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Resumen

Ante la necesidad de desarrollar nuevos medicamentos para el tratamiento de la leishmaniasis
cutanea que sean efectivos, seguros, de mayor aceptacion entre los pacientes, faciles de administrar
en los entornos rurales y mas econdmicos, en el presente estudio se evalud in vitro e in vivo el
potencial terapéutico y el perfil de citotoxicidad de un extracto etanolico y un extracto glicdlico de las
ramas de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze y sus respectivas formulaciones: locion y emulsion.
Asimismo, se valido la utilidad de las dos formulaciones como tratamiento topico en diez pacientes
con leishmaniasis cutdnea no complicada. Ambos extractos fueron activos contra Leishmania
braziliensis en concentraciones de menos de 22 pg/mL, tuvieron baja toxicidad en las células U-937
y HL60 cuando se administraron en forma pura y en las células Hep G2 y Detroit 551 cuando se
administraron en concentraciones de menos de 20 %. Ni los extractos ni las formulaciones fueron
irritantes 0 corrosivos y no causaron ningun otro tipo de toxicidad dérmica. La exposicion de
fibroblastos al extracto glicolico y a las formulaciones favorecidé su migracion y la reparacion de
la monocapa luego de 16 horas de contacto, permitiendo cierres de la brecha entre 33,9 y 70,9
%. Tanto los extractos como las formulaciones favorecieron la curaciéon completa de los hamsteres
con leishmaniasis cutdnea en porcentajes mayores al 80 %. La locion y la emulsion se absorben y
penetran en la piel después de su aplicacion y, aunque se alcanzan a detectar en plasma hasta las 24
h (la locidén) o las 6 h (la emulsion) de la aplicacion, la mayor parte queda retenida en la piel. Por
ultimo, el tratamiento de los diez pacientes con la locion y la emulsion logrod la curacion completa de
las lesiones con la reparacion de la piel dafiada y sin efectos adversos. En conclusion, los resultados
demostraron las propiedades leishmanicidas y cicatrizantes de C. spinosa, lo que le permitiria ser una
alternativa segura para el tratamiento local de la leishmaniasis cutdnea. Es necesario validar estos
resultados en ensayos clinicos controlados y determinar la eficacia y la seguridad del tratamiento con
los productos fitoterapéuticos de C. spinosa.

Palabras clave: Leishmania braziliensis; Mesocricetus auratus; Desarrollo medicamentos; Toxicidad;
Actividad leishmanicida; Tratamiento.

Abstract

Given the need to develop new drugs for the treatment of cutaneous leishmaniasis, not only
effective and safe, but also more widely accepted by patients, easily administered in rural settings
and cheaper, in the present study the in vitro and in vivo therapeutic potential and cytotoxicity
profile of an ethanolic and a glycolic extracts obtained from the branches of Caesalpinia spinosa
(Molina) Kuntze and their respective formulations (lotion and emulsion) were evaluated. Finally,
the usefulness of the two formulations as topical treatment was validated in 10 patients with

915


https://orcid.org/0000-0002-1662-290X
https://orcid.org/0000-0003-2752-4931
https://orcid.org/0000-0001-9096-2497
https://orcid.org/0000-0003-4775-1234
https://orcid.org/0000-0003-0703-5938
https://orcid.org/0000-0003-2813-5989
https://orcid.org/0000-0002-9348-6227
https://orcid.org/0000-0003-2227-4662
https://orcid.org/0000-0002-8645-4913
https://orcid.org/0000-0001-9270-0319
https://orcid.org/0000-0002-2107-9649
https://orcid.org/0000-0002-4596-7747
https://orcid.org/0000-0002-4451-2847
mailto:sara.robledo@udea.edu.co

Sara M. Robledo, Juliana Quintero, Jorge Higuita, et al. Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 44(173):915-936, octubre-diciembre de 2020
doi: https://doi.org/10.18257/raccefyn.1247

uncomplicated CL. Both extracts were active against L. braziliensis at concentrations <22 pg/ mL,
with low toxicity in U-937 and HL60 cells when administered pure and for Hep G2 and Detroit
551 cells when administered at concentrations <20%. Neither the extracts nor the formulations
were irritating or did not cause any corrosive or any other sign of dermal toxicity. The exposure
of fibroblasts to the glycolic extract and to the formulations favored the migration of fibroblasts
and repair of the monolayer after 16 h of contact, allowing the closing of the gap between 33.9%
and 70.9%. Both the extracts and the formulations favored the complete cure of the hamsters
with cutaneous leishmaniasis in percentages greater than 80%. After being applied to the skin,
lotion and emulsion are absorbed, penetrate, and although they can be detected in plasma up
to 24 hours (the lotion) or 6 hours (the emulsion) after application, most of the products it is
retained in the skin. Lastly, the treatment of 10 patients with the lotion and the emulsion showed
the complete healing of the lesions with the repair of the damaged skin and without adverse effects.
In conclusion, the results demonstrate leishmanicidal and healing properties for C. spinosa that
give it the potential to become a safe alternative for the local treatment of cutaneous leishmaniasis.
It is necessary to validate these results in controlled clinical trials and determine the efficacy and
safety of treatment with C. spinosa phytotherapeutic products.

Keywords: Leishmania braziliensis; Mesocricetus auratus; Drug development; Toxicity; Leishmanicidal
activity; Treatment.

Introduccion

La leishmaniasis cutanea (LC) es una enfermedad infecciosa causada por varias especies de
un protozoo perteneciente al género Leishmania que afecta las areas de la piel expuestas a
la picadura de insectos flebotomineos. La enfermedad es endémica en 98 paises y dos terri-
torios (World Health Organization, 2010; Alvar, ef al, 2012) y se la considera una de las
enfermedades tropicales mas desatendidas por sus fuertes vinculos con la pobreza (Alvar,
et al., 2006), lo que a su vez es la causa del poco interés que tiene la industria farmacéutica
para trabajar en el desarrollo de nuevos y mejores tratamientos (Trouiller, ef al, 2002).

La LC se manifiesta con lesiones en la piel, ya sea nodulos, papulas, placas, o tlceras,
que al curarse dejan cicatrices que permanecen por el resto de la vida. Las lesiones y las
cicatrices alteran la apariencia fisica de los enfermos y afectan su aceptacion personal y
social, lo que produce estigmatizacion, y, con ello, trastornos psicoldgicos y sufrimiento
(Bennis, et al., 2017). Dado el impacto de la LC en la carga real de la enfermedad en
términos de afios de vida vividos con discapacidad, el tratamiento adecuado y oportuno
permite, no solo aliviar los signos y sintomas de la enfermedad, sino también mejorar la
calidad de vida de los pacientes

Los tratamientos disponibles son insuficientes debido a las muchas desventajas que
presentan: i) la eficacia, que varia en funcion de la especie de Leishmania; ii) la necesi-
dad de usar altas dosis en esquemas de uso prolongado, lo que favorece el abandono del
tratamiento y, por ende, la aparicion de cepas de parasitos con sensibilidad disminuida o
resistentes al medicamento; iii) la alta toxicidad evidenciada por los efectos adversos, que
varian en frecuencia y gravedad dependiendo del medicamento, y iv) los costos indirectos
de atencion causados por la toxicidad y la eficacia cada vez mas baja (Hotez, et al., 2013,
Cardona-Arias, ef al., 2017a). Estas limitaciones enfatizan la necesidad de desarrollar
nuevos medicamentos que sean no solo efectivos y seguros, sino también de mayor acepta-
cion por los pacientes, de facil administracion en los entornos rurales y mas econdémicos.

La investigacion fitoquimica basada en la informacion etnofarmacologica a partir de
plantas superiores (angiospermas) es una estrategia eficaz en el descubrimiento de nuevos
agentes antiinfecciosos. Colombia es uno de los paises mas biodiversos, pues cuenta con el
27 % de los géneros de floray el 12 % de las especies y entre las 12 familias mas diversifica-
das del planeta se encuentran las leguminosas, de las cuales el pais cuenta con 173 géneros y
1.068 especies, muchas de ellas con usos maderables y medicinales (Rangel, 2015).

Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze (Caesalpinaceae) es una especie nativa del Peru,
ampliamente distribuida en Venezuela, Colombia, Ecuador, Peru, Bolivia y hasta el norte
de Chile, que crece de manera silvestre o cultivada en varios de estos paises. Se conoce

916



Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 44(173):915-936, octubre-diciembre de 2020 Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze y leishmaniasis cutanea
doi: https://doi.org/10.18257/raccefyn.1247

EEINNT3 ERINNT3 ERINNTS 99 C

con el nombre comun de “divi divi de tierra fria”, “guarango”, “cuica”, “serrano”, “tara”
(Colombia), “vinillo”, “guarango” (Ecuador), “tara” (Bolivia, Chile, Venezuela) y “tara” o
“taya” (Pert1) (Narvaez, et al., 2009). En Colombia esta presente en las cordilleras Oriental
y Central, principalmente en climas medios y frios entre los 1.500 y 2.900 m s.n.m. En
forma natural se presenta en lugares semiaridos con un promedio de pluviosidad anual de
230 a 500 mm. También se le observa en cercos o linderos, como arbol de sombra para
los animales, y dentro de cultivos de secano; ademas, se la usa como planta ornamental y
no se la considera una especie amenazada. Los frutos (semillas y vainas), las ramas y las
hojas son la fuente de compuestos polifenolicos (taninos), una goma espesa (polisacarido
compuesto de cadenas lineales de (1-4) -B-D-mano-piranosa, ramificadas mediante enlaces
(1-6) con unidades de a-D-galactopiranosa en una proporcion de 3:1 (Rigano, et al., 2019),
que se utiliza en varios alimentos y en pinturas, asi como en la industria cosmética, quimica
y farmacéutica (De la Cruz-Lapa, 2004). Las ramas contienen compuestos del tipo de
homoisoflavanos (4’-hidroxi-7-metoxi-3-bencil-2H-cromeno y 3,4-cis-di-O-3-hidroxi-7-
metoxi-3- (4-hidroxibencilo) - 4-etoxicroman), de cumarina (7-metoxi-3- (4-hidroxibencil)
cumarina) y de compuestos fendlicos (bonducelina, anemarcumarina A, (+) - sirin-garesinol,
curuilignan D, escopoletina y p-hidroxibenzaldehido) (He, et al., 2016).

En la medicina tradicional las semillas y las vainas se usan para tratar amigdalitis, tlceras
gastricas e infecciones de la piel debido a su alto contenido de taninos (Horler & Nursten,
1961) y sus propiedades antibacteriales, antitumorales, astringentes, antiinflamatorias y
cicatrizantes (De la Cruz, et al., 2007). El extracto etanolico (EtOH) de las vainas tiene
actividad contra bacterias Gram positivas (Bacillus cereus, B. subtilis, Staphylococcus
aureus, S. epidermidis y Enterococcus faecalis) y Gram negativas (Bacteroides fragilis)
(Kloucek, et al., 2005), pero también actividad antioxidante (Skowyra, et al., 2013).
Asimismo, una fraccion enriquecida en polifenoles hidrolizables obtenida de las vainas
ha demostrado actividad citotdxica contra células humanas K562 de leucemia eritrocitica
(Castaiieda, et al., 2012) y actividad antitumoral en el modelo murino de cancer de mama
(Urueiia, ef al., 2013). Ademas, se ha demostrado que el éster metilico del acido 3,4,5-tri-
0O-galoilquinico obtenido a partir del extracto EtOH de las vainas tiene propiedades como
intensificador de la sensibilidd a betalactamicos en cepas de S. aureus resistentes a la
meticilina (Kondo, ef al., 2006) y que el galactomanano purificado de las vainas induce la
maduracion fenotipica de las células dendriticas aumentando la expresion de las citocinas
proinflamatorias IL-1p, IL-6, IL-8, IL-12p70 y TNF-a (Santander, ef al., 2011). Hasta la
fecha no hay informacion relacionada con el uso medicinal de las ramas ni de extractos
diferentes al EtOH.

Dadas estas propiedades medicinales, el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el
potencial leishmanicida de extractos de las ramas de C. spinosa y validar la utilidad de pro-
ductos formulados con dichos extractos en el tratamiento local de la LC.

Materiales y métodos

Material vegetal

Las ramas adultas de C. spinosa fueron suministradas por Bionest S.A.S (Duitama, Boyaca).
El comprobante de identificacion reposa en el Herbario Nacional Colombiano de la Univer-
sidad Nacional de Colombia (No COL-514056). Las ramas se colocaron en una superficie
limpia, separadas unas de otras y se mantuvieron a temperatura ambiente en un lugar aireado,
cubierto y seco. El material seco se triturd con la ayuda de un molino hasta obtener un polvo
fino. El producto se almacen6 en condiciones de temperatura y humedad controladas.

Preparacion de los extractos

Los extractos fueron elaborados por Bioextractos Naturales (Bogota, D.C, Colombia).
Para la obtencion del extracto EtOH, el material vegetal seco y molido se colocé en un
recipiente color ambar al que se le adiciond la misma cantidad (p/v) de una mezcla de
alcohol al 70 % y agua desmineralizada (relacion 3:1). Se agité la mezcla y se dejo en
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reposo durante 10 dias, revolviendo ocasionalmente; cumplido este tiempo, se filtro la
mezcla en un lienzo y se descart6 el ripio. Para la obtencion del extracto glicolico (G), al
material vegetal seco y molido se le adiciond la misma cantidad (p/v) de una mezcla de
polietilenglicol y agua desmineralizada (relacion 3:1). Se calento la mezcla a 60 °C durante
30 minutos y se dejo en reposo durante 10 dias al cabo de los cuales se filtro para desechar
los detritos. Ambos extractos se conservaron a una temperatura ambiente entre 15y 20 °C.
Para las pruebas de actividad leishmanicida se concentré al vacio in vitro una muestra
de 100 mL de cada extracto (Speed Vac® Concentrator Savant SPD111V, Thermo Scientific,
USA) a una temperatura de 35 °C durante 3 h y después se prepard una solucion con una
concentracion de 1,0 mg/mL en solucidn salina con tampon de fosfatos (PBS).

Cultivo de las células

La actividad citotoxica se evalud en varios tipos de células: promonocitos humanos
(U937, CRL-1593.2), células hepaticas humanas (Hep G2, HB-8065), promicloblastos de
sangre periférica humana (HL60, CCL-240) y fibroblastos de piel humana (Detroit 551,
CCL-110) (American Type Cell Collection-ATCC, Manassas, VA, USA). Las células se
mantuvieron cultivadas en condiciones estandar en medio RPMI-1640 (U937) o en EMEM
(Hep G2, Detroit 551) enriquecido con 10 % de suero bovino fetal (SBF) inactivadoy 1 %
de antibidticos (100 U/mL de penicilina y 0,1 mg/mL de estreptomicina), el cual se
denomina medio “completo”. Todas las células se mantuvieron en incubacion a 37 °C en
una atmosfera con 5 % de CO,,.

Cultivo de los pardsitos

Se empled la cepa de L. (V) braziliensis transfectada con el gen de la proteina verde
fluorescente (MHOM/CO/88/UA301-EGFP) (Pulido, et al, 2012). Los parasitos se
mantuvieron en el estadio de promastigotes cultivados en medio bifasico Novy-MacNeil-
Nicolle (NNN) y PBS con glucosa, con un pH de 6,9 e incubacion a 26 °C (Ladopoulos,
et al., 2015). Estos promastigotes se usaron en los ensayos de infeccion de células U937 y
de los hamsteres.

Alojamiento de los animales

Los estudios de respuesta terapéutica se hicieron en hamsteres, en tanto que en los estudios
de toxicidad se utilizaron ratas Wistar y ratones albinos suizos comprados en Charles River
Laboratories International, Inc. (Wilmington, MA, USA) y criados en el bioterio libre de
patdgenos especificos (spf) de la Universidad de Antioquia. Los animales se mantuvieron
en un ambiente de humedad relativa y fotoperiodo controlados y se alimentaron a voluntad
con dieta estandar (LabDiet 5010®) y agua potable esterilizada en autoclave.

Ensayo de citotoxicidad in vitro

Se dispensaron células U937, HL60, Detroit y Hep-G2 en una densidad de 10,000 células
en cada pozo de un plato de 96. A las 24 h de incubacion, partiendo de una concentracion
inicial del 100 % se hicieron seis diluciones en relacion de 1:2 de los extractos y el medio de
cultivo correspondiente (DMEM o RPMI-1640) (50 - 25 -12,5-6,25—-3,125- 1,56 %, v/v).
La citotoxicidad se evalud a las 72 horas usando el ensayo del bromuro 3-(4,5dimetiltiazol-
2il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT) (Sigma-Aldrich) y siguiendo la metodologia descrita por
Upegui, et al. (2019). Se usaron células cultivadas bajo las mismas condiciones en ausencia
de extractos como control es de viabilidad (no toxicidad), en tanto que las células expuestas
a DMSO (Sigma-Aldrich) al 6 % se usaron como control de toxicidad.

Lacitotoxicidad se determiné segun el porcentaje de mortalidad con cada concentra-cion
del extracto, seglin las densidades opticas (DO) obtenidas en cada condiciéon experimental
y en comparacion con las DO obtenidas de las células no expuestas a los extractos usando
la ecuacion 1: % de mortalidad = 1 - [DO de células expuestas al compuesto ~ DO de
células no expuestas] x 100. Se estableci6 la relacion entre la concentracion de extractos
(x) y el porcentaje de inhibicion (y) y se calcularon los valores de la concentracion letal
media (CL,) usando el programa estadistico Prisma 8 (GraphPad Software Inc., USA). La
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citotoxicidad de cada extracto se clasifico segtin los valores de CL,; usando la siguiente
escala: citotoxicidad alta para CL, < 50 % (v/v) o < 100 pg/mL, moderada para CL,, >
50% y <80 % (v/v) 0> 100 y <200 ug/mL, y baja para CL,, > 80% (v/v) 0 > 200 pg/mL.

Ensayo de actividad leishmanicida in vitro

Se infectaron células U937 (3x10° células/mL de medio RPMI-1640 enriquecido con
SFB y antibioticos y 0,1 pg/mL de acetato miristato de forbol con promastigotes de L.
braziliensis en fase estacionaria de crecimiento (dia 5 del cultivo) en una concentracion de
45x10° parasitos/mL de medio RPMI-1640 “completo”. A las 3 h de incubacion a 34 °C
y 5 % de CO, se retiraron los parasitos extracelulares mediante lavados con PBS. A cada
pozo se le adicion6 medio fresco y los platos se incubaron nuevamente a 34 °C y 5 % de
CO,. A las 24 h se reemplazé el medio por medio fresco que contenia la correspondiente
concentracion del extracto a evaluar (50 - 12,5 - 3,1 0 0,8 pg/mL). Para aquellos extractos
con valores de CL,; <50 pg/mL, la maxima concentracion evaluada fue el doble de la
CL,, determinada previamente, con el fin de garantizar la viabilidad de las células durante
el ensayo. A las 72 h de incubacion a 34 °C y 5 % de CO, las c¢lulas se leyeron en un
citometro de flujo (Cytomics FC SOOMPL) siguiendo la metodologia descrita por Pulido,
et al. (2012). Se usaron células infectadas no expuestas a los extractos como control de
la infeccidn, en tanto que se usaron células infectadas expuestas a anfotericina B (Sigma-
Aldrich) como control interno de la actividad leishmanicida. Se realizaron dos ensayos con
tres réplicas por cada concentracion evaluada.

La actividad leishmanicida se determin6 a partir de la cantidad de parasitos en las
células infectadas obtenidas para cada concentracién de extracto o compuesto seglin el
nimero de eventos positivos para la fluorescencia verde en un diagrama de puntos y la
intensidad media de fluorescencia (IFM) en el histograma. La inhibicion de la infeccion, es
decir, la disminucion de la cantidad de parasitos debido al efecto de los extractos, se calculd
utilizando la ecuacion 2: % de inhibicion de la infeccion = 100 - [(IFM células infectadas y
expuestas / [FM células infectadas y no expuestas) x 100]. Se calcularon los valores de la
concentracion efectiva media (CE, ) usando el programa estadistico Prisma 8 (GraphPad
Software Inc., USA). Al igual que la citotoxicidad, la actividad leishmanicida se clasificd
segln los valores de CE, | asi: actividad alta para CE,, < 25 ug/mL; actividad moderada
para CE, > 25 a <50 pg/mL, y actividad baja para CE, >50 ng/mL. La actividad citotoxica
se correlaciond con la actividad leishmanicida calculando el indice de selectividad (IS) con
la ecuacion IS = CL,, + CE, .

Preparacion de las formulaciones

Con los extractos G y EtOH se prepar6 una formulacion magistral en emulsion y en locion, res-
pectivamente. Dichas formulaciones fueron elaboradas por Biohealthy SD S.A.S (Medellin,
Colombia) ajustandose a la regulacion colombiana en buenas practicas de manufactura
(BPM). La locion contiene extracto EtOH, carbopol y agua; por su parte, la emulsion contiene
extracto G y excipientes (caprilato de coco, alcohol cetilico, acido citrico, EDTA, metoxi-
cinamato de etilhexilo, glicerina, estearato de glicerilo, aceite mineral, aceite de ricino hidro-
genado, fenoxietanol, etilhexilglicerina poliacrilato de sodio, acetato de tocoferilo y agua).

Caracterizacion de extractos y productos formulados por cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC)

Para la extraccion de los metabolitos se partié de 100 mg de cada tratamiento (extractos
EtOH y G, locion y emulsion), a los cuales se les adicionaron 400 pL de acetonitrilo y 400
pL de metanol. Cada muestra se agitd vigorosamente en agitador vortex durante 2 minutos
y luego se sometid a sonicacion en bafio de ultrasonido (FB11201, Fisherbrand, EEUU)
durante 10 minutos a una temperatura inferior a 35 °C. Las muestras se centrifugaron a
12.000 rpm durante 15 minutos (Megafuge40R, Thermo Scientific, USA), se separo el
sobrenadante del sedimento y se llevd al evaporador rotativo (SpeedVac Concentrator
Savant SPD111V, Thermo Scientific, USA) a una temperatura de 35 °C durante 3 h.
Posteriormente cada muestra se resuspendié en 200 pL de metanol.
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Para la extraccion en fase solida (solid-phase extraction, SPE), se utilizaron cartuchos
SPE para fase normal (Strata® SI-1, Phenomenex®, USA) activados con 2 mL de metanol
y agua al 30 % (v/v) y cartuchos SPE para fase reversa (Strata® C18-E, Phenomenex®,
USA) activados con 2 mL de metanol. Para la elucién a través de los cartuchos SPE se
centrifugd a 1.200 rpm durante 10 minutos. Inicialmente las muestras resuspendidas en
metanol se eluyeron a través del cartucho SPE para fase normal con 3 mL de metanol y, a
continuacion, los 3,2 mL de metanol recuperados se pasaron por cartuchos SPE para fase
reversa y se eluyeron otros 3 mL de metanol mediante dichos cartuchos. Por ultimo, los
6,2 mL recolectados se llevaron al evaporador rotativo y las muestras ya evaporadas se
resuspendieron en 1 mL metanol y se filtraron en acrodiscos de 0,22 um depositandolos en
viales para la HPLC.

Las muestras se analizaron en un equipo Chromaster® (Hitachi, China) equipado con
un detector PDA a una longitud de onda de 257 nm, una columna Synergi™ 4 pm Hydro-
RP 80 A (4,6 x 150 mm) con una precolumna KJ0-4282 (Phenomenex®, USA) y cartuchos
de C18 (Phenomenex®, USA). Las fases mdviles fueron: A (agua miliQ con 0,01 % de
acido trifluroacético) y B (acetonitrilo) a 40°C.

El método de elucion consistié en un flujo de 0,5 mL/min con 90 % de Ay 10 % de
B durante los primeros dos minutos y, posteriormente, su paso por un gradiente lineal
en las fases de 90 a 10 % de A 'y de 80 a 20 % de B entre el minuto 2 y el 4; se continud
con el mismo flujo isocraticamente hasta el minuto 14. Del minuto 14 al 16 se utilizé un
gradiente lineal pasando de 80 % de Ay 20 % de B a 60 % de A y 40 % de B y se continud
isocraticamente hasta el minuto 25; entre el minuto 20 y el 25 se establecio un gradiente
en el flujo pasando de 0,5 a 1 mL/min y se continuo isocraticamente hasta el minuto 30.
Entre el minuto 25 y el 30 las fases pasaron de 60 a 40 % de A hasta 10 290 % de By
luego continuaron isocraticamente hasta el minuto 33, en tanto que el flujo cambio de 1,0
a 0,5 mL/min en el mismo tiempo. Del minuto 33 al 35 se retorn6 a la condicion inicial
hasta alcanzar un tiempo total de 37 minutos. Antes de cada inyeccion de las muestras se
corrié un blanco con el cual se realiz6 la correccion de la linea base. Los cromatogramas se
procesaron utilizando el programa Clarity VA y se corrieron tres veces.

Analisis organoléptico, fisicoquimico y microbiolégico

La determinacion organoléptica de las muestras EtOH y G de los extractos y de sus productos
formulados se llevo a cabo analizando cualitativamente los siguientes pardmetros sensoriales:
1) aspecto, ii) consistencia (blanda, semidura o dura a temperaturas entre 0 y 20 °C); iii) olor;
iv) color, v) impurezas visibles, y vi) textura; no se evalud el pardmetro de sabor. Una mues-
tra de cada extracto, asi como de la locion y la emulsion, se observaron bajo el microscopio
convencional con objetivos de 40x y 100x. Los analisis fisicoquimico y el microbioldgico se
ajustaron a los métodos descritos en la United States Pharmacopeia (USP 39,2016).

Ensayo de respuesta leishmanicida in vivo

Cuarenta hamsteres se infectaron experimentalmente con 1x10® promastigotes de L.
braziliensis en fase estacionaria de crecimiento en 100 uL de PBS por via intradérmica en la
piel del dorso. Una vez aparecieron ulceras, los hamsteres se distribuyeron aleatoriamente
en cinco grupos (n: 8 en cada grupo). Dos grupos de hamsteres se trataron con 40 pl/dia de
los extractos G y EtOH, otros dos grupos se trataron con 40 mg/dia de emulsion o crema y
un quinto grupo se traté con 40 mg/dia de la lociéon en combinacion con la emulsion. Cada
uno de los tratamientos tuvo una duracion de 30 dias. Un sexto grupo de hamsteres fue
tratado con antimoniato de meglumina (AM) (200 pg) administrado por via intralesional
dos veces a la semana durante cuatro semanas. Una vez finalizado el tratamiento, se hizo
seguimiento durante tres meses. El bienestar animal se supervisd diariamente durante el
estudio para detectar cambios en el comportamiento, el consumo de agua y alimentos y la
apariencia de la orina y las heces.

La efectividad de cada tratamiento se determiné comparando los tamafios de las
lesiones antes y después de los tratamientos. El tamafio de la lesion se midi6 al final del
tratamiento (TD30) y en los dias 30, 60 y 90 (PTD30, PTD60 y PTD90, respectivamente)
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contados a partir del ultimo dia de tratamiento (Robledo, et al., 2012). Al final del estudio
se consideraron los siguientes resultados del tratamiento: cura (curacion del 100 % del
area y desaparicion completa de la lesion); mejoria (cualquier porcentaje de reduccion
en el area de la lesion), y falla (cualquier aumento en el tamafio de la lesion comparado
con el tamafo inicial). La toxicidad de los extractos y las formulaciones en emulsion y
locion en dosis repetida (30 dias de tratamiento) se determind con base en los cambios
en el peso corporal durante y después del tratamiento y los niveles en suero de la alanina
aminotransferasa (ALT), el nitrégeno ureico en sangre (BUN) y la creatinina antes del
tratamiento (TDO) y en el dia 8 después del tratamiento (PTDS).

Ensayo de cicatrizacion in vitro

Para determinar el efecto tanto de los extractos G y EtOH como de la emulsion y la locion
en el cierre de una herida se utilizo el kit de cicatrizacion de heridas CytoSelect™ (Cell
Biolabs, Inc.), siguiendo la metodologia descrita por Montoya, ef al. (2015). Brevemente,
se sembraron fibroblastos Detroit 551 (2,5x10%/mL) en medio DMEM “completo” en cada
uno de los pozos que contenia los insertos para demarcar la brecha en la monocapa de las
células. Tres pozos se dejaron sin inserto para permitir la formacion de la monocapa (100 %
de confluencia). Los platos se incubaron durante 24 h. Después de retirar los insertos de
los pozos, las células se trataron con cada extracto al 5, 10 y 20 % o con la emulsion y la
locion en concentraciones de 10 pg/mL, 20 ug/mL y 40 pg/mL. Los platos se incubaron
nuevamente durante 24 ha 37 °C en 5 % de CO,,.

El efecto de los extractos en el cierre de la brecha se determind segun la migracion de
los fibroblastos en la zona de la brecha mediante fotografias con el microscopio a las 8, 16
y 24 h. Se calcul¢ el porcentaje de cierre de la brecha para cada extracto o formulacion y
concentracion evaluada en comparacion con la migracion observada en el pozo de control
(células no tratadas). Como control positivo (control positivo) se utilizd6 medio DMEM
con 20 % de FBS, y como control negativo (control negativo), medio DMEM con 10 % de
SFB y 0,02 % de DMSO. Para cuantificar el efecto cicatrizante se calculd el porcentaje de
cierre de la brecha usando la ecuacion 3: Cierre de la brecha (%) = [(compuesto de prueba
(%) - control no tratado (%)) / (area confluente (%) - control no tratado (%))] x 100 (3).

Ensayo de irritacion y corrosion in vitro

El potencial corrosivo e irritante para la piel se evalud usando piel de hamster segin
las guias de la Organisation for Economic Co-operation and Development-OECD 431
(OECD, 2019a) y OECD 439 (OECD, 2019b), respectivamente. Los tejidos se transfirieron
al medio RPMI-1640 “completo” durante una hora antes de hacer el ensayo. Luego, se
aplicaron sobre cada pieza de tejido 40 pL de cada extracto o 40 mg de cada formulacion.

En la prueba de corrosion cutanea se utiliz6 como control positivo una solucion de
KOH 8N y como control negativo se us6 PBS. Los platos se incubaron a 37 °C con 5 %
de CO, durante 3 y 60 minutos. Se determin6 la viabilidad celular mediante el ensayo
con solucion MTT descrito previamente. Para la prueba de irritacion cutidnea se usé6 como
control positivo una solucién de SDS al 20 % y como control negativo, PBS. Los tejidos
se incubaron a 37 °C con 5 % CO, durante 42 minutos, se lavaron y se les agregd medio
fresco para ser incubados de nuevo a 37 °C con 5 % de CO, durante 42 h. La viabilidad
celular se midié por reduccion del compuesto MTT como se describié previamente. El
potencial de irritacion o corrosion de la sustancia en evaluacion se determiné de acuerdo a
la clasificacion de la Unioén Europea (EU, R38). Cada prueba se llevo a cabo por triplicado.

Estudio de toxicidad dérmica aguda

El estudio se hizo en 23 ratones de la cepa albino suizo distribuidos en cinco grupos:
grupo de “extracto EtOH” (n=5), grupo de “extracto G” (n=5), grupo de “locion” (n=5),
grupo de “emulsion” (n=5), y grupo de “control sin tratamiento” (n=3), siguiendo las
recomendaciones establecidas en la guia 402 de la OCDE (OECD, 2017). En cada raton
se aplicaron 100 pL del extracto EtOH o del G o0 40 mg de la locién o la emulsion, por una
sola vez. Al grupo de control no se le aplico ninguna sustancia. El producto se mantuvo en
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contacto con la piel durante 24 h y se observo periddicamente en busca de cualquier reac-
cion posterior a la aplicacion de los productos. Los ratones permanecieron bajo observa-
cion durante 14 dias. Antes de la aplicacion de los productos (DT0) y luego de los dias 7 y
15 del tratamiento (DPT7 y DPT1S5, respectivamente) se hizo un registro fotografico de la
zona de aplicacion del producto y se obtuvo el peso corporal. Se superviso la apariencia de
la piel tratada y se registro la presencia de alglin signo asociado con toxicidad, el momento
de su aparicion, su naturaleza, gravedad y duracion, asi como de la muerte de los ratones
(en caso de que ocurriera). En el DPT15 se practico la eutanasia a los ratones en camara
de CO, y se les hizo la necropsia y se tomaron muestras de la piel tratada, del higado y el
rifion para el estudio histologico.

Estudio de absorcion y penetracion cutdnea in vivo

El estudio se hizo en 12 ratas machos de la cepa Wistar de 12 semanas de edad distribuidas
en tres grupos: grupo de “emulsion” (n=4), grupo de “locion” (n=4) y grupo de “control
no tratado” (n=4), siguiendo las recomendaciones establecidas en la guia 427 de la OCDE
(OECD, 2004). Las ratas se trataron con 40 mg de cada producto. Al grupo de control
se le aplicd agua. El producto se mantuvo en contacto con la piel durante 6 h y luego se
retiraron las gasas y se depositaron en un vial con PBS. El producto que restaba sobre la
piel se retird con hisopos que se depositaron en PBS. Asimismo, la formulacion restante
del estrato corneo se recogio con piezas de cinta pegante y cada cinta se depositd luego
en un vial con PBS. Se tomaron muestras de orina, heces y plasma antes de la aplicacion
del producto y a las 6, 24 y 48 h de la aplicacion. En el dia 5 se registro el peso corporal y
se practico la eutanasia en camara de CO,; se hizo la necropsia y se tomaron muestras de
piel tratada, y de higado y rifidn para la histologia. Otro trozo de cada uno de estos 6rganos
se depositd en PBS y se procesaron para el posterior analisis por HPLC. Las muestras de
plasma y piel, asi como las gasas, los lavados y las cintas, se almacenaron a -80 °C para el
analisis por HPLC del producto no absorbido. Se determinaron los dos picos de guia para
cada uno de los tratamientos y las muestras (plasma, piel y lavados). Segtin la metodologia
ya descrita, para las muestras de piel se adicionaron 400 pL de acetato de etilo a la mezcla
de extraccion.

Respuesta terapéutica en pacientes con leishmaniasis cutanea no complicada

Los sujetos del estudio fueron hombres o mujeres no embarazadas y no lactantes y con
tres 0 menos lesiones cutdneas no mayores a 4 cm de didmetro y sin evidencia clinica
de compromiso de la mucosa. Todos los pacientes firmaron el consentimiento informado.
Se les hizo diagnostico parasitologico de leishmaniasis cutanea mediante examen directo,
cultivo o reaccion en cadena de la polimerasa (PCR); siempre que fue posible, la especie
infectante de Leishmania se determiné por PCR seguida del analisis del polimorfismo de
longitud de fragmento de restriccion (RFLP) utilizando la proteina de choque térmico 70
(Sp70) (Montalvo, et al., 2016). Una vez se establecio el diagndstico de leishmaniasis
cutanea, las lesiones de cada paciente se trataron por via topica aplicando 300 mg de
producto tres veces al dia (la locién) y dos veces al dia (la emulsion) durante cuatro
semanas. El tratamiento lo aplicaron los propios pacientes y fue supervisado mediante
registro fotografico con teléfonos inteligentes.

Se establecié como resultado principal de respuesta terapéutica la curacion clinica
final definida como la reepitelizacion del 100 % de la lesion en el dia 90 después de finali-
zado el tratamiento, o mas del 50 % de reepitelizacion de la lesion en el dia 90, seguido
por el 100 % en el dia 180 del tratamiento. La seguridad de cada formulacion magistral
se evaluo verificando la aparicion de efectos adversos, incluidas las reacciones en el sitio
de aplicacion (dolor, eritema, edema y vesiculas) y la aparicion de leishmaniasis mucosa.
El examen de las mucosas nasal y oral se hizo al inicio del estudio y en los dias 90 y 180.

Analisis de los datos

Los datos de los ensayos in vitro se expresaron como los valores promedio + la desviacion
estandar (DS) y las comparaciones entre grupos de tratamiento se hicieron con un ANOVA
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de una via. Para determinar la eficacia in vivo de los extractos y las formulaciones, se
verifico la respuesta terapéutica de cada uno de los diferentes tratamientos comparados
con el AM segun el tamafio de las lesiones en cada animal antes, durante y después
del tratamiento y calculando los porcentajes de curacion Vs. la mejoria o la falla. Para
determinar la toxicidad asociada con la administracion de los tratamientos segtin los pesos
corporales y los niveles séricos de BUN, creatinina y ALT, se hicieron comparaciones
entre los grupos (ANOVA de una via). Los resultados se consideraron estadisticamente
significativos con un p<0,05 y con un nivel de confianza del 95 % usando el programa
estadistico Prisma 8 (GraphPad Software Inc., USA).

Aspectos éticos

Todos los procedimientos en animales contaron con el aval del Comité de Etica para la
Experimentacion Animal de la Universidad de Antioquia (Acta No. 91 de septiembre 25,
2014). Los pacientes incluidos en el estudio habian sido diagnosticados con leishmaniasis
cutanea no complicada. Se les ofrecid una alternativa de tratamiento en el marco del
Programa de Tratamientos de Uso Compasivo dadas sus dificultades para el seguimiento,
y todos ellos firmaron el consentimiento informado.

Resultados

Andlisis organoléptico, fisicoquimico y microbiologico

El extracto EtOH es una suspension liquida translucida, homogénea, libre de material
extrafio, de color café ambar y olor caracteristico del alcohol; su pH es de 5,87 y su
densidad relativa de 0,9427 g/mL, en tanto que el extracto G es una suspension translucida,
homogénea, libre de material extrafio, de color vino tinto &mbar y con un olor caracteristico;
su pH es de 5,57 y su densidad relativa de 0,9542 g/mL.

La locidn es una solucion homogénea de color vino tinto, sin presencia de material
extrafio ni en particulas y con el olor caracteristico del alcohol, su pH es de 5,02 + 0,02,
ideal para las caracteristicas fisiologicas de la piel. Bajo el microscopio éptico se observo
la homogeneidad en la solucidn, sin presencia de precipitados (Figura 1S, https://www.
raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/1247/2867); la densidad relativa es de 0,9652
g/mL a 25,5 °C y el contenido de alcohol fue de 24,2 %, porcentaje de grado alcohdlico
que esta dentro de los valores seguros establecidos por la Federal Drug Administration
(FDA) de los Estados Unidos para formulaciones topicas. Por su parte, la emulsion es un
semisoélido de agua en aceite (W/O) soluble en agua, con aspecto granuloso, color beige,
sin presencia de material extrafio ni material en particulas, y de olor caracteristico; su pH
es de 5,91 = 0,09. Bajo el microscopio convencional se observaron globulos sin material
en particulas ni material extrafio y fue estable en la centrifugacion de 30 min a 1.250
X g, sin separacion en las fases de la formulacion. El area de extensibilidad medida con
placas de vidrio fue de 48,3 + 0,6 mmz, lo cual proporciona una sensacion menos grasosa
al aplicar en la piel y demora poco en secarse. Los indices de acidez y saponificacion
estuvieron dentro del rango apropiado para estas formulaciones. La pérdida por secado fue
de 4 % de la masapesada (Figura 18, https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/
view/1247/2867).

Ambos extractos y formulaciones cumplieron con las especificaciones microbiologi-
cas exigidas: recuento de mesoéfilos aerobios >10 UFC/mL y ausencia de Staphylococcus
aureus, Escherichia coli y Salmonella sp.

Perfil cromatografico (HPLC)

El perfil cromatografico de los extractos EtOH y G obtenidos de las ramas de C. spinosa
y del producto formulado como locidon fue muy similar, con dos picos caracteristicos que
fueron seleccionados como sefiales referentes. Con el extracto G se observaron dos picos
de gran intensidad; el primero, denominado GP1, con un tiempo de retencion (r7) de 22,1
minutos y el segundo, GP2, con un ¢ de 28,3 minutos; también se detectaron dos picos
de menor intensidad, el primero, denominado G1, con un ¢ de 10,4 minutos y el G2,
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con un 7t de 17,2 minutos. En el extracto EtOH se observaron también dos picos de gran
intensidad; el primero, denominado EP1, con un 7¢ de 22,1 minutos y el EP2, con un r¢
de 28,3 minutos, ademas de dos picos de menor intensidad denominados E1, con un 7z de
13,7 minutos, y el E2, con un r¢ de 15,2 minutos (Figura 2S-A, https://www.raccefyn.co/
index.php/raccefyn/article/view/1247/2868 y figura 2S-C, https://www.raccefyn.co/index.
php/raccefyn/article/view/1247/2868).

El método de deteccion fue comprobado con dos formulaciones (emulsion y locion).
Después de la extraccion, se detectaron las mismas sefiales establecidas como picos de
referencia en los extractos. Hubo un efecto matriz minimo en la emulsion al presentar
otros picos que no se relacionaron con los metabolitos del extracto pero que no afectaron
la deteccion de los picos de guia, pues tuvieron tiempos de retencion diferentes (Figura
2S-B, https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/1247/2868 y figura 2S-D,
https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/1247/2868). La altura (mAU)
y el area (mAU.s) para los picos identificados se resumen en la tabla 1S, https://www.
raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/1247/2881.

Con el proposito de verificar que los picos seleccionados pudieran utilizarse como
guias para la cuantificacion, se analizaron concentraciones decrecientes de cada extracto
por HPLC y en cada una de las areas bajo la curva de cada pico se determiné y se establecid
mediante una regresion lineal su posible cuantificacion (Figura 3S, https://www.raccefyn.
co/index.php/raccefyn/article/view/1247/2872). Se obtuvo una sefial de respuesta lineal
entre la concentracion de extracto y el area bajo la curva de cada uno de los picos. Se
calcul6 el limite de deteccion (/imit of detection, LOD) y el limite de cuantificacion (/imit of
quantification, LOQ) segln las ecuaciones 1y 2, respectivamente, donde Cs¢d corresponde
a la concentracion inferior, S al area detectada y N a la sefial de ruido (100 UA). Los
parametros del método se resumen en la tabla 2S, https://www.raccefyn.co/index.php/
raccefyn/article/view/1247/2882.

Para determinar la robustez del método, se dopod una matriz biologica (plasma de
humano) adicionando diferentes concentraciones de cada uno de los extractos y nuevamente
se detectaron los dos picos para cada una de las curvas propuestas, con lo que se determin6
que no habia efecto matriz.

Citotoxicidad y actividad leishmanicida in vitro

Tanto el extracto EtOH como el G mostraron una citotoxicidad baja para las células U937 y
HL60, ya que al evaluarlos en estado puro no causaron su muerte. Los extractos, en cambio,
tuvieron una citotoxicidad alta para las células Hep G2, con valores de CL,, de 18,9 % con
el extracto EtOH y de 15,5 % con el G, asi como para las células Detroit 551, cuyos valores
de CL,, fueron de 17,1 % con el extracto EtOH y de 18,7 % con el G. La CL_,de los dos
extractos liofilizados en células U937 y Detroit 551 fue mayor a 200 pg/mL.

Los extractos EtOH y G mostraron una actividad leishmanicida con valores de CE,;
de 9,4 pg/mL y 7,4 pg/mL para los extractos EtOH y G, respectivamente, en tanto que la
AMB arroj6 una CE,  de 0,1 = 0 pg/mL. EI IS calculado considerando la CL, para las
células U937 y la CE, para los amastigotes de L. braziliensis fue de 21,3 para el extracto
EtOH y de 27,0 para el G.

Efecto en el proceso de cicatrizacion in vitro

Después de 8 h de exposicion el extracto G de C. spinosa produjo un cierre de la brecha
de 23,0+ 6,7 %, 13,5+ 3,1 % y 5,0 £ 5,7 % con las concentraciones de 20 %, 10 % y 5 %,
respectivamente. Estos valores fueron similares, o incluso inferiores, al valor mostrado
por el control negativo, que produjo un porcentaje de cierre de 19,7 + 5,8. Por su parte,
el control positivo produjo un porcentaje de cierre de 43,8 + 6,6 %, es decir, 47,5, 70 y
89 % mas que la emulsion en las concentraciones de 20, 10 y 5 %, respectivamente. Las
diferencias entre el efecto del extracto G en las tres concentraciones evaluadas y el control
positivo fueron estadisticamente significativas (<0,0001) (Figura 1A). Asimismo, el efecto
mostrado por el extracto G en la concentracion de 5 % mostré diferencias estadisticamente
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significativas con respecto al control negativo (p<0,0001). A las 16 h el efecto del extracto
G en el cierre de la brecha fue mayor que el observado a las 8 h, y fue aumentando a
medida que la concentracion se redujo. Los porcentajes de cierre de la brecha fueron de
33,9+ 7,4 %, 41,1 £3,4 % y 70,3 = 11,9 % cuando se evaluo en las concentraciones de
20 %, 10 % y 5 %, respectivamente (Figura 1A). El porcentaje de cierre de la brecha
del control positivo fue de 55,0 = 4,0 y el del control negativo, de 26,8 = 5,8 %. Las
diferencias entre el efecto del control positivo y el extracto G al 20 y el 10 % y el control
negativo fueron estadisticamente significativas, asi como entre el control positivo y las
tres concentraciones evaluadas del extracto G. Todas estas diferencias tuvieron un valor de
p<0,0001 (Figura 1A).

La emulsion tuvo un efecto muy similar en el cierre de la brecha al del control negativo
(DMEM con 10 % de SFB y 0,2 % de DMSO), toda vez que la emulsion favorecio el
cierre de la brecha en 21,1 £ 7,6 %, 11,0 £ 1,3 % y 19,7 = 6,2 % con 40, 20 y 10 pg/
mL, respectivamente, en tanto que el control negativo mostré un porcentaje de cierre del
19,7 £ 5,8 %. El medio enriquecido con 20 % de SFB (control positivo) favorecio el

Figura 1. Efecto de los extractos y productos formulados de C. spinosa en el cierre de la brecha.
Efecto de extracto glicolico-G (A), emulsion-E (B) y locion-L (C) sobre el cierre de la brecha en
cultivos de fibroblastos Detroit 551 (250.000 células/pozo) expresadas en porcentaje: con 100
% de cierre de la brecha se establecié la densidad de células sin brecha. Las barras expresan
los valores promedio + desviacion estandar del porcentaje de cierre de la brecha a las 8 y 16
h comparados con la medicion inicial (0 h). Cada concentracion se evalud por duplicado y en
cada imagen aparecen cinco mediciones. Las barras blancas corresponden al control negativo
(DMEM con 10 % de SFB y 0,2 % de DMSO); las barras negras corresponden al control positivo
(medio DMEM enriquecido con 20 % de SFB); las barras con lineas horizontales corresponden a
la concentracion de 40 ug/mL para E 'y L, 20 % para el extracto G y 5 % para el extracto EtOH; las
barras con lineas verticales corresponden a la concentracion de 20 pg/mL para E 'y L, 10 % para
el extracto G y 2,5 % para el extracto EtOH, y las barras con lineas diagonales corresponden a la
concentracion de 10 pg/mL para E y L, 5 % para el extracto G y 1,25 % para el extracto EtOH.
**¥% p<0,0001; ** p=0,0033; * p=0,0449
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cierre de la brecha en 43,8 + 6,6 %. Esta diferencia entre el control positivo y la emulsion
en sus diferentes concentraciones, asi como con el control negativo, fue estadisticamente
significativa (p<0,0001) (Figura 1B). Al contrario, después de 16 h el efecto en el cierre
de la brecha con la emulsion (40 ug/mL) fue similar al mostrado por el control positivo,
con porcentajes de cierre de 54,1 £ 5,4 % Vs. 55,0 + 4,0 %, respectivamente. Sin embargo,
cuando se evaludé en menores concentraciones, esto es, 20 y 10 pg/mL, el porcentaje de
cierre aument6 a 75,7 + 2,1 % y 63,3 £ 4,3 %, respectivamente, lo que corresponde a
un aumento del 37,6 y el 15,1 % con respecto al porcentaje de cierre mostrado por el
control positivo. Las diferencias observadas entre el control negativo y el control positivo
y la emulsion en diferentes concentraciones fue estadisticamente significativa (p<0,0001).
Asimismo, las diferencias entre los porcentajes de cierre mostrados por el control positivo
y la emulsion en una concentracion de 20 y 10 pg/mL también fueron estadisticamente
significativas, con valores de p>0,0001 (para 20 pg/mL) y p=0,0449 (para 10 pg/mL)
(Figura 1B).

El efecto del extracto EtOH no se logré evaluar debido a que, al contacto de las células
con el extracto, se alterd la monocapa formada por las células adheridas. Al contrario,
con la locion el efecto en el cierre de la brecha con una concentracion de 10 pg/mL y
luego de 8 h de exposicion fue muy similar a la del control negativo, toda vez que los
porcentajes de cierre fueron de 15,0 + 6,2 % y 19,7 + 5,8 %, respectivamente (Figura
1C). En concentraciones mayores de 20 y 40 pg/mL, los porcentajes de cierre observados
fueron de 30,5 + 11,9 % y 38,2 £ 7,4 %, respectivamente. Estos porcentajes fueron 30 y
12,8 % menores con respecto al control positivo, cuyo porcentaje de cierre fue de 43,8 +
6,6 %. Las diferencias en los porcentajes de cierre fueron estadisticamente significativas,
con valores de p<0,0001, entre la locion (20 pg/mL) y el control positivo con respecto al
control negativo, y entre la locion (40 pg/ml) y el control positivo y la locion (40 pg/ml) y
el control negativo, con un valor de p=0,0033 (Figura 1C). A las 16 h el efecto de la locion
en el cierre de la brecha aument6 en todas las concentraciones evaluadas, con porcentajes
de cierre de 53,5+ 7,9 %, 50,4 + 7,4 % y 70,9 £ 6,9 % con las concentraciones de 40, 20
y 10 ug/mL, respectivamente. El porcentaje de cierre obtenido con la locioén en la menor
concentracion fue 1,3 veces mas que el obtenido con el control positivo (55,0 + 4,0 %)
y 2,64 veces mas que lo obtenido con el control negativo (26,8 + 5,8 %). Las diferencias
entre la locion de 10 pg/mL y el control positivo, y entre el control positivo y las tres
concentraciones de la locién con respecto al control negativo fueron estadisticamente
significativas (p<0,0001) (Figura 1C).

Potencial irritante y corrosivo

La exposicion de los tejidos de piel al extracto EtOH y al G produjo porcentajes de viabili-
dad del 100 y el 88,5 %, respectivamente, en tanto que la exposicion al KOH 8N (control
positivo) arroj6 un porcentaje de viabilidad de tan solo 24,7 %. Como se esperaba, el PBS
usado como control negativo produjo una viabilidad del 100 % (Figura 4S-A, https:/
www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/1247/2873). En los analisis histologicos
de los tejidos expuestos a PBS (control negativo) y a los extractos, se encontraron capas
de células correspondientes a las capas granulares y corneas tipicas de un epitelio normal.
En el caso del tejido expuesto a KOH 8N (control positivo) se encontrd un estrato espinoso
atréfico con ausencia de capa granular y dermis subepitelial. El diagnéstico en este tejido
fue de atrofia.

De forma similar, la exposicion de los tejidos de piel a los extractos EtOH y G produjo
un porcentaje de viabilidad del 100 % a los 3 minutos y del 93,6 % a los 60 minutos, en
tanto que la viabilidad del control positivo (SDS al 20 %) a los 3 minutos fue del 48 % y
a los 60 minutos del 38 %. La viabilidad producida por el PBS (control negativo) a los 3 y 60
minutos fue del 100 % (Figura 4S-B, https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/
view/1247/2873). En los analisis histologicos de los tejidos expuestos a los extractos EtOH
y G y a PBS se encontraron capas de células correspondientes a un epitelio normal. En el
caso del tejido expuesto a SDS al 20 % se encontraron grupos de células escamosas y capas
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de queratina aisladas. La epidermis no presentaba todas sus capas. Segun la clasificacion
R38 de la Union Europea, tanto el extracto G como el EtOH de C. spinosa se clasifican
como no irritantes y no corrosivos.

Respuesta terapéutica en hamsteres

El tratamiento con el extracto EtOH y con la locion produjo la cura en 4 de 6 hamsteres
al final del estudio y los dos hamsteres restantes de cada grupo mostraron mejoria, con una
reduccion del tamafio de la lesion de 61,5 y 51,4 % en el grupo del extracto EtOH y de
21,7y 31,8 % en el grupo tratado con la locion comparado con el inicio del estudio. En el
grupo tratado con el extracto G y la emulsion, cinco de los animales se curaron al final del
estudio y el hamster restante en cada grupo mostr6 una mejoria de la lesion del 16,2 y 32,4 %,
respectivamente. Por su parte, el tratamiento combinado de locion y emulsion produjo la
cura en todos los hamsteres de este grupo de tratamiento, en tanto que el tratamiento con el
AM permiti6 la cura de 4 de 6 hamsteres, en 1 de 6 hamsteres la lesion se redujo en 94 %
y en el hamster restante la lesion aumento6 de tamafio en un 5,3 %; este aumento de tamafo
se considerd una falla del tratamiento (Figura 2).

Al final del estudio la respuesta terapéutica de los diferentes tratamientos fue la siguiente:
67 % con el extracto EtOH y la locion, asi como con el AM; 83 % con el extracto G y la
emulsion y 100 % en el grupo tratado con la combinacion de locion y emulsion. En la figura
58, https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/1247/2874 se presentan ima-
genes representativas de la apariencia clinica de las lesiones antes y después del tratamiento.

Ni el tratamiento con los extractos (EtOH o G) o las formulaciones (locién o emul-
sion), ni el tratamiento combinado, produjeron efectos perjudiciales para el peso corporal
en los hamsteres. La evolucion del peso corporal en cada grupo de tratamiento se muestra
en la figura 6S, https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/1247/2875. Se
encontrd que en la mayoria de los grupos hubo aumento del peso corporal, excepto en el
grupo tratado con el extracto EtOH. En promedio, el aumento de peso corporal fue de 18 %
en el grupo tratado con el extracto G, y de 12,6 % y 26,7 % en los grupos tratados con la
locion y la emulsion, respectivamente, en tanto que en el grupo tratado con la combinacion
de locion y emulsion el aumento fue de 21,3 %. El aumento de peso en los hamsteres
tratados con AM fue de tan solo 5,6 %, y en el grupo tratado con el extracto se observo
una disminucion correspondiente al 8,2 % del peso corporal, aunque sin compromiso del
bienestar de los hamsteres. Solo se observaron diferencias estadisticamente significativas
en el peso al final del estudio (DPT90) entre los grupos tratados con los extractos EtOH y
los tratados con emulsion, locién y AM (p<0,005).

Los parametros de la funcion renal y hepatica, la ALT, la creatinina y el BUN, no
evidenciaron ninguna alteracion debida al tratamiento y todos los niveles estuvieron entre
los valores normales (Figura 7S, https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/
view/1247/2876). No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos como tampoco entre el inicio y la finalizacion del tratamiento (p>0,05).

Toxicidad dérmica aguda

Durante el estudio no se detectaron signos clinicos asociados con toxicidad ni cambios en
el comportamiento normal de los animales; tampoco se registraron muertes. La condicion
corporal también fue optima. No hubo disminucién en la ingesta de agua y alimento y en
todos los ratones se observo ganancia de peso, tanto en los controles como en los tratados
con la locion y la emulsion (Tabla 1).

Ninguno de los ratones murié durante el ensayo ni fue necesario practicar la eutanasia
debido a distrés o alteraciones en el bienestar que se pudieran relacionar con efectos toxicos
del compuesto. La piel tratada mantuvo su apariencia normal en todos los ratones durante todo
el estudio, sin evidencia de eritema, edema, brotes u otras alteraciones (Figura 8S, https://
www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/1247/2877). En la revision macroscopica
durante la necropsia no se evidenciaron signos patoldgicos en los o6rganos de los sistemas
respiratorio, circulatorio, urinario, reproductivo y digestivo en ninguno de los ratones ni en
ningtin grupo. En el estudio histologico no se hallaron lesiones significativas de la piel.
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Absorcion y penetracion

No se registraron pérdidas en el peso corporal de las ratas durante el estudio en ninguno de
los grupos expuestos a la locion o a la emulsion. Por el contrario, se observé un aumento de
peso de 1 % con respecto al del inicio durante los 15 dias del estudio. El comportamiento
y el estado general de las ratas fueron normales, sin evidencia de signos de enfermedad
o alteraciones en la piel ni a nivel sistémico. En las muestras de las ratas tratadas con la

Figura 2. Efectividad de los extractos y formulaciones de C. spinosay el antimoniato de meglumina
en hamsteres con leishmaniasis cutdnea experimental causada por Leishmania braziliensis. Los
datos muestran la evolucion de la lesion segun el tamaio del rea en mm? después del tratamiento
con 40 mg de extracto EtOH (A) o G (B) o locion (C) o emulsion (D) y de manera combinada,
administrada por via topica durante 30 dias, o MA (200 pg administrados por via intralesional dos
veces a la semana durante cuatro semanas, MA-30). La efectividad de cada tratamiento se determind
comparando el tamafio de la lesion antes del tratamiento (DTO), al final del tratamiento (DT30) y al
final del estudio (DPT90), donde un valor “0” correspondia a curacion frente al tamaifio de la lesion
antes de iniciar el tratamiento. El resultado al final del estudio se registré en términos de “cura”
(reparacion de la epidermis y aparicion de pelaje); “mejoria” (reduccion del tamafio de la lesion), o
falla (aumento del tamafio de la lesion).
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Tabla 1. Efecto de C. spinosa en el peso de ratones luego de la aplicacion topica de una dosis tnica

Grupo Dias después del tratamiento

0 7 15
Emulsion 40,9 +2,1 41,1+1.8 42,5+2,4
Locién 423 +2,7 46,4+ 1.8 48,1+2,4
Control 51,3+04 51,9+0.8 52,3+2,0

Los datos representan el valor promedio = DE del peso en gramos de ratones después de la aplicacion de una dosis
unica de 40 mg de la locion y la emulsion que contenian los extractos EtOH y G de C. spinosa.

locion fue posible detectar mediante HPLC trazas de los picos de interés a las 6 y 24 h,
en tanto que en las muestras de las ratas tratadas con la emulsion se encontraron trazas
unicamente a las 6 h (Figura 9S, https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/
view/1247/2878). En los lavados de las ratas tratadas con la locion se detectaron ambos
picos, EP1 y EP2, pero en los lavados de las ratas tratadas con la emulsion no se detecto
ninguno de estos dos picos caracteristicos (Figura 10S, https://www.raccefyn.co/index.
php/raccefyn/article/view/1247/2879). Asimismo, en la piel de los ratones tratados con la
locion se logro detectar las dos sefiales, siendo mayor la de las 24 h que la de las 6 h, lo que
sugiere que los metabolitos que generan las sefiales de interés se encuentran distribuidos
en las capas de la piel y permean poco la circulacion sistémica (Figura 10S, https://www.
raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/1247/2879). En las muestras de piel tratadas
con la emulsidn se obtuvieron cromatogramas muy difusos, con lineas de base menores a
cero, lo que sugiere que no ocurri6 penetracion en las capas profundas de la piel.

Respuesta terapéutica a las formulaciones magistrales a base de extractos de C. spinosa
en pacientes con leishmaniasis cutinea no complicada

Entre el 2016 y el 2017 se trataron diez pacientes, de los cuales ocho tenian una sola
lesion, uno dos lesiones y otro tres lesiones, es decir, se trataron 13 lesiones. Cinco lesiones
estaban ubicadas en los miembros inferiores, cinco en los miembros superiores, dos en la
cabeza y una en el cuello. Dos pacientes tenian 60 afios 0 mas y ocho tenian entre 13 y 59
aflos. Entre las muestras tomadas para la identificacion de especies, cinco correspondieron
a L. panamensis y otra a L. braziliensis. Los pacientes se trataron con la locion y la emul-
sion aplicadas tres y dos veces al dia, respectivamente, durante 28 a 30 dias (cuatro sema-
nas). Todos los pacientes mostraron curacion en los dias 60 y 90 después de terminado el
tratamiento. Hasta el momento, ninguno ha tenido recaidas. Tampoco ninguno presentd
efectos sistémicos y solo uno tuvo eritema leve y dos salpullido alrededor de la lesion. La
figura 3 incluye fotografias de los pacientes con leishmaniasis cutanea y los tratados con
la emulsion y la locion. Es notorio el proceso de cicatrizacion que ocurre con este trata-
miento topico, con formacidn de cicatrices planas, no deprimidas y, en algunos casos, poco
notorias, como el caso del paciente #3, cuya lesion en la frente sand sin dejar cicatrices.

Discusion
La LC afecta la piel en areas expuestas y cuando las lesiones se curan por lo general
quedan cicatrices para toda la vida. Tanto las lesiones como las cicatrices son causa de
estigma y sufrimiento en los personas enfermas, pues pueden sentirse o ser rechazados
por la comunidad y su propia familia. Por ello el tratamiento adecuado y oportuno es
fundamental no solo para aliviar los signos y sintomas de la enfermedad, sino, sobre
todo, para mejorar la calidad de vida de los pacientes al prevenir que se desarrollen
desfiguraciones o discapacidades.

Hasta ahora los tratamientos se han basado en el uso de antimoniales pentavalentes,

anfotericina B, paromomicina, miltefosina y anfotericina liposomal B. Sin embargo, los
resultados de su uso son limitado debido a la baja eficacia, los efectos secundarios que
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Figura 3. Apariencia clinica de la leishmaniasis cutanea antes y después del tratamiento con extractos formulados de C. spinosa. La figura
muestra la apariencia de las lesiones antes y después del tratamiento (dia 90 de finalizado) con la locion y la emulsion preparados con
extractos EtOH y G de C. spinosa, respectivamente. Los productos se aplicaron diariamente tres y dos veces al dia durante cuatro semanas.

amenazan la vida, la alta toxicidad, la induccion de resistencia a los parasitos, la duracion
del tratamiento y el alto costo de la atencion (WHO, 2010). Ademas, persisten muchas
barreras para acceder al tratamiento, lo que aumenta la vulnerabilidad y el riesgo de incum-
plirlo, especialmente por los costos indirectos adicionales que los pacientes deben cubrir,
pero también, por los dias de ausencia escolar o laboral, la pérdida de ingresos debido a la
ausencia en el trabajo o el costo econdmico del tiempo de una persona, asi como los costos
y el tiempo de desplazamiento a los servicios de salud. Esta situacion puede profundizar
aun mas la vulnerabilidad econémica de los afectados y sus familias (Cardona-Arias, ef
al., 2017a, Cardona-Arias, ef al., 2017b, Cardona-Arias, ef al., 2018).

Dado que no se vislumbra en un futuro cercano la elaboracion de una vacuna que
prevenga la infeccion, es necesario seguir buscando mejores opciones terapéuticas. Los
productos naturales, especialmente las plantas, ofrecen una fuente ilimitada de metabolitos
con potencial terapéutico y son abundantes los estudios que han demostrado una potente
actividad leishmanicida en los extractos, las fracciones y los metabolitos de las plantas
(Oryan, 2015; Sen & Chatterjee, 2011). Por otro lado, los medicamentos de aplicacion
topica, en lugar de los parenterales, ofrecen un tratamiento potencialmente mas seguro
y mas facil de administrar, ademas de limitar el riesgo de efectos adversos, reducir los
costos y mejorar su cumplimiento por parte del paciente, preservando su eficacia. Y aunque
persiste la preocupacion por la posibilidad de desarrollar leishmaniasis mucosa, hasta el
momento no hay evidencia concluyente de que el tratamiento sistémico si lo evite.

En los tltimos 10 afios se ha intensificado el desarrollo de medicamentos para
aplicacion topica y son numerosos los productos naturales propuestos como candidatos para
convertirse en medicamentos. Sin embargo, son muy escasos los que se destacan por haber
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avanzado hasta los ensayos clinicos controlados. Uno de estos productos topicos es una
crema con extracto hidroalcoholico de hojas de Juniperus excelsa M. Bieb (Cupressaceae)
al 5 %. Un ensayo clinico controlado aleatorio triple ciego en el que se evaluo la eficacia
de la crioterapia mas la crema tdpica de J. excelsa M. Bieb comparandola con el uso
de crioterapia y placebo en el tratamiento de la leishmaniasis cutdnea del Viejo Mundo
demostrd que, en general, el 82 % de los pacientes en el grupo con crioterapia y crema
experimentaron cura completa, el 9 % tuvo parcial y en el 9 % restante el tratamiento fallo,
en tanto que en el grupo de crioterapia y placebo solo el 34 % tuvo una cura completa,
y en el 14 % de ellos fue parcial al final del estudio, con una diferencia estadisticamente
significativa entre los dos grupos (p<0,001). Asimismo, la reduccién del tiempo necesario
hasta la cicatrizacion de las lesiones en pacientes que recibieron extracto de J. excelsa fue
estadisticamente significativa comparada con el grupo placebo (p=0,04). No se observaron
efectos secundarios significativos en el grupo tratado con extracto de J. excelsa, excepto
por la irritacion local leve a moderada después de algunas semanas en un nimero reducido
de pacientes. Los autores concluyeron que el extracto topico de J. excelsa puede usarse
como tratamiento adyuvante de la crioterapia para aumentar la tasa y acelerar el tiempo de
la curacién completa de la leishmaniasis cutanea del Viejo Mundo causada por L. major
(Parvizi, et al., 2017).

Un segundo producto a base de plantas es una pasta denominada “Z-HE” preparada
con una mezcla de hierbas que se evaludé en 14 pacientes con leishmaniasis cutanea
erisipeloide en Iran. La pasta se aplico una vez al dia durante cinco dias consecutivos y
luego cada dos semanas seglin necesidad durante un periodo maximo de tres meses. En 11
(92 %) de los pacientes hubo curacion completa entre uno y siete meses del tratamiento y
sin recaidas ni efectos secundarios relacionados con el tratamiento después de 12 meses
de seguimiento (Zerehsaz, et al., 2003). No se encontraron mas estudios relacionados con
este producto.

Otros productos que han llegado a la etapa de estudios clinicos en humanos para el
tratamiento topico de la LC incluye una formulacion en crema con paromomicina al 15 %,
sola o0 en combinacion con gentamicina al 0,5 %, que ha sido denominado WR 279,396,
asi como una formulacion de anfotericina B al 3 % denominada Anfoleish®, que cuenta
con patente de invencion en Estados Unidos (Vélez, et al., 2017) y en Colombia (Robledo,
et al., 2018). En los estudios clinicos de fase 2 y 3 con el WR 279,396 en Tunisia y en
Panama contra L. major y L. panamensis, respectivamente, se ha evidenciado que es
estadisticamente superior al vehiculo, con tasas de curacion clinica final que varian entre
78 y 82 %, y que los efectos adversos son leves a moderados, espe-cialmente dermatitis,
dolor y prurito (Ben Salah, et al, 2013; Sosa, et al., 2013; Sosa, et al., 2019). Asimismo,
la formulacién de paromomicina al 15 % en Aquaphilic®, evaluada en pacientes con
leishmaniasis cutanea causada por L. braziliensis en Bolivia, mostrd tasas de curacion
después de seis meses de seguimiento de 77,5 % para la combinacion de paromomicina
y Aquaphilic®, de 10 % para el vehiculo (Aquaphilic®) y de 70 % para la pentamidina
intralesional. Tanto la paromomicina-Aquaphilic® como el Aquaphilic® fueron muy
bien tolerados, y solo hubo reacciones adversas de grado 1 en 5 a 10 % de los pacientes
(Soto, et al., 2019). Por su parte, en un estudio observacional en pacientes tratados con tres
aplicaciones diarias de la crema Anfoleish® durante 30 dias, se encontrd la cura inicial
en el 90 % de los pacientes en el tercer mes de finalizado el tratamiento. A diferencia de
lo encontrado en el estudio observacional, en un ensayo clinico abierto, aleatorizado y no
comparativo, de fase Ib/II, llevado a cabo en pacientes con LC no complicada, se registro
una cura inicial en el 46 % de los pacientes evaluados en el segundo mes de finalizado el
tratamiento. Anfoleish® demostrd ser segura, y los pocos efectos adversos informados
fueron locales, alrededor del area de aplicacion de la crema, y de intensidad leve (Lépez,
et al., 2018). Estas diferencias en el porcentaje de curacion entre el estudio observacional y
el ensayo clinico pudieron deberse a diferencias en el protocolo de seguimiento para definir
la cura inicial (3 meses Vs. 2 meses, respectivamente).
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En busca de un mayor acceso al tratamiento, una mayor aceptacion por parte de los
pacientes y una reduccion en los costos de atencion, en el presente trabajo se reportan
los resultados obtenidos con los extractos EtOH y G puros y formulados como locion
y emulsion, respectivamente, obtenidos de C. spinosa o “tara”, una leguminosa de la
familia Caesalpinaceae ampliamente utilizado en la medicina ancestral en la region
andina latinoamericana, especialmente en el Pert, por sus propiedades astringentes, anti-
inflamatorias y cicatrizantes (De la Cruz, et al., 2007). Los extractos de C. spinosa mos-
traron ser altamente selectivos contra L. braziliensis, pues su citotoxicidad fue baja para
los macréfagos U937, en tanto que su actividad contra los amastigotes de L. braziliensis
fue alta. Este hallazgo es importante toda vez que The Drug Neglected Disease Initiative
(DNDi) y la OMS sefialan como prioridad el desarrollo de medicamentos contra la
leishmaniasis cutanea causada por L. braziliensis en América, por ser esta la especie que
produce mas casos de leishmaniasis mucosa, y contra L. tropica en el Viejo Mundo, por ser
la especie causante de la leishmaniasis recidivans, que es de muy dificil tratamiento. De
ahi la importancia de este nuevo producto.

En estudios previos se ha demostrado la actividad bioldgica de extractos y fracciones
obtenidos de los frutos (vainas y semillas) de C. spinosa, pero no de las ramas. Los resul-
tados aqui obtenidos demostraron que los extractos de las ramas promueven la cicatrizacion de
heridas y permiten la curacion de la LC en hamsters. Los productos formulados para ambos
extractos son seguros cuando se aplican por via tdpica en dosis Unica o dosis repetidas.
Ambos productos se absorben, penetran y permean hasta el torrente sanguineo donde
se detectan pequeilas trazas, lo que significa que la mayor parte es retenida sin permear.
Por ultimo, el uso en pacientes evidencio la curacion completa de las lesiones ubicadas
en diferentes partes anatomicas y con diferentes tiempos de evolu-cion permitiendo la
epitelizacion adecuada de la piel dafiada sin efectos adversos, o solo leves. La cicatriz,
aunque con cambios en la pigmentacion con respecto al tejido original, como sucede con
las cicatrices que dejan los medicamentos convencionales, mejord el aspecto estético de la
piel dafiada en algunos de los casos.

Conclusiones

Los resultados del presente estudio sugieren que los extractos EtOH y G obtenidos de las
ramas de “tara” en las formulaciones de emulsion y locion tienen un gran potencial para ser
considerados una alternativa al tratamiento topico de la LC no complicada. Sin embargo,
se requieren nuevos estudios para evaluar su eficacia y su seguridad en ensayos clinicos
controlados. Asimismo, deben identificarse los componentes presentes en los extractos
para evaluar los posibles modos de accion.

El tratamiento topico con productos a base de extractos de C. spinosa se vislumbra
como segura y efectiva para la LC y tiene muchas ventajas sobre los tratamientos sistémi-
cos, pues puede usarse tanto en adultos como en nifios o en entornos donde el tratamiento
parenteral no es factible. La mejoria del aspecto estético de la cicatriz obtenida con el trata-
miento topico a base de extractos de C. spinosa permitira disminuir las secuelas de la enfer-
medad y, por lo tanto, la consecuente estigmatizacion de los pacientes.

Por ultimo, este estudio demuestra que en paises en desarrollo como Colombia es
posible avanzar en el desarrollo de medicamentos, labor que se creia de dominio exclusivo
de las multinacionales farmacéuticas. Con una reorientacion de la forma de hacer inves-
tigacion en la universidad, no solo para formar estudiantes y publicar, sino también para
desarrollar productos (medicamentos, vacunas, pruebas diagndsticas, medidas de preven-
cion, entre otros), se puede avanzar y ayudar a cerrar la brecha para que las poblaciones
olvidadas, aquejadas de enfermedades tropicales, tengan, por fin, una oportunidad.

Informacion suplementaria

Tabla 1S. Resumen de los cromatogramas obtenidos para cada tratamiento extracto
y/o producto. Ver la tabla 1S en: https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/
view/1247/2881
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Tabla 28S. Parametros estadisticos método de identificacion en extracto etanélico y glico-
lico de C. spinosa. Ver la tabla 2S en: https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/
view/1247/2882

Figura 1S. Apariencia macro y microscopica de los extractos y productos formulados
de C. spinosa. Ver la figura 1S en: https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/
view/1247/2867

Figura 28S. Perfil cromatografico de extractos y productos formulados de C. spinosa. Ver la
figura 28S en: https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/1247/2868

Figura 3S. Curvas de calibracion. Ver la figura 3S en: https://www.raccefyn.co/index.php/
raccefyn/article/view/1247/2872

Figura 48. Potencial irritante y corrosivo cutaneo de los extractos etanolico y glicolico
de C. spinosa. Ver la figura 4S en: https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/
view/1247/2873

Figura 5S. Respuesta al tratamiento con extractos y formulaciones de Caesalpinia spinosa
en hamsteres con LC por L. braziliensis. Ver la figura 5S en: https://www.raccefyn.co/
index.php/raccefyn/article/view/1247/2874

Figure 6S. Efecto del tratamiento con extractos y formulaciones de Caesalpinia spinosa
en el peso corporal. Ver la figura 6S en: https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/
article/view/1247/2875

Figura 78. Efecto de Caesalpinia spinosa en los niveles de ALT, BUN y creatinina en
hamsteres con leishmaniasis cutdnea causada por L. braziliensis. Ver la figura 7S en:
https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/1247/2876

Figura 8S. Toxicidad dérmica de C. spinosa. Ver la figura 8S en: https://www.raccefyn.co/
index.php/raccefyn/article/view/1247/2877

Figura 9S. Perfil cromatografico plasma de ratones tratados con locién y emulsiéon a
base de extractos de C. spinosa. Ver la figura 9S en: https://www.raccefyn.co/index.php/
raccefyn/article/view/1247/2878

Figura 10S. Perfil cromatografico en muestras de lavados de piel y en piel de ratones
tratados con locion y emulsion a base de extractos de C. spinosa. Ver la figura 10S en:
https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/1247/2879
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