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INTRODUCCION

Leishmania

El género Leishmania es el agente causal de las leishmaniasis, un conjunto de
enfermedades transmitidas por la picadura de un vector fleb6tomo infectado. El género
comprende numerosas especies como L. braziliensis, L. donovani, L. mexicanay L. tropica,
que son patégenas para el ser humano. Todas las especies del género presentan dos
estadios: el promastigote flagelado que parasita el intestino del vector y los amastigotes
esféricos carentes de flagelo que son parasitos intracelulares del hospedero mamifero
(Figura 1 Ay B) (Chang Ky Fish W, 2019).

Figura 1. Estadios del parasito Leishmania mexicana. A) Promastigote: alargado y flagelado. B)

Amastigote: oval y carente de flagelo. Tomado y modificado de Wheeler, 2000.
Leishmaniasis

La leishmaniasis existe en tres formas principales: visceral, cutanea y mucocutanea. Se
transmite al hospedero mamifero mediante un vector del género Phlebotomus, para las
especies de Leishmania del viejo mundo, o del género Lutzomyia, para las especies del
nuevo mundo (Serafim et al. 2021). Cada afio se detectan entre 700,000 y 1,000,000 de
casos nuevos de leishmaniasis en poblaciones que se caracterizan por malnutricion, malas

condiciones de vivienda, y un sistema inmune débil (OMS, 2023).

La infeccidn se inicia cuando el parésito en su estadio de promastigote es inoculado en la
piel de un hospedero vertebrado cuando un mosquito hembra infectado se alimenta de

sangre. En la piel, el parasito es engullido por fagocitos y dentro vacuolas parasitéforas se
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reabsorbe su flagelo y cambia a su estadio de amastigote. Posteriormente, los amastigotes
se multiplican por fisién binaria hasta lisar a la célula hospedera, permitiendo al parasito
diseminarse a otras células y tejidos. Cuando un mosquito sano se alimenta de un
hospedero infectado, el parasito se diferencia a su estadio de promastigote en el intestino
del fleb6tomo, con lo cual se cierra el ciclo de vida de Leishmania (Serafim et al. 2021).
Este escenario constituye el principal mecanismo de transmisién, permitiendo que los
mosquitos adquieran y transmitan la infeccion entre humanos y reservorios, tales como
roedores, canidos y otros primates. De igual manera, puede haber transmision entre
humanos por trasplantes sanguineos, de 6rganos y a través de la placenta (Uribarren,
2017).

Leishmaniasis cutanea

La leishmaniasis cutanea (LC) es la que presenta mayor distribucién a nivel mundial. Los
principales agentes causales en América son: Leishmania mexicana, L. braziliensis y L.
panamensis. En México, Chiapas, Oaxaca, Campeche, Quintana Roo, Tabasco, Yucatany
Veracruz son las principales zonas endémicas (Figura 2), siendo la region de la Chontalpa
en Tabasco la principal zona afectada en el pais (SUIVE/DGE, 2019). Dentro de la
leishmaniasis cutanea se consideran dos cuadros clinicos: la leishmaniasis cutanea
localizada (LCL) y la diseminada (LCD). Mientras que la LCD desarrolla la difusion
descontrolada del parasito en toda la piel, la LCL se caracteriza por lesiones ulceradas que
generalmente se ubican en areas corporales expuestas (Figura 3). Las lesiones ulceradas
frecuentemente se asocian a coinfecciones con bacterias, entre las que se encuentran
Staphylococcus, Streptococcus y Mycobaterium, que dificultan el tratamiento del paciente
(Alvarez et al. 2012; Borbon et al. 2019).
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Figura 2. Incidencia de leishmaniasis cutdnea en México. La incidencia se muestra respecto a
una tasa por cada 100,000 habitantes. Adaptado de SUIVE/DGE, 2019.

Figura 3. Formas clinicas de la leishmaniasis cutanea. A) localizada. B) Diseminada. Tomado y
modificado de Mokni 2019.



Tratamientos convencionales

Los medicamentos considerados para el tratamiento de la leishmaniasis son los
antimoniales pentavalentes, Glucantime® y Pentostam®, ambos con alta toxicidad, pero
eficientes en la eliminacion del parasito (Mata et al. 2023). Su mecanismo de accion se basa
en la inhibicibn de la tripanotiébn reductasa del parasito, que es esencial para su
supervivencia debido a que lo protege del estrés oxidativo (Frézard etal. 2013). Sin
embargo, el acceso a estos farmacos es restringido (Secretaria de Salud, 2015). Aunado a
esto, generan diversos efectos secundarios en los pacientes entre los que se encuentran:
dolor, fatiga, trastornos gastrointestinales, aumento de niveles enziméticos, leucopenia,
anemia, pancreatitis, y anormalidades en los electrocardiogramas (Pradhan et al. 2021;
Aronson et al. 1998). Adicionalmente, se ha reportado resistencia de los parasitos (L.
donovani) a los antimoniales pentavalentes, por lo cual ha sido necesario aumentar la dosis
del tratamiento para evitar la reaparicion de las lesiones y diseminacién a otras partes del
cuerpo (Costa y Marsden 1986; Croft y Coombs 2003; Mata et al. 2023; Osorio et al. 2005).
Debido a esta problemética, se ha considerado establecer medicamentos basados en la
medicina tradicional, que de acuerdo a la OMS (2013), es parte importante y a veces
subestimada en la salud publica, a pesar de utilizarse para promover la salud, tanto en la

prevencién como en la terapia de las enfermedades.
Cleoserrata serrata y medicina tradicional contra la leishmaniasis cutanea

Los fitofarmacos representan un remedio natural para las enfermedades humanas. Un gran
namero de metabolitos han sido identificados en diferentes plantas para tratar distintas
enfermedades. Una cantidad considerable de reportes se han enfocado en la bausqueda de
fitofarmacos contra la leishmaniasis cutanea, como lo es el caso de Cleoserrata serrata,

perteneciente a la familia Cleomaceae (Mesa et al. 2017; Alamilla-Fonseca et al. 2018).

Algunas especies de la familia Cleomaceae han sido reportadas con actividades
farmacologicas relevantes, entre las que destacan: antioxidantes, analgésicos,
antiinflamatorios y antimicrobianos (Bose et al. 2007; Bose et al. 2011). Entre los géneros
de esta familia se encuentra Cleome, que ha sido dividida en dos subgéneros: Corynandra
y Cleoserrata (litis y Cochrane, 2007). Juarez-Vazquez y Jiménez-Arellanes (2019)
realizaron estudios en los que abordaron las propiedades antinflamatorias de los miembros
de la familia Cleomaceae, concluyendo que esta familia conforma una alternativa potencial

para el tratamiento de diversas enfermedades debido al gran repertorio de principios activos
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gue contienen sus miembros, mencionando que los fitoles presentes en los aceites
esenciales de C. serrata podrian ser los responsables de su actividad antimicrobiana contra

bacterias Gram positivas y negativas.

C. serrata se describe como una planta herbéacea, anual de 30 a 150 cm de largo con un
tallo erecto y verde olivo que florece vy fructifica todo el afio, presentando un olor fuerte y
persistente. Ademas, se refiere que esta planta, conocida en el estado de Tabasco como
mastuerzo, es utilizada por los médicos tradicionales para tratar la leishmaniasis. Para su
uso la planta es lavada y secada exponiéndola al sol hasta su desecacion, posteriormente
las hojas son separadas del tallo, y son colocadas en un comal donde se tuestan.
Posteriormente las hojas se muelen hasta conseguir un polvo fino que sera colocado sobre
la lesion previamente lavada y tallada hasta el punto de sangrar para finalmente ser cubierta
con vaselina y vendada. Este procedimiento se repitie cada 5 a 10 dias, hasta que se
observa la sanacion (Figura 4 A-F) (Alamilla-Fonseca 2018). Alamilla-Fonseca et al. (2018)
evalu6 el efecto de un extracto de las hojas secas de C. serrata sobre L. mexicana,
demostrando la inhibicién del crecimiento de L. mexicana de manera dosis-dependiente.
Adicionalmente observé que el extracto también elimina bacterias asociadas a las lesiones
de la leishmaniasis cutanea como Staphylococcus aureus, Escherichia coliy Pseudomonas
aeruginosa (Borbon et al. 2019). También se ha reportado que la planta C. serrata crece en
lugares donde hay pacientes con leishmaniasis cutanea como en la regién de La Chontalpa,
Tabasco, destacando la facilidad de acceso que se tiene a dicha planta para la elaboracién
de un tratamiento alternativo (Figura 5). Asi mismo, ya han sido identificados algunos de
los compuestos principales encontrados en un extracto de clorometano-etanol (1:1) de las

hojas de la planta C. serrata (Tabla 1).

Se desconoce cual es el compuesto activo que esta presente en C. serrata que podria tener
el efecto contra Leishmania, sin embargo, su efectividad in vitro y en pacientes tratados por
médicos tradicionales hace necesario probar su uso como tratamiento topico contra la

leishmaniasis cutanea.



Figura 4. Preparacion de tratamiento con Cleoserrata serrata para leishmaniasis cutanea por
un médico tradicional de Comalcalco, Tabasco. A) Mastuerzo, B) Desenraizamiento de la planta,

C) Lavado, D) Secado, E) Tueste, F) Molienda en papel estraza. Tomado de Alamilla-Fonseca 2018.
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Figura 5. Distribucién de Cleoserrata serrata en Tabasco. (A) Mapa de la distribuciéon de
Cleoserrata serrata y pacientes (puntos rojos) reportados con leishmaniasis en La Chontalpa,
Tabasco. (B) Cleoserata serrata colectada en La Chontalpa. Tomado de Alamilla-Fonseca et al.
20109.



Tabla 1. Fitocomponentes encontrados en un extracto de la planta Cleoserrata serrata

Nombre del Tiempo de Formula molecular | Peso molecular
compuesto retencion

Acido palmitico 22.25 C16H3202 256

(acido

hexadecanoico-n)

Palmitato de etilo 22.42 Ci1sH3602 284
(octil palmitato)

Vitamina E 33.64 C29Hs5002 430
Estigmasterol 34.68 C29H450 412
v-sitosterol 35.22 C29Hs500 414
Fitol 20.95 C20H400 278

Adaptado de Juarez-Vazquez et al. 2021.
Tratamiento tépico

Un tratamiento tdpico se refiere a un tratamiento dermatolégico donde el medicamento no
tendra un efecto sistémico en el organismo (Osborn, 2008). Esta constituido por un principio
activo que actuara para aliviar la enfermedad y un vehiculo que contribuira a facilitar el paso
del principio activo a través de las capas dérmicas (Casas, 2013). El vehiculo de eleccion
debe formularse a partir del grado de absorcidon deseado, asi como la localizacion, las
caracteristicas de la lesion, de la piel donde se ubica y el grado de inflamacién provocado
(Garcia et al. 2015).

La estructura de la piel puede dividirse simplificadamente en epidermis, dermis e
hipodermis. La primera se divide a su vez en diferentes estratos, el mas externo se
denomina estrato corneo y es la barrera mas importante para los mecanismos de difusion
de farmacos sobre la piel (Agarwal y Krishnamurthy 2019; Wertz y Downing, 1989). Existen
diferentes vehiculos que, de acuerdo a sus caracteristicas, facilitan el paso de los
compuestos a través de las capas dérmicas. Algunos tratamientos tépicos como las pastas
y los polvos ejercen una accion superficial en la piel sin atravesar este estrato cérneo, por
lo que son idoneos para lesiones poco profundas (Garcia et al. 2015). La dermis se
caracteriza por contener glandulas sudoriparas y sebéceas, foliculos, terminaciones

nerviosas y poros (Agarwal y Krishnamurthy 2019; Murthy y Shivakumar, 2010). Debido a
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que Leishmania es inoculada por su vector en esta capa histoldgica, y que el parasito se
replica dentro de los fagocitos presentes en la dermis (Figura 6), este es el tejido blanco al
cual deben poder permear los tratamientos tdpicos para combatir la infeccion y con ello la
enfermedad (Franco 2003; Menon 2002). Los tratamientos tdépicos como los geles y las
cremas tienen una absorcién media que permite el paso de las moléculas hasta esta capa,
por lo que son recomendables para lesiones agudas en areas anatomicas de piel fina
(Garcia et al. 2015). La hipodermis es la capa mas interna de la piel y estd compuesta por
tejido adiposo, fibroblastos, macréfagos y abundantes vasos sanguineos (Murthy vy
Shivakumar, 2010), por lo que los tratamientos topicos dirigidos a esta capa, como las
pomadas o los parches, son recomendados para areas anatomicas de piel gruesa con
lesiones secas debido a su alta capacidad de permeabilidad (Garcia et al. 2015).

Existen algunos estudios que reportan tratamiento tépico como alternativa para aliviar la
leishmaniasis, sugiriendo que pueden ser alternativas potenciales para tratar esta
enfermedad de manera segura y eficiente. Tal es el caso de la paromomicina, un antibiético
que se incluy6 en una pomada y se aplico a 1221 pacientes, encontrando que tiene un
efecto leishmanicida sobre especies de Leishmania del viejo y del nuevo mundo (Kim et al.
2009).

Por otro lado, también ha sido analizado un extracto hexandico de la raiz de la planta
Pentalinon andrieuxii en lesiones de ratones C57BL/6 infectados con L. mexicana,
encontrandose que su aplicacion durante seis semanas redujo significativamente (60%) el
tamafio de las lesiones y la carga parasitaria, respecto al grupo control (Lezama-Davila et
al. 2013).

En conjunto, existen diferentes tratamientos topicos que se han puesto a prueba, asi como

modelos experimentales que facilitan el estudio de la leishmaniasis y en el hospedero.
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Figura 6. Tratamientos cutaneos y capas histolégicas de la piel. Algunos tratamientos tépicos
como pastas y polvos ejercen una accién superficial en la epidermis, teniendo un efecto de adsorcién.
Otros productos como geles y cremas logran una permeacion, llegando a la capa de la dermis. En
contraste, tratamientos basados en pomadas y parches logran integrarse al tejido subcutaneo, por

lo que tienen un efecto de absorcién. Adaptado de Ruiz et al. 2010. Elaborado en Biorender.com

Ratones BALB/c y C57BL/6 como modelos experimentales en laLC

Los modelos murinos frecuentemente son utilizados para el estudio de la leishmaniasis
cutanea, en los cuales se analizan los tipos celulares y los mecanismos efectores
necesarios para el control o la resolucion de la enfermedad (Bogdan y Réllinghoff, 1998;
Moura et al. 2005). Los modelos de ratones BALB/c y C57BL/6 representan la
susceptibilidad y resistencia en la infeccion por L. major, asociando la susceptibilidad con
una respuesta Th2 caracterizada por la expresiéon de citocinas como IL-4 e IL-10, en
contraste con la resistencia relacionada con una respuesta Th1, mediada por la produccion
de IFN-Y y TNF-a, que inducen la sintesis de la enzima iNOS en los macrofagos infectados.
Esto culmina con la eliminacién del parasito debido a la generacion de éxido nitrico como
metabolito leishmanicida (Figura 7 A y B) (Murray y Delph-Etienne, 2000; Sacks y Noben-
Trauth, 2002). Adicionalmente, ya han sido identificados distintos loci asociados a la
resistencia a la infeccion por L. major, que incluyen D6Mit122, D6Mit25, D6Mit339 y
D6MIit59, entre otros, encontrados en cepas como C57BL/6 y C57BL/10, y ausentes en
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cepas como BALB/c y SWR/J que podrian estar implicados en el bloqueo de la expresion
de citocinas como IL-4, IL-10 y TGF-f (Sacks y Noben-Trauth, 2002). Asi mismo, algunas
células del sistema inmune del hospedero, como los macréfagos, estan directamente

involucradas en la resolucion de la enfermedad.
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Figura 7. Modelo celular Th1/Th2. En ambos modelos se requiere la presentacion de antigenos por
células dendriticas a linfocitos T, sin embargo, existen diferencias en las moléculas coestimuladaoras
que determinan la diferenciacién hacia alguna de las dos vias. A) En el desarrollo de una respuesta
Th1, algunos patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP’s) inducen la produccion de IL-
12 por estimulacién de receptores TLR (Toll-like receptors), promoviendo la diferenciacion de células
T naive a células Thl productoras de IFN-gamma. B) El desarrollo de una respuesta tipo Th2 se
asocia con una incapacidad de inducir la produccion de IL-12 en células dendriticas. En su lugar,
condiciones especificas de antigenos o del tejido inducen la produccién de citocinas IL-4 e IL-10,
que promueven que las células T naive se diferencian a células Th2 productoras de TGB-beta.

Adaptado de Sacks y Noben-Trauth 2002. Elaborado en Biorender.com
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Papel de los macréfagos en la leishmaniasis

Los macréfagos son las principales células responsables de la destruccion de los parasitos.
Pueden diferenciarse en dos tipos de subpoblaciones dependiendo del microambiente de
citocinas en el cual se desarrollen. Estas subpoblaciones son los macréfagos M1 (clasicos)
o macrofagos M2 (alternativos) (Gordon y Taylor, 2005). Los macréfagos M1 se inducen
durante una respuesta inflamatoria en respuesta a la estimulacion con moléculas como
lipopolisacarido (LPS), IFN-gama o TNF. Los M1 son pro-inflamatorios y expresan a la
enzima oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) y citocinas como TNF-alfa, IL-1f e IL-12
(productos de la respuesta Thl). Por otro lado, los macréfagos M2 surgen en respuesta a
citocinas anti-inflamatorias como IL-10, IL-4 e IL-13, promoviendo la reparacion de tejidos
y la inmunosupresion (FIGURA 8) (Butcher y Zhu, 2021; Liew et al. 1990; Mirzaei et al.
2021; Yunna et al. 2020).

La enzima iNOS es esencial para el control del parasito, siendo que los modelos deficientes
de esta enzima tienden a ser altamente susceptibles a las infecciones por L. major (Costa-
da-Silva et al. 2022; Seger y Krebs, 1995). Aunado a esto, otros modelos murinos infectados
con L. major han revelado diferencias significativas en los mecanismos inmunes
dependientes de las especies infectantes de Leishmania, principalmente las del Nuevo
Mundo (Loria-Cervera y Andrade-Narvaez, 2014; Costa-da-Silva et al. 2022). Por ejempilo,
en contraste con la resolucion de la enfermedad de ratones C57BL/6 infectados con L.
major, esta misma cepa murina infectada con L. mexicana tiende a ser incapaz de resolver
la infeccion, debido a una respuesta dependiente de IFN-¥ y STAT4 e independiente de la
produccion de IL-12 y la presencia de IL-4 y STAT6, generando una respuesta Th2 asociada
a un rapido crecimiento de la lesién y falla en la resolucion de la enfermedad (Mirzaei et al.
2021; Carneiro et al. 2020).
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Figura 8. Estados de activacion de los macré6fagos. Ambas lineas celulares de macréfagos (M1
y M2) proceden de monocitos que maduran y se diferencian de acuerdo al microambiente que las
rodea. Estimulos como LPS (lipopolisacarido), IFN-y o TNF-a promueven el desarrollo del macréfago
M1 con capacidad de producir citocinas pro-inflamatorias como TNF-a, IL-1p e IL-12, promoviendo
la eliminacién del parasito. Por otro lado, citocinas como IL-4, IL-13, IL-10 o TGF-B promueven la
diferenciacion hacia macréfagos M2, con capacidad de producir citocinas anti-inflamatorias como IL-
10, favoreciendo la proliferacion del parasito. Adaptado de Sica y Mantovani, 2012; Gordon y Taylor,

2005; Yunna et al. 2020. Elaborado en Biorender.com

JUSTIFICACION

La leishmaniasis cutanea en México es una enfermedad que se presenta en zonas de
escasos recursos donde el tratamiento convencional es de dificil acceso y genera diversos
efectos secundarios. Cleoserrata serrata, una planta utilizada por médicos tradicionales
para tratar las ulceras asociadas a la enfermedad, ha mostrado tener efecto in vitro contra
L. mexicana. Por su ubicacién, esta planta es de facil acceso para los pacientes y podria
ser utilizada como tratamiento topico para curar la enfermedad. En este trabajo se analiza
la efectividad de un extracto de las hojas de Cleoserrata serrata como posible tratamiento

tépico para tratar lesiones cutaneas de ratones infectados con Leishmania mexicana.
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HIPOTESIS

El tratamiento tépico con extracto de Cleoserrata serrata reduce el tamafio de las lesiones

y la carga parasitaria de ratones infectados con Leishmania mexicana.

OBJETIVOS

GENERAL

Analizar la efectividad de un tratamiento topico contra la leishmaniasis cutdnea utilizando

un extracto de la planta Cleoserrata serrata.

ESPECIFICOS

. Evaluar el efecto del tratamiento tépico midiendo el tamafio de lesiones en ratones
BALB/c y C57BL/6 infectados con L. mexicana.
. Evaluar el efecto del tratamiento tdpico cuantificando la carga parasitaria en ratones
BALB/c y C57BL/6 infectados con L. mexicana.
. Evaluar el efecto inmunomodulador del extracto de C. serrata sobre macréfagos

infectados con L. mexicana (medicién de TNF y estallido oxidativo).

MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratones BALB/c y C57BL/6 hembras de 8-12 semanas de edad proporcionados
por el bioterio de la Unidad de Medicina Experimental de la Facultad de Medicina, UNAM.
Todos los ratones se manipularon de acuerdo a las Especificaciones Técnicas para la
Produccion, Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio de la NOM-062-ZO0-1999.
Adicionalmente, el proyecto se aprobo por el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina,
UNAM, con el numero FM/DI/088/2017 y nimero de CICUAL 063-2020/022-CIC-2020. Los
ratones se repartieron en jaulas de acrilico donde recibieron alimento y agua ad libitum

durante todos los experimentos.
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Cultivo de promastigotes

Los promastigotes de L. mexicana de la cepa MHOM/MX/2011/Lacandona se diferenciaron
de aislados de amastigotes de ratones BALB/c infectados. Estos parasitos se aislaron
mediante el aspirado de los amastigotes localizados en las lesiones utilizando una jeringa
de insulina de 25 G, los cuales se colocaron en medio 199 suplementado al 10% de Suero
Fetal Bovino (SFB) descomplementado por calor a 56°C durante 30 minutos (SFB). Para
mantener el cultivo de promastigotes, se cultivaron 1x10° parasitos en botellas de 25 cm? a
27°C en medio 199 suplementado con SFB al 10%, y con los antibidticos
Penicilina/Estreptomicina al 1%. Los ensayos experimentales se realizaron con
promastigotes que se mantenian en cultivo in vitro por un maximo de 5 cambios de medio

(pases).

Infeccion de ratones BALB/c y C57BL/6 con L. mexicana

Para las infecciones se tomé una alicuota de 1000 uL del cultivo de promastigotes, la cual
se centrifug6é a 3202 x g durante 10 minutos. Se retir6 el sobrenadante, se afiadieron 500
Ml de buffer de fosfatos (PBS) al 0.1 M, pH 7.4 y se resuspendié el botén en 1000 uL de
PBS 1x (lavado). Se realizaron dos lavados y se contaron los promastigotes/mL con una
camara de Neubauer. Para la cuenta se fijaron los parasitos con glutaraldehido al 0.1%
para detener su movilidad. Los ratones BALB/c y C57BL/6 se infectaron subcutaneamente
en el cojinete plantar de la pata posterior izquierda con 1x10° promastigotes resuspendidos

en 20 pL de PBS 1x utilizando jeringas de insulina de 30 G.

Obtencion de Extracto de C. serrata

Para realizar el extracto de C. serrata se utilizaron 0.5 kg de hojas de la planta que se
dejaron secar a temperatura ambiente durante siete dias. Se pulverizaron las hojas secas
en un molino eléctrico con poros de 0.5 mm de diametro (IKA MF 10), después se realiz6
un extracto de 10.0 g del pulverizado con una mezcla de clorometano-metanol 1:1
(CH2CIl2/MeOH). La mezcla se homogeniz6 macerando tres veces al dia durante siete dias
a temperatura ambiente. El extracto obtenido se filtr6 y el disolvente se removié en un

rotavapor (BUCHI R-114). El producto resultante se almacend en frascos de vidrio a 4°C.
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Tratamiento tépico con extracto de C. serrata

a) Preparacion del vehiculo

Se realizaron dos diferentes formulaciones del vehiculo, ambas fueron cremas que diferian
en la cantidad de urea y en la presencia de glicerol. El primer vehiculo contenia 7% de urea
(V1), mientras que el segundo vehiculo contenia 10% de urea 'y 22% de glicerol (V2). Ambas
formulaciones estaban divididas en tres fases (A, B y C) mezcla de aceites, agua y

emulsificante (formulacion en proceso de patente.

b) Preparacién del tratamiento

El tratamiento tépico con extracto de C. serrata se prepar6 mezclando ambos compuestos
(vehiculo + extracto de C. serrata). Para esto, se cuantific6 de manera individual la cantidad
de vehiculo y de extracto con jeringas de insulina de 30 G. Con cada jeringa se depositd
cada compuesto en una jeringa de vidrio de 2 mL por separado. Se conectaron ambas
boquillas de las jeringas de vidrio con mangueras para hacer pasar el volumen total de una
a otra hasta lograr una mezcla homogénea. Estas mezclas se depositaron en jeringas de

insulina para su posterior aplicacion a los diferentes grupos experimentales (Tabla 2).
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Tabla 2. Componentes de los tratamientos tépicos

Tratamiento | Nombre del grupo | V1 (ug) V2 (Ug) Extracto de

experimental C. serrata
(Mg)
NA Sano 0 0 0
Infectado 0 0 0

s/tratamiento

1 V1C1l 10 0 0
2 V1C2 15 0

3 V1 C1 + Extracto 10 0 10
4 V1 C2 + Extracto 15 0

5 V2 C1l 0 10 0
6 V2 C2 0 15 0
7 V2 C1 + Extracto 0 10 10
8 V2 C2 + Extracto 0 15 5

V1: Vehiculo 1; V2: Vehiculo 2; C1: Concentracién 1; C2: Concentracién 2. *Todos los grupos

experimentales (1 — 8) fueron infectados con 1x10° promastigotes de L. mexicana.

c) Aplicacion del tratamiento tépico

Cada sujeto experimental recibi6 la dosis correspondiente de tratamiento después de 18
dias de infeccion, aplicandolo una vez al dia durante 33 dias en la pata infectada (Figura
9). Se aplicé la cantidad correspondiente en el dorso de la mano izquierda cerca de la base
del dedo pulgar, mientras se sujetaba al ratbn cdmo se describe en Paredes et al. (2008).
Posteriormente se tom0 el tratamiento topico con el dedo indice de la mano derecha y con
ayuda del dedo pulgar se aplicé cuidadosamente sobre las patas de los ratones dando un

ligero masaje.
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Figura 9: Esquema de aplicacién del tratamiento. Después de 18 dias de infeccion, el tratamiento
tépico comenzd a aplicarse una vez al dia durante 33 dias, midiendo las lesiones una vez por
semana. Al final del tratamiento los animales fueron sacrificados y se realiz6 el conteo de

amastigotes de las lesiones.

Evaluacién del efecto del tratamiento tépico con extracto de C. serrata durante la

progresion de lainfeccidon con L. mexicana en ratones BALB/c y C57BL/6

Los dos parametros que se utilizaron para evaluar la progresion de la enfermedad fueron:

el tamafio de la lesion y la cuantificacion de la carga parasitaria.
a) Tamafo de lalesién

Se evalud la progresion de la lesion midiendo una vez por semana el tamafio de la
almohadilla plantar con un vernier digital de resoluciéon + 0.01 mm (Truper ® 14388) (Revisar

Figura 9).
b) Cuantificacion de la carga parasitaria en ratones BALB/c

Los ratones BALB/c infectados y tratados tépicamente fueron sacrificados en una camara
de CO.. Posteriormente, a cada raton se le amputo la extremidad infectada y se colecto en
un tubo coénico de 15 mL que contenia 2 mL de PBS 1x. La muestra se macero utilizando
PBS 1x en un tamiz con poros de 150 ym de diametro. EI homogenizado se recolecto en el
mismo tubo de 15 mL y se centrifug6 a 3202 g por 10 minutos. Se retiré el sobrenadante y
las muestras se fijaron en glutaraldehido al 0.1%. Todas las muestras se aforaron a 10 mL
de PBS 1x para utilizarlas como stock. Se tomé 1 mL de las muestras stock y se depositd

en un microtubo de 1.5 mL. Los agregados de amastigotes se disgregaron pasando las
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muestras siete veces a través de una jeringa de insulina. A partir de 1mL colectado, se
realizaron diluciones 1:5 y se tomaron 20 yL para el conteo de parasitos utilizando una

camara de Neubauer.

c) Cuantificacion de la carga parasitaria en ratones C57BL/6

Los ratones C57BL/6 infectados y tratados topicamente se sacrificaron en una cadmara de
CO:az. A cada raton se le amputo la extremidad infectada y se colectd en un tubo conico de
15 mL que contenia 5 mL de formol. Posteriormente se realizaron cortes histolégicos de las
muestras y se hicieron tinciones con hematoxilina/eosina para realizar el conteo de
amastigotes por mm? mediante fotografias en un microscopio Zeiss Axio Imager M1,
utilizando la camara AxioCam MRc5 y el software AxioVision v.4.6.3. Los conteos de

parasitos se realizaron mediante el software imageJ v1.54g.

Obtencién de macrofagos peritoneales de ratones BALB/c

Los macréfagos peritoneales se obtuvieron de ratones BALB/c sacrificados en camara de
CO:az. Se inyectaron 10 mL de PBS frio a la cavidad peritoneal de los ratones BALBI/c, a los
cuales se les hizo un intenso lavado peritoneal durante cinco minutos. Luego se recupero
el PBS con una aguja de calibre 19, y las células se centrifugaron a 800 x g durante 10
minutos a 4°C. El botdn celular se resuspendié en medio RPMI 1640 complementado con
10% de SFB. Las células peritoneales se dejaron reposar de 18-24 h en RPMI 1640
suplementado con 100 IU/mL de penicilina, 100 IU/mL de estreptomicina y con SFB (RPMI-
SFB) a 37°C con 5% de CO: en cajas Petri de 100 x 15 mm de diametro. Después de 24 h,
se contaron las células en camara de Neubauer utilizando el colorante vital de Azul Tripan.
Para los experimentos se cultivaron 1x10° de células peritoneales en 1 mL de RPMI-FBS

en placas de cultivo de 24 pozos.

Infeccion y estimulacién de macr6fagos peritoneales

Se colocaron 1x10° macréfagos peritoneales resuspendidos en RPMI con 10% SFB y se
incubaron a 37° C con 5% de CO2 durante 24 horas. Posteriormente, los macréfagos
peritoneales se incubaron con promastigotes de fase estacionaria en relacion 1:10

(célula:parasito) y la placa se centrifugd a 2451 g durante 5 minutos para poner en contacto
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los parasitos con las células. Después de incubar la placa a 26°C durante dos horas, los
macrofagos peritoneales se lavaron con PBS a temperatura ambiente para retirar los
parasitos no internalizados. Por ultimo, las células se incubaron en RPMI-SFB durante 24
h a 37°C. Transcurridas estas 24 h, las células infectadas se estimularon con 10 yg/mL del
extracto de C. serrata durante 24 h. Como controles se utilizaron células estimuladas con
0.2% de DMSO (vehiculo), con 10 ug de peptidoglicano (PG) o se utilizaron células no
infectadas y sin estimular. Al término de la estimulacion, la placa se centrifugd a 2451 g
durante 10 minutos y el sobrenadante se colectd y almacené a -70°C para la cuantificacion
de TNF.

Cuantificacién de TNF

ElI TNF se cuantificd en los sobrenadantes de las células infectadas y estimuladas siguiendo
el protocolo para la prueba ELISA de citocinas de BD Biosciences. Brevemente, se afiadio
anticuerpo de captura anti-TNF (BD Biosciences, Pharmingen) a placas de fondo plano
EIA/RIA de 96 pozos, el cual se diluy6é en Na2HPO40.1 M, pH 6 y se dejo incubar toda la
noche a 4°C. Los pozos se bloquearon con PBS suplementado con 0.5% de caseina
disuelta en 0.1 N de NaOH. Los sobrenadantes de cultivo y la curva estandar de TNF
recombinante se incubaron en medio RPMI 1640 toda la noche a 4°C. ElI TNF se detecto
utilizando el anticuerpo de deteccién biotinilado anti-TNF (BD Biosciences, Pharmingen)
diluido en albimina de suero bovino 1% con 0.05% de Tween 20, dejandose incubar a
temperatura ambiente durante 1 h. La reacciéon se revel6 usando un conjugado de
estreptavidina-fosfatasa alcalina (Thermo Fisher Scientific, Life Technologies) y 0.005
mg/ml de sustrato de fosfatasa (Sigma-Aldrich). Las muestras se analizaron en un

espectrofotdmetro a 405 nm con el software KC4TM v3.4 (Gonzalez-Tafoya et al. 2020).

Cuantificaciéon de estallido oxidativo

Para el andlisis del estallido oxidativo se cuantificaron los intermediarios reactivos de
oxigeno (IRO) producidos por los macrofagos peritoneales infectados y estimulados con el
extracto de C. serrata. Brevemente, las células peritoneales se despegaron de las placas
de 24 pozos por accidon mecéanica utilizando PBS frio y se depositaron en los contenedores
estériles del lumindmetro. Para medir la produccion de IRO por quimioluminiscencia, se

afadieron 60 uM de luminol, monitoreando la actividad continuamente durante 30 minutos,
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utilizando un lumindmetro 1251 LKB (LKB-Wallack, Finlandia) controlado
termostaticamente (37°C). Adicionalmente, como control positivo de la produccion de
especies reactivas de oxigeno, las células fueron estimuladas con 5x10* de forbol-12-
miristato-13-acetato (PMA). El estallido oxidativo se expresé en milivolts (mV) (Salaiza-
Suazo et al, 2002).

Analisis estadistico

Todos los resultados presentados se muestran como la media aritmética £ su desviacion
estandar. Las comparaciones se realizaron utilizando una prueba no paramétrica U de
Mann-Whitney, considerando p < 0.05 como estadisticamente significativo. Todos los datos
fueron analizados y graficados utilizando el programa GraphPad Prism v.8.01 para
Windows 7.

RESULTADOS

Evaluacién del efecto del tratamiento topico sobre el tamafio de las lesiones de

ratones BALB/c infectados con L. mexicana

Para evaluar el efecto del extracto de C. serrata sobre la infeccion con L. mexicana se
aplicaron dos formulaciones topicas independientes a los 18 dias después de la infeccion y
se evaluo su efectividad durante 33 dias. En los primeros 25 dias de la aplicacion de los
tratamientos 1 a 8 (véase tabla 2) no se observaron diferencias significativas entre los
grupos experimentales (Figura 10).

Los resultados con el uso del vehiculo 1 revelaron que:

Grupo 1: las lesiones de los ratones del grupo 1 que recibieron 10 ug del vehiculo 1
tendieron a mantenerse ligeramente mas grandes, con un aumento de 0.36 mm
(aproximadamente 3% mas grandes) respecto a las del grupo control durante todo el
experimento.

Grupo 2: los animales del grupo 2 que recibieron 15 pg del vehiculo 1 mostraron una
tendencia a reducir el tamafio de la lesiébn por 0.1 mm respecto al grupo control. Sin
embargo, las diferencias entre los tamarios de las lesiones de los ratones del grupo control
y de las que recibieron Gnicamente el vehiculo, no fueron estadisticamente significativas
(Figura 10A).
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Grupo 3: los ratones del grupo 3 que recibieron el tratamiento con 10 ug del extracto disuelto
en 10 ug del vehiculo 1 mostraron una reduccion de 0.6 mm en el tamafio de la lesion al
dia 26 de aplicacion del tratamiento, en comparacion con el grupo control
(aproximadamente 30% de reduccion) (p<0.05) (Figura 10A y 10C).

Grupo 4: los ratones del grupo 4 que recibieron el tratamiento con 5 ug de extracto disuelto
en 15 ug del vehiculo 1 mostraron una tendencia en la reduccion de 0.4 mm del tamafio
(reduccién aproximada de 15%) sin embargo, no fue estadisticamente significativo (Figura
10A).

Los resultados obtenidos con el uso del vehiculo 2 revelaron que: los ratones del grupo 5
que recibieron 10 ug de vehiculo 2 y los ratones del grupo 6 que recibieron 15 ug de vehiculo
2, redujeron el tamafio de sus lesiones en menor proporcién que cuando se agregaban los
extractos, observandose una disminucion de 0.1 mm y 0.2 mm, respectivamente. Los
ratones del grupo 7, que recibieron el tratamiento con 10ug de extracto disuelto en 10 ug
del vehiculo 2 registraron una reduccién de 0.9 mm en el tamafio de las lesiones (20 % de
reduccién), aunque la diferencia no fue significativa con respecto al grupo control (Figura
10B). Los ratones del grupo 8 que recibieron el tratamiento de 5 ug de extracto disuelto en
15 ug de vehiculo 2 mostraron una reduccion de 1.2 mm aproximadamente (25% de
reduccién) (p<0.05) en el dia 33 de la aplicacion del tratamiento, respecto al grupo control
(Figura 10B y 10C).

En resumen, se observd que los tratamientos que contenian extracto de C. serrata
redujeron el tamafio de las lesiones. En el caso del vehiculo 1, el mayor efecto se observo
con la dosis mas alta del extracto de C. serrata (10ug), (grupo 3). En el caso del vehiculo
2, el mayor efecto se observé con una dosis menor (5 ug) de C. serrata (grupo 8). La
formulacién del vehiculo que contenia mayor cantidad de urea y glicerol (vehiculo 2) redujo
el tamafio de la lesibn a menor concentracion del extracto, respecto a la formulacion que
Unicamente contenia urea y extracto (vehiculo 1). Estos resultados sugieren que el
tratamiento tépico usando urea y glicerol en conjunto con el extracto de C. serrata seria un

potencial tratamiento alternativo contra la leishmaniasis cutanea.
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Figura 10. Progresiéon de la lesién en ratones BALB/c infectados

con L. mexicana tratados

topicamente con extracto de C. serrata. A) Formulacién con 7% de urea, utilizada para los
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tratamientos con: 10 ug de vehiculo (1), 15 pg de vehiculo (2), 10 ug extracto + 10 ug vehiculo (3) y
5 ug extracto + 15 ug de vehiculo (4). B) Formulacién con 10% de urea y 22% de glicerol para los
tratamientos: 10 yg de vehiculo (5), 15 ug de vehiculo (6), 10 pg extracto + 10 pg vehiculo (7) y 5 pg
extracto + 15 ug de vehiculo (8). C) Fotografias de los tamafios de las lesiones al dia de eutanasia.
Los datos se presentan como la media aritmética + desviacion estandar (n=4). Los simbolos (*)
representan diferencias significativas (p<0.05) entre el grupo control y el grupo del mismo color del

simbolo.

Evaluacién del tratamiento tépico sobre la carga parasitaria de las lesiones de

ratones BALB/c infectados con L. mexicana

Una vez que se evalu6 el efecto del tratamiento topico sobre el tamafio de las lesiones, se
procedi6 a realizar el conteo del nUmero de amastigotes presentes en cada lesion. Para ello
se obtuvieron las lesiones de los ratones que se infectaron y se trataron topicamente para
contar el nimero de amastigotes por lesién. En cuanto a la formulacién que contenia
Unicamente urea (vehiculo 1), se observé que los grupos 1y 2 (10 ug y 15 pg de vehiculo,
respectivamente) no presentaron diferencias significativas en el nimero de amastigotes,
respecto a los ratones infectados sin tratamiento. En contraste, el grupo 3 que recibio la
concentracion alta de extracto (10 pg de extracto) redujo 1x107 (p<0.05) la carga parasitaria,
con respecto a los ratones infectados sin tratamiento (reduccion aproximada de 60%)
(Figura 11). El grupo 4 con que fue tratado con la concentracion baja de C. serrata (5 ug de
extracto) Unicamente redujo en 4x10° el nimero de amastigotes respecto al grupo control
(25% de reduccion).

Con la formulacion que contenia urea y glicerol (vehiculo 2), se observé que los grupos 5y
6 (10 yg y 15 ug de vehiculo, respectivamente) mantienen un nimero de amastigotes similar
al grupo control. En contraste, el grupo 7 tratado con la concentracion alta de extracto (10
ug de extracto) logré una reduccién de 9x10° en el nimero de amastigotes en comparacion
con el grupo de ratones infectados sin tratamiento (reduccion aproximada de 50%) (p<0.05)
(Figura 11). Mientras que el grupo 8 que fue tratado con la concentracion baja de C. serrata
(5 pg de extracto), Unicamente logré una reduccién de 5x10° en el nimero de amastigotes
respecto al grupo control (25% de reduccién), donde las diferencias no fueron

estadisticamente significativas.
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Estos resultados sugieren que las concentraciones altas del extracto de C. serrata (10 ug
de extracto) aplicado con ambas formulaciones redujeron significativamente el nUmero de

amastigotes en las lesiones de ratones BALB/c infectados con L. mexicana.
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Figura 11. Carga parasitaria en las lesiones de ratones BALB/c infectados con L. mexicanay
tratados tépicamente con un extracto de C. serrata. Los datos se presentan como la media
aritmética + la desviacion estandar (n=4). Los simbolos utilizados * y ¥ representan diferencias
significativas (p<0.05) entre el grupo control y los grupos experimentales. 1: 10 yg de vehiculo, 2: 15
Mg de vehiculo, 3: 10 ug extracto + 10 ug vehiculo, 4: 5 ug extracto + 15 ug de vehiculo, 5: 10 ug de
vehiculo, 6: 15 ug de vehiculo, 7: 10 ug extracto + 10 ug vehiculo, 8: 5 ug extracto + 15 ug de
vehiculo.

Evaluacién del tratamiento tépico sobre el tamafio de las lesiones de ratones C57BL/6

infectados con L. mexicana

Después de poner a prueba el tratamiento en ratones BALB/c infectados con L. mexicana,
evaluamos el efecto del mismo tratamiento sobre ratones C57BL/6, que son mas resistentes
a la infeccion por Leishmania mexicana. En este modelo Unicamente se utilizé el vehiculo
2 (revisar formulacién de V2, Tabla 2), debido a que se habian obtenido mejores resultados
en Ipos estudios realizados con el modelo de infecciones en ratones BALB/c.

Para evaluar el efecto del extracto de C. serrata sobre la infecciéon con L. mexicana, se

infectaron ratones C57BL/6 y 18 dias después se inicio el tratamiento topico una vez al dia
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durante 29 dias. Durante los primeros 14 dias de la aplicacion de los tratamientos, no se
observaron diferencias significativas entre los grupos experimentales (Figura 12). Las
lesiones de los ratones que recibieron Unicamente el vehiculo se mantienen con tamafos
similares a las del grupo control durante todo el experimento, mostradndose ligeramente
menores al dia 29 de aplicacion del tratamiento, sin diferencias significativas respecto al
grupo control. Las lesiones de los ratones que recibieron el tratamiento con menor
concentracion del extracto (5 ug de extracto) tendieron a mantenerse ligeramente menores
(1.22 mm) respecto al grupo control (aproximadamente 30%), sin diferencias significativas.
En contraste, el tratamiento con mayor concentracion del extracto de C. serrata (10 ug de
extracto) redujo aproximadamente 1.5 mm el tamafio de la lesion en el dia 29 de aplicacién
del tratamiento respecto al grupo control (35% de reduccién) (p<0.05) (Figura 12 Ay B).
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Figura 12. Progresion de la lesion en ratones C57BL/6 infectados con L. mexicana tratados

topicamente con extracto de C. serrata. A) Formulacion con 10% de urea y 22% de glicerol para
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los tratamientos: 10 ug de vehiculo, 15 ug de vehiculo, 10 ug extracto + 10 ug vehiculo y 5 ug extracto
+ 15 pg de vehiculo. B) Fotografias representativas de los tamafios de las lesiones al dia de la
eutanasia. Los datos se presentan como la media aritmética + desviacion estandar (n=5). Los
simbolos (*) representan diferencias significativas (p<0.05) entre el grupo control y el grupo del

mismo color del simbolo.

Evaluacién del tratamiento tépico sobre la carga parasitaria de las lesiones de

ratones C57BL/6 infectados con L. mexicana

Después de evaluar el efecto del tratamiento topico sobre el tamafio de las lesiones, se
realizé el conteo del nimero de amastigotes presentes por mm? de lesion. Para ello, se
obtuvieron las lesiones de los ratones que se trataron topicamente y se realizaron cortes
histologicos para tomar fotografias de los mismos y realizar el conteo mediante el software
ImageJ. Se observé que no habia diferencias significativas en la carga parasitaria de los
ratones que recibieron Unicamente vehiculo en relacion con el grupo control. Respecto al
tratamiento con concentraciébn baja de C. serrata, redujo en 716 el numero de
amastigotes/mm? respecto al grupo control (aproximadamente 22%) (p<0.05). Los parasitos
de las lesiones que recibieron el tratamiento con mayor concentracion de C. serrata se
redujeron en 1576 amastigotes/mm? (aproximadamente 48% respecto al grupo control)
(p=<0.05) (Figura 13).
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Figura 13. Carga parasitaria en las lesiones de ratones C57BL/6 infectados con L. mexicanay
tratados tépicamente con un extracto de C. serrata. Los datos se presentan como la media
aritmética = la desviacion estandar (n=5). Los simbolos utilizados (*) representan diferencias

significativas (p<0.05) entre el grupo control y los grupos experimentales.

Andlisis del efecto inmunomodulador del extracto de C. serrata sobre macr6fagos

peritoneales infectados con L. mexicana

Luego de observar la disminucién del tamafio de la lesién y la carga parasitaria en los
ratones infectados con L. mexicana y tratados tGpicamente con el extracto de C. serrata, se
evaluo si la coincubacion de dicho extracto con macrofagos infectados, induce la produccién
de TNF y ROS en estos fagocitos.

Respecto a la expresion de TNF no existen diferencias significativas entre los grupos
infectados y su grupo control correspondiente. Sin embargo, los macrofagos infectados y
estimulados con el extracto de C. serrata, mostraron una tendencia de aumentar la
produccion de TNF respecto a los que no se estimularon. En cuanto al control positivo, se
observo que los macréfagos estimulados con peptidoglicano aumentan importantemente la

produccion de TNF. Adicionalmente, se observé que los macréfagos estimulados con el
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vehiculo (DMSO) no inducen la produccién de TNF, respecto a los que no fueron
estimulados (Figura 14A).

Por otro lado, el andlisis del estallido oxidativo, mostré una disminucion significativa (p<0.05)
en la produccion de ROS en los macréfagos infectados con respecto a los que no fueron
infectados. Sin embargo, cuando los macrofagos infectados fueron estimulados con el
extracto de C. serrata se observé que el estallido oxidativo aumentd significativamente
(p<0.05). Adicionalmente, se observé un aumento significativo (p<0.05) del estallido
oxidativo de los macréfagos estimulados con peptidoglicano respecto a los macrofagos sin
infectar. Por ultimo, no se observaron diferencias significativas entre los macréfagos
infectados y estimulados con el vehiculo (DMSO) y los macréfagos infectados sin
tratamiento (Figura 14B).

Estos resultados sugieren que el extracto de C. serrata ejerce un efecto inmunomodulador
sobre los macréfagos infectados con L. mexicana, al inducir un aumento de la produccién
de TNF y del estallido oxidativo, lo cual podria relacionarse con la disminucién de la carga
parasitaria observada en los ratones tratados topicamente con el extracto de C. serrata.
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Figura 14. Evaluacion del efecto inmunomodulador del extracto de C. serrata sobre
macr6fagos peritoneales infectados con L. mexicana. A) Cuantificacion de TNF en los
sobrenadantes de cultivo. B) Expresion del estallido oxidativo. Los datos se presentan como la media
aritmética * la desviacion estandar (n=3). Los simbolos utilizados *, ¥ y a representan diferencias
significativas (p<0.05) entre el grupo experimental y el grupo control correspondiente. s/e: sin

estimulo.
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DISCUSION

En México, los tratamientos basados en medicina tradicional son extensos (Caloca, 2000).
A nivel mundial la OMS (2013) recomienda establecer reglamentos que permitan la practica
de estas medicinas alternativas para promover la salud. En el trabajo actual se analiz6 el
efecto anti-Leishmania que ejerce el extracto de C. serrata disuelto en un vehiculo para ser
utilizado como tratamiento topico en ratones BALB/c y C57BL/6 infectados con L. mexicana.
Los resultados mostraron que el extracto de C. serrata reduce la carga parasitaria y el
tamafio de la lesion en los ratones infectados, lo cual se pudo asociar a un incremento en
el estallido oxidativo. Estos resultados confirman el efecto curativo que han observado los
médicos tradicionales en la Chontalpa de Tabasco con el uso tépico de C. serrata para
tratar a pacientes con leishmaniasis cutanea.

La familia Cleomaceae y particularmente Cleoserrata serrata representan una alternativa
de tratamiento para la leishmaniasis cutanea debido a sus principios activos y propiedades
analgésicos, antiinflamatorios y antimicrobianos (Bose et. al. 2007; Bose et. al. 2011;
Juarez-Vazquez y Jiménez-Arellanes, 2019; Juarez-Vazquez et al. 2021). Se ha reportado
gue C. serrata ejerce un efecto leishmanicida dosis dependiente contra amastigotes de L.
mexicana en condiciones in vitro. (Alamilla-Fonseca et al. 2018). Sin embargo, se
desconacia su posible efecto in vivo, en un modelo animal. Por lo tanto, en el actual estudio
se evalu6 la efectividad terapéutica del tratamiento tépico del extracto de C. serrata en
lesiones de ratones BALB/c y C57BL/6 infectados con L. mexicana.

La actividad contra Leishmania observada en el tratamiento con el extracto de C. serrata
puede estar relacionada con metabolitos secundarios de la planta como son el fitol, los
flavonoides y los terpenoides, que han sido reportados en C. serrata (Alamilla et al. 2019;
Muhaidat et al. 2015). Se ha reportado que el fitol reduce el tamafio de lesiones en patas
de ratas Wistar a las que se les indujo inflamaciéon mediante la inyeccion de formaldehido.
Aunado a esto, sea reportado que el fitol reduce el reclutamiento de macro6fagos y disminuye
su produccion de citocinas IL-18 y TNF-a. Asi mismo, estudios in silico han demostrado que
el fitol tiene afinidad con los mediadores COX 1y 2 y NF-kB, por lo cual se le atribuy6 la
inhibicion de la respuesta inflamatoria mediada por estas vias (Islam et al. 2020; Silva et al.
2014).

Por otro lado, los flavonoides se asocian con la activacion de NFAT y NF-kB que regulan la

transcripcion de IFN-y, reduciendo su expresion en celulas T (Chang et al. 2007; Bayat et

al. 2021). Asi mismo, los terpenoides se han relacionado con inhibicion en la produccion de
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oxido nitrico (NO), reduciendo hasta en 50% su produccién en células RAW 264.7 respecto
al grupo control (Shen et al. 2019). Se desconoce si estos compuestos podrian estar
implicados en la activacion de la via clasica de los macréfagos y con la inhibicién de algunos
de sus mecanismos efectores.

A diferencia de los estudios anteriores, en el trabajo actual se analiz6 el efecto del extracto
total de C. serrata, lo cual podria explicar las diferencias observadas en el presente estudio
con respecto a las observaciones realizadas con fitol y flavonoides.

En el presente estudio llama la atencion que los vehiculos utilizados para las aplicaciones
de los extractos de C. serrata, generaron ligeras disminuciones en el tamafio de las lesiones
en los ratones (grupos 2, 5 y 6). Esta disminucién podria deberse a la actividad anti-
inflamatoria y de reparaciéon de tejidos de los aceites de aguacate y de almendras dulces
contenidas en el vehiculo, debido a que reducen el numero de células proinflamatorias y
promueven la sintesis de colageno (De Oliveira et. al. 2013; Hajhashemi et. al. 2017; Nayak
et. al. 2008; Sultana et. al. 2007).

Interesantemente, se obtuvo una mayor disminucion del tamafio de las lesiones cuando se
aplicada el extracto de C. serrata con el vehiculo que contenia una mayor cantidad de urea
y glicerol. Esto puede explicarse por los resultados del trabajo de Bjorklund et. al. (2013)
gue demuestran que ambos compuestos pueden ser utilizados para aumentar la capacidad
de permeacion al mantener condiciones 6ptimas de hidratacién en el estrato corneo, lo cual
permite la difusion de diferentes compuestos a través de las capas histolégicas de la piel.
Por lo tanto, los tratamientos que contienen mayor cantidad de urea y glicerol
potencialmente favorecen la entrada de los componentes del extracto de C. serrata, lo cual
podria estar relacionado con el mayor efecto anti Leishmania observado en la reduccion del
tamafio de lesidon y carga parasitaria.

Los ratones BALB/c y C57BL/6 difieren en su respuesta inmune ante la infeccion por
Leishmania (Murray y Delph-Etienne, 2000; Sacks y Noben-Trauth, 2002). Sin embargo, el
extracto de C. serrata tiende a disminuir el tamafio de la lesion y la carga parasitaria en
ambas especies de raton por idual, lo cual podria atribuirse a una actividad
inmunomoduladora del extracto sobre el huésped. Seria importante evaluar la activacion de
la respuesta inmune en estos modelos de raton después de ser infectados y tratados con
el extracto. El dilucidar las respuestas inmunes de ambas especies de ratdn tratadas con el
extracto permitiria plantear experimentos que faciliten el rendimiento del tratamiento ante

diferentes condiciones experimentales.
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El presente estudio revel6 que el extracto de C. serrata tiende a incrementar la produccion
de TNF en los macrofagos infectados y tratados in vitro con los extractos, con respecto a
los controles infectados que no recibieron estimulo. EI TNF puede ejercer un estimulo sobre
la NADPH oxidasa, responsable del estallido oxidativo de los fagocitos, con generacion de
superoxido y otros oxidantes (ej. perdxido de hidrégeno, radical hidroxilo, hipoaluros, etc)
gue ejercen efectos microbicidas (Angosto, 2005). Queda por explorarse si este-ligero
aumento puede tener un efecto sobre la carga parasitaria en macrofagos infectados con
Leishmania mexicana. Estudios previos han reportado que metabolitos secundarios del
extracto de C. serrata inhiben NF-kB en células T, lo cual también inhibiria su produccion
de TNF Bayat et al. 2021). Esto contrasta con los resultados obtenidos en el presente
trabajo, en el cual se encontrd que el extracto de C. serrata incrementa la produccion de
esta citocina en macrofagos. Una posible explicacion de esta discrepancia pudiera ser que
los metabolitos de C. serrata obtenidos en el presente estudio difieran de otros estudios.

El presente estudio confirmé que el parésito inhibe el estallido oxidativo en los macréfagos
infectados y no estimulados;-con respecto a los que no fueron infectados. Este dato puede
estar relacionado con reportes previos donde se describe que estas infecciones inhiben la
proteina quinasa C (PKC) del macrofago a través de la molécula LPG del parasito, lo que
conduce a la inhibicion del estallido oxidativo y, por lo tanto, evita la muerte del parasito
(Delgado-Dominguez et al. 2010). Interesantemente, esta inhibicién se pudo contrarrestar
con extractos de C. serrata, lo cual incrementa la evidencia del importante potencial

inmunoterapéutico de esta planta.

En resumen, aunque el tratamiento de lesiones infectadas con Leishmania mexicana con
extracto de C. serrata tiene menor efectividad que la ejercida por glucantime® y pentostam®
a la dosis de 120 mg de ShV/kg, donde se logran reducciones del 80% en del tamafio de
las lesiones y de aproximadamente 70% en la carga parasitaria en el dia 35 de tratamiento
(Pradhan et al. 2022; Henao et al. 2004), el uso de C. serrata tiene importantes ventajas,
ya que no cursa con los efectos téxicos secundarios que tienen los farmacos cominmente
utilizados, que incluyen mialgias, artralgias, cefalea y fiebre (Saenz et. al. 1987). Aunado a
esto, el uso de C. serrata tiene la ventaja de ser de facil acceso y bajo costo en comparacion
con los farmacos comerciales que, ademas del alto costo y de dificil acceso para los
pacientes. Otro aspecto importante para promover su uso radica en la incrementada
resistencia de los parasitos a los antimoniales pentavalentes como glucantime (Croft y
Coombs, 2003; Rocha et. al. 1980; Sundar, 2001).
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CONCLUSIONES

El tratamiento tdpico con extracto de la planta C. serrata redujo el tamafio de las lesiones y
el nimero de amastigotes de L. mexicana en los animales que recibieron tratamiento

respecto al grupo control.

El extracto de C. serrata ejerce un efecto inmunomodulador sobre los macrofagos
infectados con L. mexicana, al inducir un aumento de la produccién de TNF y del estallido
oxidativo, lo cual podria relacionarse con la disminuciéon de la carga parasitaria observada

en los ratones tratados tépicamente con el extracto de C. serrata.

Estos resultados presentan un antecedente que plantea el uso de este tratamiento como

un medicamento potencial contra la leishmaniasis cuténea.

Perspectivas

En posteriores estudios, se plantea el fraccionamiento del extracto utilizado para evaluar
los efectos independientes de sus componentes sobre el parasito e identificar su asociacion

con la actividad leishmanicida, lo que permitiria optimizar el tratamiento.
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