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RESUMEN

Las opciones terapéuticas para los pacientes con leishmaniasis cutanea son pocas, de eficacia
variable y toxicas. La medicina tradicional (MT, popular o indigena) y el reposicionamiento
de farmacos (utilizacion de farmacos de entidades diferentes) proveen alternativas de estudio.
Se evaluaron en Leishmania (Leishmania) amazonensis sustancias como la miel de abejas,
café, extracto de Cannabis sativa y el tetrahidrocannabinol (THC), el calor y algunos
farmacos. La potencia se expresd en concentraciones inhibitorias o citotdxicas (Clso 0 CCso)
de promastigotes, amastigotes intracelulares, células THP-1y la efectividad en la inhibicién
de las lesiones en ratones BALB/c tratados topicamente con formulaciones tipo crema, gel y
ungliento. Adicionalmente se evaluo el efecto del calor y la actividad antioxidante. Los
compuestos antileishmania mas potentes de mayor a menor fueron el nifurtimox, THC,
celecoxib, Sbh""", C. sativa, ribavirina, azitromicina y el tratamiento veterinario con Clso entre
1,1 y 85,8 pg/mL. En amastigotes intracelulares, el nifurtimox, celecoxib y Sh'' fueron
activos. La interaccion del Sb"'y celecoxib fue indiferente, sin embargo, in vivo el ungiiento
combinado preparado con cera de abejas presento reduccion y reepitelizacion completa de la
lesion. Individualmente estos farmacos al igual que la crema de café + ribavirina controlaron
el crecimiento de las lesiones. Los promastigotes, amastigotes axenicos y células THP-1

fueron susceptibles a altas temperaturas y el café y el THC mostraron actividad antioxidante.



Estudios complementarios orientados a mejorar la dosificacion, formulacion, determinacion
de permeabilidad, entre otros son recomendados.

Palabras Clave: Leishmaniasis del Nuevo Mundo, reposicionamiento de medicamentos,
sinergismo farmacoldgico, terapéutica tradicional, termoterapia.

ABSTRACT

Therapeutic options for patients with cutaneous leishmaniasis are few, of variable efficacy
and toxic. Traditional medicine (TM, popular or indigenous) and drug repositioning (use of
drugs from different entities) provide study alternatives. Substances such as honey, coffee,
Cannabis sativa, tetrahydrocannabinol (THC), heat and some drugs were evaluated in
Leishmania (Leishmania) amazonensis. Potency was expressed in inhibitory or cytotoxic
concentrations (ICso or CCso) of promastigotes, intracellular amastigotes, and THP-1 cells,
and effectiveness in inhibiting lesions in BALB/c mice treated topically with cream, gel, and
ointment-type formulations. Additionally, the effect of heat and antioxidant activity were
evaluated. The most potent antileishmania compounds from highest to lowest were
nifurtimox, THC, celecoxib, Sb'", C. sativa, ribavirin, azithromycin, and veterinary treatment
with 1Cso between 1.1 and 85.8 pug/mL. In intracellular amastigotes, nifurtimox, celecoxib
and Sh'""were active. The interaction of Sb'!" and celecoxib was indifferent; however, in vivo,
the combined ointment prepared with beeswax showed reduction and complete re-
epithelialization of the lesion. Individually, these drugs, as well as coffee cream + ribavirin,
controlled the growth of lesions. Promastigotes, axenic amastigotes, and THP-1 cells were
susceptible to high temperatures, and coffee and THC showed antioxidant activity. Further
studies are recommended to improve dosage, formulation, and permeability determination,

among other factors.



Keywords: new world cutaneous leishmaniasis, drug repositioning, drug synergism,
traditional therapeutics, thermotherapy

INTRODUCCION

La leishmaniasis cutanea (LC) y mucocutanea (LM), son enfermedades infecciosas que
afectan a la piel y las mucosas causadas por protozoos del género Leishmania y transmitidas
alos humanos y reservorios por vectores de la familia Psychodidae. Representan un problema
de salud publica en los paises afectados siendo Brasil, Colombia y Per( los paises mas
afectados en las Américas con 54000 casos de LC anuales (Pan American Health
Organization [PAHO], 2022). En Colombia L. (Viannia) panamensis, L. (V.) braziliensis, L.
(V.) guyanensis y L. (L.) amazonensis son las especies prevalentes (Salgado-Almario et al.,
2019). El 90 % de los casos presentan lesiones localizadas, Unicas o multiples, en areas
expuestas al vector como brazos, cara y tobillos. Los farmacos disponibles son los
antimoniales pentavalentes (SbY), anfotericina B (AmB), miltefosina (MTF) y pentamidina
(PMD), recomendados entre otros segun la especie de parasito, manifestacion clinica
(localizada, diseminada o difusa), edad, enfermedades concomitantes, tratamientos previos y
el estado inmunitario del paciente (PAHO, 2022). Estos tratamientos presentan eficacia
variable contraindicaciones y efectos adversos. Los tratamientos localizados i.e.
termoterapia, infiltraciones intralesionales con SbY, ungiiento de paromomicina (PM), son
recomendados en LC no complicada, mujeres embarazadas y pacientes con enfermedad
cardiaca, renal y hepatica de base entre otros (PAHO, 2022). Las terapias combinadas de un
tratamiento localizado y uno sistémico también son recomendadas. La busqueda de

alternativas terapéuticas en LC es prioritaria.



Se han explorado alternativas interesantes provenientes de la medicina tradicional (MT) y
del avance terapéutico en otras enfermedades (reposicionamiento de farmacos) (Pineda-
Reyes et al., 2015; Andrade-Neto et al., 2018). La MT ha sido utilizada ampliamente en LC.
Esta se basa en las creencias de los pueblos transmitidas a lo largo de generaciones utilizando
remedios sobre las heridas o en algunos pocos casos pdcimas o brebajes orales (Odonne et
al., 2017). Se tratan las lesiones con desinfectantes (acidos, alcalinos, detergentes, alcoholes),
antibioticos, productos vegetales, animales, minerales, petroquimicos o de uso veterinarios,
calor (i.e. uso de metales calientes, ceras derretidas), o el uso de tratamientos recomendados
por los curanderos o herbolarios de la region basados en plantas medicinales en forma de
infusiones o emplastos (Weigel et al., 1994; Valadeau et al., 2009; Patifio-Londofio et al.,
2017). El reposicionamiento de farmacos por su parte es un método orientado a la
identificacion de un nuevo uso terapéutico a farmacos existentes y aprobados para otras
enfermedades (Xue et al., 2018). Este método aceleraria el descubrimiento de nuevos
farmacos en LC dado que aprovecharia los perfiles fisicoquimicos, toxicoldgicos, bioldgicos
y de seguridad de agentes ya desarrollados. Los tratamientos para la LC han sido adaptados
de la leishmaniasis visceral (LV) del Viejo Mundo y estos reposicionados de otras
enfermedades. Por ejemplo, los SbY fueron utilizados inicialmente como antimoniales
trivalentes (Sb"") en tripanosomiasis africana, la AmB como antifingico, la MTF como
anticancerigeno, la PM como antibacteriano y la PMD como hipoglicemiante o
antiparasitario para la tripanosomiasis africana (Charlton et al., 2018). Actualmente se
evallan en modelos experimentales de LC medicamentos que incluyen antiinflamatorios,
antiparasitarios, antifungicos, antibioticos, antivirales, antidepresivos, antihipertensivos,

antioxidantes y anticancerigenos. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad



antileishmania de algunos compuestos utilizados en la medicina tradicional, incluyendo el
extracto de Cannabis sativa junto con un tratamiento veterinario y ciertos farmacos.
MATERIALES Y METODOS
COMPUESTOS
La miel de abejas monofloral de roble y caucho fue obtenida de apicultores del corregimiento
de Cachiri, Santander, Colombia. La cera de abejas y manteca de cacao del Laboratorio Ledn
SA, Bucaramanga, Colombia, el café (Coffea arabica) tostado, molido y liofilizado de
Colcafé SA, Medellin, Colombia. El producto veterinario (solucion SDS-activador) fue
obtenido de Servicios Integrales Veterinarios SAS, Sevinet (Bucaramanga, Colombia), y el
extracto de Cannabis sativa y tetrahidrocannabinol (THC) fue obtenido por extraccion
orgénica (Tabla S1). Se utilizaron los medicamentos ribavirina (Rebetol®, Merck Sharp &
Dohme, EE.UU.), azitromicina (Zitromax®, Pfizer), benznidazol (LAFEPE, BA, Brazil),
boceprevir (Victrelis® Merck & Co.), y celecoxib (Genfar) distribuidos comercialmente y
farmacos grado reactivo azitromicina, celecoxib, tartrato antimonio de potasio (Sh'),
cafeina, metronidazol y nifurtimox (NFX) (Sigma-Aldrich, EE.UU.). La estructura de los
farmacos utilizados, peso molecular (PM) y LogP se muestran en la tabla S1.
ENSAYOS DE ACTIVIDAD DE LOS COMPUESTOS CONTRA PARASITOS Y
CELULAS
Parasitos y Células
Los promastigotes de L. amazonensis (MHOM/BR/73/LV78) fueron mantenidos medio de
cultivo de Schneider suplementado con 10 % de suero fetal bovino inactivado con calor
(SFBI, Gibco), a 27 °C. Las células THP-1 (ATCC TIB-202) fueron cultivadas en medio de

cultivo RPMI 1614 (Sigma-Aldrich) suplementado con 10 % de SFBi a 37 °C y 5 % de CO..



Los amastigotes intracelulares fueron obtenidos al infectar las células THP-1 previamente
transformadas con 40 nM de forbol-12-miristato-13-acetato (Sigma) con promastigotes de
Leishmania en un radio de uno: cinco (célula: parasito) a 32 °C por 24 h. Los amastigotes
axénicos fueron generados a partir de promastigotes metaciclicos cultivados a 32 °C, 5% de
CO2y pH 5,5 por seis dias.

Preparacion de las Soluciones Stock

La solubilidad de los compuestos en agua tipo I, buffer fosfato salino PBS, pH 7,2 y DMSO
se determin6 mezclando 100 mg del compuesto en 500 pL del solvente. Las muestras fueron
centrifugadas a 1000 g para observar la presencia de precipitado. Las soluciones stock fueron
preparadas disolviendo dos a seis mg del compuesto en el solvente donde no se observé
precipitado.

Pruebas de Actividad Antileishmania y Citotoxica in vitro

Los promastigotes y amastigotes axénicos (1 x 10° parasitos/mL) y las células THP-1
diferenciadas (6 x 10° células/mL) fueron incubadas con diluciones seriadas de los
compuestos por 72 h. Parasitos y células controles fueron tratados con medio sin compuesto.
El efecto de los compuestos en la inhibicion del crecimiento de los parasitos se determind
por el ensayo de reduccién de resazurina (Sigma-Aldrich)., adicionando rezasurina (0,12
pg/mL) por cuatro horas y determinado espectrofotométricamente las absorbancias a 570 y
600 nm. El efecto citotoxico de los compuestos en las células THP-1 se determind por el
método colorimétrico de MTT (Sigma-Aldrich) adicionando 2,5 mg/mL de MTT por cuatro
horas. Después de agregar DMSO se determinaron espectrofotométricamente las
absorbancias a 580 nm. Se calcularon los porcentajes de inhibicién y de citotoxicidad

comparando las absorbancias de los pozos control y las muestras. La actividad en amastigotes



intracelulares se determind microscépicamente en laminillas circulares fijadas con metanol
y coloreadas con Giemsa. Se realiz6 el conteo de células infectadas y no infectadas en 300
células. Se calcularon los porcentajes de inhibicién comparando el numero de células
infectadas y las no infectadas. La potencia de los compuestos fue expresada como la
concentracion inhibitoria o citotoxica 50 % (Clso y CCso) calculada por analisis de regresion
no lineal utilizando el software MsxIfit™, (ID Business Solution, UK). La selectividad de
los compuestos se calcul6 relacionando la CCsp de las células y la Clso de los parasitos (indice
de selectividad, IS), un valor >3,0 se considerd selectivo.

Prueba de Sinergismo

La eficacia de la combinacion de Sb''y celecoxib (en pastilla grado reactivo) se evalud en
promastigotes por el método de dilucion en radio fijo (Salazar-Villamizar and Escobar,
2022). Se prepararon proporciones 5:0, 4:1, 3:2, 2:3, 1:4 y 0:5 de Sh""" y celecoxib. Los
parésitos fueron tratados con diluciones seriadas (1:3) de las mezclas durante 72 h. Se
calcularon los porcentajes de inhibicidn, las concentraciones inhibitorias fraccionadas (FIC)
de cada farmaco y la media de la sumatoria (3_FICs) utilizada para clasificar la interaccion
como sinérgica () FICs <0,5), aditiva (3_FICs > 0,5 - 4,0) o antagonica (3 FICs > 4,0) (Odds,
2003).

EFECTO DEL CALOR EN LA SOBREVIDA DE LOS PARASITOS

Los promastigotes, amastigotes axénicos y las células THP-1 fueron mantenidos por diez
dias a 37, 39 y 50 °C y los controles a 26, 32 y 37 °C respectivamente. La viabilidad se
determind microscdpicamente por conteo diario en hemocitdmetro utilizando eosina amarilla
0,25 % (Sigma-Aldrich). Se compard el crecimiento en las condiciones estandares por la alta

temperatura utilizada. Los cambios morfoldgicos se determinaron microscopicamente en



laminas fijadas con metanol y coloreadas con Giemsa. El efecto de formulaciones calientes
se determind incubando los parésitos con concentraciones de 100-750 pug/mL de cera de
abejas a 50 °C, por 24, 48 y 72 h. La actividad se determind segun lo descrito anteriormente.
ENSAYOS DE ACTIVIDAD DE LOS FORMULACIONES TOPICAS EN RATONES
Preparacion de las Formulaciones Topicas

Se prepararon formulaciones tipo crema (C1-C8), geles (G1 y G2) y unguentos (Uly U2) y
sus respectivos vehiculos (Tabla S2). Para las cremas, la fase acuosa (agua, glicerina,
trietanolamina y benzoato de sodio) fue mezclada con la fase oleosa (acido estearico y cutina)
en agitacion continua a 65 °C en bafio Maria. Se agregaron los compuestos (miel, café,
extracto de C. sativa, THC, ribavirina y azitromicina) hasta obtener una homogenizacion
completa. Para los geles de NFX, se prepar6 una solucion del Carbopol 940® (1 % p/p) en
agua destilada y posteriormente se agregd el benzoato sédico al 0,1 %, el compuesto y
trietanolamina hasta formar un gel transparente. Para los ungiientos la cera de abejas y la
manteca de cacao se mezclaron a 65 °C en bafio Maria, se afiadi el aceite de oliva y los
compuestos (Sb'" y/o celecoxib) a 40 °C agitando hasta su homogenizacion completa. Se
adicionaron DMSO, B-cariofileno o acido oleico como potenciadores de la permeacion
(PPP). Las formulaciones se almacenaron a 25 °C.

Caracterizacion de las Formulaciones Tépicas

Se determind el color, la homogeneidad [poca (+), moderada (++) y alta (+++)] y la
consistencia [solido (S), semisolido (SS) o liquido (LQ)] por observacion; el pH utilizando
tiras indicadoras; y la extensibilidad midiendo el &rea de expansion superficial (mm?) de 100
mg de la formulacion al ser presionada por otra lamina portaobjetos y tres objetos de 7,1 g a

intervalos de un min. Para los unglentos estas caracteristicas fueron evaluadas a 8, 25, y 50
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°C por 30 dias. El punto de fusién (PF) de la cera de abejas y el ungiiento se determind por
el método de Thiele colocando 50 mg del compuesto en un capilar de vidrio con un extremo
en un termometro de mercurio inmerso en un vaso precipitado con aceite castor sobre una
placa de calentamiento. Se registro la temperatura (°C) de cambio de estado sélido a liquido.
La esterilidad se determino por el método de recuento en placa sembrando diluciones en agar
nutritivo (para bacterias) y agar papa dextrosa (para mohos y levaduras) a 37 °C y 25 °C por
24 h o cinco dias respectivamente. Se realizd el conteo de unidades formadoras de colonias
por gramo.

Animales y Reglamentaciones

Se utilizaron ratones BALB/c de ocho a diez semanas los cuales fueron mantenidos en
condiciones controladas de temperatura, humedad, comida y agua ad libitum en estricta
conformidad con lo definido en la normatividad nacional. Los estudios fueron desarrollados
de acuerdo con la guia y protocolos para el cuidado y uso de animales del CINTROP,
aprobado por el Comité de Etica de la UIS, Cédigo D16-00730 comprometiéndonos a
minimizar el sufrimiento durante el sacrificio mediante el uso xilacina y ketamina como
anestésicos.

Infeccion y Tratamiento

Los ratones fueron infectados con 5 x 10° promastigotes/100 pL en el dorso por via
subcutanea. Las lesiones fueron medidas semanalmente utilizando un medidor digital. Se
calcul6 el area de la lesion (mm?). Después del sacrificio se recogieron trozos de lesiones
para ser fijadas en formalina tamponada al 10 % y procesadas para estudios histologicos. A
los 30 - 40 dias post infeccidn se aplicaron topicamente las cremas C5 (café-ribavirina), C6

(azitromicina), C7 (extracto C. sativa) y C8 (THC), los geles G1 y G2 (NFX) y el unglento
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Uly U2 (Sb"" + celecoxib y Sh"' y celecoxib individual). Se emple6 un n = 4 para cada
grupo experimental. La aplicacion fue de 100 mg/dia, tres veces por semana por cuatro
semanas. Adicionalmente se aplicd un ungiiento control (sin farmaco) previamente calentado
en bafio Maria a 50 °C durante dos minutos y un control no tratado. Se realizaron registros
fotogréficos de las lesiones y se determinaron los porcentajes de reduccion en el tamafio de
la lesion (mm?) comparando las areas de lesion antes y después del tratamiento. La presencia
del parésito se determind microscopicamente en las improntas fijadas en metanol y
coloreadas con Giemsa y las biopsias procesadas y coloreadas con hematoxilina/eosina
(Neira et al., 2019).

ENSAYO DE CAPTACION DEL RADICAL DPPH

Se utiliz6 el ensayo de reduccion del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH)
(Sigma-Aldrich). Se prepararon diluciones seriadas (1: 3) de los compuestos (miel, café,
cafeina, extracto de C. sativa, THC, tratamiento veterinario, cera de abejas y ocho farmacos)
en metanol y se incubaron con el radical DPPH (150 pg/mL) a 25 °C. El &cido ascérbico se
utilizé como control positivo y DPPH sin muestra como control negativo. Después de 20 min
se determin0 espectrofotométricamente a 517 nm. El porcentaje de captacion del radical
fueron calculados como sigue: % de captacion del radical | DPPH= 1-(DO DPPH-DO DPPH
muestra / DO DPPH) x 100.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se analizaron utilizando el software GraphPad Prism 9.0.1 para Windows. Se
emplearon pruebas paramétricas (t-testy ANOVA) y no paramétricas (prueba Shapiro-Wilk).

Valores de p <0,05 se consideraron estadisticamente significativos.
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RESULTADOS

EL NFX, CELECOXIB, SB"', RIBAVIRINA, C. SATIVA, THC PRESENTARON
ACTIVIDAD ANTILEISHMANIA IN VITRO

El extracto de C. sativa y su componente THC mostraron un efecto de dosis respuesta con
una potencia de Clsg 31,6 + 3,6 y 10,2 £ 1,5 pg/mL en promastigotes y de Clso 332,7 £ 5,5y
188,1 + 14,5 pug/mL en amastigotes intracelulares, respectivamente (Fig. 1a, Fig. 2, Fig. S1).
La toxicidad mostré valores similares (entre CCso 58,5 y 59,3 pg/mL) y sélo se calcularon
IS mayores de 3,0 en la actividad del THC en promastigotes (IS = 5,8, Fig. 1a). La miel de
abejas, cera de abejas, manteca de cacao y café no fueron activas ni en parasitos ni en células
THP-1. La fraccion SDS del producto veterinario mostr6 actividad en promastigotes, sin
embargo, fue altamente toxico para las células THP-1 mostrando un IS igual a 0,1 (Tabla
S1). Con respecto a los farmacos candidatos a reposicionamiento, el NFX, celecoxib, Sh'",
ribavirina, azitromicina en su orden mostraron un efecto dosis respuesta contra los
promastigotes de L. amazonensis con valores de Clso entre 1,2 y 55,3 pg/mL siendo el NFX
el compuesto mas activo (Fig. 1a-1d). Contra amastigotes intracelulares, el NFX, celecoxib
y el Sb'"' fueron activos con Clso entre 7,4 y 25,4 ug/mL (Fig. 1d, Fig. 2 y Fig. S1). El extracto
de C. sativa y su componente THC en la concentracion de 300 pg/mL mostraron una
inhibicién de los amastigotes del 61,1 y 64,1 % respectivamente (Fig. 2 y Fig. S1). Con
respecto a la selectividad, la ribavirina y el celecoxib presentaron selectividad sélo para los
promastigotes (Figs. 1b y 1c). El dnico compuesto selectivo para los amastigotes
intracelulares fue el NFX (1S=6,4) (Fig. 1d). En promastigotes y en amastigotes axénicos de
L. amazonensis la interaccion del Sh"' con el celecoxib fue de tipo aditivo presentando

valores promedios de ) FIC entre 1,5 y 1,6 (Fig. S2).
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LOS PARASITOS Y CELULAS FUERON SUSCEPTIBLES AL CALOR

Los promastigotes fueron altamente susceptibles a las altas temperaturas con porcentajes de
inhibicion superiores al 40 % desde el primer dia de cultivo y alcanzando un 100 % de
inhibicion entre el cuarto y quinto dia de cultivo (Fig. 3). Los amastigotes axénicos fueron
significativamente mas resistentes (p < 0,05) con porcentajes de inhibicién entre 93 y 100 %
a los cinco a seis dias de cultivo (Fig. 3a-3c). A los ocho a diez dias, no se observaron
parésitos en los cultivos. En este estudio no se determind la relacion temperatura (37, 39 o
40 °C): porcentaje de inhibicion en amastigotes axénicos debido a la heterogeneidad de los
resultados (Fig. 3a3b). Morfol6gicamente a 26 °C los promastigotes presentaron formas
alargadas, moviles, con el flagelo anterior. A 39 °C los parésitos disminuyeron en nimero
observandose aglomeraciones y alteraciones estructurales en forma, continuidad de la
membrana y vacuolizacion desde el dia quinto. A 50 °C, se observaron cambios en
morfologia, pérdida de flagelo, disminucion de tamafio y aglomeracion al dia uno con poca
cantidad y completa pérdida de estructura desde el dia quinto y pérdida de flagelo y ndcleo
al dia diez (Fig. 3d). A 32 °C los amastigotes axénicos mostraron formas pequefias y esféricas
sin flagelo tomando muy bien la coloracion con Giemsa. A 39 y 50 °C no se observaron
cambios evidentes, sin embargo, al quinto dia los amastigotes se aglomeraron, mostraron
pérdida de continuidad de la membrana. Al dia diez se observaron pocos amastigotes
redondeados con evidente perdida de continuidad de la membrana y nicleo (Fig. 3d). En las
células THP-1, a 50 °C se observé un ligero aumento en el crecimiento (3,6 %) al primer dia,
sin embargo, entre los dos y cuatro dias, el crecimiento redujo del 35 al 100 % (datos no

mostrados).
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La potencia de la cera de abejas sin compuesto a la temperatura de 50 °C comparada a la
temperatura éptima de crecimiento fue menor. En promastigotes con valores de Clsg entre
250,3y 311,4 pg/mL a 27 °C y de 650 y 657 pg/mL a 50 °C. En amastigotes con valores de
Clso entre 448,3 y 558,0 ug/mL a 27 °C y de 593,6 y 724,2 ug/mL a 50 °C

SE PREPARARON 12 FORMULACIONES: CREMAS C1-C8, GELES G1 Y G2 Y
UNGUENTOS U1Y U2

Con respecto a las cremas C1-C8, el color fue variado dependiendo del compuesto que
contenian (Tabla S2). En general las cremas fueron homogéneas, semisélidas (SS), estables
durante el tiempo y temperatura evaluadas, exceptuando la crema C1 (miel de abejas, roble)
que perdid homogeneidad a 25 °C 40 dias post preparacion (pp.) y la crema C3 (miel de
abejas y ribavirina) que fue poco homogenea y paso de SS a liquida 40 dias pp. Los geles de
NFX G1y G2 fueron homogéneos y SS. El ungiiento de cera de abejas s (U1) o con farmacos
(U2) presentaron punto de fusion de 60-61 °C y de 45- 46 °C respectivamente (Tabla S2). A
50 °C el U1 pasé de solido a SSy el U2 de SS a liquido 40 dias pp. El pH de las formulaciones
en general fue de 6,0 y la extensibilidad aument significativamente a 25 °C (Tabla S2). En
el analisis microbioldgico no se observd crecimiento de bacterias aerobias mesofilas ni de
hongos.

Eficacia in vivo

Las cremas C1, C2, C3, C4 (de miel de abejas, café) no se evaluaron por la inactividad que
mostraron sus compuestos en modelos in vitro (Clso <300 pg/mL). La crema C5 (café +
ribavirina) estabilizé el tamafio de las lesiones, mostrando reducciones del 31 % (Fig. 4). El
tratamiento con C6 (azitromicina), C7 (C. sativa) y C8 (THC) no fue efectivo, sin embargo,

el incremento de las lesiones fue significativamente menor que el control no tratado (p <
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0,03). Las lesiones tratadas con el gel G1 (1,0 % de NFX) aumentaron del 4 al 70 % vy las
tratadas con G2 (0,5 NFX) aumentaron del 26 al 150 %. Los tratados con U1l mas calor
mostraron un ligero control durante el tratamiento, sin embargo, después de éste, las lesiones
aumentaron gradualmente del 17 al 120 %. Los ratones tratados con U2 (Sh'"'/celecoxib)
mostraron una reduccion completa de la lesion a partir del dia 129 con presencia de una costra
necrética de bordes eritematosos a la primera semana de tratamiento (Fig. 4). Al final del
seguimiento se observo cura estética completa. El tratamiento con U2 (celecoxib) mantuvo
estable las lesiones con un incremento del 11 al 31 % en los dltimos dias de seguimiento
mientras que el U2 (Sb"") mantuvo una disminucion del tamafio de las lesiones del 2 al 30 %
en los tiempos evaluados (Fig. 4) Al analisis histopatoldgico, el tratamiento con el U2
(Sb'"'/celecoxib) mostré leve acantosis e infiltrado inflamatorio y la presencia de pocos
amastigotes. En piel no infectada mostré ausencia de signos de irritacion en epidermis-dermis
(Fig. S3).

ALGUNOS PRODUCTOS UTILIZADOS EN LA MT MOSTRARON ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE

Los compuestos de la MT en su orden café > miel abeja (caucho) > C. sativa > THC >
tratamiento veterinario (SDS) mostraron porcentajes de captacion del radical DPPH
superiores al 40 % con valores de 85,4 + 7,5 % (café), 67,6 £ 13,9 (miel de abejas de caucho),
63,5+2,2%Yy66,2+28% (C.sativay THC), y de 61,8 + 0,7 % para la fraccion SDS del
tratamiento veterinario (TV) a la mayor concentracion evaluada. Se demostré un efecto de
dosis respuesta con una potencia en la inhibicion del radical de CEsg 37,4 +3,9; 118,1 + 19,5;
156,0+ 50,1; 36,7 + 3,1 pg/mL y 12,6 £ 7,4 % respectivamente. La cera de abejas, la miel de

abejas (roble), el TV y la cafeina (99 % pureza) alcanzaron porcentajes de captacion menores
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del 40 %. Con respecto a los compuestos candidatos a reposicionamiento ninguno mostré un
porcentaje de captacion del radical superior al 20 % (Tabla S1). Ninguno de los compuestos
tuvo un porcentaje de captacion o CEso mayor o igual al control antioxidante de &cido
ascorbico (p < 0,05) el cual fue de 18,07 £ 5,10 pg/mL.
DISCUSION

El presente estudio mostro que tanto el extracto de C. sativa como su componente principal,
el THC, mostraron actividad frente a promastigotes y en menor medida contra amastigotes
intracelulares de L. amazonensis. La actividad de cannabinoides, incluido el THC ha sido
demostrada contra las formas libres de algunas especies de Leishmania (Radwan et al., 2008).
Ambos compuestos también mostraron actividad antioxidante con valores similares o
mayores a los encontrados en otros estudios (Hacke et al., 2019, Césedas et al., 2022). Sin
embargo, en los ratones tratados con las cremas de C. sativa'y THC las lesiones aumentaron,
aunque en menor medida comparada al control no tratado. Igualmente, extractos de C. sativa
han mostrado actividad contra hongos y bacterias patdgenas (Schofs et al., 2021). En
términos de citotoxicidad, valores de CCso de 32 a 36 mg/ mL en células J774, y actividad
hemolitica de 109,4 pg/mL han sido reportados (Mehwish et al., 2019). En estudios de
docking molecular, el delta-9-THC, 6xido de cariofileno y cannabidiol exhibieron las
mejores energias de union con los sitios activos de la arginasa de Leishmania, enzima clave
en la via biosintética de las poliaminas (Assouab et al., 2022).

De los compuestos candidatos de reposicionamiento, el NFX fue el mas potente frente en
promastigotes (Clso 1,1) y amastigotes intracelulares (Clso 7,4), con una citotoxicidad de
CCso de 47,2 pg/mL. Actividades similares han sido reportadas en promastigotes de L.

tropica (Clso 1,0 - 3,0 pg/mL) (Berman y Lee, 1983). Estudios recientes mostraron la
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actividad inhibitoria de compuestos andlogos como la nitrofurantoina y el nifuratel en
Leishmania con valores de Clso 0,6 a 34,4 uM; para el nifuratel se reportd ademas sinergismo
con MTF (Melcon-Fernandez et al., 2023). EI NFX es un farmaco activo contra el
Trypanososma cruzi utilizado en el tratamiento de la enfermedad de Chagas (Cerecetto y
Gonzélez, 2011). EIl tratamiento con el gel de NFX no fue efectivo, sin embargo,
experimentos con mayores dosis 0 vehiculizacion del NFX son recomendadas. No
encontramos estudios similares en modelos de LC, a pesar de que su actividad antileishmania
fue demostrada en estudios iniciales donde el tratamiento con NFX oral mostr6 una eficacia
clinica en el 60 % de pacientes con LC y LMucosa (Guerra et al., 1981). EI Sb"!", mostré
actividad frente a promastigotes y amastigotes intracelulares de L. amazonensis, con una
toxicidad en células de CCsp de 75 pg/mL. A diferencia del SbY, el Sb'!" es altamente toxico
para los parasitos, mientras que el SbY resulta la forma menos toxica para los pacientes
(Ephros et al., 1999). La potencia del Sb'"" ha sido demostrada en promastigotes de diferentes
especies de Leishmania y también en lineas celulares como Hep2, Vero y renales
correlacionada con los eventos adversos de los Sb como la hepato y nefro toxicidad (Haldar
et al., 2011). Los resultados encontrados con el celecoxib también fueron interesantes. Este
farmaco es un inhibidor de la ciclooxigenasa-2 conocido por sus propiedades
antiinflamatorias, pero también por su actividad antimicrobiana contra diversos patdgenos,
incluyendo hongos y bacterias (Yang et al., 2021). Debido a sus propiedades, como bajo peso
molecular y pKa entre uno y tres podria ser un buen candidato para su reformulacion via
topica (Yang et al., 2021). En este trabajo se observd una actividad diferencial entre la
presentacion comercial y la de grado reactivo siendo esta Ultima mas activa y selectiva. No

encontramos reportes de estudios similares con el celecoxib. La azitromicina por otro lado
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es una azida y antibiotico macrélido que logra una alta concentracion en células
particularmente en los macrofagos la célula hospedera de la Leishmania. Su presentacion
comercial mostré una actividad reducida en promastigotes y mayor toxicidad en células. La
presentacion grado reactivo mostré mayor potencia en promastigotes (Clso de 55 pg/mL).
Estudios iniciales demostraron la potencia en amastigotes intracelulares de L. major
(Krolewiecki et al., 2002), L. braziliensis y L. amazonensis (de Oliveira-Silva et al., 2008).
Sin embargo, en nuestro estudio este farmaco no mostro actividad en las formas intracelulares
y la crema fue efectiva en los ratones. Diferencias en los ensayos, clones de parasitos, podrian
estar involucrados.

Por otro lado, los ratones tratados topicamente con la combinacion Sh""'/celecoxib mostraron
una reduccion completa del area de la lesion en todos los animales. El ungiiento de Sb'",
mayormente, pero también el de celecoxib estabilizaron el tamafio de las lesiones. Se observé
leve acantosis e hiperqueratosis en la epidermis, necrosis moderada y abundante infiltrado
inflamatorio en la dermis. Se requieren estudios complementarios orientados disminuir su
toxicidad. La combinacion de un farmaco antileishmania y un antinflamatorio podria ser una
alternativa util en LC. Combinaciones de PM + anticuerpos anti-TNF-a para controlar la
respuesta inflamatoria local en ratones BALB/c y la MTF+ factor estimulante de colonias de

granulocitos y macréfagos (GM-CSF) han sido evaluadas (Mendes et al., 2021).

En el presente trabajo se evaluaron tres productos muy importantes de la MT, la miel, la cera
de abejas y el café. La miel de abejas ha sido utilizada por la MT a lo largo de los siglos
debido a su amplio espectro de propiedades que incluyen sus efectos antitusivos,

antibacterianos, antimicrobianos, cicatrizante, antiinflamatoria, los cuales pueden variar en
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funcion del origen floral de la miel (Alvarez-Suarez, 2017). Estas y sus propiedades
fisicoquimicas (dureza, PF, pH entre otras) las hacen aptas de ser utilizadas como
componentes de formulaciones topicas para la LC. Aunque la miel no mostro actividad contra
los parésitos, tampoco resultd ser toxica. Un estudio reciente mostré que geles enriquecidos
con miel a base de alginato y un alcohol graso fueron estables y mantuvieron la hidratacion
de la piel al ser utilizados en el cerramiento de heridas (Hossain et al., 2023). La cera de
abejas gracias a sus propiedades aislantes, alto punto de fusién y aplicaciones que incluyen
la fabricacién de velas, el sellado térmico de alimentos y la proteccién industrial son aptas
para ser utilizadas en diversos productos médicos y cosméticos, como cremas Yy ungiientos y
tratamientos térmicos (Saralaya et al., 2021). El café, por otro lado, cuyo grano proviene de
la planta de Coffea arabica L, se utiliza para mejorar el estado de &nimo, combatir la fatiga,
aumentar los niveles de energia, ayudar a la digestion y aliviar el dolor. Ademas, el grano y
hojas se ha utilizado en la MT para tratar la diarrea y la malaria (Chen, 2019). Sobre la
actividad antioxidante se conoce que el café preparado tiene capacidades antioxidantes que
oscilan entre CEso 0,4 y 37,0 pg/mL, siendo algunos de sus componentes como el &cido
clorogénico, acetato de kahweol, cafestol, y la cafeina los involucrados en su actividad
antioxidante (Ztotek et al., 2016). En nuestro trabajo el café mostrd una actividad
antioxidante en rangos similares de CEso 37,4 pg/mL sin embargo la cafeina no mostro
actividad antioxidante (CEso 300 pg/mL). Se conoce que la capacidad antioxidante del café
estd influenciada por el tipo de grano, las condiciones de procesamiento postcosecha y el
proceso de extraccion entre otros (Liang y Kitts, 2014; Bedoya-Ramirez et al., 2017).
Importante también en este trabajo es que se pudieron preparar formulaciones tdpicas

estables para ser aplicadas sobre las lesiones de LC inducidas en los ratones. Aunque el efecto

20



de algunas se restringié a mantener el tamafio de las lesiones o disminuir el tamafio de las
lesiones en porcentajes bajos pero importantes. Adicional a los resultados anteriormente
descritos, también la crema de café/ribavirina mostr6 una reduccion importante al inicio del
tratamiento. No encontramos estudios del uso de la ribavirina en LC, farmaco antiviral
empleado en el tratamiento de hepatitis C (Hézode, 2018). Estos resultados muestran que la
ribavirina podria ser un candidato cambiando las condiciones p.ej. utilizando otros PPP,
concentraciones mayores, etc.

Es en este trabajo demostramos también el efecto del calor en la viabilidad de los parasitos y
las células. El uso de cucharas u objetos metélicos calentados, como tenedores y cucharas, es
uno de los métodos de tratamiento alternativo mas utilizados para la LC en zonas rurales de
Ecuador y Colombia (Valadeau et al., 2009; Patifio-Londofio et al., 2017). La temperatura es
un factor importante en el dimorfismo de Leishmania en sus diversos hospederos (mosquita,
mamifero). La temperatura es importante en el tropismo de las especies de Leishmania, sea
por piel u 6rganos durante la transmision al hospedero mamifero. Algunos estudios sobre la
sensibilidad a la temperatura de los promastigotes de diferentes especies de Leishmania
muestran que las especies viscerales (L. donovani y L. infantum) son resistentes a
temperaturas de 37 a 40 °C, las especies cutaneas presentan pequefias diferencias en sus
susceptibilidades al calor (L. mexicana > L. braziliensis, > L. panamensis > L. amazonensis)
y las especies del Viejo Mundo son mas resistentes a la temperatura que las del NM (Callahan
et al., 1996). Los promastigotes de L. peruviana mostraron crecimiento a 26 °C y pérdida del
100 % de viabilidad a los 40 °C entre los dias dos y ocho, donde ademas se encontrd que las
proteinas de choque térmico aumentaban la fosforilacion disminuyendo su capacidad

infectiva in vitro (Hlavacova et al., 2013; Hombach-Barrigah et al., 2019). En Lutzomyia un
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estudio encontr6 que el nicho ecolégico de Lu. peruensis, podria cambiar en escenarios de
cambio climético en Per(, observandose una disminucion en la distribucion de la especie
(Moo-Llanes et al., 2017). Por otro lado, se sugiere que la distribucion potencial de Lu.
longipalpis, una especie de fleb4tomo incriminada en la transmision de Leishmania
involucradas en la LV podria expandirse en escenarios climaticos futuros (Peterson et al.,
2017). Sobre los amastigotes axénicos, no encontramos estudios que muestren el impacto de
altas temperaturas, sin embargo, es conocido que para la generacion de amastigotes axénicos
a partir de promastigotes en cultivo en especies como L. braziliensis, L. panamensis, L.
amazonensis, L. mexicana los parametros utilizados muestran variaciones considerables en
temperatura que van desde 31 a 37 °C (Dias-Lopes et al., 2021). La termoterapia es una
estrategia utilizada en el tratamiento de la LC en el Viejo Mundo como la crioterapia
utilizando por ejemplo nitrégeno liquido para cauterizar las lesiones (Ranawaka et al., 2011).
En LC-NM, la termoterapia con calor (52 + 2°C) ha mostrado resultados prometedores
utilizando solo o combinado con otros tratamientos con MTF y SbY (Valencia et al., 2013;
Lopez et al., 2022). Es recomendada como tratamiento en casos donde no hay diseminacion
mucosa, mujeres embarazadas, o contraindicaciones a los tratamientos sistémicos (Cardona-

Arias et al., 2018).

CONCLUSIONES

El compuesto antileishmania, in vitro, mas potente fue el NFX seguido del THC, celecoxib,
Sh'''. C. sativa, ribavirina, azitromicina. Las formulaciones tdpicas que contuvieron los
compuestos fueron estables y de facil preparacion, aunque in vivo la efectividad estuvo

restringida a estabilizar el crecimiento de las lesiones, o mostrar crecimiento menor que los
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controles sin farmacos. La excepcion fue el ungiiento U2 (Sb'"'y celecoxib) que, pese a su
leve toxicidad, inhibié las lesiones de LC en los ratones y abre la puerta a posibles
combinaciones sinérgicas que podrian potenciar la eficacia terapéutica mientras se
minimizan los efectos adversos. Estos hallazgos en general son prometedores, ya que
subrayan la necesidad de hacer estudios complementarios orientados a mejorar la
dosificacion, formulacion, determinacion de permeabilidad, tratamientos combinados
(tépico mas sistémico con medicamentos de referencia), entre otros.
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Fig. 1. Dosis respuesta de la actividad antileishmania y citotdxica de los compuestos.

Promastigotes (prom) y amastigotes intracelulares (ama) y en células THP-1. Se muestra el

promedio + DE de tres experimentos (n = 9) de: a. Extracto de C.sativa y componente

THC; b. Ribavirina y azitromicina; c. Celecoxib y antimonio Sh'" ; y d. Nifurtimox. Se

calcul6 en indice de selectivad (1S) (CCso/Clso). Inhibicion del 50 % (La linea horizontal).
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Fig. 2. Actividad antileishmania in vitro en amastigotes intracelulares. Las células THP-1
diferenciadas fueron infectadas con promastigotes de L. amazonensis y tratadas con C. sativa,
THC, nifurtimox, Sb""" y celecoxib en diferentes diluciones. El porcentaje de infeccion sin
farmaco fue de 75,5 %. Se muestran microfotografias de Iaminas coloreadas con Giemsa,

aumento de 400X. Los puntos intracitoplasmaticos son los amastigotes.
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Fig. 3. Efecto del calor sobre promastigotes y amastigotes axénicos. Los paneles a. y b.
muestran los resultados individuales (Exp.1 y Exp.2) del efecto de 37, 39, 50 °C en el
porcentaje de inhibicion; c. Muestra el nimero de amastigotes axénicos/mL a 32 °C y a 37,
39, 50 °C en dos experimentos (amal y ama2); d. microfotografias de los cambios en la

morfologia para ambas formas parasitarias.
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Fig. 4. Seguimiento de ratones infectados con L. amazonensis tratados con formulaciones

topicas de los compuestos y con el control (No tratado). Se muestran el tamafio del area de

las lesiones (mm?) desde el inicio del tratamiento (dia 0) hasta finalizar el seguimiento post

tratamiento (dia 121, semana 12 post tratamiento). Rb. Ribavirina, Az. Azitromicina, NFX.

Nifurtimox, Ch. Celecoxib.
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