-p-cariofileno pC. El espectro del BC encontrado
en la muestra utilizada (BC, Sigma Aldrich®) se observa a continuacion. Mostré una
abundante fragmentacion, el ion molecular o peso molecular correspondié en relacién masa
carga (m/z) al pico 204,2. Se dio una primera fragmentacion por perdida de un radical propilo
(C3Hy) obteniendo el catién 161,2 m/z; el pico base (mayor abundancia) 133,1 m/z se obtuvo
por perdida del radical CsHu el cual perdid tres moléculas no ionizadas o neutras. C2Ha que
correspondié al fragmento 107,1 m/z, el fragmento CsHs fue 79,1 m/z y el fragmento

C3H4 fue 93,1 m/z (Ver Figura 9).
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Figura 9. Espectro de masas del componente trans-B-cariofileno BC. En la grafieaFigura se
observa los diferentes picos que se forman de la relacion masa carga de los diferentes
fragmentos que conforman la estructura molecular del BC.

La pureza del BC utilizado en este trabajo de investigacion fue del 91,01%. En el
cromatograma se detectaron dos sustancias adicionales: el a-humuleno con un 7,3% y el a-

copaeno en un 1,7%. (Ver Figura 10).
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Figura 10. Perfil cromatégrafo del trans-g-cariofileno. Los picos muestran los tiempos de
retencion de los tres compuestos identificados

4.1.2 Caracteristicas organolépticas y de pH de los geles. El analisis sensorial de
las caracteristicas fisicas (color, olor, aspecto y consistencia aparente) y el pH de los cuatro
geles utilizados Gell(Vehiculo), Gel2(MIL), Gel3(BC+AE) y Gel4(BC+AE+MIL) utilizados
24 h después de preparados se muestran en la tabla 11.

Los geles Gel3(BC+AE) y el Gel4(BC+AE+MIL) mostraron caracteristicas similares en
cuanto a las caracteristicas organolépticas y la extensibilidad, en el producto final el color de
los geles fue blanco debido a la emulsificacion de los compuestos lipofilicos con el agua. El

olor a clavos fue estable durante todos los ensayos.

Los geles Gel1(Vehiculo) y Gel2(MIL) tuvieron las mismas caracteristicas organolépticas
y de extensibilidad, fueron inodoros e incoloros.
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Tabla 11.
Caracteristicas organolépticas y pH de los geles. La tabla muestra el analisis sensorial y el
pH de los geles 24 h después de preparados y almacenados a 4°C.

Producto
Geles Color Olor Aspecto CA pH  Ex
Final
Gell( semisolido
incoloro incoloro traslucido
vehiculo) medio
semisolido
Gel2(MIL) incoloro incoloro traslucido
medio
semisdlido
Gel3(BC-AE) blanco  clavos traslucido
medio
Gel4(BC-AE- semisdlido
blanco  clavos traslucido
MIL) medio

Nota: CA: consistencia aparente, Ex: extensibilidad cualitativa, BC: trans-p-cariofileno, AE:
aceite esencial, MIL: miltefosina
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413 Extensibilidad. Los geles mostraron un rango de extensibilidad entre 213,6 +
2,6 y 1243 + 1,5 mm?, siendo el Gel4(BC+AE+MIL) el de mayor extensibilidad y el
Gell(Vehiculo) de menor encontrando diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

414 Estabilidad de los geles. Los geles fueron estables en sus caracteristicas de
color, olor, aspecto y pH a diferentes temperaturas a través del tiempo. Sin embargo, las
caracteristicas iniciales de consistencia y extensibilidad a 32 y 37°C se perdieron 8 dias
después de preparados. Los geles almacenados a 25°C perdieron la extensibilidad 30 dias
después de preparados. Los geles que se almacenaron a una temperatura de 4°C mantuvieron
todas las caracteristicas organolépticas y pH por tres meses.

4.15 Capacidad antioxidante de los geles y componentes. Los resultados de la
prueba de DPPH con el BC y el AE mostraron una alta actividad antioxidante obteniendo
valores de CEsp de 69,31 mg/mL y 77,89 mg/mL respectivamente. Por otro lado, los geles
Gel3(BC+AE) y Gel4(BC+AE+MIL) mostraron una actividad reductora media con
porcentajes de inhibicion del 47,43% y 52,13% a la maxima concentracion evaluada. El
Gell(Vehiculo) mostr6 una baja actividad reductora con valores de 8,7% (Ver Figura 11).
La vitamina C utilizada a una concentracion de 2 mg/mL mostré una reduccion del 91,6 % y

un valor de CEsp de 0,65 mg/mL.
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Figura 11. Capacidad antioxidante de los componentes y geles, utilizando el ensayo DPPH.
La Figura muestra los porcentajes de inhibicion del radical DPPH por los componentes y
geles. Diferencias significativas (p<0,05) fueron encontradas entre el grupo Gell(Vehiculo)

con respecto a los otros grupos. Los mostrados correspondes al promedio de tres
experimentos realizados (n= 3).
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416 Ensayos de toxicidad de los componentes y geles en células y ratones. En
este item se muestran los resultados de la toxicidad en eultive-celularin vitro e in vivo en el
modelo murino las pruebas de irritacion dérmica, hipersensibilidad de contacto HC,
genotoxicidad. Paralelamente se registraron las alteraciones fisicas y bioquimicas e
histopatoldgicas inducidas por componentes y geles.

4.1.7 Toxicidad celular. Las células de mamifero THP-1 tratadas los componentes
MIL y AE mostraron valores de CCso de 14,45 y 76,30 pg/mL respectivamente. El
Gel4(BC+AE+MIL) mostré valores de CCso de 9,89 mg/ml y los otros geles Gel1(Vehiculo),
Gel3(BC+AE) no mostraron toxicidad a la concentracion maxima evaluada de 13,2 mg/mL
(Ver Tabla 17).

4.1.8 Ensayos de irritacion. Teniendo en cuenta el grado de severidad de los signos
de irritacion (edema y eritema), las reacciones en la piel tratada de los ratones (macro y
microscopicas) inducidas por los componentes y geles se muestran en la Figura 12. Como
control irritante se utilizo el AE-Timol el cual fue evaluado en estudios anteriores.

Tabla 12.
Calificacion de reaccion de piel de ratdn BALB/c expuesta a los geles y componentes. En la

tabla se muestra la puntuacion asignada a la formacion de edema y eritema observada en la
piel de los animales post-tratamiento (pt).

Irritacion (Puntaje)

Componentes y geles N._ _Signo_de Post-tratamiento (pt)
Dosis irritacion horas dias

24 48 72 5 7 10 14
pC 1 Edema 0 0 0 0 0 0 0
Eritema 2 2 1 1 1 1 1
AE 1 Edema 1 0 0 0 0 0 0
Eritema 1 0 0 0 0 0 0
Gell(Vehiculo) 14 Edema 0 0 0 0 0 0 0
Eritema 0 0 0 0 0 0 0
Gel4(BC+AE+MIL) 14 Edema 0 0 0 0 0 0 0
Eritema 0 0 0 0 0 0 0
AE-Timol 1 Edema 4 4 3 2 2 1 1
Eritema 4 4 4 4 3 3 2
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Nota: Puntuacion de edema y eritema: 0-ausencia,1-ligero, 2-leve, 3-moderado, 4-grave. BC:
trans-p-cariofileno, AE: aceite esencial, MIL: miltefosina

Con respecto a los componentes (BC y AE), el tratamiento con fC en una tnica dosis y a
una concentracion del 100% (puro) mostr6 una leve formacién de eritema a las 4 h pt. Este
signo de irritacion fue perceptible hasta las 24 h pt. Posteriormente no se observd ningdn
signo de irritacién indicando reversibilidad de los efectos. El tratamiento con AE no mostro
signos de edema y eritema en la zona de aplicacion, solo mostré resequedad en esta zona
hasta las 72 h pt, el crecimiento del pelo en todo el dorso fue homogéneo, lo que indica que
el AE puro es un componente no-irritante. Los geles no indujeron formacion de eritema ni
de edema sobre la piel de los animales en ninguna de las dosis administradas por 14 d, lo cual
lo hace una formulacion de uso tdpico segura—de—use—tépice. EI AE-Timol mostré la
formacion de edema grave y eritema de severo a grave en la piel del animal. Estos signos
fueron perceptibles hasta las 72 h pt, sin embargo, la formacion de la costra se evidencio al
dia 7, la costra desaparece al dia 13 debido al crecimiento de pelo en la zona de aplicacion lo

cual indico reversibilidad de los efectos.
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Figura 12. Visualizacion y seguimiento de los efectos del BC, AE y Gel4(BC+AE+MIL) sobre la piel

de los ratones BALB/c. En la primera fila se observa la irritacién producida por el AE-Timol utilizado
como control irritante administrado puro en una sola dosis. En las siguientes filas se observa los
componentes administrados puros en una sola dosis y el Gel4(BC+AE+MIL) en multiples dosis.
BC:trans-g-cariofileno, AE: Aceite esencial, MIL: miltefosina, AE-Timol: aceite esencial quimiotipo

Timol (control irritacion).
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Por otro lado, teniendo en cuenta las caracteristicas histopatologicas en piel (epidermis y
dermis), ninguna de las biopsias analizadas de los ratones tratados mostraron alteraciones
indicando que los compuestos y geles evaluados fueron considerados como no-irritantes (Ver
tabla 13 y Figura 13). Por el contrario, el tratamiento con el AE-Timol fue irritante (Ver
Figura 13, estudio previo) observandose severas alteraciones en las capas de la piel como la
acumulacion de fibrina y leucocitos (impétigo), visualizacion de los desmosomas
(espongiosis), aumento en la proliferacion celular (acantosis), nicleos en las células del
extracto corneo (paraqueratosis) e invasion de leucocitos (exocitosis) en la epidermis. En la
dermis se observo la dilatacion de los capilares sanguineos y alteraciones en las fibras
dérmicas.

Tabla 13.

Caracteristicas histologicas de piel de raton BALB/c tratados via tdpica con componentes y

geles. La tabla muestra las alteraciones histopatoldgicas observadas ende las capas de la
dermis y la epidermis.

Tratamiento IM ES PQ EX AC DC Otros
BC (100%) - +/- +/- - - - Ninguno
AE (100%) - - - +/- - - Infiltrado intersticial
Gell(Vehiculo) - - - - - - Ninguno
Gel4(BC+AE+MIL) - - - - - - Ninguno
Sin tratamiento - - - - - - Ninguno

Formacion de

AE-Timol 4+ 4 ++ ++ +H+
costra.

Nota: IM: impétigo, ES: espongiosis, PQ: paraqueratosis, EX: exocitosis, AC: acantosis,
DC: dilatacion de capilares. Pardmetros histolégicos evaluados semi-cuantitativo (-,
ausencia; +/-, inequivoco; +, leve; ++, moderado; +++ severo). Los valores fueron obtenidos
de las &reas histologicas mas dominantes. Pt: post tratamiento.
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Figura 13. Cortes histoldgicos de piel de raton BALB/c tratados con los geles y componentes. A y B, muestran las alteraciones
histopatoldgicas de las capas de la piel (epidermis y dermis) producidas por el AE-Timol (Control irritacidn) en una sola dosis al 100% con
aumento de 10x y 40x. C. Se observa la estructura de la piel normal (Sin tratamiento) aumento de 40x. D. Piel tratada con una sola dosis de
BC al 100%, se observé en un solo campo microscdpico separacion en las células epidérmicas, aumento de 40x. E. Piel tratada con AE en
una sola dosis 100%, aumento 40x. F. Tratamiento multiples dosis del Gel4(BC+AE+MIL), las capas de la piel se observaron sin alteraciones
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4.1.9 Hipersensibilidad de contacto (HC). Ninguno de los geles o compuestos
mostro signos de engrosamiento de las orejas después de la dosis reto (Ver Figura 14).
Contrariamente, el reto con el control positivo (DNFB) indujo engrosamiento de 0,85 + 0,1
mm vs 0,13 + 0,02 mm, formacién de eritema, costra y una exacerbacion de la respuesta
inflamatoria. Después de 48 a 72 h, la actividad de inflamacion disminuyé (Ver Figura 14, A
yB)

En el analisis de las biopsias de las orejas tratadas con el DNFB se observo infiltrado
leucocitario en la dermis como epidermis y espongiosis de la lamina basal. Los eosinofilos
fueron encontrados en dermis y epidermis indicando la existencia de HC. También se observé
incremento de la permeabilidad vascular resultando en extravasacion de eritrocitos y edema
papilar dérmico, como deposicion de fibrina en la dermis reticular (Ver tabla 14 y Figura 14
Q).

Tabla 14.

Caracteristicas histolégicas de orejas de raton BALB/c después de la dosis reto previa
sensibilizacion con el control de hipersensibilidad dinitrofluorobenceno DNFB.

Compuesto IM ES PQ EX AC Otros

Presencia de eosinofilos y PMN. (20
DNFB 0,2% ++ +++ + +++ +++ células/campo  40X) Inflamacion
crénica.

IM: impétigo, ES: espongiosis, PQ: paraqueratosis, EX: exocitosis, AC: acantosis, DC:
dilatacion de capilares. Parametros histologicos evaluados semi-cuantitativo (-, ausencia; +/-
, inequivoco; +, leve; ++, moderado; +++ severo). Los valores fueron obtenidos de las areas
histoldgicas mas dominantes. Pt: post tratamiento
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A DNFB -Gel4(BC+AE+MIL) B

Grosor oreja [zquierda (mm)

Dias

—%— BC —e—AE - X Gell(vehiculo) @ Gel(BC+AE+MIL) —%— DNFB 02% *

DNFB Gel4(BC+AE+MIL)

DNFB: Dinitrofluorobenceno, BC: trans-gB-cariofileno, AE: aceite esencial, MIL: miltefosina, ES: espongiosis, EX: exocitosis

Figura 14. Hipersensibilidad de contacto en el modelo murino BALB/c. A. En la primera columna se observa alteraciones macroscopicas en la
oreja (formacion de costra y enrojecimiento) producidas por el control de hipersensiblidad DNFB después de la dosis de reto, en la siguiente
columna la morfologia normal de las orejas de los ratones tratados con los geles y componentes. B. La Figura muestra las mediciones del grosor
de las orejas los dias 1, 2 y 3 post dosis reto de geles y componentes. Diferencias significativas p<0,05 fueron encontradas entre el grupo control
DNFB con respecto a los demas grupos tratados. C. Cortes histoldgicos de orejas de ratones tratados con DNFB y Gel4(BC+AE+MIL), en el
recuadro se observa alteraciones histopatoldgicas como infiltrado leucocitario, formacion de espongiosis y presencia de eosin 6filos >15 cel/c.m.
las otras dos imagenes muestran la estructura normal microscopica de orejas sin tratamiento y tratadas con el Gel4(BC+AE+MIL).
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4.2 Ensayos de genotoxicidad

421 Ensayo cometa. El tratamiento oral con BC y AE (14 dosis) y topico (14
dosis) con Gell(Vehiculo) y Gel4(BC+AE+MIL) presentaron teve-dafio leve en el ADN con
valores menores al 26,75 % (Ver tabla 15 y Figura 15, 16). Por el contrario, el control positivo
genotoxico CPA + EMS produjo un porcentaje de dafio de ADN total cuatro veces mayor al
producido por los geles y componentes con valores de 74,9 + 3,2 %, lo cual se relaciona con
el indice de dafio (ID) que se incrementa a 291,6 + 13,0 vs 75,0 + 11 en comparacion al
tratamiento de componentes y geles. Entre el grupo control (CPA + EMS) se encontraron
diferencias significativas (p<0,001) con respecto a los otros grupos evaluados (componentes
y geles).
Tabla 15.

Porcentajes del dafio en el ADN e indice de dafio (ID) producido por el tratamiento de geles
y componentes en sangre.

Compuesto Via Clase de dafio ADN ID+DS % Dafio
adm 0 1 2 3 4 Total £ DS
pBC Oral 13 72 17 033 0 107+12,8 26,75£3,19
AE Oral 31,3 636 36 13 O 75411 18,75+2,8
Gell(Vehiculo) Topica 30 63 53 16 O 78,616,7 19,5+1,7
Gel4(BC+AE+MIL) Topica 286 576 93 33 1 90,3+9,0 22,6+2,2

CPA+EMS Ip 0 6 266 37 30,3 291,6+13,0 74,9432***

Nota: BC, trans-g-cariofileno; AE: aceite esencial; MIL: miltefosina, ID, indice de dafio;
DS, desviacion estdndar, Via adm: via de administracion; ip: intraperitoneal; CPA + EMS:
ciclofosfamida mas etil metano sulfonato.
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Figura 15. Porcentaje de dafio del ADN de células sanguineas. En la Figura se visualiza el dafio
‘ en eldel ADN producido por del control geretéxico-positivo eiclofestamida—mas—etil-metane

sttfonato(CRPA—+EMS)—en comparacion con el dafio producido por los geles y sus

componentes. (***p<0,001). BC: trans-p-cariofileno; AE: aceite esencial, MIL: miltefosina,
| CPA + EMS: ciclofosfamida mas etil metano sulfonato.

Figura 16. Ensayo cometa alcalino en células individuales. A. Nucleoides
de células sanguineas de ratones tratados con Gell(Vehiculo). B.
fragmentacion del ndcleo (formacion de cometas) de las células sanguineas
de ratones tratados con el control positivo de genotoxicidad ciclofosfamida
mas etil metano sulfonato (CPA+EMS). Se puede indicar en esta figura los
diferentes tipos de dafio.
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422 Ensayo micronuicleos (MN) en medula 6sea. Los geles y compuestos no
mostraron formacion de micronlcleos en eritrocitos policromaticos de medula 6sea. En
contraste, el control positivo de genotoxicidad CPA+EMS mostré una frecuencia de

aparieién-de 179,5+18,8 MN en 1000 eritrocitos policromaticos EPC- (Ver Figura 17 y 18).

250
200

150

MN-EPC

100

175 15 2 225

BC AE Gell(Vehiculo) Geld(BC+AE+MIL)  CPA+EMS

Figura 17. Fermaeién-Frecuencia de MN en medula 6sea. La Figura muestra el nimero de
microntcleos observados en 1000 EPC de ratones BALB/c tratados con geles y componentes.
Diferencias significativas ***p<0,001. BC: trans-p-cariofileno; AE: aceite esencial, MIL:
miltefosina, CPA + EMS: ciclofosfamida mas etil metano sulfonato.

Figura 18. Extendidos de medula dsea coloreados con Giemsa. A. las flechas indican la
presencia de microntcleos MN en eritrocitos policromaticos de ratones BALB/c tratados con
el control positivo de genotoxicidad CPA + EMS. B. Células de medula dsea de ratones
tratados con el Gel4(BC+AE+MIL), donde no se observa aparicién-la presencia de MN.
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4.2.3 Alteraciones fisicas, de comportamiento, bioquimicas e histopatoldgicas.
Paralelamente a los ensayos de genotoxicidad descritos anteriormente (ensayo cometa y

micronucleos) se hizo seguimiento del peso y comportamiento de los animales durante del

tratamiento (14 dosis), asi como fue realizada la se-determinarencion de las alteraciones
hepéticas y renales mediante pruebas bioguimicas y se analizaron biopsias de higado, rifion
y bazo.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en el peso de los animales antes
y después del tratamiento componentes y geles (p=0,07). El peso de los animales antes del

tratamiento fue de 22,47 £ 0,9 g y después 22,74 + 1,0 g (Ver Figura 18). No se observaron
signos de dolor ni alteraciones en el comportamiento durante los dias de tratamiento.

30

20

Peso (g)

10

BC AE Gell(vehiculo) Gel4(BC+AE+MIL)  CPA+EMS

Olnicio tratamiento  BFinal tratamiento

Figura 19. Peso corporal de los ratones BALB/c antes y después del tratamiento 14 dosis con
los componentes y geles. BC: trans-p-cariofileno; AE: aceite esencial, MIL: miltefosina, CPA
+ EMS: ciclofosfamida mas etil metano sulfonato.
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424 Alteraciones en el perfil bioquimico. Inicialmente se estandarizaron valores
normales en suero de ratones BALB/c sanos de concentraciones de BUN (mg/dL), ALT, AST
y FA (U/L) los cuales se muestran en la tabla 16. se encontrd que los resultados obtenidos de
los sueros de los ratones tratados con los compuestos y geles entraron-estan dentro en-del
rango de los valores normales.

Teniendo en cuenta los valores obtenidos por el grupo tratado con el Gell(Vehiculo) no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) con los otros grupos
tratados con los componentes y geles. Estos resultados mostraron que durante el tratamiento
de durante 14 dosis las concentraciones del metabolito y enzimas indicadores de hepato y

nefrotoxicidad fueron normales.

Los valores obtenidos en los ratones tratados con el control positivo de genotoxicidad
CPA + EMS no mostraron alteracion, lo que indica que este compuesto no indujo

citotoxicidad en células hepatica y renales.

Tabla 16.
Perfil bioquimico de ratones tratados con los componentes y los geles (14 dosis). La tabla
muestra las concentraciones del metabolito y enzimas indicadoras de dafio hepatico y renal.

. mg/dL U/L
Tratamiento
BUN AST ALA FA

BC 63,32+4,2 33,40+7,1 20,44+15 46,50+4,9

AE 49,67+10,1 73,62+9,8 20,71+3,1 64,33+18,1

Gel1(Vehiculo) 60,32+1,6 75,51+16,5 24,4444 .5 34,03+10,6

Gel4(BC+AE+MIL) 46,4643,2 62,77+11,6 22,2944 .5 42,50+11,2

CPA + EMS 51,1+7,9 61,99+7,7 29,96+7,9 44,72+17

Valores de Referencia 40,60 — 72,39 70,0 -90,0 21,0-31,0 33,13 -77,41

Nota: BC, trans-p-cariofileno; AE: aceite esencial; MIL: miltefosina, BUN: nitrégeno ureico
— urea, AST: aspartato aminotransferasa, ALT: alanina aminotransferasa, FA: fosfatasa
alcalina.
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425 Estudios histopatologicos en higado, bazo y rifion. En las biopsias
evaluadas no se observaron alteraciones en la morfologia, e-infiltrados celulares o dafios en
las células hepéticas, renales y la pulpa esplénica que indicaran apoptosis o necrosis de estos

organos después de un tratamiento por 14 dias con los geles y componentes (Ver figura 20)

Sin tratamiento Gel4(BC+AE+MIL)

Z

35 % d
Figura 20. Histepatelegia-lmagenes de cortes histoldgicos de érganres-higado, rifion y bazo
de ratones BALB/c tratados_con geles y compuestos. En la primera columna se observan
cortes histolégicos de higado, rifién y bazo de ratones_pertenecientes al grupo control (sin
tratamiento) y la segunda columna a de-ratenes-organismos een-tratadosmiento conde
geles y componentes.
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4.3 Ensayos antiparasitarios

43.1 Ensayos in vitro. Los resultados obtenidos de la evaluacidn antiparasitaria de
los geles y componentes se muestran en la Tabla 17. El BC y el AE mostraron actividad en
promastigotes de L (V.) braziliensis y L (V.) panamensis con valores de Cl entre 12,35 + 0,6
y 43,72 £ 2,3 pg/mL. El BC presentd actividad en amastigotes intracelulares de L.(V.)
braziliensis Clso 74,01+0,1 pg/mL. La MIL fue 17 veces mas activas contra los parésitos con
respecto al BC y AE. El componente BC presento un indice de selectividad (IS) >4 y la MIL

de 3 indicando ser selectivo contra los parésitos.
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Tabla 17.

Actividad toxica en células de mamifero y antiparasitaria in vitro de geles y componentes. La tabla muestra la CI50 y CI90 de los geles

y compuestos contra las formas parasitarias de L. (V.) braziliensis y L. (V.) panamensis. Ademas, se muestra la actividad citotoxica en
células de mamifero.

Concentracion (ug/ml del componente) + DS

L.(V.) braziliensis L.(V.) panamensis Células de mamifero
Promastigotes Amastigotes Promastigotes THP-1

ICso ICoo 1Cs0 I1Coo ICs0 1Cq0 CCso CCup

pC 33,94+0,3 51,25+4,3 74,01+£3,6 >100 43,72+2,3 57,40£3,9 >300 >300

AE 12,35+0,6 23,84+1,6 >100 >100 ND ND 76,30£7,5 >300

MIL 157+£0,1 1,89+0,1 4,2+ 0,8 >5,5 2,64 £0,1 3,47+ 0,2 14,45+0,5 >50

Concentracion (mg/mL del gel) + DS

Gel1(Vehiculo) >35 >3.5 >25 >25 >3.5 >3.5 >36 >36

Gel3(AE+BC) >13,2 >13,2 ND ND >13,2 >13,2 >13,2 >13,2

Gel4(BC+AE+MIL) 122+0,1 2,5+0,4 2,13+0,3 29+00 2,78+01 3,05+0,1 9,89+1,5 >36

Nota: BC: trans-g-cariofileno, AE: aceite esencial, MIL: miltefosina, DS: desviacién estandar, Clso v 90: Concentracion inhibitoria 50 y
90, CCso v g0: concentracién citotdxica 50 y 90. ND: no determinado.
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El Gell(Vehiculo) y el Gel3(AE+BC) no mostraron actividad antiparasitaria a la maxima
A R . B ¢~ C
-d ‘ .
, » » .
e At X &
‘ E F

Figura 21. Actividad anti-Leishmania de componentes y geles contra L.(V.) braziliensis.
Celulas tratadas con A. BC. B Gel4(BC+AE+MIL). C. Gel3(BC+AE).D. Gell(Vehiculo). E.
miltefosina F. control de infecciden. EL color negro que se observa en las celulas tratadas con
los geles_(indicar con flechas), son agregados formados por los geles base (Carbopol). BC:
trans-B-cariofileno, AE: aceite esencial, MIL: miltefosina

concentraciones evaluadas de 3,5 y 13,2 mg/mL respectivamente. Por el contrario, el
Gel4(BC+AE+MIL) mostrée valores de Clsp de 1,22 = 0,1 y 2,78 = 0,1mg/mL en
promastigotes de ambas especies de Leishmania; ademas, en amastigotes intracelulares de L.
(V.) braziliensis se obtuvo Clsg 2,13+0,3 mg/ml y Clgo 2,9+0,0 mg/ml y un IS de 8 indicando

selectividad contra el parasito (Ver tabla 17 y Figura 21).
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4.3.2 Ensayos in vivo. Al inicio del tratamiento, todas las lesiones de LC fueron
nodulares con formacion de ulceras (ver Figura 22, A y B). El tratamiento con los geles
Gel2(MIL) y Gel4(BC+AE+MIL) fueron efectivos contra la LC mostrando una disminucion
estadisticamente significativa en el area de las lesiones. Los ratones tratados con el
Gel2(MIL) mostraron un area de 39,59 mm? al inicioé y un area de 10,76 mm? al final
mientras que y-los tratados con el Gel4(BC+AE+MIL) mostraron un area de 39,89 mm? a al
final del tratamiento una de 5,38 mm?2. ContrariamenteEn contraste, los geles Gel1(Vehiculo)
y Gel3(BC+AE) mostraron aumento en el area de las lesiones. El tratamiento con los geles
no indujo ningun signo de irritacion ni pérdida de peso durante y después del tratamiento. En
las improntas realizadas a las cicatrices 10 dias después de finalizado el tratamiento, a-tas
cicatrices-de-en los ratones tratados con Gel2(MIL) y Gel4(BC+AE+MIL) no se observaron

amastigotes de Leishmania (Ver Figura 22;C).
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|Figura 22. Eficacia de geles en ratones BALB/c infectados con L. (V.) braziliensis. Los geles fueron aplicados tépicamente en una dosis diaria_durante
20 dias. A. la imagen muestra las lesiones de leishmaniasis cutanea antes y después de 20 dias de tratamiento. B. las Figuras muestra la evolucion en el
tamario de las lesiones (n6dulos y ulceras) durante 30 dias. C. improntas del sitio de la lesién celoreades-tefiidos con Giemsa obtenidas después del
sacrificio de ratones tratados con Gel4(BC+AE+MIL) y Gell(Vehiculo). Diferencias estadisticamente significativas (p<0,001) fueron encontradas entre
grupos Gell(vehiculo) frente Gel2(MIL) y Gel4(BC+AE+MIL) y Gel3(BC+AE) frente Gel2(MIL) y Gel4(BC+AE+MIL).
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5 DISCUSION

Los tratamientos topicos en leishmaniasis cutanea (LC) constituyen una alternativa y
ventaja sobre los tratamientos convencionales o terapia sistémica, debido a la facilidad de la
administracion, disminucion de los efectos adversos y el costo-efectividad. En este trabajo
se disefid y evalud la toxicidad y capacidad anti-Leishmania de una formulacién tipo
semisolida conteniendo aceite esencial AE de L. origanoides quimiotipo felandreno y BC con
el fin de lograr una formulacion estable y apta para ser utilizadas en el tratamiento de LC ya

sea como vehiculo de otros medicamentos o como tratamiento Gnico.

preparados mostraron caracteristicas fisicoquimicas 6ptimas logrando la disolucién completa
de sus componentes, estables en el tiempo (durante 3 meses, 4°C y protegido de la luz) y con
un pH por encima de 5,5 (pH medio piel) condicion que aumenta la permeabilidad de la piel
facilitando la absorcion de los componentes contenidos en el gel (Patente 2012). El AE y el
BC mejoraron la extensibilidad del gel, lo cual permite una amplia distribucion de la
formulacién al aplicarla en la epidermis. Debido a la naturaleza lipofilica del AE y BC al
momento de mezclar con el gel base hidrofilico el color del gel se torné blanquecino, debido
a la emulsificaciden del aceite en agua, caracteristica similar observada en la preparacion de
otros geles con compuestos lipofilicos (Ibrahim et al., 2013).

El AE y BC libre o contenidos en los geles no mostraron efectos toxicos,
hipersensibilizantes o genotoxicos en los diferentes modelos experimentales. Lo anterior
hace al gel conteniendo BC+AE seguro para uso humano, ademas dado que las caracteristicas
fisicoquimicas del gel fueron mejores que las de Gell(Vehiculo) se garantizan una mayor

seguridad y estabilidad en—ela lo largo del tiempo. Los AE han sido utilizados en la
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preparacion de diversos tipos de geles a bajas concentraciones (0,4 hasta 5% p/v) y algunos
de ellos mostraronnde concentraciones relativas de BC (de 1,2 a 28%). Aceites esenciales de
Syzygium aromaticum y Piper nigrum fueron utilizados mostrando efectos antiinflamatorios
en humanos (Patente, 2013). Aceites esenciales de Cymbopogon citratus y de Thymus
vulgaris mostraron actividad contra cepas de Staphylococus aureus meticilino resistentes
(Shukr y Metwally, 2013) y como conservantes en cosmética (Manou et al.,1998). En este
trabajo los geles fueron igualmente preparados con concentraciones bajas de AE y BC. Las
bajas concentraciones utilizadas del AE en los geles se justifican ademas por el rendimiento
de obtencion del AE a partir de plantas de L. origanoides quimiotipo felandereno (del 1,2%)
y la compleja mezcla de terpenos (>50 compuestos) que lo constituyen (Stashenko et al.,
2014). Se han encontrado AE extraidos de Camellia sinensis y Eucaliptus globulus con
cantidades relativas bajas (de 5 y 10%) del componente o-pineno (la cantidad de este
componente en el AE utilizado en este trabajo fue 2,3%) el cual mostrd actividad toxica en
piel (Dharmagunawardena et al., 2002). La concentracion de BC utilizada en los geles fue
del 0,5%. El BC ademas de estar presente en el AE también fue obtenido comercialmente en
donde por analisis cromatoégraafico se detectd una alta pureza (del 91,07%). Otros geles han
utilizado concentraciones similares de BC siendo su fuente s6lo el AE (Patente 2013).

De las plantas de L. origanoides se han encontraron tres quimiotipos debido a sus
componentes mayoritarios “Timol”, “Carvacrol” y “Felandreno”. Para este trabajo se utilizo
el quimiotipo felandreno AE debido a la cantidad mayor de BC que contiene con respecto a
los otros quimiotipos (11,3 vs 2,4%) (Stashenko et al., 2013);. Ademas, se ha reportado la
presencia de flavonoides, particularmente, la pinocembrina que posee una alta actividad
antioxidante (Stashenko et al. 2014). La actividad antioxidante del AE y del BC en este

trabajo fue similar con actividades de CEso: 69,31 y 77,89 mg/ml respectivamente. En los
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geles que contenian ambos compuestos (Gel3(AE+BC) se observd una inhibicion de 47,13%
del radical DPPH la cual comparada con el gel sin los componentes fue siete veces mas
inhibitoria (mas antioxidante) mostrando que su capacidad antioxidante era preservada en la
formulacion. Utilizando técnicas diferentes (capacidad de absorcion de los radicales de
oxigeno en lugar de DPPH), otros autores reportan la actividad antioxidante del AE
quimiotipo felandreno y del BC con valores de 1820 y 2800 pumol Trolox/g mostrando una
mayor actividad antioxidante que controles positivos) tales como el butilhidroxitolueno (457
umol Trolox/g sustancia) y el a-tocoferol (550 pmol Trolox/g sustancia). Estas metodologias
son similares debido a que muestran la capacidad de reducir o neutralizar un radical libre, sin
embargo del DPPH emplea como radical libre moléculas que difiere de cualquier radical libre
0 especie reactiva generada por un sistema biologico (Thaipong et al.,2006). El control
antioxidante utilizado en este trabajo fue el &cido ascorbico el cual redujo significativamente
(p<0.05) mas{p;6,05} el radical DPPH en comparacion con el AE y BC (Villanueva et al.,
2009). La capacidad antioxidante que se registro en este estudio, convierte al AE y el BC en
compuestos alternativos para sustituir antioxidantes sintéticos.

En los estudios toxicologicos realizados en este trabajo se encontré que el AE y BC fueron
no-irritantes al aplicarlos puros en una sola dosis sobre la piel de los animales sugiriendo que
no se produjo ninguna respuesta inmunoldgica de irritacion. Esto puede ser consecuencia de
los efectos antiinflamatorios que han sido reportados con respecto al BC que puede actuar
como ligando a receptores canabinoides inhibiendo la expresion de citoquinas
proinflamatorias como factor de necrosis tumoralTNF-a e interleuquina IL-1J en sangre
atenuando mecanismos de fosforilacion en monocitos. Se demostr6 que ratones que
expresaban receptores canabinoides Cnr2** tratados con BC (5 mg/Kg) mostraron una

disminucidn de la respuesta inflamatoria inducida por el compuesto carregenano (induce
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inflamaci6n), mientras que ratones Cnr2~/~ carentes de receptores CB2 no mostraron elste
efecto antiinflamatorio (Rg Gertsch et al. 2001).

En el ensayo de hipersensibilidad de contacto (HC), los ratones expuestos a dosis
sensibilizantes del AE y el BC no indujeron HC después del reto. En otro estudio el BC
utilizados en dosis menores e intradérmicamente demostrd igualmente ser un compuesto no
sensibilizante, a menos que se degrade o se oxide por exposicion al aire o luz por tiempos
prolongados de aproximadamente 10 semanas (Skéld et al., 2006). EleoentretLos organismos
del grupo control de HC utilizado en el presente estudio (DNFB) mostrarone irritacion con
las dosis sensibilizantes (0,5%), e inflamacion con las dosis de reto (0,2%). Se sabe que el
DNFB induce una reaccion de hipersensibilidad tipo IV mediada por células T (Rose et
al.,2012)-. Histolégicamente se observé dermatitis espongiotica con severo grado de edema
intra y-¢e intercelular epidérmico, debido a la potente respuesta inmune que indujo el DNFB

alas 72 h post dosis reto (Cho y Hough, 1986; Taylor, 1986). Es importante destacar que Eel

modelo murino utilizado en este trabajo es considerado un modelo confiable para evaluar la
dermatitis de contacto alérgica el cual ha servido como marco para el entendimiento de este
tipo de alergia en los humanos (Kaplan et al., 2012; Rése et al., 2012).

El potencial genotoxico del AE y el BC (dafio total de ADN del 26,75 y 18,75%,
respectivamente) demostrd que los componentes no fueron no-genotoxicos para los animales.
Esta técnica también detecta dafios basales y dafios causados por el metabolismo que pueden
ser reparados. Esta técnica también detecta dafios basales y dafios causados por el
metabolismo que pueden ser reparados (Neira et al., 2016). Los compuestos utilizados como
controles (CPA y EMS) fueron los establecidos en las guias internacionales de evaluacion de
sustancias quimicas (Test No. 474: Mammalian Erythrocyte Micronucleus Test, 2014, Test

No. 489: In Vivo Mammalian Alkaline Comet Assay, 2016), en donde se garantiza que las
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concentraciones de uso inducen dafio del ADN mas no producen efectos tdxicos sistémicos
ni citotoxicos que interfieran en la lectura (Vasquez, 2010). Estudios de genotoxicidad han
sido realizados en AE, donde reportan que el AE de Lippia alba no es genotdxico utilizando
el método de SOS cromotest, sin embargo al evaluar algunos de los componentes
mayoritarios (limoneno) se demestré-observo fa-genototoxicidad de éste componentes en
dosis entre 97 y 1549 mM (Lopez et al., 2011). En ratones Swiss fue evaluado el AE de

Copaifera donde no se observo ningun incremento de dafio en el ADN, a través del ensayo

cometa y el-de-microndcleos,—he-reportaren—ningtn—ineremento—de—dafio—en—el-ABN, ni

alteraciones en la incidencia de microntcleos en EPC a las concentraciones evaluadas (500,
1000 y 2000 mg/Kg)(Almeida et al., 2012). Para el BC se ha reportado que es un compuesto
no mutagénico en el ensayo de mutacion génica reversa en Salmonella typhimurium cepas
TA 98 y TA 100 (Di Sotto et al., 2008) ni clastogénico en el modelo murino NIH a
concentraciones de 20, 200 y 2000 mg/Kg (Molina et al., 2009).

El1 BC ha sido considerado como candidato promisorio para uso de formulaciones topicas
para el tratamiento de la leishmaniasis, debido a su baja toxicidad y actividad anti-
Leishmania en modelos in vitro como los encontrados en este estudio en contra L. (V.)
panamensis y L.(V.) braziliensis (Tabla 17 y Figura 21) demostraron la selectividad del BC
siendo >4 veces mas toxico en los parasitos que en las células. El AE también ha mostrado
actividad inhibitoria en amastigotes intracelulares del 19,64% en L.(V.) panamensis y
34,09% en L.(V.) braziliensis a concentraciones de 100 pg/mL- (Salud 2015). Estudios han
reportado la actividad anti-Leismania del BC con Clso de 24,02 pg/mL en promastigotes y
53,39 pg/mL en amastigotes de L. (L.) infamtum;: aAdemas de CCso de 143,85 pg/mL en

células THP-1(Leal et al. 2013). En L.(V.) amazonensis se ha reportado Clso de 1,3 pg/mL y
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toxicidad en macrdéfagos peritoneales murinos CCso de 63,6 ug/mL, indicando al BC como
un compuesto selectivo contra el parasito (Soares et al., 2013).

A pesar de las ventajas encontradas de preparar una formulacion tipo gel con AE y BC por
las diversas propiedades biologicas de estos componentes y caracteristicas fisicefisico-
quimicas apertadas-ade la formulacion, no se logré que tuviese un efecto anti-Leishmania.
Por el cual paralelamente, se utiliz6 el gel conteniendo AE y BC como vehiculo para potenciar
u optimizar el efecto de un medicamento anti-Leishmania, realizdndole algunas de las
pruebas toxicoldgicas y anti-Leishmania en los modelos experimentales.

Varias fueron las motivaciones para usar la miltefosina en una formulacion topica debido
a que es un medicamento utilizado en el tratamiento de la leishmaniasis visceral como la LC
(Monge y Lo6pez, 2015). La miltefosina cumple con los requisitos necesarios para la
permeacion del estrato corneo de la piel, la principal barrera de los tratamientos topicos,
debido a que tiene un bajo peso molecular (<500 g/mol), posee menos de tres donantes de
enlaces de hidrogeno, buena solubilidad en el vehiculo y un coeficiente de particion entre 1
y 3. Sin embargo, la miltefosina es una molécula anfifilica y zwitterionica en la piel a pH 5,5
conteniendo cargas negativas y positivas (pKa 2) actuando como un surfactante(Bos y

Meinardi, 2000; Pugh, 1996). En este trabajo confirmamos el efecto anti-Leishmania in vitro

de la miltefosina libre in—vitro—anti-Leishmania—en las formas parasitarias de L.(V.)
panamensis y L.(V.) braziliensis, siendo hasta tres veces mas toxico en el parasito que en las
células (Tabla 17). Otros estudios han demostrado su actividad contra especies de Leishmania
con CEsp en amastigotes intracelulares de L. tropica (0,07-0.08 uM), L. major (0,12-0,05
1M), L. aethiopica (0,11-0,12 pM), L. mexicana (0,43-0,69 uM) y L. panamensis (0,14—

0,12 uM) (Van Bocxlaer et al., 2016).
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Al gel preparado con AE y BC, se le adicionde miltefosina Gel4(BC+AE+MIL) en una
escasa proporcion debido a la poca disponibilidad y costo de este medicamento. Se realizaron
paralelamente los ensayos de toxicidad con los componentes y ensayos anti-Leishmania in
vitro e in vivo en ratones infectados con L. (V.) braziliensis. Anidado al ensayo in vivo, se
prepar6 un gel conteniendo solo miltefosina (Gel2(MIL)). Estas formulaciones fueron
estables, efectivas y segura en el tiempo (20 dias) de tratamiento de los ratones con LC, sin
embargo, las propiedades fisico quimicas del gel Gel2(MIL) no fueron iguales al gel
Gel4(BC+AE+MIL) a pesar del efecto anti-Leishmania que fue igual de efectivo en ambos
geles. Contrariamente, a los resultados obtenidos de formulaciones topicas de miltefosina al
6% para el tratamiento de la LC por 5 dias en ratones BALB/c infectados con L. major, donde
se us6 como solventes agua, el-propilenglicol, dimetil isosorbida_y—_salicilato octilo,
obtuvieron formulaciones estables, sin embargo poco efectivas e irritantes (\Van Bocxlaer et
al., 2016). Se han producido algunas formulaciones topicas de miltefosina como el Miltex®
(6% de miltefosina) utilizado en casos de metastasis de cancer en piel (Garnier y Croft, 2002).
En modelos experimentales murinos infectados con L.(L.) mexicana y L.(L.) major fueren
tratados con Miltex se observémestré reduccion de las lesiones, sin—embargo,—se
ebservéaunque fueron- reactivaroneién después de dos meses de tratamiento (Schmidt-Ott et
al.,1999). Otra suspension con miltefosina utilizada a concentraciones de 50 mg-150 mg/Kg
ha sido probadas en algunos ensayos clinicos en LC con resultados variables (Soto et al.,
2001). Tratamientos topicos a partir de formulaciones hidrofilicas (gel de paramomicina
10%) han mostrado mayor permeacion que los ungientos (Tiuman et al., 2011). Ademas,
esta formulacién en gel con paramomicina presenta, en comparacion con las cremas ventajas
en la estabilidad, bajo costo y facil preparacion, ademas del efecto anti-Leishmania donde se

reduce el tamafio de la lesion causada por L.(L.) amazonensis y L. (V.) braziliensis,



95

presentando una actividad superior o equivalente al tratamiento con antimoniales (Goncalves
et al., 2005). Estas formulaciones tdpicas al ser optimizadas y agregando compuestos como
el BC y AE podrian potencializar la permeacion (Herman y Herman, 2015),
proporcionandoledarle—  propiedades antioxidantes, conservantes y caracteristicas

organolépticas agradables para la posible evaluacion en ensayos clinicos.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En este trabajo se pude-obtuvoener una formulacion que contiene bajas proporciones de
BC y AE la cual fue fisicoquimicamente estable;-, con caracteristicas organolépticas optima,
con capacidad antioxidante, no irritante en piel, no hipersensibilizante, no genotoxica,
haciéndola fe-euatl-es-confiable para un uso en humanos como vehiculos en tratamientos
topicos con efecto anti-Leishmania como la miltefosina. Este estudio ademas—también
demostro la posibilidad de reformular un medicamento de uso oral como la miltefosina.

Los modelos experimentales utilizados en este trabajo son apropiados para el
entendimiento del efecto toxicoldgico producido por los componentes y los geles, teniendo
como punto de comparacion controles positivos de irritacion (AE-Timol), hipersensibilidad
(DNFB) y genotoxicidad (CPA+EMS) cuyos resultados fueron reproducibles con los
estandares o pruebas de toxicidad reportados en la literatura, aprobadas por entes
internacionales.

El BC y el AE fueron activos en modelos experimentales in vitro, sin embargo, al ser
formulados no tuvieron ningun efecto anti-Leishmania, esto puede ocurrir debido a la baja
concentracion de los componentes. Es recomendable el aumento de las concentraciones el
BC y AE en las formulaciones hasta encontrar una dosis no toxica capaz de reducir las
lesiones provocadas por parasitos de Leishmania en el modelo murino. Un hallazgo
importante fue la propiedad antioxidante del BC y AE aportando estabilidad de las
formulaciones, lo cual se puede proponer estos compuestos como candidatos para reemplazar

antioxidantes sintéticos comerciales
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Ensayos de permeacion de los geles conteniendo BC y AE deben ser realizados para
determinar con precision el efecto potenciador y la acumulacién de estos compuestos en las

capas de la piel.
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