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Resumen 

La leishmaniosis es una parasitosis causada por protozoarios del género Leishmania spp, en la 

cual, dependiendo de factores asociados al parásito y al hospedador, pueden existir diferentes 

manifestaciones clínicas (de tipo cutáneo, mucoso y visceral) siendo la forma cutánea la 

manifestación clínica que se presenta con mayor frecuencia a nivel mundial, incluyendo 

Colombia, en donde se estima que alrededor del 98% de los casos anuales corresponden a esta 

presentación clínica de la enfermedad. Para las tres formas clínicas existe tratamiento; 

empleando de manera convencional las sales de antimonio pentavalente, las cuales conservan en 

muchos casos su eficacia pero inducen serios efectos adversos secundarios asociados a su 

administración endovenosa e intramuscular. Por otra parte, la administración por vías como la 

intralesional ha mostrado la reducción de los efectos adversos asociados a las vías de 

administración mencionadas resultando, sin embargo, en una vía de administración muy 

dolorosa, lo cual conlleva a que los pacientes presenten poca adherencia al tratamiento. 

Teniendo en cuenta lo antes mencionado, como alternativa terapéutica para la leishmaniosis 

cutánea se plantea la modificación de la formulación convencional del antimoniato de 

meglumina (sal de antimonio pentavalente), desarrollando una formulación transdérmica, capaz 

de liberar desde ese punto el ingrediente farmacéutico activo, reduciendo de esta forma los 

efectos adversos asociados a la administración por otras vías y el dolor del tratamiento 

intralesional, lo cual en conjunto promovería la adherencia al tratamiento. 

 

En este trabajo se evaluó la eficacia clínica, paraclínica, histológica, y farmacológica-

parasitológica de una formulación tipo película polimérica como sistema de liberación de 

antimoniato de meglumina, comparada con lo observado respecto a la formulación para 

administración intramuscular e intralesional del mismo ingrediente farmacéutico activo, y con 

los correspondientes controles de tratamiento (polímero sin activo y solución salina 

intramuscular e intralesional). Para realizar estas evaluaciones  se emplearon 62 hámsteres de 8 

a 10 semanas de edad, infectados con 3x10
6
 parásitos promastigotes de Leishmania. panamensis 

(L. panamensis), a los cuales se les asignó de forma aleatoria un tratamiento diferente. Al 

finalizar el estudio, se encontró que aquellos individuos tratados con la película cargada con 

antimoniato de meglumina presentaron mejoría de los parámetros clínicos, paraclínicos y 

parasitológicos, con eficacia equiparable a la encontrada en los individuos tratados con el 

antimoniato de meglumina administrado por vía intramuscular e intralesional. Además, se 

resalta que el potencial uso de la película polimérica promovería la adherencia al tratamiento 

por parte de los pacientes, por ser una formulación fácil de aplicar, no dolorosa y cuyas 

propiedades de cubrimiento de la lesión limitan/previenen las comunes sobreinfecciones 

bacterianas sobre úlceras causadas por Leishmania panamensis.  

  

Palabras Clave: Leishmaniosis, eficacia del tratamiento, película polimérica, antimoniato de 

meglumina, hámster dorado.  
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Abstract 

Leishmaniasis is caused by parasitic protozoa of the Leishmania genus, which, depending on 

host and parasite associated factors, may be present different clinical manifestations (cutaneous, 

mucous and visceral types). Cutaneous form occurs most frequently worldwide, including 

Colombia, where it is estimated that about 98% of annual cases correspond to this clinical form.  

As treatment for the three clinical forms of this disease, it has been used conventionally the 

pentavalent antimony salts, which, despite to conserve their effectiveness, induce serious side 

effects associated with intravenous and intramuscular administration. Moreover, intralesional 

administration route has shown a reduction of the adverse effects associated with the other ways 

of administration mentioned above, being however a rather painful route of administration, thus 
leading the patients to abandonment of the treatment due to low treatment adherence. In this 

respect, as an alternative therapy for leishmaniasis has been raised modifying the conventional 

formulation meglumine antimoniate (pentavalent antimony salt), developing a transdermal 

formulation, capable of releasing locally the active pharmaceutical ingredient, thereby reducing 

the adverse effects associated with the others routes of administration and the pain caused by 

intralesional treatment (promoting a better adherence of treatment). 

In this study we evaluated the clinical, paraclinical, histological, parasitological and 

pharmacological efficacy of a type of polymeric film formulation, as a delivery system of 

meglumine antimoniate, regarding to the formulation for intramuscular and intralesional with 

the same active pharmaceutical ingredient, and with the corresponding controls of each 

treatment (polymer without active pharmaceutical ingredient and saline solution administered 

intramuscular and intralesional). To conduct these assessments we used 62 hamsters of 8 to 10 

weeks of old, which were infected with 3x10
6
 promastigotes of Leishmania panamensis 

parasites (L. panamensis) to which they were randomly assigned to different treatment. At the 

end of the study, it was found that those individuals treated with the polymeric film with 

meglumine antimoniate showed improved clinical parameters, laboratory and parasitological, 

effectively comparable to that found in individuals treated with meglumine antimoniate by 

intramuscular and intralesional routes. Furthermore, it highlights the potential use of the 

polymeric film, which promote adherence by patients, being an easier formulation to apply, 

painless and whose properties of coverage the lesion limit/prevent the common bacterial over-

infections on Leishmania ulcers. 

Keywords: Leishmaniasis, treatment efficacy, polymeric film, meglumine antimoniate, Golden 

Hamster.
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Introducción 

La leishmaniosis es una parasitosis de tipo antropozoonótica causada por protozoarios del 

género Leishmania [1]. Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), esta enfermedad es 

una de las mayores enfermedades “desatendidas” a nivel global, la cual, presenta una 

prevalencia estimada de 12-14 millones de personas y amenaza con infectar aproximadamente a 

350 millones de individuos en 98 países del mundo [2, 3]. En la población colombiana, el 

cuadro clínico de leishmaniosis que se presenta con mayor frecuencia es el de tipo cutáneo, 

manifestándose con úlceras crónicas a nivel de la piel, a partir de las cuales el parásito puede 

diseminarse a mucosas, causando por ejemplo, destrucción progresiva de la nasofaringe y 

destrucción facial [4].  

En el informe para el año 2012 presentado por el Sistema Nacional de Vigilancia en Salud 

Pública (SIVIGILA), el total de casos reportados de leishmaniosis fue de 8154, de los cuales el 

98% correspondieron al cuadro clínico cutáneo, comportándose de forma similar a las 

notificaciones de la enfermedad para años anteriores [5]. Así mismo, es importante resaltar que 

entre las diferentes especies responsables de la enfermedad en el humano, en nuestro país a 

partir de los casos cutáneos, se han aislado en su mayoría parásitos de L. panamensis como 

agente etiológico [6]. 

De manera convencional desde hace unos 70 años, se han empleado sales antimoniales 

pentavalentes para el control de la enfermedad (como el antimoniato de meglumina y el 

estibogluconato de  sodio), administradas por vía parenteral [7] por no menos de 20 días de 

forma diaria. Sin embargo, y a pesar que en muchos casos conservan una buena eficacia, esta 

vía de administración junto con los efectos adversos secundarios [8] han favorecido la baja 

adherencia al tratamiento por parte de los pacientes. 

Debido a los inconvenientes mencionados asociados al tratamiento, la Organización Mundial de 

la Salud (OMS) ha impulsado la búsqueda de medicamentos antileishmaniales seguros, de 

menor costo, de fácil administración y ojalá mayor eficacia [9], que puedan ser administrados a 

la población afectada. En este aspecto, se incluyen todas aquellas alternativas que puedan no 

sólo mejorar la eficacia sino también la adherencia al tratamiento y, con ello, el éxito 

terapéutico para cada paciente.  

Dentro de las alternativas terapéuticas, se han empleado otros fármacos como la anfotericina B 

y la pentamidina, como tratamientos de segunda línea para el control de la leishmaniosis [10, 

11], los cuales, a pesar de resultar eficaces, inducen asimismo efectos adversos secundarios a su 

administración, adicional a su alto costo. También se han probado otras vías de administración 

[12, 13], como la vía oral (mefloquina, miltefosina y ketoconazol  [14-16]), la vía intralesional 

(para antimoniales pentavalentes) y la vía tópica (para paromomicina) [17], sin mostrar 

evidencia completa de su efectividad en las poblaciones de estudio. 

Como alternativa a la administración intramuscular y endovenosa de las sales de antimonio 

pentavalente, se contempla la administración local no dolorosa mediante el uso de sistemas de 
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liberación a base de biopolímeros, lo cual en conjunto mejoraría la adherencia al tratamiento, 

esperando a su vez conservar su espectro antileishmanial. 

Para determinar la eficacia de una formulación farmacéutica, es necesario llevar a cabo estudios 

preclínicos que soporten el uso de un fármaco por una ruta de administración en particular, 

además de reflejar la duración planeada para su empleo en el esquema terapéutico proyectado 

[18].  

Dentro de los estudios preclínicos, las pruebas en modelos animales “in vivo” brindan la 

posibilidad de semejar lo sucedido en humanos durante el proceso fisiopatológico, 

contemplándose para el caso de la infección por parásitos de Leishmania (causantes de los 

cuadros clínicos cutáneo y visceral) el uso de modelos animales con el fin de elucidar 

fenómenos relacionados con la patogenia y su evolución, así como a nivel de las respuestas 

inmune y terapéutica, esperándose que estos modelos animales faciliten la extrapolación parcial 

de los resultados a lo que podría suceder en humanos frente a una nueva terapia. 

Dentro de los modelos animales empleados para el estudio de la leishmaniosis, el modelo de 

Hámster Dorado (Mesocricetus auratus) ha sido el que de mejor manera semeja lo sucedido en 

humanos posterior a la infección, especialmente por especies de Leishmania del subgénero 

Viannia. Este modelo, además de ser altamente susceptible a la infección, puede presentar 

varias manifestaciones clínicas y para-clínicas reportadas para seres humanos, lo cual a 

diferencia del modelo murino, y en relación con el humano, es capaz de reproducir una 

enfermedad de tipo crónico, con presencia de lesiones cutáneas, que permiten la evaluación de 

la respuesta a terapias antileishmaniales en un mayor periodo de tiempo [19]. 

Los hallazgos de este trabajo señalan la utilidad de la película polimérica de quitosán cargada 

con antimoniato de meglumina para el tratamiento de la leishmaniosis cutánea en el modelo de 

hámster dorado (utilidad evidenciada mediante análisis clínico, histológico y parasitológico), de 

forma similar a los resultados que se encontraron en los tratados con antimoniato de meglumina 

vía intramuscular e intralesional. Lo anterior sumado a la facilidad de aplicación y cobertura de 

la lesión (limitando/previniendo las comunes sobreinfecciones bacterianas sobre úlceras 

inducidas por la infección con parásitos de Leishmania), conllevaría a considerar esta película 

como una alternativa terapéutica para el control de leishmaniosis cutánea. 

 



 
 

 
 

Objetivos 

 

Objetivo general 

Evaluar la eficacia de un sistema terapéutico farmacéutico de tipo película polimérica (SPP) 

como medio de entrega de principios activos antileishmaniales, empleando el modelo de 

infección experimental de Hámster Dorado (Mesocricetus auratus) con L. panamensis. 

Objetivos específicos 

 

1. Describir los principales efectos clínicos, paraclínicos e histopatológicos  (en 

órganos) relacionados con la administración (por  diferentes vías) de formulaciones 

antileishmaniales, empleando el modelo experimental de infección Hámster Dorado 

(Mesocricetus auratus). 

 

2. Evaluar el efecto farmacológico de una formulación tipo película polimérica como 

sistema de liberación de medicamentos antileishmaniales respecto a las formulaciones 

de administración sistémica e intralesional, para los mismos medicamentos.  
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1. Estado del Arte 

1.1. Biología de Leishmania spp. 

Los protozoarios del género Leishmania [1] pertenecen a la clase Kinetoplastea, orden 

Trypanosomatida, familia Trypanosomatidae, y presentan dos estadios diferentes, uno flagelar-

extracelular encontrado en el hospedador invertebrado y un estadio intracelular a-flagelar 

presente en el hospedador mamífero [20, 21]. 

Este parásito es transmitido al hospedero vertebrado por medio de la picadura de dípteros de la 

Familia Psychodidae, asociándose a la transmisición del agente patógeno, a al menos 30 

especies o subespecies de estos flebótomos, como por ejemplo Lutzomyia longipalpis, trapidoi, 

spinicrassa, gomezi, panamensis, youngi y columbiana, como vectores para el Nuevo Mundo y 

Phlebotomus papatasi, como vector para el Viejo Mundo) [22].  

El ciclo de infección de este patógeno, inicia cuando un flebótomo hembra se alimenta con la 

sangre de un hospedador (hospedador mamífero) infectado con Leishmania spp, tomando de 

esta forma parásitos que pueden encontrarse en células mononucleares infectadas o 

momentáneamente libres, desarrollándose de este modo dentro del flebótomo la forma flagelar 

motil o promastigote, forma parasitaria que migra al tracto digestivo del insecto, donde  se 

multiplican  por fisión binaria. Estos promastigotes inmaduros son denominados promastigotes 

procíclicos, mientras que la forma de promastigote maduro es denominada metacíclica  [23, 24]. 

La  morfogénesis de promastigote procíclico a metacíclico ocurre en aproximadamente 6 a 9 

días desde que el flebótomo se alimenta [23]. 

Cuando este insecto se alimenta de nuevo, regurgita los promastigotes metacíclicos al 

hospedero vertebrado, allí, estos parásitos invaden a las células del sistema mononuclear 

fagocítico, en cuyo interior (fagolisosoma) el parásito se diferencia a la forma aflagelar o 

amastigote. En donde (en individuos susceptibles a la enfermedad) el parásito se multiplica por 

mitosis, con posterior lisis de la célula y liberación de nuevos amastigotes, los cuales a su vez 

pueden ser internalizados por más células fagocíticas. El ciclo de infección inicia de nuevo 

cuando otro insecto hembra se alimenta a partir de un vertebrado infectado con el parásito [21, 

23, 25]. 

1.2. Epidemiología de la Leishmaniosis 

A nivel mundial, la leishmaniosis permanece como una de las mayores enfermedades 

desatendidas que se presenta en la población de países tropicales y subtropicales, estimándose 

que 2´000.000 de nuevos casos se presentan por año, de los cuales 1´500.000 corresponden a 

leishmaniosis cutánea (LC) [3]. 

En Colombia, el número de casos ha incrementado en los últimos años, evidenciándose hacia 

los años 90´s, en promedio 6.000 nuevos casos anuales, mientras que para los años 2005 y 2006 
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el promedio de casos ascendió a 20.000. Asimismo para los años 2009 y 2010 [26] según el 

Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Pública (SIVIGILA) se presentaron 12.232 y 13.696 

casos de leishmaniosis, respectivamente, de los cuales, el 98% (es decir, 12.084 y 13.519) 

correspondían a la presentación cutánea de la enfermedad [26, 27].  En el año 2011, el número 

total de casos de leishmaniosis fue de 8.188, de los cuales, y como se ha señalado para los 

reportes de años anteriores, el 98% correspondieron a casos de leishmaniosis cutánea [28].  

Es importante considerar que la epidemiología de la leishmaniosis puede ser compleja, por una 

parte, debido a las variaciones intra e inter-específicas de los ciclos de transmisión, y por otra, a 

la variación de los reservorios, de las especies circulantes de Leishmania y de las 

manifestaciones clínicas y de la respuesta terapéutica [3].  

1.3. Manifestaciones clínicas 

Por ser un síndrome, la leishmaniosis presenta diferentes cuadros clínicos, los cuales pueden ser 

de tipo cutáneo (LC), mucocutáneo (LMC) y/o visceral (LV), existiendo también un cuadro 

cutáneo difuso (LCD) que algunos autores han incluido dentro de la presentación cutánea y que 

otros han citado como una cuarta presentación de la enfermedad [25, 29]. La aparición de uno u 

otro cuadro clínico en un individuo infectado se debe a múltiples factores, entre los que se 

destacan los factores genéticos del hospedador y del parásito, la respuesta inmune del 

hospedador, los factores ambientales y factores asociados al vector  [30], entre los más 

relevantes. 

1.3.1. Leishmaniosis Mucocutánea (LM) 

Este cuadro puede evolucionar a la destrucción de la mucosa nasal y oral, en algunos casos con 

compromiso del paladar, laringe y/o faringe, presentándose edema, erosión, perforación septal y 

aspecto granulomatoso. Otro nombre para esta presentación es el de “Espundia”, cuadro que 

puede observarse posterior a la presentación cutánea de la enfermedad, por tanto el tiempo de 

aparición es variable, generalmente de 1 a 2 años a partir de la presentación cutánea [31, 32].  

Las especies de Leishmania para el Nuevo Mundo asociadas a este cuadro clínico, hacen parte 

del complejo L. (Viannia), particularmente L. braziliensis, L. panamensis y L. guyanensis [33], 

mientras que para el Viejo Mundo se encuentra L. aethiopica [31]. 

1.3.2. Leishmaniosis Visceral (LV) 

Las especies de Leishmania asociadas con este cuadro son L. donovani e infantum para el Viejo 

Mundo, y L. chagasi para el Nuevo Mundo [33], aunque en ocasiones L. tropica y L. 

amazonensis pueden ser viscerotrópicas [31] 

Los casos de LV a nivel mundial, se han incrementado de manera proporcional con el número 

de personas que padecen el Síndrome de Inmunodeficiencia Humana o alguna condición 

inmunodepresora; a esta presentación también se le conoce como “Kala-azar” (Fiebre negra). 

Además, también se sabe de la susceptibilidad de los niños a presentar este cuadro clínico de la 

enfermedad. La mayor parte de los signos clínicos se deben a la infiltración de los órganos del 

sistema retículo endotelial por parte del parásito, generando por ejemplo a nivel hepático la 

disminución en la producción de albúmina y factores de coagulación, con lo cual quien la 

padece presentará múltiples hemorragias, además de edemas debidos a la hipoproteinemia [31]. 

Como parte del cuadro clínico se presenta fiebre, pérdida de peso, hepato-esplenomegalia y 

pancitopenia, progresando en algunos casos hasta la muerte. En ocasiones, después de la 

resolución de la LV, se presenta una LC o “Post-kala azar” [20, 24].
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1.3.3. Leishmaniosis Cutánea (LC) 

Se presenta en el lugar donde el vector se ha alimentado inicialmente, posterior a un periodo que 

varía entre las dos semanas a tres meses post picadura, manifestándose característicamente una 

lesión pápulo-nodular de pocos milímetros de diámetro, la cual con el tiempo forma un nódulo 

de base y borde indurados, el cual puede ulcerar y necrosarse en la parte central, presentando en 

ocasiones una costra fija en el fondo de la úlcera, que al ser desprendida, permite observar una 

úlcera de fondo limpio, con bordes levantados e induración en la base. En algunos casos, se 

pueden observar nódulos satélite a la ulceración inicial y una linfangitis regional (especialmente 

causada por parásitos del complejo L. braziliensis) [31]. 

La severidad de las lesiones varía de uno a otro hospedador, mostrando diferentes tamaños de 

úlcera, recidivas o diseminación [6]. De manera global, se han tratado de clasificar las diferentes 

presentaciones cutáneas en humanos como: aguda, con una evolución inferior a un año; difusa y 

crónica, con evolución superior a un año y, “Leishmania recidiva cutis” que se caracteriza por la 

aparición de una úlcera nueva en el lugar de una lesión cicatrizal [34]. 

Las especies de Leishmania asociadas a este cuadro clínico pertenecen al complejo L.  

braziliensis y L.mexicana para el Nuevo Mundo, y para el Viejo Mundo L.  major y L. tropica 

[33]. 

La presentación de lesiones cutáneas se ha descrito en los pacientes colombianos, especialmente 

en zonas corporales como las extremidades tanto superiores como inferiores, con un rango de 

lesiones de 1 a 9 por individuo. Se sabe como se ha mencionado antes, que en Colombia L. 

panamensis es la especie que más se asocia con el cuadro clínico cutáneo [26]. 

1.3.3.1. Leishmaniosis cutánea localizada (LCL) 

Esta manifestación generalmente auto-resuelve. El periodo de desaparición de las lesiones es 

variable, reportándose un tiempo de 2-6 meses para la infección por L. major o de 6-15 meses 

para L. panamensis y L. braziliensis.  

Posterior a la desaparición de la úlcera, es posible que permanezca durante toda la vida del 

individuo una cicatriz, la cual, dependiendo de su extensión y localización puede afectar 

sicológicamente al individuo [33], es por ello, que para este cuadro de la enfermedad, los 

tratamientos se dirijan no sólo a eliminar los parásitos, sino también a favorecer la curación y 

adecuada cicatrización del tejido.  

1.3.3.2. Leishmaniosis cutánea difusa (LCD) 

Esta puede presentarse posterior a la aparición de una única úlcera o de manera abrupta, con la 

presentación de múltiples lesiones cutáneas, que en algunos casos pueden cubrir todo el cuerpo. 

Estas lesiones pueden tornarse ligeramente escamosas, de apariencia pápulo-nodular y en 

algunas, se puede presentar ulceración [34]. A diferencia de la LCL, esta presentación es difícil 

de tratar, y no presenta regresión espontánea de las lesiones [33]. 
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Las tasas de curación, después del tratamiento con antimoniato de meglumina, promedian el 

40% si se tratan durante un año. La presentación de este cuadro clínico difuso se ha asociado en 

gran medida con la constitución inmunogenética del individuo infectado por Leishmania. 

Las especies de parásito asociadas con este cuadro son, L. amazonensis y L. mexicana para el 

Nuevo Mundo L. aethiopica para el Viejo Mundo [33]. 

1.3.3.3.  Leishmaniosis cutánea diseminada  

Se caracteriza por la presencia de lesiones ulceradas o no, a nivel de todo el cuerpo, con posible 

diseminación a mucosas. Este cuadro clínico puede iniciarse a partir de una única lesión, y en 

un periodo de pocos días manifestarse con gran número de lesiones. Se cree que debido a la 

rapidez con la que se manifiesta, el parásito puede alcanzar las diferentes localizaciones por vía 

sanguínea [35]. 

En una descripción de caso realizada por Couppie y colaboradores en 2004, encontraron en un 

sólo paciente 425 lesiones con las características anteriormente descritas y de las cuales se logró 

aislar L. guyanensis [29]. 

También se ha encontrado a L. braziliensis como causante de cuadros de diseminación [35] . 

1.4. Respuesta inmune frente a la infección 

La respuesta inmunológica frente a la infección por Leishmania ha sido ampliamente estudiada 

en el modelo murino, especialmente para L. major, en donde el progreso de la enfermedad se 

sabe depende de la activación de las células con el Cluster de diferenciación 4 (CD4). De este 

modo, se sabe que cuando la respuesta se polariza hacia un fenotipo Th1 (T “helper” 1) o Th2 

(T “helper” 2), la evolución de la enfermedad se asocia con resistencia o susceptibilidad, 

respectivamente; caracterizándose la primera de estas por la presencia de citoquinas como el 

interferón gama (IFN-γ) y la interleuquina dos (IL-2), las cuales se relacionan con la activación 

de los macrófagos y la proliferación de células T. Mientras que en respuestas de tipo Th2, se 

encuentran citoquinas como la interleuquina cuatro (IL-4), interleuquina cinco (IL-5) e 

interleuquina diez (IL-10) [36, 37], siendo las dos primeras citoquinas que promueven la 

inmunidad de tipo humoral, con la producción de anticuerpos específicos para Leishmania, 

mientras que la IL-10 inhibe la función de linfocitos Th1 y de los macrófagos [24]. Esta última 

citoquina en presencia del factor transformante de crecimiento beta (TGF-β), se ha asociado con 

una respuesta del tipo regulador [24]. 

La importancia del IFN-γ dentro de la patogénesis de la infección, se ha estudiado en ratones 

genéticamente resistentes como los C57BL/6, los cuales en ausencia de esta citoquina 

desarrollan lesiones cutáneas similares a las observadas en ratones de fenotipo susceptible, 

resaltando la importancia del IFN-γ en el desarrollo de una respuesta de resistencia frente a la 

infección por Leishmania spp. Lo anterior se sabe, es debido al papel que cumple el IFN-γ el 

cual se encarga de activar a macrófagos, células blanco de la infección por Leishmania, y 

generar la producción de óxido nítrico con el fin de eliminar rápidamente al parásito intracelular 

[24]. 

Adicionalmente se ha observado en los modelos murinos (en ausencia de IFN-γ, por bloqueo del 

gen que lo codifica), la presencia de bajos niveles de interleuquina doce (IL-12) y factor de 

necrosis tumoral alfa (TNF-α), el cual es secretado por los macrófagos y participa en la 

activación de los mismos [24].  
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En ratones BALB/c, los cuales son altamente susceptibles a la infección por Leishmania major, 

se ha observado, una vez el parásito es inoculado a nivel cutáneo, el incremento de la IL-4, la 

cual es producida por la población de linfocitos CD4 Th2. Igualmente, la administración de 

anticuerpos contra IL-4 en una etapa temprana de la infección, permitió el desarrollo de una 

respuesta de tipo Th1 [24].  

También se ha reportado, como la administración de IL- 12 en ratones BALB/c infectados con 

el parásito, induce protección contra la infección por L. major, mientras que por el contrario, la 

enfermedad se exacerba en ratones C57BL/6 al administrar anticuerpos contra la IL-12, 

generando como consecuencia la no eliminación de los parásitos a nivel de la zona cutánea 

inoculada, donde posteriormente se presenta la lesión [38]. Esta interleuquina, estimula a la 

población de células naturales asesinas (“natural killer”, NK), la cual a su vez produce IFN-γ y 

potencia la respuesta protectora frente a la infección [39]. 

En humanos, la dicotomía de la respuesta inmune frente a la infección por el parásito no se 

presenta de manera estricta, observándose una heterogeneidad de las citoquinas involucradas en 

la evolución de la infección, como la presencia conjunta de IFN-γ, TNF-α, IL-1α, IL-6, IL-10 y 

el factor de crecimiento transformante (TGF-β) [40]. 

1.4.1. Factores inmunológicos asociados al parásito 

Una vez el vector infectado con Leishmania se alimenta de la sangre de un vertebrado, se sabe 

que el parásito es capaz de evadir la respuesta inmune innata del hospedador gracias a la 

presencia de lipofosfoglicano (LPG) y una glicoproteína (gp63) en su superficie, evadiendo la 

lisis por proteínas del complemento, por inhibición de la unión a las subunidades C5b-C9, y 

favoreciendo la opsonización gracias a la conversión de la subunidad C3b en C3bi, facilitando 

de este modo el ingreso del parásito por internalización a células fagocíticas mononucleares, en 

las cuales se desarrolla la forma amastigote aflagelar, la cual va a sobrevivir gracias a que 

retarda la fusión del fagolisosoma, iniciando allí su multiplicación, hasta lisar la célula para 

infectar más fagocitos en el hospedador susceptible. 

Adicionalmente, el parásito cuenta con otros mecanismos que le permiten evadir mediadores 

que normalmente presentan una alta actividad leishmanicida, como el óxido nítrico (ON), 

liberado a nivel del fagolisosoma en macrófagos activos, o como la alteración de algunas vías 

de señalización a nivel celular importantes para la actividad del macrófago. También se sabe, 

que bajo regula la expresión de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad clase 

II (CMH-II), disminuyendo así la posibilidad de la presentación de antígenos por parte de la 

célula infectada [41]. 

1.5. Características de la lesión cutánea causada por 

Leishmania spp. 

La diferencia de los hallazgos histopatológicos macro y microscópicos dependerá, en gran 

medida de la cepa de parásitos infectante, del tamaño de inóculo y el estatus inmunológico del 

individuo en áreas endémicas y no endémicas para la transmisión de esta parasitosis [42]. De 

este modo, después de la inoculación de los parásitos a nivel de la piel (como se describió en el 

ciclo biológico), los parásitos propician una respuesta inmune que puede variar desde un 

infiltrado celular mixto inflamatorio con gran número de macrófagos infectados con amastigotes 

de Leishmania, hasta un granuloma de células epitelioides con pocos o ningún parásitos 

observable. También dependiendo de la especie de parásito que cause la lesión, se pueden 

encontrar úlceras con diferentes características macroscópicas, como úlceras secas o húmedas, 

únicas o múltiples. 
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Una vez el parásito es internalizado por los macrófagos, eventualmente puede generar una 

respuesta de hipersensibilidad mediada por células T y macrófagos, siendo uno de los primeros 

mecanismos para la eliminación del parásito. Si el individuo desarrolla una respuesta inmune 

celular, tiende a aparecer  una única lesión cutánea que tiende a auto-resolver, de lo contrario, si 

esta respuesta inmune celular es deficiente, puede manifestarse la forma diseminada de la 

enfermedad cutánea.  

 

En los cortes histopatológicas, los amastigotes se pueden observar, como estructuras 

redondeadas, con núcleo basofílico y citoplasma eosinofílico; en algunos casos se puede 

observar el kinetoplasto de un color basofílico, el tamaño de los amastigotes puede variar  entre 

2 a 4µm [42]. 

1.5.1. Lesiones agudas 

En los casos agudos de la enfermedad cutánea, se pueden observar placas, pápulas o nódulos los 

cuales, pueden estar ulcerados o presentar costra. La infección por leishmanias causantes de la 

manifestación clínica cutánea, tiene signos clínicos similares a los inducidos en otras 

enfermedades con cuadros granulomatosos a nivel de la piel. Infecciones tempranas, muestran 

un infiltrado mixto correspondiente a una inflamación difusa y densa a través de la dermis.  En 

algunos casos se observa la zona de Grenz, entre la zona inflamatoria y la epidermis. El 

infiltrado puede estar compuesto por macrófagos, linfocitos y células gigantes multinucleadas. 

Las células plasmáticas pueden observarse con cuerpos eosinofílicos de “Russel” en su interior, 

lo cual se relaciona con producción de inmunoglobulinas, las cuales si son de isotipo IgG1 e 

IgG3 se asocian con resistencia (Th1), mientras que si son isotipos IgG2 e IgG4 se asocian con 

susceptibilidad [43]. Neutrófilos y eosinofilos se pueden presentar en cantidades variables. Si el 

infiltrado está presente en gran cantidad, se puede generar pérdida de las estructuras anexiales 

de la piel. Los parásitos pueden presentarse en gran medida dentro del citoplasma de 

macrófagos, pero, en casos donde existe gran número de parásitos, éstos pueden hallarse de 

forma libre. En los casos donde se observan escasos parásitos, el infiltrado tiende a tener 

macrófagos activados, con algunos linfocitos y neutrófilos [42].  

 

En lesiones agudas tardías, lo que se puede observar es un infiltrado de células plasmáticas. 

Evidenciándose raras veces la formación del granuloma en lesiones agudas. En casos donde la 

infección ha progresado, se logran observar granulomas epitelioides que pueden comprometer 

toda la dermis. En el caso de presentarse granulomas, éstos tienden a estar rodeados de un 

infiltrado leve a moderado de histiocitos y linfocitos. En este estadio es raro observar necrosis 

dérmica del colágeno. 

 

Cuando de forma macroscópica se observa una cicatriz atrófica (de apariencia hundida), es 

porque existió pérdida de estructuras anexiales y fibras elásticas. En cuanto a la epidermis, los 

cambios pueden ser variables, existiendo hiperqueratosis con y sin paraqueratosis, pudiendo 

observarse también atrofia y acantosis epidermal. También se pueden detectar cambios como la 

degeneración hidrópica de la capa celular basal y taponamiento de los folículos, en pocos casos 

micro-abscesos intraepidermales [42].  

 

1.5.2. Lesiones Crónicas  
 

Cuando la infección ha alcanzado la epidermis, se puede observar una hiperplasia 

pseudoepiteliomatosa, excepto en aquellos casos donde se evidencia intacta la epidermis (placa 

de Grenz). En la dermis se observa un infiltrado difuso o nodular, involucrando la dermis 
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superficial a profunda. En su mayoría, el infiltrado está compuesto por granulomas epitelioides 

bien organizados, que pueden estar rodeados de forma leve a moderada por linfocitos. La 

caseificación rara vez se presenta. Se pueden encontrar células gigantes de Langhans. Puede 

también presentarse de forma ocasional, un infiltrado de células plasmáticas, neutrófilos y 

eosinófilos, y rara vez se aprecian estructuras compatibles con parásitos en esta etapa.  

 

1.5.3. Forma Diseminada 
 

Tiende a presentarse un infiltrado difuso mononuclear a través de la dermis, con gran número de 

amastigotes intracelulares y libres, escasa necrosis, focos de células plasmáticas y linfocitos, y 

escasos granulomas epiteliodes. Pueden encontrarse algunos cambios en epidermis, como 

necrosis, ulceración y atrofia o hiperplasia. 

1.6. Tratamiento de la Leishmaniosis 

El tratamiento de la leishmaniosis, particularmente de la LC, está enfocado en reducir el tiempo 

de desaparición de la lesión y permitir una adecuada reepitelización del tejido, siendo en nuestro 

país  el tratamiento con antimoniales pentavalentes, el medicamento de elección, el cual es 

distribuido por el Ministerio de la Protección Social[31].  

Dentro de los tratamientos de primera línea, y especialmente para la infección por Leishmanias 

del Nuevo Mundo, se encuentran los antimoniales pentavalentes (SbV) como el antimoniato de 

meglumina [Glucantime®, Albiventriz®] y el estibogluconato de sodio (Pentostam®). Este 

tratamiento con sales orgánicas de antimonio, se ha empleado hace más de 70 años para el 

control de la enfermedad, inicialmente, las formas trivalentes (SbIII) eran  las de elección, sin 

embargo, debido a su elevada toxicidad, se inició el uso de la forma pentavalente (SbV), de la 

cual se observó menor toxicidad y mayor eficacia [44]. En el tratamiento convencional, 

usualmente se emplea una dosis de 20mg/kg/día por 20 días, vía parenteral [45]; dando como 

resultado la desaparición total de las lesiones cutáneas en un tiempo variable [7]. 

Dentro de los mayores inconvenientes para la administración de los medicamentos 

mencionados, están los efectos adversos secundarios, tales como dolor de cabeza, mialgias, 

artralgias, anorexia, cardiotoxicidad, pancreatitis, náuseas/vómito, pancitopenia y toxicidad 

renal; junto con la necesidad de que el tratamiento se realice bajo supervisión de personal 

médico, lo cual, implica que los individuos deban desplazarse a un puesto de salud, razón por la 

cual gran número de personas no finaliza el esquema terapéutico [3, 14].  

Las alternativas terapéuticas de segunda línea incluyen la pentamidina y la anfotericina B, 

especialmente para aquellos casos donde se presenta resistencia por parte del parásito a los 

antimoniales pentavalentes [46]. La anfotericina B que es administrada vía sistémica, ha 

mostrado efectos secundarios adversos, mientras que para la pentamidina que se administra vía 

tópica o intramuscular, son menores los efectos secundarios observados, aunque la eficacia 

encontrada para este último medicamento es variable (desde un 35% en el tratamiento de 

leishmaniosis cutánea causada por L. braziliensis [47] hasta un 86% en el tratamiento de 

leishmaniosis causada por L. panamensis suministrado este último por vía intramuscular [48]). 

Otro tratamiento ha empleado miltefosina administrada por vía oral, observándose tasas de 

curación del 75%, respecto al 53% para estibogluconato de sodio administrado por vía 

endovenosa en pacientes mayores de 12 años de edad, con leishmaniosis cutánea [14]. También 

se han encontrado, tasas de curación de 91% en pacientes colombianos con lesiones cutáneas 

causadas por L. panamensis y tratados también con miltefosina [49]. Otros antimicrobianos 

evaluados para el control de la leishmaniosis son fluconazol [50], mefloquina [15], ketoconazol 
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[16] y rifampicina [51].Otras terapias empleadas en el tratamiento de la leishmaniosis incluyen, 

el calor localizado y la crioterapia, las cuales se han probado en pacientes con leishmaniosis 

cutánea [52]. 

1.6.1. Antimoniato de Meglumina 

La introducción del tratamiento con antimoniales pentavalentes fue empleado por Vianna en 

Brasil, en el año de 1912 para el control de la LMC [3]. Desde aproximadamente 1940, se han 

empleado antimoniales pentavalentes para el control de la leishmaniosis [53]. Sin embargo, la 

tolerancia y facilidad de administración de este medicamento han sido cuestionadas. 

Si bien, los primeros regímenes de dosificación diferían entre distintos países, una vez iniciaron 

la mayor parte de estudios sobre los antimoniales, se establecieron las dosis más seguras y 

eficaces [3], es por ello que en 1990 la OMS recomendó la dosis de 20/mg/kg/día por un 

periodo de administración de 20 días para leishmaniosis cutánea, éste régimen ha sido acogido 

para el tratamiento de la enfermedad en Colombia. Sin embargo, la dosis varía en América de 

10-20 mg/kg, en periodos que van desde 20 a 30 días de tratamiento, con uno a varios 

esquemas, con periodos de interrupción que promedian los 10 días [54]. 

Las tasas de curación en pacientes tratados con este medicamento, se ha mostrado varían 

dependiendo de múltiples factores, como el tiempo de evolución de la enfermedad, la edad, 

estado nutricional e inmunológico del individuo, junto con factores asociados propiamente al 

parásito, como su especie, virulencia entre otros. En  Colombia, se han reportado apropiadas 

tasas de curación entre el 79 y el 93% [47]. En contraste, en lugares como Manaos (Brasil), la 

tasa de curación reportada ha sido del 42.5% [55]. 

Existen otras presentaciones del antimoniato de meglumina diferentes a la formulación 

convencional, presentándose en liposomas, éste se encuentra encapsulado, demostrando una 

mayor potencia respecto a la forma libre del medicamento [56]. Es de resaltar que los costos de 

producción de la forma liposomal son altos, lo cual representa uno de los mayores obstáculos 

para masificar esta forma de administración. Sumado a los inconvenientes mencionados en 

párrafos anteriores, los antimoniales no se pueden administrar vía oral debido a que son 

inactivados a nivel gástrico, además presentan escasa absorción por esta vía de administración, 

por tanto, en muchos lugares se continúa administrando vía intramuscular o endovenosa, a pesar 

de que ello implique que el paciente no culmine en ocasiones, el protocolo terapéutico. 

Con el fin de mejorar las repuestas terapéuticas frente a los antimoniales, se han empleado 

combinaciones del antimoniato de meglumina con otros medicamentos. Por ejemplo, 

antimoniato a la dosis convencional junto con paromomicina a dosis de 17mg/kg por 17 días; 

administración intralesional de 1-5 mL junto con crioterapia a base de nitrógeno líquido por 5 

sesiones, cuyo espacio es de tres días entre tratamientos. También se han combinado con 

pentoxifilina, esta última a dosis de 400 mg [3]. Dentro de estas alternativas, la combinación 

con agentes inmunomoduladores ha sido de ayuda, como se ha señalado para el empleo de 

terapia combinada con Imiquimod [3]. Sin embargo, la eficacia reportada para las diferentes 

formulaciones es variable. 

1.6.1.1. Mecanismo de acción 

El ingrediente farmacéutico activo de la formulación es el metal pesado de antimonio 

pentavalente, el cual, es reducido a formas trivalentes más tóxicas (SbIII) en el organismo. Este 

metabolito trivalente, no sólo es el responsable del efecto antileishmanial, sino es el que se 

encuentra asociado a los efectos adversos secundarios a su administración [53]. Debido a que la 

forma trivalente y no la pentavalente es la responsable del efecto antiparasitario, y la respectiva 
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reducción ocurre al interior de la vacuola parasitófora del macrófago, considerandose al 

antimonio como un profármaco [44]. 

Para que el antimonio alcance el amastigote, debe previamente superar algunas barreras, dentro 

de las cuales se encuentra la membrana del macrófago y la del fagolisosoma donde se halla el 

parásito, y a su vez debe superar la del parásito. En el paso de barreras descrito, se reduce el 

antimonio a su forma trivalente activa (SbIII), a la que se atribuye el efecto antileishmanial en la 

forma intracelular del parásito. Esta reducción a la forma trivalente depende en gran medida de 

los grupos tiol del parásito y del hospedador [57]. En el parásito, los grupos tiol son aportados 

por la tripanotiona, un complejo de glutatión-espermidina que reduce el antimonio, 

especialmente en condiciones de acidez y temperaturas relativamente altas.  El complejo 

tripanotiona/tripanotiona reductasa (TR) mantiene el grupo tiol de la tripanotiona en su estado 

reducido, por lo que mantiene el balance oxidoreductivo en el parásito de Leishmania, 

reduciendo el daño oxidativo y protegiendo al parásito de metales pesados tóxicos [57]. 

Los compuestos antimoniales trivalentes interfieren con el metabolismo de la tripanotiona por 

inhibición de la TR, induciendo una rápida salida de la tripanotiona y el glutatión intracelular. 

Adicionalmente, se ha encontrado que el antimonio se une al péptido modelo CCHC “dedo de 

Zinc”, promoviendo la salida de Zn(II), importante si se tiene en cuenta que las proteínas tipo 

“dedo de Zinc” se han asociado a procesos de replicación y reparación de DNA del parásito. 

También se ha visto que el uso de Sb(III) en los amastigotes de Leishmania, induce la apoptosis 

por medio de procesos de estrés oxidativo y aumento del calcio intracelular [57]. 

El paso del antimonio a través del parásito ocurre mediante una proteína que reconoce las 

estructuras similares a azúcares, y existe la posibilidad que use un transportador de arsénico 

As(V) para su entrada al parásito. Sin embargo, la acumulación de Sb(III) es completamente 

inhibida por la presencia de As(III), lo que sugiere que ambos iones comparten la ruta de entrada 

[57]. 

También se ha descrito que el antimonio inhibe la topoisomerasa [58], enzima que estabiliza la 

unión de la molécula de ADN, de tal forma que evita la pérdida de la doble hélice, impidiendo 

así la multiplicación de los parásitos. También, se ha determinado que inhibe la tripanotiona 

reductasa, gracias a la salida de los tioles intracelulares del parásito, debido al compromiso 

inicial del potencial rédox de tiol [44]. 

Se ha propuesto también que los antimoniales dependen de algunas citoquinas y poblaciones de 

células T para su acción. Por esta razón, una de las estrategias actualmente conocidas para la 

administración de antimoniales, es la combinación con tratamientos inmunomoduladores, 

permitiendo la reducción en la duración del tratamiento convencional con el antimonial [59]. 

También, se ha observado actividad inmunomoduladora del antimoniato de meglumina, 

asociada con  el incremento de la capacidad de internalización por parte de monocitos y 

neutrófilos, al igual que la producción del anión superóxido, lo que podría resultar en la 

eliminación del parásito [53]. 

1.6.1.2. Vías de administración 

Las presentaciones comerciales del antimoniato de meglumina (como el Albiventriz 
®
) son 

soluciones inyectables, siendo las administraciones endovenosa e intramuscular las 

convencionales para este medicamento, mientras que la administración intralesional es una ruta 

menos convencional, pero empleada de igual forma en la actualidad [60].  Esta vía permite la 

administración de volúmenes de 0.5-5 mililitros (mL), con lo cual se ha logrado reducir la 

presentación de efectos secundarios adversos [17, 61]. 
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1.7. Tratamiento de lesiones en piel 

Se considera que el cubrimiento de lesiones cutáneas debe conservar el ambiente de humedad, y 

al tiempo crear una barrera secundaria contra el estrés mecánico e infecciones oportunistas 

(secundarias) [62]. Es por ello, que el empleo de películas poliméricas ha sido una de las 

alternativas para el tratamiento de las lesiones cutáneas en los últimos años, existiendo 

diferentes formulaciones en el mercado que mejoran diferentes aspectos relacionados con la 

curación de las mismas.  

1.7.1. Sistemas transporte de fármacos a nivel de la piel 

Existen diferentes ventajas al administrar directamente vía transdérmica y/o tópica  fármacos de 

interés para control de infecciones a nivel de la piel, dentro de dichas ventajas se encuentra la 

eliminación del metabolismo hepático de primer paso, evitando algunos efectos adversos 

indeseados. Adicionalmente, para algunos fármacos, permiten mantener niveles sanguíneos 

constantes por periodos prolongados de tiempo.  

Un sistema de liberación de fármacos permite por tanto, entregar un ingrediente farmacéutico 

activo en el organismo, mejorando su eficacia y seguridad por medio del control del tiempo, 

tasa y lugar de liberación [63]. Dentro de los sistemas empleados a nivel de la piel, existen 

diferentes formulaciones farmacéuticas, como películas poliméricas, hidrocoloides, geles, gasas, 

polvos, tejidos de punto, entre otros, los cuales, debido al contacto sobre piel lesionada, se 

espera cumplan con la protección del tejido afectado, además de mantener una humedad que 

evite la desecación y que permita el proceso de reparación tisular [64]. 

1.7.2. Películas poliméricas  

Dentro de los polímeros existentes, se han descrito diferentes propiedades, de las cuales, la 

capacidad para formar películas por parte de algunos es de interés, si se considera que ellos 

podrían servir como sistema de entrega de activos, además, de contar con propiedades 

adicionales que favorecerían el proceso de curación de diferentes tipos de heridas.  

Actualmente se emplean materiales poliméricos en desarrollos tecnológicos en diversos campos 

como la odontología, la ingeniería de tejidos, los implantes de dispositivos médicos, los órganos 

artificiales, entre muchas otras aplicaciones [65].  

Los polímeros que se emplean  como sistemas de liberación de ingredientes farmacéuticos 

activos, pueden ser de origen natural y/ó de origen sintético [66].  

 Polímeros naturales: como quitosán, colágeno, albúmina, algodón, celulosa, entre los más 

empleados. 

 Polímeros sintéticos: biodegradables como los ácidos poliglicólico y poliláctico, y no 

biodegradables como los ácidos poliacrílicos. 

 

1.7.2.1. Películas de Quitosán  

Dentro de los polímeros de origen natural con propiedades de interés para ser empleados como 

sistema de liberación de fármacos se encuentra el quitosán, éste es un polímero natural que se 

obtiene a partir de la quitina. Este tipo de biopolímeros son abundantes en la naturaleza, 

encontrándose a nivel de la pared de algunas plantas, en el exoesqueleto de crustáceos, en las 

alas  de insectos, algas y paredes celulares de hongos. La quitina (del griego tunic, envoltura) es 

un polisacárido poli(β-N-acetil-glucosamina), que mediante una reacción de desacetilación que 
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elimina cerca de 50% de los grupos acetilos, lleva a la formación de quitosán poli(β-N-acetil-

glucosamina-co-β-glucosamina), formado por unidades de D-glucosamina [67]. 

En la Figura 1-1. Estructura quitina y quitosán.  

A. 

 

B. 

 

A: Estructura de la Quitina. B: Estructura del Quitosán (Tomado de  

http://2.bp.blogspot.com/.png). 

El quitosán puede ser solubilizado en soluciones diluidas de ácidos minerales como el 

clorhídrico o ácidos orgánicos como el acético, láctico y cítrico, por tanto, una vez disuelto, los 

films o películas se formarán después de la evaporación del solvente. Además, se considera que 

para que una película se pueda emplear como apósito, debe ser durable, resistente, flexible, 

plegable y elástica, con la capacidad de formar una barrera mecánica que proteja la herida [68].  

  Propiedades Funcionales 

Para el quitosán, se han reportado propiedades funcionales tales como la biocompatibilidad, la 

biodegradabilidad, la capacidad bioadhesiva, la capacidad filmogénica, la capacidad 

antimicrobiana, como hemostático, como regenerador de tejidos, además se ha reportado con 

actividad inmunomoduladora [65].  

Biocompatibilidad 

Un biomaterial, debe presentar biocompatibilidad, es decir que su contacto con el tejido no 

produzca reacciones de tipo inflamatorio o alérgicas luego de su implantación, para este caso 

tópica. Para el quitosán, no se han descrito este tipo de reacciones después de su administración. 

Biodegradabilidad 

Que un biopolímero sea biodegradable implica que el organismo pueda degradarlo, y que sus 

productos de degradación no sean lesivos para el organismo. Para el quitosán y la quitina se ha 

demostrado susceptibilidad a degradaciones in vivo debido a la hidrólisis de los enlaces β 

(1→4), gracias a enzimas como la lisosima, siendo el producto de degradación, diferentes 

monosacáridos y oligosacáridos que pueden ser absorbidos e incorporados a diferentes rutas 

metabólicas del organismo. Se sabe que la cinética de degradación es más bien lenta, 



 

 
 

15 Estado del Arte 

dependiendo de diferentes factores asociados al origen del quitosán empleado, es por ello, que si 

el recambio de películas se realiza en cortos tiempos, quizás la degradación del polímero no 

tenga lugar [68]. 

Bioadhesión  

Dentro de las propiedades mencionadas, la bioadhesión, se refiere a la capacidad de ciertas 

macromoléculas, sintéticas o biológicas, de adherirse a los tejidos del organismo mediante 

interrelaciones entre algunas agrupaciones químicas de los polímeros y los tejidos biológicos o 

interpenetración de cadenas. Una buena bioadhesión, a la lesión puede asegurar un tiempo 

prolongado de retención para la aplicación del activo deseado, garantizando una concentración 

local efectiva que genere la respuesta farmacológica esperada.  Por tanto, un incremento en la 

bioadhesión dará como resultado mejora terapéutica [62].  Los estudios de bioadhesión permiten 

por tanto, determinar el tiempo de retención de la formulación y su aplicabilidad. Dentro de las 

propiedades de bioadhesión del quitosán atribuidas a su naturaleza  catiónica, debido a que, en 

pH ácido, éste es un polielectrolito lineal con gran densidad de carga, está el interactuar con 

moléculas cargadas negativamente, como proteínas, polisacáridos aniónicos y ácidos nucleicos, 

la mayoría presentes en la superficie de la piel  [68]. 

Capacidad antimicrobiana 

De especial importancia, si se considera que la presencia de ciertos microorganismos retrasa los 

procesos de curación de las heridas. Se sabe que este polímero, inhibe el crecimiento de gran 

cantidad de bacterias, hongos y levaduras. Se ha observado, que en soluciones diluidas de 

ácidos, las cargas positivas del quitosán interactúan con la superficie de los microorganismos, 

posiblemente, compitiendo con el Ca
+2

 por los sitios electronegativos de la membrana, sin 

conferir estabilidad dimensional, lo cual resulta en el debilitamiento de la membrana de los 

microorganismos [68].  

Hemostático 

Al parecer, esta propiedad no se relaciona directamente con la cascada de coagulación, parece 

ser, se relaciona con  la interacción del polímero con la membrana de los eritrocitos, 

convirtiéndolo en adhesivo biológico [68].   

Regeneración de tejidos e Inmunomodulación  

Esta reportada también la capacidad del quitosán para promover la curación de heridas y reducir 

la formación de cicatrices debido al incremento en la acción de los queratinocitos, leucocitos 

como neutrófilos y macrófagos, fibroblastos y promoviendo la síntesis de colágeno. Por tanto, 

también estimula la formación de tejido de granulación y la angiogénesis [68]. Por lo anterior, el 

empleo de películas con base de quitosán, no sólo permitiría la liberación sostenida y localizada 

para el tratamiento de úlceras, sino también, la curación de las heridas. Lo anterior se ha 

evaluado en el modelo de lesiones por quemaduras en ratas, mostrando buenos resultados en la 

curación de dichas lesiones [64]. 

1.8. Modelos animales para el estudio de la Leishmaniosis 

El empleo de animales con gran homogeneidad de sus respuestas, específicamente para la 

infección por Leishmania spp, es de utilidad si se considera la reducción de las variables que 

pueden intervenir en el control de la infección, como sucede en ensayos clínicos [69]. 

Adicionalmente, los estudios en animales pueden tener en algunos casos, un valor predictivo de 

lo que sucedería en humanos (estudios clínicos) frente a la infección y una o diferentes 
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intervenciones, gracias a la interacción de sistemas y procesos complejos que son difíciles de 

reproducir a escala de laboratorio, y que necesariamente requerirían del empleo de seres vivos 

para su estudio. 

1.8.1. Modelo Murino  

Algunos modelos animales, han sido empleados para caracterizar la respuesta inmune frente a la 

infección por diferentes especies del género Leishmania. Gracias a estudios en el modelo 

murino se conoce la relación entre el “background” inmunogenético del hospedador y su 

respuesta frente a la infección, observándose en ellos la polarización de la respuesta 

inmunológica en Th1 o Th2, según la cepa de ratón empleada. Una cepa de ratón ampliamente 

estudiada por su alta susceptibilidad, es la BALB/c, en ésta, la infección subcutánea por 

Leishmania, especialmente la inducida por L. major, muestra una relación con la respuesta de 

tipo Th2, asociada a la presencia de lesiones que no sanan, junto con la progresión a una 

enfermedad de tipo sistémica. 

 

De otra parte, en cepas de ratones resistentes como los C57BL/6, DBA/2, CBA, C3H/He, 

CBA/CaH-T6J y 129Sv/Ev presentan predominantemente una respuesta de tipo Th1, en 

presencia o no, de pequeñas úlceras que regresan en un tiempo de 10 a 12 semanas [70-73]. 

Estudios en el modelo murino de infección por L. major, han señalado el papel que cumplen 

algunos factores asociados a la respuesta inmune como citoquinas, óxido nítrico, quemoquinas, 

factores de crecimiento e interferones, entre otros [37, 74, 75]. En el modelo murino, frente a la 

infección por parásitos de Leishmania del subgénero Viannia, es difícil la inducción de lesiones 

cutáneas crónicas, lo cual ha sido un inconveniente para estudios de evolución de la enfermedad 

y su tratamiento en este modelo [76]. 

 

1.8.1.1. Infección   
 

El inoculo empleado para la infección en los modelos murinos puede variar dependiendo de 

diferentes características, como la genética, el sexo y la edad del ratón, la cepa de Leishmania 

para la infección y la vía de administración, entre otras. 

 

1.8.1.2. Edad y género. 
 

Dentro de las edades que se identifican en la literatura científica como óptimas para infectar 

ratones, se reportan 4-6 semanas, 6-8 semanas, 8-10 semanas, 8-12 semanas; periodos todos en 

los cuales, se ha logrado inducir una lesión [71, 77-79] . En relación al género, se ha observado 

que éste puede influir en el progreso (evolución) y desenlace de la infección por Leishmania. 

Un ejemplo de lo anterior, es la mayor susceptibilidad de ratones BALB/c machos respecto a las 

hembras a una infección diseminada a causa de L. major. De igual manera, ratones machos de 

fenotipo resistente como C57BL/10 y DBA/2 muestran mayor resistencia respecto a las 

hembras en la infección subcutánea con L. major, dependiendo en parte de la especie de 

Leishmania causante de la infección, pues en hembras DBA/2 infectadas con L. tropica, la 

resistencia es mayor a la que presentan los machos frente a la infección de tipo cutáneo [80]. 

 

1.8.1.3. Vía de inoculación 
 

Dependiendo del lugar de inoculación de los parásitos, la evolución de las lesiones puede ser 

diferente. En ratones, la inoculación a nivel de la base de la cola tiene un progreso más severo 

respecto a la inoculación a nivel de otras áreas del cuerpo [81]. La inoculación vía intradérmica 

se ha realizado con el fin de semejar lo sucedido en el ciclo natural de la infección, aunque en 
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algunas ocasiones se ha empleado la vía subcutánea. Como se mencionó antes, existe variación 

en los lugares anatómicos empleados para la infección y evaluación de la evolución de las 

lesiones. La evaluación del diámetro o grosor de las lesiones (como parámetro de 

curación/progresión) se realiza comúnmente con ayuda de un “calliper” digital  cuyo valor de 

medición se da en milímetros (mm) [79, 82]. 

 

El tamaño de los inóculos puede variar. Inóculos de 1x10
6 

parásitos de L. braziliensis  han 

generado lesiones a nivel de las extremidades posteriores en ratones BALB/c [82], también se 

reportan inóculos de 1x10
5 

promastigotes metacíclicos de L. braziliensis  y de 1x10
4 

 para L. 

amazonensis, los cuales pueden inducir lesiones inflamatorias [71, 83]. El tamaño de la lesión 

se ha relacionado con la respuesta inmune del hospedador frente a la infección (inflamación, 

edema), pero la lesión no siempre se relaciona con los parásitos presentes a nivel del tejido, 

como sucede en las lesiones de ratones resistentes C3H/He infectados con L. tropica y L. major. 

En este modelo, la eliminación de parásitos se presenta antes de iniciar la resolución de la 

lesión. También se sabe por la técnica de dilución límite, que a pesar de sanar completamente 

una lesión, los parásitos pueden persistir en los nódulos linfáticos que la drenan, y que en cepas 

de ratones susceptibles no es extraño encontrar visceralización de parásitos (asociados con 

manifestaciones cutáneas), los cuales pueden llegar a causarle la muerte [77].  

 

1.8.2. Modelo Hámster Dorado (Mesocricetus auratus) 
 

Si bien el modelo murino ha sido extensamente empleado en investigaciones asociadas a la 

infección, evolución de la enfermedad, respuesta inmunológica y terapéutica frente a 

Leishmania sp, posee el inconveniente (particularmente por la respuesta inmune dicotómica) de 

no semejar en gran parte lo sucedido en las infecciones humanas por especies de Leishmania 

causantes del cuadro clínico cutáneo (alta heterogeneidad en la respuesta inmune, no tan 

claramente polarizada como la descrita en los murinos). 

 

En humanos con leishmaniosis cutánea americana, existe un amplio espectro de 

manifestaciones, desde la presentación de diferentes tipos de lesiones, como placas, nódulos, 

úlceras, las cuales pueden evolucionar de tal manera que resuelvan o se presenten formas 

intermedias como difusión cutánea a mucosas o diseminación y cronicidad de la infección [34]. 

Lo anterior, en cierta medida se puede asociar a la gran variabilidad genética presente en la 

población humana, donde no se puede asociar a un grupo en particular, con un fenotipo 

resistente o susceptible, como si se puede hacer en  las diferentes cepas de ratones [30]. Por 

tanto se hace necesario el empleo de otros modelos animales que puedan presentar mayor 

cercanía a los eventos producidos por la infección en el vertebrado humano [84].  

 

Uno de estos modelos animales que cumple con lo mencionado anteriormente, es el Hámster 

Dorado o Sirio (Mesocricetus auratus), que se ha  empleado como modelo para la infección 

causada por parásitos del género Leishmania, desde el año 1924 [85], cuando se identificó al 

Hámster como un animal altamente susceptible a la infección por este parásito. En 1931, se 

estudió la infección experimental por L. infantum en este modelo animal, el cual, ha sido de 

especial ayuda para el estudio de otras infecciones por parásitos intracelulares como 

Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi, Mycobacterium bovis y M. leprae, Plasmodium 

berghei y Babesia microti [86]. 

Se sabe de la susceptibilidad del Hámster a la infección por parásitos Leishmania del subgénero 

Viannia [19], en donde la similitud del cuadro clínico presentado en el Hámster frente al del 

humano después de la infección por parásitos del subgénero Viannia, se debe a que en algunos 

de estos hámsteres se genera cronicidad de las lesiones [19] y persistencia de la infección, 

inclusive diseminación, similar a lo que sucede en algunos humanos infectados [87]. 
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Al igual que lo reportado en la infección humana, se sabe que dependiendo del género del 

Hámster, de la vía de inoculación, de la presencia o ausencia de la saliva del vector en el 

inoculo y de la vía de administración, la evolución posterior a la infección puede ser variable 

[88]. Además, la cronicidad de la infección en este modelo animal semeja lo sucedido en gran 

parte de las infecciones en humanos, en donde se presentan casos de persistencia del parásito, 

con posteriores recidivas de la enfermedad [89], esta característica en el modelo animal facilita 

la intervención con regímenes de dosificación prolongados [76, 90]. 

También cabe resaltar que este modelo de infección por Leishmania inicialmente se empleó 

para el estudio de leishmaniosis visceral LV, especialmente por la susceptibilidad y similitud 

que presenta con el cuadro clínico visto en humanos, con hepatoesplenomegalia, pancitopenia, 

caquexia y muerte; en la infección por L. donovani  se ha empleado un inóculo de 1x10
6 
 

promastigotes en fase estacionaria vía intracardiaca (IC) [91]. 

1.8.2.1. Edad y género 

La edad de inoculación de los hámsteres con parásitos de Leishmania presenta diferentes 

rangos, empleándose animales  destetos (3-4 semanas), juveniles (4 semanas) y adultos (7 a 12 

semanas de edad), inclusive hembras de 16 semanas de edad en estado de gestación  [8, 92, 93]. 

En cuanto al género, se ha observado que estados relacionados con éste (como la gestación), 

pueden no favorecer la resistencia frente a la infección por L. panamensis, caso en el cual 

citoquinas como la IL-12, IFN-γ y TNF-α (evaluadas mediante la medición de sus transcritos) a 

nivel de la lesión y nódulos linfáticos cercanos, presentan bajos niveles respecto a hembras 

infectadas no gestantes [94]. Se sabe del posible papel que cumplen los estrógenos como 

protectores en hámsteres hembra frente a la infección por parásitos de L. panamensis y L. 

guyanensis, y del papel de los andrógenos como posibles causantes de la mayor susceptibilidad 

de los machos frente a la infección por Leishmania [76], aunque, la homogeneidad en la 

evolución de las lesiones es mayor en las hembras que en los machos, como se observó en el 

estudio realizado por Travi y colaboradores (2002), en donde a pesar de demostrarse la mayor 

susceptibilidad frente a la infección por L. panamensis  en los machos, las desviaciones para el 

tamaño de las lesiones para cada tiempo de observación, fueron mayores respecto a las 

presentadas por las hembras [76].  

1.8.2.2. Respuesta Inmune 

Se ha descrito que la susceptibilidad de los hámsteres machos se debe al incremento de 

citoquinas a nivel intralesional como la IL-4, IL-10 y el TGF-β, y no a la disminución del IFN-γ 

en donde la mayor causa de susceptibilidad a la infección puede ser la inactivación de los 

macrófagos. Según lo señalado anteriormente, existe en los hámsteres una respuesta inmune de 

tipo mixta, que no sólo se ha observado en los casos de infección de los miembros, sino también 

se ha descrito para la infección a nivel de la nariz y en infecciones de tipo visceral [76].  

1.8.2.3. Inoculación 

Similar a lo reportado para el modelo murino, diferentes han sido las vías de inoculación de 

parásitos en el modelo Hámster Dorado, siendo la inoculación vía intradérmica una de las vías 

más importantes para semejar lo sucedido con el vector en el ciclo natural. 

A nivel de los lugares anatómicos para la inoculación en los hámsteres, se han empleado la cara 

dorsal del tarso, dorsal a la base de la cola (región lumbo-sacra), la nariz (vía intradérmica) y el 

cojinete plantar [69, 92, 93, 95, 96]. Sin embargo, lugares como la nariz y los miembros 

posteriores no siempre ulceran, además que interfieren con la alimentación, respiración y 
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desplazamiento, respectivamente[95]. Por tanto, el empleo de sitios de inoculación que no 

interfieran con funciones básicas que afecten el bienestar del animal sería lo ideal a la hora de 

emplear un modelo para la infección por especies de Leishmania spp, causantes del cuadro 

clínico cutáneo.  

El tamaño del inóculo también ha sido variable, reportándose para la nariz tamaños de inóculo 

que van desde 1x10
4
 a 3x10

6 
promastigotes en fase estacionaria de L. panamensis [94, 97]. En la 

inoculación vía subcutánea a nivel del tarso se ha observado que 2.5x10
4 

amastigotes de L. 

braziliensis son capaces de producir lesiones a partir del día 30 desde la inoculación [92], 

adicionalmente, para la vía subcutánea a nivel de la cara dorsal del tarso se señalan inóculos de 

1 a 5x10
6 

 promastigotes en fase estacionaria de L. panamensis, los cuales también son capaces 

de generar lesión [69, 98].  

Cazorla y colaboradores (2001), han empleado inóculos de 4x10
3 

amastigotes de L. braziliensis 

en un volumen total de 100 microlitros (µL) a nivel subcutáneo (en hámsteres de 4-8 semanas 

de edad), mostrando el desarrollo de lesiones en las siguientes 5-7 semanas a partir de la 

inoculación.  

En la inoculación intradérmica a nivel de miembros posteriores, se reportan inóculos de 1x10
3 
y 

1x10
6 

promastigotes en fase estacionaria de L. panamensis y L. guyanensis como causantes de 

lesión [76], mientras que para infecciones con L. amazonensis se reportan inóculos con 1 a 

1,5x10
7   

parásitos en fase estacionaria [95]. 

En la inoculación a nivel de la región lumbosacra de hámster, se señala el empleo de 15x10
6 
 

promastigotes en fase estacionaria de L. panamensis, con el fin de evaluar el efecto de un 

antimonial pentavalente sobre los amastigotes [99], aunque en ensayos previos de infección por 

L. panamensis en el Grupo de Investigación en Inmunotoxicología del Departamento de 

Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia, el empleo de 3x10
6 

millones de parásitos ha 

generado lesiones a nivel de la región lumbosacra en un periodo promedio de 4 semanas desde 

la infección. 

Se ha reportado que la evaluación de la lesión, se realiza a partir de la tercera semana posterior a 

la inoculación y el control de la evolución una vez por semana por seis meses y una vez cada 

quince días después de los seis meses, o una vez por mes por 6 a 12 meses, o varias veces a la 

semana por determinado número de semanas. Ciertamente, el seguimiento reportado es 

sumamente variable, y se debe hacer en relación a los objetivos de cada investigación [92-94, 

99].  

1.8.2.4. Hematología y Química Sanguínea 

En el cuadro hemático, la evaluación del total de eritrocitos, junto con los valores de 

hemoglobina, pueden ser indicadores de un proceso causante de anemia, lo cual, si se compara 

frente a individuos que no ha sido sometidos a dicho estimulo, puede ser indicador que aquel 

tratamiento disminuye, bien sea la cantidad de eritrocitos circulantes y/o la hemoglobina que 

ellos transportan. La disminución de proteínas en sangre, puede deberse principalmente a dos 

factores, primero la dieta y segundo, el daño a nivel de los cordones (hepatocitos) hepáticos. El 

aumento en el recuento de glóbulos blancos o leucocitos, en ausencia o no de un disturbio en la 

relación neutrófilos-linfocitos, es también un indicador del curso de un proceso infeccioso. Para 

la evaluación en el nivel de incremento, diferentes escalas han sido empleadas según la especie, 

encontrando aumentos o disminuciones leves, moderadas y severas en relación a la etiología de 

la infección [86]. 
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Enzimas como la aspartato aminotransferasa (AST), alanino aminotransferasa (ALT) y fosfatasa 

alcalina (FA), evaluadas en sangre, pueden ser indicadores de toxicidad a nivel de funcionalidad 

hepática o indicadores de un proceso inflamatorio presente, respectivamente, junto con la 

determinación de la creatinina que puede ser indicadora de función renal. De otra parte, el 

incremento fuera de valores normales de fosfatasa alcalina también se emplea como indicador 

de un daño generado a nivel hepático [86].  

1.9. Diagnóstico  

1.9.1. Tinción y observación de estructuras parasitarias 

Las mejores muestras para evidenciar parásitos de Leishmania, se obtienen a partir de lesiones 

cutáneas ulceradas que no han sido contaminadas por bacterias. Una técnica para la toma de 

muestras puede ser, el presionar la lesión de tal manera que a nivel dérmico, se obtenga la 

cantidad suficiente de linfa para tomar una muestra y hacer un extendido. Otras metodologías 

consisten en la escarificación de la superficie o borde de la lesión, o, realizando aspirado del 

borde de la úlcera y extendiéndolo en una lámina. Si la muestra obtenida es una biopsia, se 

puede realizar impronta de ella [100].  

La tinción más comúnmente empleada es la de Giemsa, que tiñe de color eosinofílico-basofílico 

los componentes celulares según la diferencia en el pH de ellos, siendo ésta la tinción disponible 

para diagnóstico en los centros de salud de áreas endémicas para leishmaniosis [3]. 

1.9.2. Ensayo de dilución Límite 

Este ensayo se ha empleado con el fin de cuantificar gran variedad de células biológicamente 

activas, incluyendo bacterias, protozoos, virus, células tumorales, entre otros [101]. Para el caso 

de la infección por Leishmania, este ensayo permite la determinación de la carga parasitaria, a 

nivel del sitio de lesión, de especial ayuda en la determinación de la eficacia del tratamiento 

[69]. El ensayo consiste en la dilución seriada de las células de interés, hasta que se agote la 

respuesta.  

El análisis de los resultados dependerá de las características de las células a diluir. Este ensayo 

permite determinar la máxima dilución en la que se encuentran las células, como el número de 

células más probable o número absoluto expresado como células por unidad de volumen del 

ensayo. Las otras determinaciones que se pueden realizar, son el punto final expresado como el 

50% de la escala de dilución, que consiste en el nivel de dilución en el cual un número de 

réplicas es 50% positivas y el 50% son negativas, y se expresan como unidades en la escala de 

dilución.  

Con relación a lo anterior, los ensayos de dilución límite pueden ser de dos diferentes subclases, 

la primera corresponde a ensayos en los cuales se puede determinar el número absoluto y el 

punto final 50%, pero no las frecuencias relativas; y los de subclase dos, son aquellos en los 

cuales se pueden determinar las frecuencias relativas junto con los demás parámetros 

mencionados. Los niveles de dilución final 50%, son especialmente necesarios para estudios 

con fármacos o antisueros, pero, en caso donde se pueda estimar el número absoluto, es mejor 

reportarlo de esta manera.  

Se parte siempre de la hipótesis de que una respuesta positiva se genera en caso de que se 

presente por lo menos una célula viable[101], es de resaltar que para el caso de la detección de 
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parásitos de Leishmania viables, las células corresponden a promastigotes viables recuperados 

de lesiones sospechosas.  

1.9.3. Histopatología  

Algunas características macroscópicas de órganos y tejidos pueden examinarse como 

indicadores del proceso de infección, o efecto de un tratamiento o de ambos. La histopatología 

se realiza con el fin de evaluar las alteraciones histológicas producto de cambios a nivel del 

infiltrado en órganos como bazo, hígado, nódulos linfáticos y piel del lugar de la lesión cutánea. 

Adicionalmente, permite hacer una aproximación hacia eventos de tipo sistémico como la 

diseminación de la infección o el efecto de un tratamiento administrado vía local, en este caso 

vía tópica. 

 

Temprano en la infección cutánea por Leishmania, se puede observar un infiltrado inflamatorio 

mixto, predominante a nivel de la dermis, en el que los macrófagos son mayoría y los linfocitos 

y células gigantes multinucleadas, son minoría. También, se puede apreciar una cantidad 

variable de células plasmáticas con cuerpos eosinofílicos llamados cuerpos de “Russell” en su 

interior. Los parásitos pueden observarse dentro de los macrófagos, o en algunas ocasiones a 

nivel extracelular.  

 

En lesiones agudas es extraño encontrar granulomas, pero, en lesiones crónicas se pueden 

presentar, junto con nódulos alrededor de la zona costrosa (donde inicialmente se presentó la 

úlcera) que pueden conllevar a descamación. Clínicamente se puede apreciar una cicatriz, que 

por microscopía muestra la presencia de tejido fibroso y escaso tejido con colágeno [42].   

 

En ratones se ha observado que el receptor fucosa/manosa (que participa en la internalización 

del parásito a la célula presentadora de antígeno) está presente también en células musculares, 

las cuales también se ha visto por histopatología, pueden verse afectadas por el parásito de 

Leishmania en cepas de ratones tanto susceptibles como resistentes [71]. 

 

En hámsteres se ha reportado la presencia de un infiltrado inflamatorio en dermis e hipodermis a 

nivel del lugar de inoculación, con presencia de histiocitos y macrófagos, los cuales en su 

interior pueden contener amastigotes. También se pueden observar células plasmáticas junto 

con linfocitos y polimorfonucleares, además de algunos granulomas y focos de necrosis [93]. 

Los diferentes hallazgos histopatológicos se relacionan con la descripción de la lesión que se 

relató en párrafos anteriores. 
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2. Estandarización  

Con el fin de cumplir con  lo planteado en  los objetivos específicos, fue necesario realizar la 

estandarización del modelo de infección en Hámster Dorado con L. panamensis. Para ello se 

realizaron diferentes ensayos que permitieran el uso de un modelo reproducible, de forma que 

todos los animales infectados presentaran lesiones y evolución clínica similares a las observadas 

en la enfermedad generada en humanos por este mismo patógeno.    

2.1. Modelo de Leishmaniosis cutánea 

Con el fin de realizar la evaluación farmacológica de la película polimérica, se desarrolló la 

estandarización de la infección en el modelo animal Hámster Dorado (Mesocricetus auratus) en 

diferentes ensayos piloto. En este trabajo se consignan los ensayos piloto más representativos.  

Una vez se realizó una exhaustiva revisión de la literatura referente a investigaciones de otros 

grupos que emplean este modelo animal, encontramos distintas variables a ser consideradas para 

definir el diseño experimental más apropiado en nuestro estudio, estas variables comprendían  el 

lugar  anatómico de inoculación, el número de parásitos a ser empleados, la edad y sexo de los 

animales.  

2.2. Metodología 

2.2.1. Diseño experimental 

Los ensayos piloto pretendían establecer condiciones que permitieran una reproducibilidad en 

los hallazgos clínicos y parasitológicos (presencia de parásitos) igual o superior a un 90%. Se 

emplearon aproximadamente 100 animales para la estandarización, sin embargo, en esta tesis se 
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consignan únicamente los ensayos piloto más representativos. Como variables se tuvieron en 

cuenta la edad de los animales al momento de su inoculación, sitio de inoculación, número de 

parásitos empleados, así como el sexo de los animales, el cual se ha reportado influye en el 

progreso de la enfermedad en hámsteres [76]. Como unidades experimentales se emplearon 

Hámsteres Dorados y las observaciones realizadas correspondieron a la determinación en la 

aparición de pápulas, nódulos y/o úlceras tiempo posterior a la infección, así como de la 

presencia de estructuras parasitarias en caso de presentarse alguno de los hallazgos 

mencionados. Junto con esas determinaciones se tuvieron en cuenta parámetros de tipo clínico 

como el peso de los animales, su temperatura corporal y comportamiento.  

2.2.2. Hámsteres 

Los animales empleados para los ensayos piloto fueron adquiridos al bioterio del Instituto 

Nacional de Salud (cumpliendo éstos con las condiciones apropiadas que garantizan la 

procedencia y características de este material biológico). Una vez recibidos por nosotros, se 

alojaron en el Bioterio de Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia, en un sistema 

microaislador “One Cage 2100”, del cual su adquisición y manejo se derivan del desarrollo de 

este trabajo.  

2.2.3. Parásitos empleados 

Se emplearon parásitos promastigotes de L. panamensis (MHOM/CO/87/UA140) gentilmente 

suministrados por la Dra. Sara Robledo del Programa de Estudio y Control de Enfermedades 

Tropicales (PECET), de la Universidad de Antioquia, Colombia, los cuales  se utilizaron en fase 

estacionaria (día 7 de cultivo), debido a que este periodo de cultivo le confiere características de 

mayor virulencia  y  por ende es el estadio de infección más usado en este tipo de estudios [24]. 

Los promastigotes se cultivaron en cajas de cultivo de 25 cm
2
 (Techno Plastic Products AG, 

Suiza), en medio RPMI1640 suplementado con suero fetal bovino (SFB) 5%, L-glutamina 1%,  

1000U/mL  de penicilina y 0.1mg/mL de estreptomicina, a 27°C, manteniendo los cultivos con 

5 a 6 mL de medio. 

Previo a la inoculación, los parásitos se colocaron en tubos de 15 mL para ser centrifugados a 

1500 revoluciones por minuto (rpm) por 6 minutos, realizando 3 lavados con solución salina 

estéril. Posteriormente, se tomó una alícuota del medio que contenía los parásitos  (50 µL) y se 

llevó a una caja de dilución donde se colocaron previamente 50 µL de medio para conteo de 

parásitos (solución salina con 2% de Giemsa y 2% de formol, éste último con el objetivo de 

inmovilizar los parásitos y permitir el conteo) a partir de esta se realizaron diluciones seriadas 

hasta alcanzar una relación 1:16. De este modo procedimos a cuantificar y realizar los cálculos 

pertinentes para las inoculaciones [este procedimiento está descrito en el Procedimiento 

Operativo Estándar (POE) correspondiente, que hace parte de los protocolos elaborados para el 

Grupo de Investigación en Inmunotoxicología. Anexo D].  

2.2.4. Infección 

Se emplearon inóculos variables (1x10
6
,
 

2x10
6 

y 3x10
6
 parásitos promastigotes) de L. 

panamensis, los cuales  se llevaron a un volumen final de 200µL con solución salina fisiológica. 

Los parásitos se inocularon en los hámsteres con una jeringa (individual) de insulina (1mL) (BD 

NJ, USA), con aguja calibre 27G a nivel dorsal en la región lumbo-sacra del hámster vía 

intradérmica (lo que denominan en algunos trabajos “a nivel de la base de la cola”). Ver imagen 

2-1. Considerando que durante la infección también se realizó la identificación de cada animal a 

nivel de las orejas, se empleó un protocolo anestésico de ketamina (Imalgene 1000®) y xilazine 

(Rompun® 2%) vía intramuscular a las dosis recomendadas [86]. 
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Imagen 2-1. Proceso de infección de los hámsteres. 

                                              

A: Lugar de inoculación a nivel lumbo-sacro, vía intradérmica. B: Vesícula que se observa al realizar la 

inoculación de los animales, ésta desaparece a las pocas horas. C: Úlcera visible luego de 6 semanas a partir de 

la infección. 

2.2.5. Seguimiento  

Durante el proceso de infección, los animales fueron identificados con un número consecutivo 

único para cada individuo. Los pesos (en gramos) de cada animal se establecieron antes, durante 

y después de la infección, así como otras características reportadas para cada individuo 

asociadas con su condición corporal, actitud, membranas mucosas y características de la materia 

fecal. Los detalles del seguimiento se describen en el POE correspondiente a este ensayo, que 

hace parte de los protocolos experimentales del Grupo de Investigación en Inmunotoxicología 

(Ver adjunto, Anexo D).  

2.2.6. Ensayos Piloto 

2.2.6.1. Ensayo Piloto 1 

Se emplearon 6 animales, machos y hembras, de 3-4 semanas de edad, infectados con 1x10
6 
 

parásitos de L. panamensis. 

2.2.6.2. Ensayo Piloto 2 

Se emplearon 10 animales, machos y hembras, de 6-8 semanas de edad, infectados con 1x10
6 
 

parásitos de L. panamensis, 3 animales se dejaron como control de infección en este grupo. 

2.2.6.3. Ensayo Piloto 3 

Se emplearon 7 animales, machos y hembras, de 6-8 semanas de edad, infectados con 2x10
6 
 

parásitos de L. panamensis.  

2.2.6.4. Ensayo Piloto 4 

Se emplearon 7 animales, machos y hembras, de 6, 8, 10 semanas de edad, infectados con 3x10
6 
 

parásitos de L. panamensis.           

2.3. Resultados y discusión 

2.3.1. Ensayo Piloto 1 

En este grupo experimental no se presentaron úlceras, tampoco los hámsteres desarrollaron 

ningún tipo de lesión. No se encontraron parásitos provenientes del aspirado del sitio de la 

inoculación al ser coloreados con Giemsa (muestras tomadas a la quinta semana post-infección, 

momento en el que se deberían presentar las primeras lesiones, según lo reportado por Cazorla y 

colaboradores 2001 [8]). Los animales fueron seguidos durante seis semanas más, sin embargo 
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ninguno mostró signos adicionales asociados con la infección [actitud, membranas mucosas 

(color y humedad), frecuencia respiratoria, temperatura rectal y apariencia de la materia fecal].   

La no aparición de manifestaciones clínicas compatibles con leishmaniosis podría explicarse si 

consideramos que estos animales no habían superado la pubertad al momento de la infección, 

sugiriendo que el estatus hormonal puede condicionar la evolución de la enfermedad. Trabajos 

realizados por Travi y colaboradores (2002), proponen que los niveles hormonales en animales 

adultos pueden intervenir en el desarrollo de la enfermedad en hámsteres, se observó en dicho 

estudio, que los niveles de andrógenos podían determinar la severidad en el curso de la 

infección con L. panamensis en hámsteres machos y, experimentalmente en hembras tratadas 

con dichas hormonas. Este hallazgo se relacionó posiblemente con el efecto in vitro de los 

andrógenos sobre poblaciones de linfocitos T, los cuales en presencia de estas hormonas 

producen gran cantidad de IL-10 y menor de IFN- γ respecto a aquellas poblaciones no tratadas 

[76].  

2.3.2. Ensayo Piloto 2 

En estos animales la infección se realizó después de la pubertad, con un inóculo idéntico al 

empleado en el ensayo piloto 1. El seguimiento de este grupo experimental, se realizó por once 

semanas después de la infección, observando la presencia de nódulos a la quinta semana post-

infección. Sin embargo, no se presentaron úlceras y la aparición de los nódulos no se generó de 

manera uniforme en todos los animales, aspecto que limitaba la reproducibilidad esperada (más 

del 90% de los animales con lesiones de similares características). La presencia de parásitos en 

aspirados de la lesión fue detectada mediante tinción con Giemsa en 3 de los 7 animales 

infectados. 

En este grupo y a partir de la sexta semana post-infección se observaron diferencias 

significativas en relación con la variable peso, respecto a los animales no infectados. Ver Figura 

2-1. Con relación a este hallazgo, podemos sugerir que un evento aparentemente 

compartimentalizado (leishmaniosis cutánea localizada) pueda generar efectos con impacto 

sistémico. Más puntualmente evidenciamos que los animales infectados con L. panamensis en 

edad adulta presentaban menor ganancia de peso respecto a aquellos individuos no infectados. 

Eventos como este sólo habían sido descritos en leishmaniosis visceral en el modelo de Hámster 

Dorado [91], siendo los hallazgos de este trabajo arriba relacionados el primer reporte para 

leishmaniosis cutánea experimental, en este mismo modelo de infección con L. panamensis. 

Figura 2-1. Pesos de hámsteres infectados en edad adulta. 

 

Cambios en la variable peso de hámsteres adultos infectados con  1 x 106 millones de L. panamensis. En el eje x 

se observan las semanas post-infección, en el eje de y se observa el peso de los hámsteres expresado en gramos.  

Los datos se presentan como la desviación estándar de la media (MDE), los valores de p ≤ 0,05 se consideraron 

significativos. *** P <0.0001, ** P <0.005. Las diferencias se establecieron mediante una prueba t de Student. 
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2.3.3. Ensayo Piloto 3  
 

En este grupo de animales se presentaron resultados similares a los descritos en el ensayo piloto 

anterior, en relación con la generación de los nódulos iniciales (en 5 de los 6 animales 

infectados, entre semanas 5 y 6 post-infección), no obstante, durante las 11 semanas de estudio 

post-infección, sólo un animal macho presentó -a la semana 6- una lesión de 8mm de diámetro, 

la cual aumentó 5 mm más hasta el final de las observaciones. El que sólo un animal presentara 

las úlceras que deseábamos tratar no era el comportamiento esperado, pues se requería que cerca 

del 90% de individuos desarrollaran úlceras de tamaño similar, en tiempo similar. Referente a la 

variable peso, se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre los animales 

infectados y el control de no infectados. En relación con los demás parámetros clínicos 

monitoreados, no se observaron diferencias con relación a los valores estándar reportados. 

Al momento de realizar los aspirados, se observaron parásitos únicamente en la mitad de los 

animales infectados (n=3).  

 

2.3.4. Ensayo Piloto 4 
 

En este ensayo, los animales presentaron nódulos entre las semanas 4 y 5, desarrollándose  

úlceras en todos los animales infectados, entre las semanas 5 y 6 post-infección. Las lesiones, 

presentaron un tamaño total promedio de 10mm (DE ±3.2) de diámetro (la úlcera de 8mm de 

diámetro como promedio). 

 

El peso promedio de los animales fue significativamente diferente al de su control (*p <0.005), 

a partir de la semana 6 post-infección. Para los demás parámetros clínicos observados, no se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas durante las semanas de observación.  

Al realizar los aspirados a la semana 5 post-infección, se observaron parásitos en 5 de los 6 

animales, cuando improntas procedentes de las lesiones fueron coloreadas con Giemsa y 

valoradas por microscopía; un campo microscópico representativo del contenido de estos 

aspirados (macrófagos con amastigotes internalizados) se presenta en la Imagen 2-2.  

 

Los hallazgos encontrados en los animales infectados con el número de 3x10
6 

 parásitos de L. 

panamensis,  permitieron definir a esta carga parasitaria como el inóculo ideal (por la evolución 

uniforme presentada en más del 90% de los hámsteres infectados) a emplear en el ensayo 

definitivo (bajo el diseño experimental proyectado que se describirá en el capítulo 4), tendiente 

a estudiar el efecto farmacológico del antimoniato de meglumina reformulado en una película 

polimérica. 
 

Imagen 2-2. Aspirado de lesión teñido con Giemsa. 

 

Aspirado de úlcera de Hámster infectado con L. panamensis. La muestra tomada de uno de los animales 

infectados, evidencia una célula mononuclear con múltiples estructuras compatibles con amastigotes en su 

citoplasma. Cada línea de la guía en la imagen, equivale a 1µm. 

1000x 



 

 
 

 Elaboración y selección de la película polimérica 

 

3. Elaboración y selección de la película 

polimérica 

 

3.1. Películas poliméricas 

Una vez establecido el modelo animal sobre el cual íbamos a realizar la evaluación de los 

tratamientos, se procedió a seleccionar la película polimérica que se emplearía como sistema de 

liberación del antimoniato de meglumina. Las diferentes películas poliméricas fueron diseñadas 

por el Grupo de Investigación en Procesos de Transformación  de Materiales para la Industria 

Farmacéutica, del Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia.  

3.2. Metodología  

3.2.1. Elaboración 

En el desarrollo de la película polimérica se realizaron -como parte del trabajo de Tesis de 

Ariadna Pulido, y como parte de los ensayos del Químico Jhon Pinzón- evaluaciones de 

distintas variables características de películas poliméricas elaboradas a base de quitosán de 

diferentes pesos moleculares y otros polímeros como polivinilpirrolidona (PVP) y distintos 

solventes en porcentajes variables [102] (ver Tabla 3-1). No aportamos las especificaciones de 
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cada material, dado que el macroproyecto del cual hace parte este trabajo de tesis tiene dentro 

de sus compromisos una patente de innovación. 

3.2.2. Selección 

Para tomar la decisión acerca de la película que finalmente se iba a emplear, se tuvieron en 

cuenta diferentes resultados obtenidos de las pruebas de determinación de propiedades 

mecánicas, de transferencia de vapor, de índice de hinchamiento, de las pruebas de 

funcionalidad y caracterización morfológica de las películas poliméricas. En la Tabla 3-1 se 

observan las formulaciones evaluadas realizadas por Ariadna Pulido (Tesis de Maestría en 

Ciencias Farmacéuticas, Universidad Nacional de Colombia, 2012). 

En las pruebas de tensión para las diferentes películas poliméricas, se observó que aquellas que 

contenían ácido láctico no se rompían fácilmente, como sí sucedió con aquellas elaboradas con 

ácido acético. Por tanto, se consideró que aquellas películas preparadas con ácido láctico sufrían 

una deformación de tipo elástica y la posibilidad de ser deformadas con facilidad, lo cuál sería 

necesario para un tratamiento que se va a localizar a nivel de la piel.  

Junto con estos ensayos, y como parte de la Tesis de Maestría de Jennifer Gutiérrez (Maestría 

en Ciencias Farmacéuticas), se realizaron los estudios de citotoxicidad para los materiales que 

conformaron las diferentes películas, así como para las películas ya estructuradas, determinando 

así características, que fueron también criterio decisivo para la formulación final. 

Todo lo anterior llevó a seleccionar el polímero de quitosán de mediano peso molecular, 

disuelto en medio ácido, como base de la película cargada con antimoniato de meglumina, que 

sería empleada en las pruebas in vivo de este trabajo de tesis. Estas películas tuvieron un tamaño 

de 2x2cm, el cual fue calculado con base en el tamaño promedio de las lesiones (10x10mm) 

presentadas por los hámsteres infectados con L. panamensis. 

Tabla 3-1. Composición de películas poliméricas. 

Quitosán Solvente PVP 

Bajo Peso Molecular Ácido acético 0.1 y 0.2% 

Bajo Peso Molecular Ácido láctico 0.1 y 0.2% 

Mediano Peso Molecular Ácido acético 0.1 y 0.2% 

Mediano Peso Molecular Ácido láctico 0.1 y 0.2% 

Distintas formulaciones de los componentes de una película polimérica como sistema de entrega de 

ingredientes farmacéuticos activos. Combinaciones de polímeros, solventes y PVP, que se emplearon con el fin 

de determinar cuál resultaría en una película polimérica con las características apropiadas para el tratamiento 

de las úlceras cutáneas causadas por Leishmania. 

3.2.3. Prueba de bioadhesión en piel de hámsteres causadas por L. 

panamensis. 

Una vez seleccionada la película, era necesario evidenciar las características sobre la úlcera, a 

fin de establecer, entre otros, propiedades de contacto sobre esta piel lesionada, que además 

permitieran definir el tiempo de recambio de las mismas (aportando por ende en la 

determinación de la cantidad de ingrediente farmacéutico activo con el cual se cargaría la 

película, por unidad de tiempo). Por lo anterior y como parte de esta 
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tesis, se realizaron las pruebas de bioadhesión de las diferentes películas poliméricas 

desarrolladas por el Grupo de Transformación de Materiales para la Industria Farmacéutica, 

determinando así la capacidad de unión de cada una de estas, a piel sana y lesionada (en 

hámsteres infectados con L. panamensis a nivel de la piel de la “base de la cola”) [68, 103]. 

Estos ensayos se realizaron modificando la técnica descrita para la determinación de la cantidad 

de la formulación que permanece sobre un corte de piel previamente fijado en una lámina, 

semejando lo que sucedería al colocar la formulación sobre la lesión de piel [62, 103]. Dicha 

modificación, permitió la valoración directa en lesiones de piel in vivo. Para estos ensayos fue 

necesario realizar un protocolo de sedación en los hámsteres para la colocación de las películas 

poliméricas, el cual empleó xilazine (Rompun® 2%) a una dosis de 5mg/kg IM [104], debido a 

que implicaba hacer una depilación total del área, con el fin de que la película tuviese total 

contacto con la piel. En relación con la adhesión, evidenciamos que la película se mantenía 

apropiadamente unida a la piel ulcerada -debido a que dicha zona presentaba humedad- pero no 

a los bordes indurado de la misma,  por lo que para garantizar su permanencia en la lesión fue 

necesario emplear una solución  para hidratar la película y promover de este modo su unión al 

borde indurado de la lesión (que no está ulcerado). Las soluciones empleadas para la adhesión 

de las películas fueron PVP al 1 o 2% o solución salina fisiológica estéril (SSF). El tiempo final 

de permanencia de una película sobre la piel de los animales fue definido por el momento en el 

que los bordes de dicha película, se levantaban en su totalidad. 

Cada película de las señaladas en la columna de polímero de Tabla 3-1, fue estudiada a nivel de 

su bioadhesión en piel, dos veces en el tiempo, tanto en piel intacta como en la piel ulcerada, 

adheridas con PVP  al 1 o 2%, o con SSF.  

3.2.3.1. Diseño experimental 

Se realizó un estudio simple ciego, en el cual no se conocía la composición de las diferentes 

películas poliméricas que se iban a adherir a la piel de los hámsteres, para lo cual se les asignó 

una identificación alfa numérica (por parte de quienes las elaboraron). Se emplearon tanto 

machos como hembras con lesiones causadas por L. panamensis y sin lesiones, estos individuos 

fueron en su mayoría aquellos que se emplearon en los ensayos piloto para estandarización de la 

infección. Como variables se tuvieron en cuenta las soluciones para la adhesión de las películas 

poliméricas, la presencia/ausencia de movimiento en los animales (para lo cual era necesario 

realizar en algunos un protocolo anestésico el cual se describirá en líneas posteriores) y el 

contacto de la película con diferentes superficies. Como parámetro a observar se determinó el 

tiempo de permanencia de las diferentes películas a nivel de la piel (el cual se relacionó con la 

elasticidad observada para cada una de estas, así como de su grado de hidratación). 

3.3. Resultados y Discusión  

En los primeros ensayos se observó que el roce de la película con la cama de viruta de los 

animales llevaba a la caída inmediata de la misma, por lo cual se realizó cambió del material de 

la cama por tiras de papel craft, sin embargo, seguían siendo afectadas las películas por el efecto 

mecánico, llevando entonces a realizar los primeros ensayos con animales sedados mantenidos 

en cajas con la mínima cantidad de viruta y sin cubrir el polímero, para ver lo sucedido durante 

el tiempo, como se aprecia en las Imágenes 3-1 a 3-4.  

Se observó que la adhesión de las películas a nivel de la piel disminuyó en relación con la 

pérdida visible de humedad (brillo y textura) de las mismas, viendo este comportamiento de 

forma marcada en las películas que contenían en su composición ácido acético (entre las 2 a 5 

horas. Ver Imagen 3-1), mientras que para aquellas que contenían ácido láctico la pérdida 
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visible de la humedad no era tan notoria, y se apreciaba aproximadamente a las 12 horas 

posterior a su colocación. Ver Imágenes 3-2 y 3-3.  

Junto con los ensayos en animales sin movimiento se realizaron experimentos cubriendo el  

polímero con una gasa de dimensiones de 3x3cm, cubierta a su vez en todos los extremos por 

Micropore (CureBand® de ADHINTER S.A.) con el fin de evitar el roce de la película con las 

diferentes superficies del ambiente, así como para limitar que el rascado por parte de los 

animales interfiriera con el tiempo de duración de las mismas (pues algunos animales que 

despertaron de la  sedación, retiraron en su totalidad las películas mediante rascado o mordedura 

de las mismas). Los resultados obtenidos en relación con los animales en movimiento y la 

permanencia de la película sobre la piel fueron superiores a los vistos para los ensayos sin la 

colocación de la gasa, por tanto se determinó incluir esta protección en los experimentos del 

ensayo definitivo.  

Por otra parte, y respecto a las condiciones de humedad necesarias para que la película 

empleada mantuviera las propiedades indispensables para promover la curación de las lesiones, 

era importante saber si el nivel de condensación del agua a nivel del área lesionada pudiera 

favorecer la proliferación bacteriana a nivel de heridas abiertas; sobreinfecciones que hacen 

difícil el diagnóstico y limitan la cicatrización durante el tratamiento de la leishmaniosis 

cutánea. En el trabajo de la tesis de Ariadna Pulido se encontró que un justo balance a nivel de 

la humedad mediado por la película debe presentarse para que se generen las condiciones de 

intercambio y gasificación indispensables en los procesos de control del parásito y posterior 

cicatrización, así como para limitar la proliferación bacteriana. Específicamente, el quitosán de 

carácter hidrofóbico, en presencia del PVP que es hidrofílico, mejora la permeabilidad al vapor 

de agua [102], por tanto las propiedades de cobertura de la lesión por esta película polimérica 

evitarían en cierta medida la sobreinfección bacteriana.  

En cuanto a la solución para adhesión, no existieron diferencias entre aquellas pegadas con PVP 

al 1 o 2%, respecto a las adheridas con SSF, por tanto, y debido a los costos y facilidad para 

conseguir SSF estéril (pensando también en la futura adhesión en lesiones de pacientes) se 

decidió realizar durante todo el estudio la adhesión con esta solución.  

Tabla 3-2. Duración de las películas poliméricas sobre piel de hámsteres, sana y lesionada. 

Polímero   Solución para 

adhesión  

Duración  

QBA PVP 0.1%  PVP y SSF   18 horas-24 horas.  

QBA,PVP 0.2%  PVP y SSF  19 horas.  

QBA  PVP y SSF  19 horas.  

QBL PVP 0.1%  PVP y SSF  24-36 horas.   

QBL,PVP 0,2%  PVP y SSF  36 horas.  

QBL  PVP y SSF  36 horas.  

QMA, PVP 0.1%  PVP y SSF  19 horas.  

QMA, PVP 0.2%  PVP y SSF  24 horas.  

QMA  PVP y SSF  24 horas.  

QML,PVP 0,1%  PVP y SSF  48 horas.  

QML,PVP 0,2%  PVP y SSF  48 horas.  

QML  PVP y SSF  48 horas.  
Composición de las películas estudiadas en los ensayos de bioadhesión, a nivel de la piel sana y lesionada de 

hámsteres en y sin movimiento. QBA: quitosán de bajo peso molecular con ácido acético como solvente, QBL: 

quitosán de bajo peso  molecular con ácido láctico como solvente, QMA: quitosán de mediano peso molecular 

con ácido acético como solvente, QML: quitosán de mediano peso molecular con ácido láctico como solvente, 

PVP: polivinilpirrolidona al 1 y 2% y SSF: solución salina fisiológica estéril.
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Imagen 3-1. Película polimérica de QBA. 

 

Película polimérica a base de quitosán de bajo peso molecular con ácido acético como solvente, PVP 0.2%: 

polivinilpirrolidona al 0.2% dentro de la película. Se adhirió con ayuda de PVP: polivinilpirrolidona. 

 

Imagen 3-2. Película polimérica de QBL. 

 

Película polimérica a base de quitosán de bajo peso molecular con ácido láctico como solvente, PVP 0.2%: 

polivinilpirrolidona al 0.2% dentro de la película. Se adhirió con ayuda de PVP: polivinilpirrolidona. 

Lesión sin polímero 2 horas 4 horas 

8 horas 24 horas 

Lesión sin polímero 2 horas 4 horas 

8 horas 12 horas 18 horas 
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Imagen 3-3. Película polimérica de QML.  

 

Película a base de quitosán de mediano peso molecular con ácido láctico como solvente, PVP 0.2%: 

polivinilpirrolidona al 0.2% dentro de la película. Se adhirió con ayuda de PVP: polivinilpirrolidona 

 

 

Imagen 3-4. Película polimérica QMA. 

 

Película a base de quitosán de mediano peso molecular con ácido acético como solvente, PVP 0.2%: 

polivinilpirrolidona al 0.2% dentro de la película. Se adhirió con ayuda de PVP: polivinilpirrolidona 

Después de la selección de la película de QML y PVP, y basados en las anteriores 

observaciones se planteó hidratarla diariamente con 500µL de SSF, con el fin de determinar el 

posible incremento en su duración, obteniendo como resultado la permanencia aproximada de 

24 horas más a nivel de la piel (es decir, de 48 horas de adhesión pasaría a 72 horas de 

adhesión). 

Lesión sin polímero 2 horas 4 horas 

8 horas  24 horas 14 horas  

Lesión sin polímero 2 horas 4 horas 

8 horas 24 horas 48 horas 
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3.3.1. Determinación del tiempo de recambio de las películas 

poliméricas 

Para determinar el tiempo de recambio de la película seleccionada, se tuvieron en cuenta 

factores como el perfil de liberación del ingrediente farmacéutico activo  así como el tiempo de 

duración de las películas sobre la piel. El perfil de liberación fue determinado por Ariadna 

Pulido (2012) y gracias al trabajo del químico Jhon Pinzón. 

La liberación del ingrediente farmacéutico activo se determinó mediante el empleo in vitro de 

celdas de difusión de Franz de 15mL de capacidad, con membrana sintética de acetato de 

celulosa (para simular la piel). En este estudio se estableció que las películas cargadas con 

antimoniato de meglumina, independientemente de la concentración de ingrediente 

farmacéutico activo con la que fue cargada (4 o 16mg), liberaban el 60% del antimoniato de 

meglumina en 72 horas, lo cual semejaría en parte (para las películas cargadas con 16mg de 

antimoniato) la dosis entregada en la administración intralesional de la formulación 

convencional, cada tercer día (cerca de 9mg de antimoniato de meglumina) [98]. Con el 

desarrollo de las pruebas de bioadhesión sobre las lesiones, se determinó que el tiempo de 

duración de películas de quitosán de mediano peso disuelto en un solvente ácido (QML-PVP 

0,2%) humedecidas diariamente y cargadas con 16mg de antimoniato de meglumina, fue similar 

al del perfil de liberación in vitro del mismo ingrediente farmacéutico activo (aproximadamente 

72 horas), permitiendo establecer que cada 72 horas era el tiempo de recambio ideal a ser 

implementado en el desarrollo del ensayo definitivo. 

3.3.2. Proceso de adhesión del polímero 
Posteriormente, se determinó que la plena inmovilización del animal era la forma más adecuada 

para lograr adherir los polímeros correctamente con ayuda de SSF (aproximadamente 1mL por 

película fue suficiente para adherirlo). El proceso se observa en la Imagen 3-5. 

Imagen 3-5. Película polimérica sin antimoniato de meglumina. 

 

Se observa una de las películas control, entregadas por el Grupo de Investigación en Procesos de 

Transformación de Materiales para la Industria Farmacéutica, analizada en los ensayos in vivo. Se muestra en 

la secuencia el proceso de adhesión de las películas. A: Película a base de quitosán sin fármaco, B: Película a 

base de quitosán una vez se adhirió con ayuda de SSF y C: Gasa estéril con la cual se cubrió la película. 



  

 
 

 Eficacia Clínica 

 

4. Eficacia Clínica 

Con las condiciones ya definidas, pudimos partir entonces de un modelo de infección en Hámster 

Dorado con L. panamensis, reproducible y habiendo definido la película y sus condiciones de uso 

como sistema de liberación para el antimoniato de meglumina, proseguimos a realizar los ensayos 

correspondientes al ensayo definitivo que permitiera alcanzar los objetivos de esta tesis. En este 

capítulo presentamos los resultados relacionados con el objetivo específico número 1.  

4.1. Metodología 

4.1.1. Animales 

Para el ensayo definitivo, cuyo objetivo era valorar el efecto farmacológico (potencial leishmanicida 

de una formulación de antimoniato de meglumina en una película polimérica con base de quitosán), 

se emplearon 62 hámsteres dorados (Mesocricetus auratus) de 8 a 10 semanas de edad al momento 

de la infección, hembras y machos provenientes del Instituto Nacional de Salud de Colombia (INS), 

los cuales ingresaron a la semana 6 de edad a la unidad de Experimentación Animal del Grupo de 

Investigación en Inmunotoxicología, del Bioterio del Departamento de Farmacia, de la Facultad de 

Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia, para iniciar un periodo de cuarentena previo a su 

empleo. Estos individuos fueron distribuidos en cuatro bloques-parcelas, debido a características 

reproductivas de los animales que limitaron la entrega del número total de individuos en un mismo 

punto tiempo. Los animales se alojaron, uno a dos animales por caja, en un sistema microaislador 

“Sistema  One Cage 2100™ AllerZone™ Micro-Isolator™” con cajas de policarbonato, bajo 
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condiciones establecidas según lo señalado por el “National Research Council en la “Guide for the 

care and use of Laboratory Animals” del Institute for Laboratory Animal Resources (ILAR)”, y 

según lo dispuesto en la Ley colombiana 84 de 1989 “Estatuto Nacional de Protección de 

Animales” y la Resolución No 008430 de 1993 del Ministerio de Salud en su título V sobre “La 

investigación biomédica con animales”. La compra de este sistema y su manejo se establecieron 

durante el desarrollo de esta tesis. Los animales se mantuvieron en fotoperiodo de luz/oscuridad de 

12/12 horas cada uno, temperatura promedio de 21ºCelsius ± 4 ºCelsius, agua y alimento a voluntad 

(concentrado Rodentina® de Purina S.A.). 

Cada hámster fue identificado a nivel del pabellón auricular, al igual que la caja donde se alojó, y a 

partir del número consecutivo de historias para los ensayos “in vivo” del Grupo de Investigación en 

Inmunotoxicología, se inició el consecutivo para los animales de este estudio. 

4.1.2. Infección 

Cuatro semanas después de la inoculación de los animales con 3x10
6 

 promastigotes de L. 

panamensis, se presentaron las primeras lesiones cutáneas, las cuales luego de alcanzar un tamaño 

cercano a los 10 mm de ancho (diámetro transversal) por 10 mm de alto (diámetro sagital), 

permitieron el inicio de los tratamientos.  

4.1.3. Grupos de Tratamiento  

Los individuos dentro de cada bloque-parcela de estudio se asignaron de manera aleatoria a uno de 

los siguientes grupos de tratamiento: 

Tratamientos 

 Película polimérica con antimoniato de meglumina (PCA) (n=10). Hámsteres infectados 

con L. panamensis tratados con la película polimérica a nivel de la lesión/úlcera, cargada con 16mg 

del ingrediente farmacéutico activo (antimoniato de meglumina) y recambiándose cada 48 horas, 

por 20 días. En las gráficas correspondientes se representa este grupo con una línea verde continua, 

y en los demás gráficos por un recuadro verde de líneas verticales en su interior.   
 

 Película polimérica sin antimoniato de meglumina (PSA) (n=8). Hámsteres infectados con 

L. panamensis tratados con la película polimérica sin ingrediente farmacéutico activo (antimoniato 

de meglumina) a nivel de la lesión/úlcera, con recambio cada tercer día, durante 20 días. En las 

gráficas correspondientes se representa este grupo con una línea verde discontinua, y en los demás 

gráficos por un recuadro verde con cuadros verdes en su interior. 

 

 Antimoniato intramuscular (AIM) (n=10). Hámsteres infectados con L. panamensis tratados 

vía intramuscular con Albiventriz
®
 (antimoniato de meglumina) a dosis de 120mg/kg/por día/por 20 

días [en promedio 18mg Dosis total (DT)] [95]. En las gráficas correspondientes se representa este 

grupo con una línea azul continua, y en los demás gráficos por un recuadro azul de líneas verticales 

en su interior. 
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 Control de administración intramuscular con solución salina fisiológica (SSIM)  (n=8). 
Hámsteres infectados con L. panamensis tratados vía intramuscular con el volumen correspondiente 

del tratamiento intramuscular, pero con SSF durante el mismo tiempo que duró la administración de 

antimoniato de meglumina intramuscular. En las gráficas correspondientes se representa este grupo 

con una línea verde discontinua, y en los demás gráficos por un recuadro verde con recuadros azules 

en su interior. 

 

 Antimoniato intralesional (AIL) (n=8). Hámsteres infectados con L. panamensis tratados con 

Albiventriz
® (

9 mg DT antimoniato de meglumina) cada tercer día por 20 días. En las gráficas 

correspondientes se representa este grupo con una línea naranja continua, y en los demás gráficos 

por un recuadro naranja de líneas verticales en su interior.  

 

 Control de administración intralesional con solución salina fisiológica (SSIL) (n=8). 
Hámsteres infectados con L. panamensis tratados con el volumen correspondiente al tratamiento 

intralesional, pero con SSF, administrado cada tercer día, siguiendo el esquema del tratamiento con 

antimoniato de meglumina vía intralesional. . En las gráficas correspondientes se representa este 

grupo con una línea naranja discontinua, y en los demás gráficos por un recuadro de cuadros naranja 

en su interior.  

Controles de infección 

 Infectados no tratados (INT) (n=6). Hámsteres infectados con L. panamensis no tratados, a 

los cuales no les fue administrado ningún tipo de tratamiento. En las gráficas correspondientes se 

representa este grupo con una línea negra discontinua, y en los demás gráficos por un recuadro 

negro de cuadros negros en su interior.  

 

 No infectados (NI) (n=4). Hámsteres sin infectar con L. panamensis. En las gráficas 

correspondientes se representa este grupo con una línea café continua, y en los demás gráficos por 

un recuadro café de cuadros cafés en su interior.  

 

4.1.4. Tratamientos 

4.1.4.1. Película polimérica 

El polímero fue elaborado y suministrado gentilmente por el Grupo de Investigación en Procesos de 

Transformación de Materiales para la Industria, de la Universidad Nacional de Colombia. 

4.1.4.2. Albiventriz
®

 

El antimoniato de meglumina (Albiventriz
®
) fue gentilmente proporcionado por la empresa 

Arbofarma LTDA. 

4.1.5. Determinación de la dosis o concentración a emplear en los ensayos 

4.1.5.1. Tratamiento Intramuscular 

Son diferentes las variables asociadas a los reportes que encontramos para hámsteres tratados vía 

intramuscular con antimoniato de meglumina, con modificaciones también en el lugar de la 
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infección inicial en los animales. De otra parte, Travi y colaboradores (1993) reportan que la dosis 

de 60 mg/kg/20 días vía intramuscular  resultó útil en la resolución clínica y parasitológica en 

hámsteres infectados con L. panamensis, con un inóculo a nivel de la “base de la cola” de 5x10
6 

parásitos. Al emplear la dosis reportada de 60 mg/kg/20 días en ensayos piloto, no observamos 

mejoría de los animales, a pesar que incluso el inóculo empleado en nuestros protocolos fue menor 

al reportado. Por tanto, decidimos emplear la dosis de 120mg/kg/20 días [69, 95], que en estudios 

como el de Robledo y colaboradores (2012), indujo mejoría clínica y parasitológica entre el 80 y 

100 % de los animales infectados con L. amazonensis durante el periodo de observación (30  a 90 

días después de terminado el esquema de tratamiento). 

La dosis de antimoniato de meglumina que empleamos había sido reportada por Henao y 

colaboradores (2004), en donde generó reducción de la carga parasitaria así como mejoría clínica de 

las hámsteres hembra infectadas con 1x10
6 

parásitos promastigotes de L. panamensis (inoculadas a 

nivel intradérmico en la piel de miembros posteriores) [69]. 

 

4.1.5.2. Tratamiento Intralesional 

En el tratamiento intralesional la dosis administrada a nivel local tiende a ser menor a la empleada 

por las vías endovenosa e intramuscular. Como punto de partida, consideramos un estudio en el cual 

se administraron vía intralesional 4mg de antimoniato de meglumina en hámsteres infectados 

también con L. panamensis (5x10
6 
parásitos a nivel del cojinete plantar [98]), el régimen terapéutico 

empleado en ese estudio correspondió a una administración cada quinto día, con un total de cuatro 

administraciones. Sin embargo, en los ensayos realizados en animales infectados con L. panamensis 

en el Grupo de Investigación en Inmunotoxicología y tratados con este esquema, vía intralesional, 

no se observó clara mejoría de los animales tratados. Por ello tuvimos en cuenta otros reportes 

relacionados con la dosis de antimoniato de meglumina empleada por esta vía de administración. 

En general los reportes para humanos se encuentran en términos de volumen de antimoniato a ser 

administrado, sin embargo al hacer el cálculo de la dosis administrada, ésta varía entre 16,2mg a 

81mg por lesión, con administraciones que van de dos veces a la semana a una administración cada 

15 días [105].  

Por tanto, y debido a la escasa información que existe en cuanto a los regímenes de dosificación 

para la administración intralesional del medicamento en el modelo de hámster, se empleó una dosis 

menor a la que se administró vía intramuscular (aproximadamente de 18 mg), y superior a la 

administrada en el estudio mencionado (4mg). Finalmente, se emplearon 9mg de Albiventriz® 

(contenidos en un volumen final de 110µL). Esta fue la dosis administrada cada 72 horas, la cual 

además promovió una mejoría (clínica y parasitológica) significativa en un grupo de animales 

(piloto, datos no mostrados) sometidos a este tratamiento intralesional. 

4.1.5.3. Película polimérica 

Con base en la dosis que se había hallado eficaz para la administración intralesional con el 

antimoniato de meglumina (9mg), el grupo de Procesos de Transformación de Materiales para la 

Industria Farmacéutica elaboró películas poliméricas cargadas con este ingrediente farmacéutico 

activo, con una dimensión de 2x2cm, para ser colocadas sobre las lesiones infecciosas inducidas en 

los hámsteres. Cada película contenía alrededor de 16mg de antimoniato de meglumina, 

considerando que en los ensayos de liberación en celdas de Franz  (realizados previamente con estas 
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películas) se liberaba alrededor del 60% del ingrediente farmacéutico activo de cada película de 

2x2cm en un periodo de 72 horas (con lo cual se hizo necesario cargar la película con 16mg de 

antimoniato de meglumina, proyectando liberar 9mg durante las 72 horas de su permanencia sobre 

la lesión, antes del recambio). 

4.1.6. Diseño experimental  

Se realizó un ensayo por bloques- parcelas divididas. En total fueron 4 bloques los incluidos en este 

estudio, con un promedio de 15 animales cada uno, estos hámsteres fueron distribuidos de manera 

aleatoria a diferentes grupos, unos fueron aquellos infectados no tratados, otros los no infectados. 

Dentro de aquellos infectados, unos se asignaron al grupo de tratamiento con la película polimérica 

cargada con el antimoniato de meglumina y otros al grupo control de este, para ser tratados con la 

película polimérica sin cargar. Algunos animales infectados se asignaron a los grupos de 

tratamiento con antimoniato de meglumina en su formulación convencional y se asignaron a la 

administración intramuscular o intralesional según fuese el caso, para estos últimos grupos de 

tratamiento también, existían sus controles de administración hechos con solución salina. La 

distribución de los animales se realizó de tal manera que dentro de cada grupo de tratamiento (8 

grupos de tratamiento en total) se presentó igual número de machos y de hembras. 

4.1.7. Análisis estadístico 

El tamaño de la muestra (62 animales) se determinó con ayuda del sofware para cálculo de muestra 

de animales de laboratorio “Java applets for power and simple size” [106]. El procesamiento de los 

datos se realizó con ayuda del programa estadístico Graph pad Prism Version 5.00 (Graph Pad  

Software, USA).  El diseño del ensayo fue de parcelas divididas (4 parcelas o bloques), en donde un 

mismo conjunto de tratamientos se encontró en cada parcela-bloque. A cada uno de los individuos 

se les fijó un número consecutivo a su ingreso, posteriormente, con ayuda del Sofware Random 

Generator
®
 [107] se le asignó a cada número consecutivo un tratamiento de forma aleatoria, de 

igual manera para machos y hembras en cada parcela-bloque. A los datos con distribución normal, 

correspondientes al peso y a los parámetros paraclínicos, se les realizó un análisis de varianza 

ANOVA (de una o dos vías); como indicador de tendencia se empleó la media. Posteriormente para 

las múltiples comparaciones, se empleó la prueba pos hoc de Bonferroni. Para aquellos datos que no 

presentaron una distribución normal, correspondientes a los parámetros del índice de evolución de 

la lesión, así como del porcentaje de reducción de la lesión, se les aplicó la prueba estadística de 

Kruskal-Wallis, en donde para las comparaciones múltiples se realizó posteriormente la prueba de 

Dunn-Sidák.  

4.1.8. Seguimiento 

El seguimiento de la evolución de las infecciones y los tratamientos se realizó como se señala en el 

POE de Seguimiento clínico de Hámsteres Dorados (Mesocricetus auratus) infectados con L. 

panamensis, ver Anexo D, llevando a cabo, desde el momento de la inoculación de los animales 

hasta su sacrificio, observaciones diarias durante el suministro de alimento y agua. El seguimiento 

de las lesiones y pesaje de los animales se realizó una vez por semana (a las mismas horas), y se 

describirán mas adelante.  

4.1.8.1. Clínica 

Se determinó el estado clínico general de los animales por medio de la observación de signos 

clínicos (diarrea, deshidratación, alteraciones del comportamiento), como indicadores de efectos 
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adversos asociados a la administración del tratamiento, o producto de la infección. La eficacia 

clínica del tratamiento se evaluó mediante varios parámetros como el índice de evolución de las 

lesiones, el porcentaje de reducción de éstas y la clasificación clínica de las lesiones por grupo de 

tratamiento. Como indicadores de efectos secundarios adversos también se evaluaron parámetros 

hematológicos e histopatológicos una vez culminado el periodo experimental.  Junto con el estudio 

clínico macroscópico de las lesiones, se realizó estudio histopatológico para determinar el 

restablecimiento de la arquitectura cutánea una vez se finalizaron los tratamientos, junto con ese 

restablecimiento de la arquitectura cutánea al final del tratamiento. Evaluamos además con la 

muestra al sacrificio, si la presencia o no del parásito pudiera relacionarse con poblaciones 

inmunitarias infiltrantes de la dermis, esperando que en ausencia de estructuras parasitarias existiera 

a la vez restablecimiento de dichas poblaciones celulares. 

Lesiones 

 
 Índice de evolución de la lesión  

La determinación de la eficacia clínica de los tratamientos en las lesiones de los animales infectados 

se realizó mediante el cálculo de los índices de evolución de la lesión (IE). Los registros se 

efectuaron semanalmente, y se obtuvieron con ayuda de un calibrador digital; al mismo tiempo que 

se hicieron los registros de peso. Para el cálculo del IE se aplicó la fórmula que se muestra a 

continuación:     

 

Modificado de Osorio y colaboradores en el 2003 [93] 

Se calculó el área total de la lesión antes y durante cada tratamiento, siendo el área lesión el valor 

tomado durante cada observación/medición. 

El IE permitió evidenciar el progreso o control de la lesión entre grupos de tratamiento, teniendo 

como punto de partida las lesiones un valor de 1, en el cual un aumento correspondería al 

incremento en el tamaño de la lesión (asociado con proliferación parasitaria o inflamación), y 

valores por debajo de 1 indicativos de disminución en el tamaño de la lesión (posible 

control/eliminación de los parásitos de la lesión y/o restablecimiento a las condiciones basales de 

las poblaciones celulares infiltrantes).   

 Porcentaje de reducción de la lesión 

Se determinó para cada grupo experimental el porcentaje de reducción de las lesiones durante las 

semanas de tratamiento y aún después de su culminación (comparando las áreas de las lesiones). De 

esta forma, se apreció de manera más clara lo sucedido para cada individuo, en cada grupo de 

tratamiento. Los porcentajes determinados estuvieron entre 0 a 100%, siendo el 100% la máxima 

reducción de la lesión y 0% la ausencia de reducción de la lesión.  
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 Características clínicas de la lesión   

Se empleó la clasificación reportada por Robledo y colaboradores (2006) [48, 95], en donde: 

Definición clínica de cura: Caracterizada por la reepitelización total de la úlcera al momento del 

sacrificio, sin presencia de otras lesiones, cicatrización completa (del 100%), y desaparición total de 

la induración.  

Definición de mejoría clínica: Disminución de la induración, cercana al 50%. 

Definición sin mejoría clínica: Disminución de la induración menor al 50%, o aumento de la 

induración menor del 50%. 

Definición de falla clínica: Aumento mayor al 50% del área de la lesión, respecto al tamaño inicial.  

Recaída: Reactivación de alguna lesión después de que en algún momento del estudio habían 

presentado cura. 

4.1.8.2. Parámetros paraclínicos e Histopatología 

Hematología, Química Sanguínea e Histopatología 

Hematología: A partir de sangre completa, tomada al finalizar el estudio (animal por animal), se 

realizó cuadro hemático y química sanguínea para recuento de glóbulos blancos, recuento de 

glóbulos rojos, hematocrito, hemoglobina, proteínas séricas totales, creatinina, ALT, AST, FA y 

albúmina (lectura simple ciego por parte del laboratorio de Patología Clínica Veterinaria de la 

Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia). 

Las muestras se remitieron en mini tubos de tapa roja sin anticoagulante (Minicollect ®), y de tapa 

morada con ácido etilendiaminotetracético (EDTA) como anticoagulante. Con las muestras 

remitidas se realizó cuadro hemático y química sanguínea (mediante colorimetría y una cinética de 

actividad catalítica, según corresponda), respectivamente. En promedio se tomaron 1500 µL de 

sangre vía intracardiaca, para cada animal, con el fin de realizar estos análisis.  Con los resultados 

derivados de este estudio se proyectó determinar el posible efecto adverso del antimoniato de 

meglumina administrado bajo diferentes formulaciones y vías de administración para lo cual,  

conociendo que las formas trivalentes (SbIII) del antimonio están asociadas con la toxicidad 

hepática reportada para este medicamento, se esperaban variaciones en algunos parámetros, 

especialmente en transaminasas como la ALT y la AST, y en las proteínas plasmáticas totales (PPT) 

y en la albúmina (que pueden reflejar una alteración en la función normal del hígado). En cuanto a 

la toxicidad a nivel renal también reportada, tomamos como parámetro indicador el valor de la 

creatinina. 

Histopatología: Debido a que mediante el seguimiento de los parámetros clínicos de la lesión 

podíamos evidenciar efectos macroscópicos de los tratamientos, mas no el efecto microscópico 

sobre el restablecimiento de la arquitectura de la piel, fue indispensable la realización de 

histopatologías en la piel de todos los animales. Con estos análisis, junto con los hallazgos a nivel 

de la arquitectura del tejido cutáneo, esperábamos además obtener información sobre el 

restablecimiento de las poblaciones celulares que normalmente residen a nivel de la dermis, o 

aquellas que migran como consecuencia de la infección parasitaria, como indicadores tanto de la 

respuesta terapéutica como de la inmunopatología de la leishmaniosis (mediada por el tratamiento).
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Las biopsias de piel se tomaron al momento del sacrificio de los animales (30 días post-

tratamiento), junto con las biopsias de hígado, bazo y nódulos linfáticos poplíteos. En las biopsias 

de hígado y bazo pretendíamos observar posibles alteraciones (ampliamente documentadas) 

derivadas del tratamiento con antimoniato de meglumina (disponible en sangre luego de la 

administración intramuscular, y posiblemente con paso desde la piel, en los tratamientos locales-

intralesional o cedido desde la película). En cuanto a los nódulos poplíteos, se buscó en ellos 

estructuras compatibles con parásitos, evento potencialmente derivado de una migración parasitaria 

desde la lesión inicial, secundaria a un posible bajo control del tratamiento localizado y/o a 

mecanismos de patogenicidad propios del patógeno.  

Brevemente, las muestras se fijaron en formol tamponado al 10% buscando su deshidratación y se 

embebieron en parafina para realización de los cortes histológicos con un micrótomo para la tinción 

posterior con hematoxilina-eosina (lectura simple ciego por parte del laboratorio de Patología 

Veterinaria de la Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia de la Universidad Nacional de 

Colombia), los resultados se obtuvieron en términos de hallazgos leves, moderados o severos, y se 

les asignaron valores numéricos de 1, 2 y 3 respectivamente, con el fin de poder realizar el análisis 

estadístico de los resultados y su correspondiente diagramación. Cada uno de estos grados brindó 

una idea de la severidad de los cambios arquitectónicos, así como de la severidad en el infiltrado 

celular al final del estudio, para cada uno de los grupos experimentales de tratamiento.  

4.1.9. Consideraciones éticas 

El macroproyecto, del cual hace parte este trabajo de tesis, contó con el aval del comité de ética de 

la Facultad de Ciencias (Acta 5 del 11 de octubre de 2010). También se tuvo en cuenta la  

normativa establecida por la Ley 84 de 1989 “Estatuto Nacional de Protección de Animales” y la 

Resolución No 008430 de 1993 del Ministerio de Salud en su título V sobre “La investigación 

biomédica con animales”. Sin embargo, el proyecto de tesis fue aprobado también por el Comité de 

Ética de la Facultad de Ciencias mediante el Acta 02 del 11 de abril de 2011.Además, el cuidado y 

uso de los animales se direccionó por la Guía del Canadian Council on Animal Care (CCAC) 

“Guide to The Care and Use of Experimental Animals”, y del “Guide for the Care and use of 

Laboratory Animals” del Institute for Laboratory Animal Resources (ILAR)”. 

4.1.9.1. Criterios de punto final 

Los animales se sacrificaron al término del estudio con el fin de obtener las biopsias, muestras para 

cuadro hemático, química sanguínea, dilución límite e improntas.  Adicionalmente, en casos donde 

los animales presentaron antes del final del estudio, signos de dolor o sufrimiento, se procedió a 

realizar el sacrificio. 

Un descenso del peso corporal, correspondiente a los grados cuatro y cinco de la siguiente 

estratificación, se consideró  también como indicador para sacrificio del animal: 

1= descenso de peso menor al 5% 

 2= descenso del 6-10% 

3= 11-20% 

4= 21-25% 

5= mayor al 25%.
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4.1.9.2. Eutanasia 

Se realizó según lo recomendado por la Asociación Americana de Médicos Veterinarios (AVMA) 

“Guidelines on Eutanasia”, para asegurar que existiera el mínimo dolor y sufrimiento por parte de 

los animales antes de perder la conciencia durante el sacrificio. 

4.2. Resultados y Discusión  

4.2.1. Lesiones 

4.2.1.1. Índice de evolución de la lesión 

Esta medida indirecta, que determina el incremento o la disminución en el tamaño de la lesión, 

asociada o no con la presencia y/o proliferación parasitaria, fue calculada en todos los animales 

según su grupo de tratamiento y en puntos tiempo de observación definidos. En un primer análisis, 

y asumiendo que independiente del sexo de los animales, las respuestas serian similares, se 

graficaron y analizaron en conjunto los datos, como se observa en la Figura 4-1, sin embargo las 

diferencias significativas (*p≤ 0,05) encontradas a nivel de los IE de la lesión, nos condujeron a 

hacer análisis independientes de acuerdo al sexo y al tratamiento aplicado, como se observa en las 

Figuras 4-2 y 4-3. El análisis permitió establecer en qué tratamientos, para qué sexo y en qué 

momento de las observaciones estaban específicamente las diferencias.  

Figura 4-1. Índices de evolución (IE) de la lesión. 

 

Índice de evolución (IE) de la lesión. Se observa la tendencia a la disminución en el tamaño de las lesiones de los 

individuos tratados con la PCA, AIM y AIL (líneas continuas) para el final del estudio. *p≤0,05. En el eje de y se 

encuentran los valores del IE de la lesión, y en x las semanas de observación, la semana 5 corresponde a la 

observación previa a los tratamientos, las semanas 6, 7, 8 post-infección corresponden a las semanas de tratamiento 

y las semanas 10 y 12 corresponden a las observaciones post-tratamiento a los 15 y 30 días, respectivamente.
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Las diferencias estadísticamente significativas (*p≤0,05) entre los tratamientos se presentaron en su 

mayoría a partir de la segunda semana de tratamiento (la cual corresponde a la semana 7 en la 

Figura 4-1), y se mantuvieron así hasta el último día de observación, en donde específicamente los 

controles de tratamiento tuvieron mayores IE de las lesiones, respecto a las formulaciones 

administradas que contenían antimoniato de meglumina como ingrediente farmacéutico activo.  

Sin embargo, para el caso de la película polimérica con antimoniato de meglumina y su respectivo 

control, los mayores valores del IE de la lesión al inicio del tratamiento (semanas 6 y 7 de 

observación) estuvieron asociados con la formulación que contenía el ingrediente farmacéutico 

activo (animales tratados con PCA) y los menores para los tratados con la película sin activo (PSA).  

Lo anterior quizá, pudo relacionarse con la capacidad regeneradora de tejido que se ha descrito para 

el quitosán, capacidad que pudo afectarse por las variables adicionales con las que contaba el 

tratamiento con PCA, en el cual, además del quitosán como base de la película se encontraba el 

antimoniato de meglumina. Si bien luego de la tercera semana del tratamiento, la respuesta esperada 

se presentó también para el grupo de la película polimérica (menor IE de la lesión en los que tenían 

el antimoniato de meglumina y mayor en la película sin este activo), vale la pena determinar si: (i)  

antes de la tercera semana de tratamiento se generó un efecto no deseado secundario a la interacción 

entre quitosán, antimoniato de meglumina y quizá otros subproductos de la película, que pudieron 

promover una irritación del tejido expuesto (con aumento de los IE de la lesión respecto a su 

control), o si (ii) se exacerbó el proceso inflamatorio por depuración de los parásitos por efecto del 

antimoniato de meglumina y por la potencial actividad inmunomoduladora del quitosán (lo que 

promovería la migración de poblaciones celulares al tejido afectado).   

El comportamiento de los IE de las lesiones para el final del estudio presentó dos tendencias, una al 

incremento en el tamaño, como se vio para los grupos tratados con SSIM, SSIL e INT o un tamaño 

similar al de la lesión, al comienzo del estudio, como se observó en los animales tratados con PSA.  

El otro comportamiento evidenciado con el análisis de los resultados, es el de la disminución en los 

IE de las lesiones, para los tratamientos representados con líneas continuas en la Figura 4-1, que 

corresponden a los tratados con PCA, AIM y AIL, lo cual era de esperar si se considera que estos 

tratamientos contienen en su formulación antimoniato de meglumina.   

En resumen, los resultados indican que clínicamente la respuesta terapéutica con la película 

polimérica cargada con antimoniato de meglumina fue similar a la de las administraciones 

intramuscular e intralesional, con formulaciones compuestas por este mismo ingrediente 

farmacéutico activo. Se resalta que no se observaron diferencias entre los IE de las lesiones de los 

animales tratados con AIM y AIL, es decir, clínicamente ambos tratamientos mejoraron las 

lesiones. Cuando comparamos  la respuesta entre machos y hembras a nivel de sus IE de las 

lesiones, encontramos las diferencias más claras en el grupo de hembras, para las cuales se han 

descrito lesiones más homogéneas a nivel de la piel, después de la infección con parásitos 

Leishmania spp [76]. 
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Figura 4-2. Índices de evolución (IE) de la lesión en machos. 

 

Índice de evolución (IE) de la lesión, por grupos de tratamiento durante las diferentes semanas de estudio. Se 

observan los valores promedio, y la desviación estándar de la media (MDE). PCA: polímero con antimoniato de 

meglumina, PSA: polímero sin antimoniato, AIM: antimoniato intramuscular, AIL: antimoniato intralesional, 

SSIM: solución salina intramuscular, SSIL: solución salina intralesional, INT: animales infectados no tratados y 

NI: animales no infectados. 

 

Figura 4-3. Índices de evolución (IE) de la lesión en hembras. 

 

Índice de evolución (IE) de la lesión, por grupos de tratamiento durante las diferentes semanas de estudio. Se 

observan los valores promedio, y desviación estándar de la media (MDE). PCA: polímero con antimoniato de 

meglumina, PSA: polímero sin antimoniato, AIM: antimoniato intramuscular, AIL: antimoniato intralesional, 

SSIM: solución salina intramuscular, SSIL: solución salina intralesional, INT: animales infectados no tratados y 

NI: animales no infectados.
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4.2.1.2. Porcentajes de reducción 

Esta medida nos permitió analizar el efecto clínico de cada tratamiento, a nivel de la reducción de 

las lesiones durante el tiempo de observación, para cada individuo.  

Primero señalaremos las diferencias que se presentaron dentro de cada grupo de tratamiento de 

acuerdo al momento de observación. 

En el grupo de animales tratados con PCA, se observaron diferencias significativas entre las 

primeras dos semanas de tratamiento (semanas 6 y 7 postinfección) y las semanas 10 y 12 de 

observación después de finalizado el tratamiento (*p=0,05 respectivamente y ***p=0,0001), 

existiendo los mayores porcentajes de reducción en estas últimas observaciones.  

Esta reducción notoria se presentó en las hembras de forma clara. No existieron cambios 

significativos para los porcentajes de reducción de la lesión en los tratados con PSA. Para el grupo 

AIM se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre las primeras 2 semanas de 

tratamiento, y las lesiones de las semanas 10 y 12 (15 y 30 días después de finalizado el 

tratamiento) (***p=0,0001 y** p=0,01 respectivamente), tanto para machos como para hembras.  

El grupo de tratados con AIL mostró resultados similares a los encontrados para los grupos PCA y 

AIM, estando la diferencia en los porcentajes de reducción entre la primera semana de tratamiento y 

los 15 y 30 días después de finalizado el tratamiento, donde dichos porcentajes de reducción fueron 

mayores (*p=0,01 respectivamente y** p=0,003), específicamente para el grupo de las hembras. 

Lo anterior señala, que el inicio de la reducción en el tamaño de las lesiones se presentó en tiempos 

similares para los grupos PCA, AIM y AIL (reducciones significativas una vez habían finalizado los 

tratamientos), y que a pesar que el tratamiento con el polímero que contenía el ingrediente 

farmacéutico activo disminuyó más lentamente el tamaño de las lesiones [como se observa en la 

Figura 4-4 en B (observaciones de la tercera semana de tratamiento y de los 15 días post-

tratamiento) y en la Figura 4-1 de los IE de las lesiones (en la semana 8 post-infección)], el 

resultado final fue similar entre todos los individuos procedentes de estos tres grupos.  

Al parecer, las hembras respondieron mejor al tratamiento intralesional y transdérmico con el 

fármaco (con la película polimérica cargada con antimoniato de meglumina), lo que quizá pueda 

relacionarse con la mayor susceptibilidad que presentan los machos a la infección por L. 

panamensis, y por ende a su mayor dificultad para controlar la infección. 

 

 Comparación entre grupos de tratamiento y el tiempo de observación  

La diferencia entre los animales tratados con PSA y PCA se presentó de manera estadísticamente 

significativa a los días 15 y 30 post-tratamiento (***p=0,0001). No existieron diferencias 

estadísticamente significativas entre los controles de tratamiento (PSA, SSIM, SSIL y los INT). 

Los grupos de los machos tratados con PCA y AIM no mostraron diferencias significativas en el 

porcentaje de reducción de las lesiones durante todo el seguimiento, mientras que dentro del grupo 

de las hembras la diferencia en el porcentaje de reducción, asociada a estos dos tratamientos, se 

evidenció a la segunda semana de tratamiento, sin embargo, al final del tratamiento no existió 

diferencia (p≥0,05). De igual forma, los grupos de animales tratados con PCA y AIL se 

comportaron de manera similar hasta el final del estudio, excepto a la semana tres de tratamiento. 
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Figura 4-4. Porcentaje de reducción del tamaño de la lesión. 

 

Porcentajes de reducción del tamaño de la lesión, por grupo de tratamiento en hámsteres previamente infectados 

experimentalmente con L. panamensis. Los tiempos de observación 1, 2, 3 corresponden a semanas de tratamiento, 

y los 15 y 30 días son los días de observación una vez terminados los tratamientos. La línea horizontal que se 

observa dentro de cada gráfico, en los diferentes tiempos de observación, corresponde a la media de los valores 

establecidos. Los círculos rojos señalan en qué grupos se presentaron las mayores reducciones para el final del 

estudio.
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Figura 4-5. Porcentaje de reducción del tamaño de la lesión en machos. 

 

Porcentajes de reducción del tamaño de la lesión, por grupo de tratamientos en los hámsteres machos. Los tiempos 

de observación 1, 2, 3 corresponden a semanas de tratamiento, y los 15 y 30 días son los días de observación una 

vez terminados los tratamientos. La línea horizontal que se observa dentro de cada gráfico, en los diferentes 

tiempos de observación corresponde a la media de los valores. Los círculos rojos señalan los grupos en los que se 

presentaron las mayores reducciones, al final del estudio. 



  

 
 

48 Eficacia Clínica 

Figura 4-6: Porcentaje de reducción del tamaño de la lesión en hembras. 

 

Porcentajes de reducción del tamaño de la lesión, por grupo de tratamientos en los hámsteres hembras. Los 

tiempos de observación 1, 2, 3 corresponden a semanas de tratamiento, y los 15 y 30 días son los días de 

observación una vez terminados los tratamientos. La línea horizontal que se observa dentro de cada gráfico, en los 

diferentes tiempos de observación corresponde a la media de los valores. Los círculos rojos señalan en los grupos 

en los que se presentaron las mayores reducciones, al final del estudio. 
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4.2.1.3. Clasificación de la lesión 

Al analizar las lesiones de acuerdo con sus características clínicas al final del estudio, encontramos 

que los animales tratados con el polímero con antimoniato de meglumina (PCA) habían curado y 

mejorado cerca del 80% de los individuos, de manera similar al comportamiento que presentaron 

los individuos tratados con AIM y AIL, en donde entre un 60 a 80% de los individuos, tanto machos 

como hembras, se hallaban en las clasificaciones clínicas de mejor pronóstico, como cura y mejoría. 

(Figura 4-7). En este sentido, se observó que el tratamiento con el polímero cargado con 

antimoniato de meglumina semejó la respuesta terapéutica de los tratamientos con este mismo 

ingrediente farmacéutico activo administrado por vía intramuscular e intralesional, siendo 

importante resaltar que en este grupo de animales (tratados PCA), no se presentaron recaídas. 

Considerando que el tratamiento con PCA se realizó cada 72 horas y que su administración no es 

dolorosa, se encuentra una franca ventaja de esta forma farmacéutica, sobre la administración de la 

formulación convencional del antimoniato de meglumina por las vías intramuscular e intralesional 

(Ver imágenes de la 4-1 a 4-7).  

Los animales de los grupos tratados con SSF se encontraron en su mayoría distribuidos a nivel de 

respuesta terapéutica, en la falla clínica y sin mejoría, al igual que los animales infectados no 

tratados. En cuanto al 20% de las hembras tratadas con solución salina intramuscular que 

presentaron mejoría clínica (con reducción del tamaño de sus lesiones iniciales), podemos asociar 

esta reducción espontánea con la capacidad natural que tendrían algunos de los individuos 

infectados de autocontrolar la infección y limitar la enfermedad. Este resultado era de esperar en un 

bajo porcentaje de los hámsteres infectados con L. panamensis, lo cual sucedió de esta forma en 

nuestro grupo de animales. Ver Anexo E.  

Imagen 4-1. Hámster tratado con polímero con antimoniato de meglumina. 

 
Imagen representativa de un hámster macho del grupo tratado con PCA. A: Momento 0, a la infección, B: Primera 

semana post-infección, C: Segunda semana post-infección, D: Cuarta semana post-infección, E: Quinta semana 

post-infección, F: Sexta semana post-infección y semana de inicio del tratamiento, G: Octava semana post-

infección, y finalización del tratamiento, H: 15 días después de finalizado el tratamiento e I: 30 días después de 

finalizado el tratamiento, día de sacrificio.  
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Imagen 4-2. Hámster tratado con polímero sin antimoniato de meglumina 

 
Imagen representativa de un hámster macho del grupo tratado con PSA. A: Momento 0, a la infección, B: Primera 

semana post-infección, C: Segunda semana post-infección, D: Cuarta semana post-infección, E: Quinta semana 

post-infección, F: Sexta semana post-infección y semana de inicio del tratamiento, G: Octava semana post-

infección, y finalización del tratamiento, H: 15 días después de finalizado el tratamiento e I: 30 días después de 

finalizado el tratamiento, día de sacrificio.   

Imagen 4-3. Hámster tratado con antimoniato intramuscular. 

 

 
Imagen representativa de un hámster macho del grupo tratado con AIM. A: Momento 0, a la infección, B: Primera 

semana post-infección, C: Segunda semana post-infección, D: Cuarta semana post-infección, E: Quinta semana 

post-infección, F: Sexta semana post-infección y semana de inicio del tratamiento, G: Octava semana post-

infección, y finalización del tratamiento, H: 15 días después de finalizado el tratamiento e I: 30 días después de 

finalizado el tratamiento, día de sacrificio.  
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Imagen 4-4. Hámster tratado con antimoniato de meglumina intralesional. 

 

 

 

Imagen representativa de un hámster macho del grupo tratado con AIL. A: Momento 0, a la infección, B: Primera 

semana post-infección, C: Segunda semana post-infección, D: Cuarta semana post-infección, E: Quinta semana 

post-infección, F: Sexta semana post-infección y semana de inicio del tratamiento, G: Octava semana post-

infección, y finalización del tratamiento, H: 15 días después de finalizado el tratamiento e I: 30 días después de 

finalizado el tratamiento, día de sacrificio.   

 

Imagen 4-5. Hámster tratado con solución salina intramuscular. 

Imagen representativa de un hámster macho del grupo tratado con SSIM. A: Momento 0, a la infección, B: Primera 

semana post-infección, C: Segunda semana post-infección, D: Cuarta semana post-infección, E: Quinta semana post-

infección, F: Sexta semana post-infección y semana de inicio del tratamiento, G: Octava semana post-infección, y 

finalización del tratamiento, H: 15 días después de finalizado el tratamiento e I: 30 días después de finalizado el 

tratamiento, día de sacrificio. 
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Imagen 4-6. Hámster tratado con solución salina intralesional. 

 

 

Imagen representativa de un hámster macho del grupo tratado con SSIL. A: Momento 0, a la infección, B: Primera 

semana post-infección, C: Segunda semana post-infección, D: Cuarta semana post-infección, E: Quinta semana 

post-infección, F: Sexta semana post-infección y semana de inicio del tratamiento, G: Octava semana post-

infección, y finalización del tratamiento, H: 15 días después de finalizado el tratamiento e I: 30 días después de 

finalizado el tratamiento, día de sacrificio.   

Imagen 4-7. Hámster infectado no tratado. 

 

Imagen representativa de un hámster macho del grupo tratado con INT. A: Momento 0, a la infección, B: Primera 

semana post-infección, C: Segunda semana post-infección, D: Cuarta semana post-infección, E: Quinta semana 

post-infección, F: Sexta semana post-infección y semana de inicio del tratamiento, G: Octava semana post-

infección, y finalización del tratamiento, H: 15 días después de finalizado el tratamiento e I: 30 días después de 

finalizado el tratamiento, día de sacrificio.   



  

 
 

                                                         Figura 4-7 A. Características de la lesión en machos. 

 
 

                                                      Figura 4-7 B. Características de la lesión en hembras. 

 

Se reporta la clasificación clínica de las lesiones de los individuos, por tratamiento y sexo, a los 30 días de observación una vez finalizado el esquema terapéutico. Se observa que aquellos grupos 

que incluyeron la administración de tratamientos con antimoniato de meglumina como ingrediente farmacéutico activo (PCA, AIM y AIL)  presentaron distribución de cerca del 50% (o 

superior) de los individuos en las clasificaciones clínicas de mejor  pronóstico (cura y mejoría clínica). 
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        4.2.2. Parámetros clínicos 

4.2.2.1. Peso 

Se consideró este parámetro clínico como indicador del proceso infeccioso en todos los animales. 

Para ello, fue necesario corregir el peso para cada individuo mediante el empleo de un índice, en 

donde (PO) corresponde al peso observado en cada seguimiento, el cual se dividía por el peso 

inicial del animal (PI) al momento de la infección, señalando de este modo un incremento o una 

disminución, con valores superiores o inferiores a 1, respectivamente. 

 

Una vez se realizó el cálculo del índice de peso, durante todas las semanas para los animales de 

cada grupo de tratamiento, se aplicó una prueba ANOVA de  dos vías (peso-tiempo-tratamiento), y 

la prueba pos hoc de Bonferroni. A este nivel, no se detectaron diferencias significativas al 

comparar en conjunto pesos de machos y hembras y sus diferentes tratamientos (p>0,05). Al 

comparar por sexo los índices de peso se encontraron diferencias más marcadas en el grupo de los 

machos. También en este grupo se encontraron diferencias entre los animales infectados, respecto 

al grupo de animales sin infección (p<0,05) a los 30 días después de finalizado el tratamiento 

(semana 12 de observación). En resumen, los menores pesos estuvieron en los grupos de INT, 

SSIM, SSIL y tratados con PSA, y se encontraron por encima los promedios de los pesos de los 

animales pertenecientes a los grupos de PCA, AIM y AIL, como se observa en las Figuras 4-8 A. y 

4-8 B. Las diferencias estadísticamente significativas se presentaron desde la semana 5 post-

infección, también en las semanas 6, 7 y 8 (*p<0,05) entre los no infectados y los demás grupos, 

con lo cual se evidencia que fue mayor el peso final de los animales no infectados. Estos resultados 

fueron compatibles con lo encontrado en el ensayo de estandarización (piloto 2), en el cual, menor 

peso y menor ganancia de peso se encontró en el grupo de animales infectados, constituyéndose 

éste en el primer reporte que sugiere que la infección cutánea por L. panamensis (con el número de 

parásitos acá empleados para la inoculación a nivel intradérmico en la región lumbo-sacra) puede 

tener un impacto sistémico (representado en la reducción en el peso); efecto que hasta ahora sólo 

había sido descrito en el modelo de infección en hámster con especies del parásito con tropismo 

visceral. 

Para las hembras no se observaron diferencias estadísticamente significativas.  

4.2.2.2. Apariencia y comportamiento 

En cuanto a otras características como la actitud, se observó que durante todo el tiempo de estudio 

la mayoría de los animales permanecieron alerta y únicamente dos de los animales del grupo SSIL 

mostraron marcada depresión al finalizar el estudio (depresión manifiesta en la disminución del 

movimiento normal de los animales y la no agresividad a la manipulación), siendo éste un número 

de animales no significativo para el hallazgo. Tanto el color y humedad de las mucosas se 

presentaron normales para todos los animales al momento de realizar las observaciones Ver Imagen 

4-8.  

Respecto a otros aspectos clínicos, sólo un individuo del grupo tratado con AIM presentó materia 

fecal blanda al finalizar el estudio, a este animal se le realizaron pruebas parasitológicas y 

microbiológicas, que no denotaron anormalidades. Se observó piloerección en un 90% de los 
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animales infectados no tratados y tratados con solución salina intramuscular e intralesional; esta 

manifestación clínica pudo asociarse al progreso de la infección. 

Al momento de las observaciones se realizó toma de la temperatura (mediante un termómetro 

digital pediátrico), parámetro para el cual no se presentaron datos por fuera de lo reportado como 

normal (36° a 39°C). Las observaciones diarias evidenciaron consumo de agua y alimento dentro 

de los parámetros de normalidad, para todos los animales.  

Imagen 4-8. Color y humedad de mucosa 

 

  

La característica acá evidenciada hace parte de los parámetros normales, ésta se observó a nivel de la 

lengua de uno de los animales del grupo NI.  

 



 

 
 

Figura 4-8 A. Peso de los machos del estudio, durante las diferentes semanas de seguimiento 

 

 Las semanas 1, 2, 3, 4, 5 son las semanas postinfección, previas al tratamiento. Las semanas 6,7,8 son las de tratamiento y las semanas 10 y 12 son las posteriores al tratamiento, donde 

se realizaron las observaciones de los 15 y 30 días. 

Figura 4-8 B. Peso de las hembras del estudio, durante las diferentes semanas de seguimiento.  

 

Las semanas 1, 2, 3, 4, 5 son las semanas postinfección, previas al tratamiento. Las semanas 6,7,8 son las de tratamiento y las semanas 10 y 12 son las posteriores al tratamiento, donde 

se realizaron las observaciones de los 15 y 30 días.
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4.2.3. Parámetros paraclínicos 

Tuvimos en cuenta diferentes parámetros hematológicos y bioquímicos, con el fin de determinar 

posibles efectos adversos asociados con el antimoniato de meglumina. Los parámetros evaluados y 

las tendencias de los resultados por grupo de tratamiento, fueron graficados a fin de facilitar su 

análisis (Ver Figura 4-9). También se describieron los casos particulares para los individuos dentro de 

los diferentes grupos de tratamiento.  

4.2.3.1. Hematología y Química sanguínea 
 

De manera general se observaron alteraciones estadísticamente significativas en los machos para la 

población de neutrófilos (incremento), particularmente para aquellos individuos tratados con PSA, 

observándose para este mismo grupo también una tendencia al aumento en los leucocitos, así como 

para aquellos INT. En cuanto a los linfocitos, estos presentaron una disminución en los tratados con 

PSA, quizás en relación a la inversión de su relación normal en roedores respecto a los neutrófilos, la 

cual es de 3:1. En las hembras  no se presentaron alteraciones estadísticamente significativas a nivel 

del cuadro hemático. 

 

En cuanto a otros parámetros evaluados en sangre, se observó para los machos tratados con el PSA un 

aumento estadísticamente significativo de la FA, la cual se ha asociado con daño celular en órganos 

como el hígado. Junto con este hallazgo, se observó la tendencia al aumento de las enzimas hepáticas 

ALT y AST para los individuos tratados con PCA y AIM, en donde no se descarta un posible efecto 

adverso a nivel hepático por parte del SbIII, o de la combinación de éste con componentes de la 

película polimérica [69]. Por lo que es muy importante determinar si se ceden al medio componentes 

diferentes al fármaco (procedentes de la película), que sean responsables de la toxicidad evidenciada. 

En las hembras el comportamiento antes descrito no se observó, en ellas la tendencia al aumento en la 

AST se presentó únicamente en las tratadas con AIL y en las INT. También se presentó un aumento 

de la FA, para las tratadas con SSIL, evento que no logramos asociar ni con el ingrediente 

farmacéutico activo, ni con la infección.  

  

 Eritrocitos, hematocrito y hemoglobina 

Se realizó el cuadro hemático de los animales al final del estudio. Como se muestra en la Figura 4-9, 

los rangos de valores normales para hematocrito (HTO) fueron de 48.5 y 55.3%  tanto para machos 

como para hembras, de hemoglobina entre 15.6 -18 g/dL para machos y 16.4 -19.2 g/dL para hembras 

[108].  

No se encontraron cambios en los valores promedio para el recuento de eritrocitos en los machos 

tratados con PCA, AIM y AIL respecto a lo reportado como normal, que varía entre 6.1 a 8.9 x 10
6
 

cel/µL. En los gráficos de la Figura 4-9, los rangos normales (para cada parámetro evaluado) 

reportados en la literatura para hámsteres, se representan por líneas horizontales negras continuas, 

mientras que aquellas líneas discontinuas representan variaciones en el rango de valores (superiores o 

inferiores) según lo obtenido para el grupo de NI, que sería el control interno de normalidad de los 

animales incluidos en nuestro estudio. Los individuos tratados con SSIM, SSIL y aquellos INT no 

presentaron alteraciones significativas en el recuento de eritrocitos. Existió un porcentaje de 

individuos bajo (20%) en los tratados con SSIL que presentó hemoconcentración (11.14 x 10
6
 

cel/µL), de manera similar, en los INT donde un porcentaje del 33.3%  presentó  hemoconcentración 

(10.59 x 10
6
 cel/µL). Este aumento de eritrocitos sin aumento del hematocrito, pudo presentarse 

como consecuencia de procesos estresantes para el individuo [109]. En el grupo de SSIM el 75% de 

las 
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muestras se coagularon, sin embargo con el porcentaje restante se pudieron realizar las 

determinaciones, encontrando valores normales para los glóbulos rojos. 

En las hembras todos los valores promedio para el recuento de eritrocitos y para el HTO estuvieron 

dentro de lo reportado como normal (con valores de eritrocitos entre 5.5 y 8.5 x 10
6
 cel/µL. Sólo en 

algunas de las tratadas con PCA (que en las gráficas representan aquellos fuera del promedio) se 

presentó un leve aumento en el recuento de glóbulos rojos, sin ninguna otra alteración en el HTO y en 

la hemoglobina, evento que se pudo relacionar con la policitemia  por estrés [110], la cual también se 

presentó en las hembras INT (33.3% con policitemia, 9.2 x 10
6
 cel/µL).  

Todas las hembras del grupo de los animales NI, presentaron valores normales respecto a lo reportado 

en la literatura. 

Los hallazgos antes mencionados señalan que, ni la infección ni el tratamiento indujeron cambios 

estadísticamente significativos en la población de células rojas, como tampoco en el HTO y ni en la 

hemoglobina, es decir no existió anemia de ningún tipo, descartando toxicidad de los tratamientos a 

nivel de la línea roja.  

 Leucocitos: 

Los valores  reportados como normales para leucocitos en machos están entre los 6.310- 8.310 cel/µL 

y entre 7.100 -10.100 cel/µL para hembras. Para los neutrófilos segmentados, el valor normal en 

machos reportado esta entre los 24% y los 46%, mientras que para las hembras está entre 28.1% y 

50.5%. Los linfocitos están en rangos de normalidad que van de 42% a 72% y en hembras de 39% a 

69%. Los monocitos en machos muestran valores normales entre 1.7% y 3.3% reportados, y se acepta 

el 0% por ser lo presentado por nuestro control, para las hembras, se reportan valores entre 1.4% y 

3.4% [108].  

Analizando en detalle nuestros resultados, los machos tratados PCA presentaron en promedio valores 

cercanos al rango normal reportado para leucocitos, con algunos individuos fuera de la normalidad 

sin significancia estadística. 

En los machos tratados con PSA se observó una tendencia a la leucocitosis en el 75% de los 

individuos, con valores de 11.110, 14.150 y 15.000 cel/µL, con incremento estadísticamente 

significativo *p≤0.05 en el porcentaje de neutrófilos, se evidenció un aumento para todos los 

individuos con valores entre 50.54 y 60% y presentaron leve linfopenia con un valor de 36% . La 

alteración en el recuento de linfocitos pudo explicarse por una inversión en la relación entre linfocitos 

y neutrófilos, la cual, normalmente en hámsteres es de 3:1, y que frente a aumentos de una de las dos 

poblaciones, en este caso neutrófilos, el valor de linfocitos tiende a ser menor.  

Para la interpretación de la situación anterior, se tuvo en cuenta que a la toma de las muestras los 

hámsteres ya no se encontraban en un proceso infeccioso agudo, por tanto la causa de su aumento 

podría relacionarse con otros eventos, como un proceso inflamatorio crónico, con mayor número de 

segmentados y pocas o nulas bandas. Este proceso también explicaría la monocitosis, debido a que en 

cronicidad, como la presentada en las lesiones cutáneas por Leishmania, pueden existir formaciones 

granulomatosas o necrosis tisular con fagocitosis de material, y usualmente esta población de 

mononucleares se podría encontrar aumentada[42]. 

En los animales tratados con AIM el valor promedio de leucocitos estuvo dentro de los valores 

normales, mientras que para el grupo de los animales tratados con AIL se evidenció leucocitosis 

(*p≤0.05) respecto a los valores normales, con un 75% de individuos que presentaron valores de 

8.550, 9.350 y 10.400cel/µL. El resultado antes descrito fue comparable con el encontrado en los 
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INT, con leucocitosis en el 33.3% de los individuos con un valor de 17.050 cel/µL, con neutrofilia, 

explicándose las alteraciones en los blancos posiblemente derivadas del proceso infeccioso. En otros 

individuos de este grupo se presentó leucopenia con valores de 5.250 y 5.550 cel/µL, con predominio 

de neutrófilos en un individuo que además mostró una linfopenia marcada del 20%. 

Algunos parámetros en los animales no infectados presentaron valores dentro de lo reportado en la 

literatura como normal y en ciertos casos presentaron valores fuera de este rango, lo cual se tuvo en 

cuenta para el análisis de los resultados de los diferentes grupos de tratamiento (y se grafica con la 

línea horizontal discontinua en la Figura 4-9.  

En cuanto a las hembras, de manera general, y como se observa en la Figura 4-9, no existieron 

comportamientos estadísticamente significativos para los promedios de los datos. Sin embargo 

resaltamos que aquellas tratadas con PCA, presentaron recuentos normales en un 40%, mientras que 

el 75% de las tratadas con PSA presentaron un valor normal en el recuento de leucocitos. Si bien el 

60% de las tratadas con PCA presentaron anormalidades en recuento de leucocitos, dichos valores se 

asociaron de igual manera a leucocitosis o leucopenia, por lo que no pudimos encontrar una 

asociación  clara con aumento o disminución de los glóbulos blancos derivada de la infección o del 

tratamiento 

Aquellas INT presentaron leucopenia en un 33,3% (7,000 cel/µL), con valores normales de 

neutrófilos entre 47% y 43% y normales de linfocitos entre 47% y 54%. La presentación de 

leucopenia [como se vio en el grupo de animales infectados no tratados (INT)], pudo asociarse con la 

infección, al igual que otros hallazgos como la leucocitosis con neutrofilia, con un 75% de animales 

que presentaron leucocitosis. 

 Proteínas plasmáticas totales, albúmina AST, ALT y FA 

Los valores  normales de proteínas plasmáticas totales (PPT) para machos oscilan entre los 5.8 y 7 

g/dL, y para hembras entre 5.1 y 6.7 g/dL. Los valores de albúmina en machos  y hembras van desde 

los 26.8 a los 31.2 mg/dl [108]. El rango de AST en machos va de 8.7 a 85.3 U/L y en hembras de 

20.5 a 65.5 U/L. Los valores reportados para ALT machos están entre los 8 y 68.1 U/L, y para 

hembras entre 29 y 69 U/L [108].  

Los resultados de AST y ALT son indicadores de daño a nivel hepático, pues se liberan desde los 

hepatocitos después de verse lesionados. También se encuentran en corazón, células de músculo 

esquelético y eritrocitos. De estas dos enzimas, ALT se encuentra en mayor parte a nivel hepático, 

por lo cual se consideraría más específica que la AST, como indicador de lesión de este órgano. Los 

resultados de estos análisis se compilaron y se observan en la Figura 4-9. En cuanto a la FA, el rango 

de valores reportado es de 104 a 138 U/L para machos, y de 121 a 165 U/L para hembras. 

Un 40% de los machos tratados con PCA presentaron aumento de la AST, con valores de 120 y 

155U/L, mientras que un 30% presentaron aumento de la ALT, con valores entre 76 y 100 U/L. En la 

Figura 4-9, se observa la tendencia al aumento de las enzimas hepáticas en este grupo de animales, 

por lo cual no se descarta un posible efecto tóxico a nivel hepático, bien sea por parte del antimoniato 

de meglumina, del polímero o sus componentes, o la combinación de los dos, sin alteraciones 

estadísticamente significativas en el recuento de proteínas plasmáticas totales y albúmina. En el grupo 

de animales tratados con PSA, los valores promedio de PPT para los machos estuvieron en el rango 

de normalidad. Todos los animales presentaron hipoalbuminemia, con valores entre 19.4 y 25.9 

mg/dl, presentándose la hipoalbuminemia esta alteración en casos de daño hepático. De los machos, 

un 50% presentó aumento de ALT, con valores de 69 y 81 U/L. En nuestro estudio, para los machos 

se detectó un aumento significativo de FA en el grupo de PSA con valores cercanos a los 146 U/L.
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Un 60% de los animales del grupo tratado con AIM presentó hipoproteinemia de 5.2; 5.4 y 5.6 g/dL e 

hipoalbuminemia con valores de 23.1 a 26.3g/dL. 40% presentaron aumento de la AST con valor de 

154 U/L, y 100% aumento de ALT, con valores entre 82 y 97U/L, con valores promedio dentro de lo 

normal, y sólo un individuo de manera aislada presentó menor valor de FA, quizás también  

relacionado con toxicidad a nivel hepático causada por el antimoniato de meglumina, lo cual ha sido 

reportado [53]. 

Un 60% de los animales tratados con AIL presentaron hipoproteinemia de 5.2 y 5.4 g/dL e 

hipoalbuminemia con valores de 25 y 26.3mg/dL. No se presentó aumento de AST, sin embargo dos 

animales presentaron  aumento de ALT, con valores de 88 y 103 U/L, con un nivel promedio normal 

de FA, quizás relacionado también con el antimoniato de meglumina, siendo el aumento de la ALT 

un indicador más fiable respecto a la AST, en cuanto al daño a nivel hepático. No existieron 

alteraciones significativas en los controles con SSF. 

 

En los INT se presentó hipoproteinemia en el 33.3%, con un valor de 5,4 g/dL, y un incremento de la 

FA con un valor cercano a 177 U/L y para la AST en el 66.6% de los individuos se encontró un 

aumento con valores entre 98 y 120 U/L.  

En las hembras sólo se encontró hipoproteinemia en el grupo INT, en donde un 33,3% presentó 

como valor 5mg/dL. Un 40%de las tratadas con PCA  presentaron un aumento para AST con valores 

entre 85 y 103 U/L y 90 y 110 U/L para ALT, este hallazgo de aumento en ambas enzimas 

relacionadas con la función hepática pudo explicarse, al igual que en los machos, por un posible 

efecto tóxico de la combinación de componentes de la película polimérica con antimoniato de 

meglumina. 

En las tratadas con PSA, el 50% presentaron hipoalbuminemia y aumento de la AST, también en el 

50%, con valores entre 72 a 122 U/L y de ALT con valores entre 80 a 106 U/L, para lo cual como se 

citó antes, sería necesario determinar si existe algún componente de la película que esté pasando a 

tejido y que en cierto grado logre llegar a sangre. Las tratadas con AIM, presentaron aumento de la 

AST con valores de 89 y 110U/L de AST, sin existir incremento para la ALT.  

En las tratadas con AIL se observó aumento de AST en un 75% de las hembras y de ALT en un 50% 

con valores entre 71 a 186 U/L y 72 a 152 U/L, respectivamente. En este caso, la tendencia al 

incremento para ambas enzimas hepáticas pudo relacionarse con efectos asociados al antimoniato de 

meglumina. Sin embargo el resultado es contradictorio, pues se esperaría que el paso del activo a 

sangre fuera menor (por el tránsito a través de la piel), y que por ende los niveles en circulación y su 

potencial inductor de daño a tejidos como el hepático fuese menor comparado con lo encontrado 

cuando el antimoniato de meglumina es administrado por vía intramuscular que conllevaría a mayor 

disponibilidad/toxicidad sistémica, no obstante en el grupo de tratadas con AIM esta tendencia no fue 

clara. 

El grupo de hembras tratadas con SSIM 75% presentó aumento de la AST, con valores entre 72 y 129 

U/L. Este resultado restaría relevancia a la potencial toxicidad del antimoniato de meglumina (solo o 

con los componentes de la película), pues el incremento en la AST como marcador de daño hepático 

en este grupo sugiere que factores ajenos al tratamiento (quizá la infección o el ambiente de los 

animales) pudieran ser los responsables de este aumento, por tanto importante tener en cuenta los 

resultados de la ALT. 
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En las INT, el 66% presentó hipoalbuminemia con valores entre 23,5 y 24 mg/dL, mientras que el 

33% de las hembras presentaron leve aumento de AST, con valor de 99U/L. En cuanto a la FA, los 

datos resultaron menores a lo reportado en el 66,6% de las hembras, con valores de 85 y 120 U/L. 

 Creatinina 

Los valores de creatinina en machos varían entre 0 y 114 mmoles/L, mientras que para las hembras 

oscila entre 30.94 y 57.46 mmoles/L. Los valores para la creatinina en los machos incluidos en los 

distintos grupos experimentales estuvieron dentro de valores normales. En las hembras tratadas con 

PSA, PCA, AIM, AIL, SSIM, SSIL e INT, se presentaron niveles de creatinina por encima de lo 

normal en algunos casos aislados, mientras que el promedio de los valores se encontró dentro de lo 

reportado como normal.  

Figura 4-9: Hematología y química sanguínea por sexo 
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Valor promedio de los resultados de los analitos bioquímicos monitoreados. En el eje de x, la 

característica evaluada, y en el eje de y, la unidad en la que se mide el analito. *p≤0,05. PPT: proteínas 

séricas totales, AST: aspartato aminotransferasa, ALT: alanino aminotransferasa, FA: fosfatasa alcalina. 

4.2.4. Histopatología 

Debido a que los parámetros clínicos de las lesiones hasta acá evaluados sólo señalaban el efecto de 

cada uno de los tratamientos, en términos de alteraciones macroscópicas era importante además el 

determinar a nivel microscópico, si se presentaba un restablecimiento de la microarquitectura de la 

piel, la cual podía alterarse/perderse durante un proceso inflamatorio, dependiente a su vez de la 

severidad del infiltrado celular y del tipo de mediadores celulares liberados.  

 Piel:  

Cuando se presenta una úlcera esta puede afectar epidermis, dermis y en algunos casos hipodermis, 

(cuya curación termina generalmente en una cicatriz).  Frente a la infección por Leishmania, son 

múltiples los cambios que se generan a nivel de la piel dependiendo del proceso infeccioso, y, en este 

caso, de los tratamientos que procuren la eliminación del parásito y que generen un pronto 

restablecimiento de la arquitectura normal del tejido.  

Cambios Arquitectónicos e Infiltrado Celular 

En la infección por Leishmania se ha evidenciado que la infiltración de diferentes poblaciones 

celulares conlleva a la destrucción de la arquitectura normal de la piel. También, que el daño tisular 

se genera en su mayoría por el proceso inflamatorio frente al parásito, modulado principalmente por 

los macrófagos infectados, presentándose en ocasiones necrosis de la dermis y posteriormente 

ulceración [111].  
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La destrucción del tejido ha sido asociada con la secreción de citoquinas como IFN- γ y con la 

presencia de células citolíticas como CD8 y NK. Mientras el hospedero responde frente a la infección 

con el parásito, la epidermis se vuelve hipertrófica, con proliferación de queratinocitos a nivel de la 

epidermis basal [111].   

En piel sana, las poblaciones de células inmunitarias incluyen monocitos, macrófagos, neutrófilos, 

células dendríticas (células de Langerhans), queratinocitos, y linfocitos CD4.  Cuando se presentan 

las úlceras, éstas se acompañan usualmente con granulomas dérmicos, con una infiltración 

prominente de linfocitos y macrófagos activados (epitelioides), abundantes linfocitos CD4; los 

neutrófilos que se encuentran cerca de los queratinocitos son los responsables de su destrucción y la 

subsecuente aparición de la úlcera; se ha visto que los neutrófilos pueden estar involucrados tanto en 

la protección como en el desarrollo de la enfermedad cutánea [111]. 

La cura y eliminación de parásitos del tejido, a su vez, se ha correlacionado con la presencia en su 

mayoría de células de inflamación crónica, más que con las presentes en inflamación aguda, como 

neutrófilos, eosinófilos y macrófagos activados  [111], sin embargo, después del proceso de 

eliminación del parásito se espera se cause la reparación tisular, con restablecimiento de las diferentes 

poblaciones celulares hasta niveles basales.  

Epidermis y Dermis 

Diversos cambios a nivel histopatológico pueden ocurrir en la piel a consecuencia de la infección 

parasitaria y/o del tratamiento administrado. Dentro de dichas modificaciones ocurridas en la piel, y  

encontradas en los cortes histopatológicos de los individuos de cada uno de los grupos 

experimentales está la hiperqueratosis, que corresponde al aumento en el espesor de la capa córnea de 

la piel.  

Figura 4-10.  Hiperqueratosis en epidermis. 

 

Hallazgos en relación al aumento de la capa externa de la piel. HPO: hiperqueratosis ortoqueratótica, 

HPP: hiperqueratosis paraqueratótica. PCA: polímero con antimoniato de meglumina, PSA: polímero 

sin antimoniato de meglumina, AIM: antimoniato de meglumina intramsucular, AIL: antimoniato de 

meglumina intralesional, SSIM: solución salina intramuscular, SSIL: solución salina intralesional, INT: 

infectados no tratados y NI: no infectados. El grado de severidad se muestra con valores de 1 a 3, siendo1 

un hallazgo leve, 2 moderado y 3 severo. La prueba estadística empleada fue ANOVA de una vía, con 

una prueba pos hoc de Bonferroni. La significancia estadística se presentó con valores menores a p˂0,05. 
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En individuos de todos los grupos encontramos hiperqueratosis ortoqueratótica leve, incluidos 

aquellos no infectados, por lo cual no se puede concluir que este hallazgo se deba a uno de los 

tratamientos administrados.  En los grupos de tratamiento con PSA, SSIL y los INT se presentó 

además la hiperqueratosis paraqueratotica, que estando en úlceras crónicas, se puede asociar con un 

proceso alterado de queratinización (reparación) o mala cicatrización [112].  

La hiperqueratosis puede ser de dos tipos, una ortoqueratótica, con aumento de espesor de la capa 

córnea y una queratinización normal, o una hiperqueratosis paraqueratótica, que incluye el aumento 

del espesor de la capa córnea, con una queratinización anormal, en la que se pueden encontrar 

núcleos picnóticos con una capa córnea eosinófila, consecuencia de una maduración defectuosa por 

un recambio acelerado, recambio que parece fue acelerado por los tratados con PSA,SSIM e INT 

[112].  

En cuanto a la ulceración, ésta se presentó en los grupos de PSA, AIL, SSIM, SSIL y en los INT, lo 

cual coincidió con los hallazgos macroscópicos descritos previamente para las lesiones. Como se 

observa en la Figura 4-11, en la mayor parte de los grupos que ulceraron, dicha lesión se presentó 

únicamente a nivel de la epidermis, siendo leve el hallazgo de ulceración para los tratados con AIL, y 

moderados a severos para los otros grupos que mostraron ulceración. En el caso de la epidermis, 

únicamente individuos tratados con SSF presentaron ulceración moderada y severa. En la fase 

ulcerativa de la infección, posterior a la fase activa, se describe un incremento en la severidad del 

infiltrado de linfocitos B y células plasmáticas dérmicas, así como la presencia de cuerpos de 

“Russel”, indicadores de la producción de inmunoglobulinas [42], se acompaña también de 

sobreregulación de algunas citoquinas como IL-10, TNF-α e IFN- γ [111]. Se resalta que, el 

incremento de inmunoglobulinas y específicamente de las subclases IgG2 e IgG4 [43] en 

leishmaniosis, resultan de mal pronóstico en la progresión de la enfermedad. 

Figura 4-11. Ulceración en epidermis y dermis.  

 

Hallazgos en relación a la presencia de pérdida de continuidad (ulceración) de la epidermis (Epidermis 

E), y de la dermis (Dermis D).  PSA: Polímero sin fármaco, AIL: antimoniato intralesional, SSIM: 

solución salina intramuscular, SSIL: solución salina intralesional y en los INT: infectados no tratados. El 

nivel de significancia estadística empleado fue de p˂0,05. 

En el grupo de animales tratados con PSA, se observó la presencia de hiperplasia leve,  

relacionándose con el alcance de la epidermis durante el proceso infeccioso [42] y no se relaciona con 
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buen pronóstico, debido a que se ha descrito en lesiones crónicas que no curan (asociado a dermis) la 

producción de altos niveles de IL-10 e IL-4 [111]. La presencia de necrosis leve en la dermis de 

algunos animales tratados PSA, junto con la presencia de ulceración, y de un infiltrado severo 

compuesto por linfocitos, macrófagos, plasmáticas, histiocitos, y en menor medida, neutrófilos, 

eosinófilos y escasas células gigantes multinucleadas, se asocia con el proceso crónico de la 

infección, sin resolución de las lesiones (no existió mejoría clínica, se presentó falla clínica y una 

recaída) y con presencia de parásitos (que se describirá en el Capítulo V). Un individuo presentó  

cuerpos de “Russel”, coincidiendo este hallazgo con presentación clínica de recaída. 

Como parte de las poblaciones celulares que en dermis podemos encontrar después del proceso 

infeccioso se encuentran los denominados cuerpos de “Russel”, que son inclusiones homogéneas, 

redondeadas y eosinofílicas, dentro de células plasmáticas, que se producen por la acumulación de 

inmunoglobulinas recién sintetizadas en el retículo endoplásmico rugoso; la presencia de cuerpos de 

“Russel” se asocia con procesos inflamatorios crónicos. Se ha descrito que la producción de 

inmunoglobulinas, especialmente del tipo IgG, subtipos 2 y 4  se asocian a una deficiente resolución 

clínica y parasitológica de la leishmaniosis cutánea (En la Figura  4-11, se señala la imagen de células 

plasmáticas a nivel de dermis). Los valores promedio de severidad fueron menores para aquellos 

grupos de animales donde se administró antimoniato de meglumina (en la formulación con película 

polimérica y en la inyectable). En el grupo tratado con PCA, el hallazgo predominante a nivel de la 

epidermis fue la hiperqueratosis ortoqueratótica, sin evidenciarse algún otro cambio arquitectónico 

importante. El infiltrado predominante fue de tipo mononuclear, con predominio de linfocitos, 

macrófagos y células plasmáticas, sin embargo, en general este grupo presentó menor severidad en 

los hallazgos del infiltrado (siendo en casi todos los casos de tipo leve), lo cual junto con los 

resultados que se presentarán en relación a la carga parasitaria en el Capítulo 5, señalan una mejoría 

notoria en gran parte de los animales de este grupo, con descenso gradual de macrófagos y parásitos 

como se describe en los casos de curación inmunopatológica de la lesión cutánea por Leishmania 

[111], acompañada de un infiltrado menor de histiocitos, escasos neutrófilos, eosinófilos y células 

gigantes multinucleadas (epitelioides). El infiltrado se caracterizó por ser en su mayoría difuso, 

seguido de infiltrado multifocal y granulomatoso.      

En la fase de curación de la lesión cutánea por Leishmania se ha descrito el proceso de reepitelización 

y proliferación a nivel de epidermis; en dermis, se puede observar un descenso gradual de macrófagos 

y parásitos, en algunos casos fibrosis dérmica, células epitelioides y granulomas, acompañado por 

producción de IL-12, TNF-α e IFN- γ [111]. 

Acorde con lo anterior, la evolución que presentaron los animales del grupo PCA en cuanto a 

características inmunopatológicas, así como de arquitectura tisular, se relaciona con los hallazgos 

macroscópicos de las lesiones, en donde la mayoría de los individuos de este grupo llegaron a la 

mejoría clínica, seguidos de individuos que curaron. Cabe resaltar, y en relación con lo reportado en 

la literatura [93], que en ninguno de los animales de este grupo se reportó presencia de cuerpos de 

“Russel” que, como ya hemos descrito, se asocian con mal pronóstico frente a la infección por 

leishmanias causantes del cuadro clínico cutáneo. Adicionalmente, se encontró que un individuo 

presentó proliferación de tejido conectivo (fase de proliferación del proceso de cicatrización de una 

herida) en este mismo grupo de tratamiento, la cual se relaciona con la curación de las lesiones, en 

donde existe producción de colágeno y metaloproteinasas que permiten la conexión de la matriz de 

tejido y así la reparación tisular [111].  

Los hámsteres del grupo tratado AIM, presentaron un infiltrado en su mayoría de tipo mononuclear, 

que varió en severidad, con predominio de linfocitos, células plasmáticas y en menor grado de 

macrófagos e histiocitos. También se presentó en baja proporción, infiltrado de polimorfonucleares 

neutrófilos, eosinófilos y escasas células gigantes multinucleadas. Al comparar el infiltrado (su 
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presencia y severidad) con los hallazgos macroscópicos de las lesiones, se observó que aquellos 

individuos en los cuales existió cura, el infiltrado fue leve o no existió, mientras que aquellos que 

clínicamente presentaron recaída, tuvieron un infiltrado mayor de neutrófilos, o presencia de células 

plasmáticas con cuerpos de “Russel”.  

En el caso de los hámsteres infectados y tratados con AIL, los hallazgos anormales en la arquitectura 

del tejido, como necrosis de la dermis y ulceración de la epidermis, se presentaron en aquellos 

animales con recaída y mejoría clínica, respectivamente. Los animales con cura clínica presentaron 

los infiltrados celulares de menor severidad, incluso con total ausencia de infiltrado en uno de los 

animales. En la dermis de los individuos que presentaron recidivas, se observaron células 

plasmáticas, coincidiendo con algunos de los hallazgos patológicos descritos, para las lesiones 

crónicas por Leishmania[111].  

En los animales controles tratados con SSIM, microscópicamente se detectaron ulceraciones a nivel 

de la epidermis e hipodermis (para aquellos individuos que presentaron falla clínica), adicionalmente, 

y como se mencionó en párrafos anteriores, una inadecuada queratinización con paraqueratosis se vio 

en estos animales de falla clínica. En cuanto al  infiltrado celular, este fue severo en la mayoría de los 

animales, como se observa en las Figuras 4-11, con presencia de linfocitos, células plasmáticas, 

macrófagos, neutrófilos, y en menor medida plasmáticas con cuerpos de “Russel” y eosinófilos. La 

severidad de los hallazgos en dermis coincidió con los hallazgos clínicos, en donde únicamente se 

presentaron animales con falla clínica y sin mejoría clínica, en este grupo de individuos, ninguno de 

los animales curó en algún momento del estudio.  

Los hámsteres del grupo de animales tratados con SSIL presentaron también ulceración en epidermis 

y dermis con un infiltrado severo de linfocitos, células plasmáticas, macrófagos, histiocitos y cuerpos 

de “Russel”; con menor severidad se presentaron neutrófilos, eosinófilos y células gigantes. Los 

hallazgos en la severidad del infiltrado descrito para este grupo de animales coinciden con lo 

evidenciado macroscópicamente en la lesiones, en donde presentaron falla clínica o no mejoría. 

Adicionalmente, en aquellos animales  que presentaron falla clínica, se encontró el infiltrado de 

mayor severidad para los cuerpos de “Russel”.  

El grupo de animales INT se comportó de manera similar a lo encontrado en los grupos tratados con 

solución salina, con presencia de ulceración en epidermis y dermis, infiltrado severo de linfocitos, 

plasmáticas, macrófagos, leve de neutrófilos, eosinófilos, con escasos histiocitos. Los individuos de 

este grupo presentaron en su mayoría falla y ausencia de mejoría clínica, con un individuo que 

presentó recidiva con presencia de cuerpos de “Russel”.Aunque en la Figura 4-11  (Células 

plasmáticas) se observa que la severidad en el infiltrado es menor respecto a la de otros grupos, estos 

animales también presentaron hallazgos moderados y leves para ese infiltrado, es decir que todos los 

individuos de este grupo presentaron en mayor o menor grado células plasmáticas.  

Los últimos tres grupos presentan hallazgos relacionados con cronicidad de la patología, sin mejoría 

macro ni microscópica en la mayoría de casos, lo cual al compararse con los grupos de tratamiento 

que contenían el ingrediente farmacéutico activo en su formulación, evidenciaron la eficacia (en este 

caso clínica) de dichos tratamientos (PCA,AIM,AIL). Siendo el tratamiento de PCA comparable a 

sus controles de administración AIM y AIL, teniendo en cuenta los hallazgos clínicos e 

histopatológicos.  

En cuanto al infiltrado de células como macrófagos e histiocitos, se observó que aquellos en donde se 

presentó mayor severidad también existió mayor número de parásitos viables (como se verá en el 

capítulo V). En el caso del infiltrado de macrófagos, los hallazgos de mayor severidad coincidieron 

con aquellos grupos de animales en los que se observaron parásitos (capitulo V). 
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Figuras 4-12. Infiltrado de diferentes poblaciones celulares a nivel tisular según grado de severidad. 

 

 

Hallazgos en relación con el infiltrado celular para los diferentes grupos de tratamiento a nivel de la dermis. PCA: 

polímero con antimoniato de meglumina, PSA: polímero sin antimoniato de meglumina, AIM: antimoniato de 

meglumina intramuscular, AIL: antimoniato de meglumina intralesional, SSIM: solución salina intramuscular, 

SSIL: solución salina intralesional, INT: infectados no tratados y NI: no infectados. La significancia estadística se 

presenta con valores de p≤0,05*. Valores de cero, significan que no se reportó infiltrado del tipo celular al que 

corresponda la figura de acuerdo al tratamiento, p ˂0,01**. Se observa de manera general, que para las diferentes 

poblaciones celulares existió una tendencia a la disminución de la severidad en el infiltrado, llegando para 

tratamientos como PCA, AIM y AIL casi hasta los niveles celulares basales reportados para los NI, estos hallazgos se 

muestran de los círculos rojos. 
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 Hígado: 

Los cambios histopatológicos reportados a nivel de hígado incluyeron parénquima hepático, y la 

cápsula del órgano. En cuanto a los hallazgos a nivel de la cápsula, se observó infiltrado inflamatorio, 

particularmente de tipo mononuclear en un individuo del grupo tratado AIM, hallazgo que coincidió 

con la recidiva clínica, junto con la presentación cutánea de gran cantidad de células plasmáticas y 

cuerpos de “Russel”. Por lo anterior, y debido a la susceptibilidad mostrada por ese individuo, no se 

descarta la presencia en circulación de parásitos, siendo difícil determinar si hubo una infección a 

nivel del hígado, debido a la ausencia de granulomas; se destaca que para L. panamensis son raros los 

casos de visceralización [84, 113]. 

A nivel del parénquima, el infiltrado encontrado en la mayoría de los individuos fue de tipo 

mononuclear, con presencia de algunos linfocitos, histiocitos y macrófagos, pero sin mostrar claras 

diferencias entre grupos (Ver Imagen 4-9). Este infiltrado también se presentó, aunque en menor 

medida, en el parénquima de los animales no infectados, sin presencia de infiltrado celular a nivel de 

cápsula.  

En cuanto a otros hallazgos arquitectónicos, se observó necrosis de hepatocitos con diferente patrón, 

siendo severa en uno de los individuos tratados con AIM, AIL y PSA. Los animales que presentaron 

necrosis hepática, a su vez, presentaron valores más elevados de ALT, explicándose este daño por la 

toxicidad hepática descrita para el Sb III, la cual no se descarta haya influido en los hallazgos 

histopatológicos, siendo menos probable el proceso infeccioso como causa de estas alteraciones.  

 

Para el caso del tratamiento con la película polimérica, se observó en los ensayos realizados por 

Jennifer Gutiérrez 2013, en su Tesis de Maestría, que el ácido láctico tiene un efecto tóxico sobre 

cultivos celulares (fibroblastos, macrófagos), por tanto, no se descarta que residuos de este solvente 

en las películas  hayan alcanzado otros tejidos (de pasar a la sangre), puesto que en los tratados con el 

polímero cargado con el ingrediente farmacéutico activo se presentó también aumento de la ALT, a 

pesar de no observarse necrosis a nivel de las histopatologías. Si bien se pudieron observar tendencias 

al incremento en enzimas como la AST, no fue posible discriminar en este estudio los efectos 

causados únicamente por la infección, de aquellos derivados del tratamiento, más aún cuando niveles 

incrementados de la ALT, se detectaron en algunos animales incluidos en los grupos controles 

negativos (sin infección y/o sin tratamiento).  

 

 Bazo: 

Dentro de las características arquitectónicas descritas a nivel del bazo, se observó depleción linfoide 

en las zonas B y T de manera uniforme para todos los grupos. En cuanto a los hallazgos a nivel del 

bazo relacionados con inflamación, se observó esplenitis aguda (presencia de neutrófilos) leve en 

animales de los grupos PSA, PCA, SSIM, SSIL y en los INT, y leve a moderada en animales del 

grupo AIM. Debido a  la presencia de esplenitis en los grupos control, este hallazgo se pudo atribuir 

al mismo proceso infeccioso, posiblemente por migración sanguínea de algunos parásitos.  

 Nódulo linfático poplíteo:  

En cuanto a la arquitectura se reportó depleción linfoide. Se observó mayor severidad de este 

hallazgo en los animales tratados con PSA, seguido de los tratados con SSIM, SSIL, e INT, y en un 

solo individuo de los tratados con PCA relacionándose quizá con la presencia de parásitos a nivel de 

macrófagos del nódulo linfático. El único caso donde se presentó depleción linfoide (leve), en 

ausencia de estructuras parasitarias, correspondió al grupo de los animales tratados con AIM. 
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Imagen 4-9. Histopatologías de algunos tejidos. 

 
Imágenes en aumento de 400x de cortes histopatológicos teñidos con hematoxilina y eosina. En A: 

Dermis, con presencia de estructuras parasitarias. B: Pulpa blanca del bazo con depleción linfoide. C: 

Infiltrado mononuclear a nivel hepático.  
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5. Eficacia Parasitológica                                                                          

Contando hasta éste punto con la evaluación clínica, paraclínica e histopatológica de los animales, era 

fundamental conocer la eficacia leishmanicida del tratamiento con la película polimérica cargada con 

antimoniato de meglumina, respecto a la administración de la formulación convencional del mismo 

ingrediente farmacéutico activo administrado vía intramuscular e intralesional. Se debe resaltar que la 

respuesta y evolución clínica representan en los estudios preclínicos in vivo el punto final de las 

evaluaciones de potenciales antileishmaniales, por tanto los resultados del análisis parasitológico que 

se presentarán en este capítulo, constituyen un punto de valoración que no siempre se realiza en la 

evaluación de nuevas alternativas de tratamiento para la leishmaniosis cutánea en el modelo de 

hámster dorado. 

5.1. Metodología 

La eficacia en el proceso de depuración del parásito secundaria a la administración de los diferentes 

tratamientos se determinó 30 días después de finalizar el esquema terapéutico. La evaluación se 

realizó de manera semicuantitativa, por medio de los análisis histopatológicos a partir de biopsias de 

piel, hígado y bazo, mediante la tinción de improntas de las lesiones o piel sana (del sitio donde se 

presentó la úlcera tratada) tomadas al momento del sacrificio y por medio de ensayos de dilución 

límite a partir de muestras tomadas de la zona de la lesión.  

5.1.1. Evaluación histopatológica 

A partir de los cortes histopatológicos de piel, hígado y bazo (tomados como se describió en el 

capítulo anterior de todos los animales al momento del sacrificio) teñidos con hematoxilina-eosina se 
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realizó determinación microscópica de la presencia de parásitos en diferentes campos microscópicos. 

Por una parte, se encontraba el reporte de la presencia o ausencia de estructuras compatibles con 

parásitos entregado por el Laboratorio de Patología Veterinaria, sin embargo, esta información no nos 

permitía contar con datos semicuantitativos. Para superar este inconveniente empleamos el software 

procesador de imagen ImagenJ®, utilizando las láminas entregadas por el laboratorio, y 

estandarizando durante el desarrollo de esta tesis la metodología para obtener los valores 

semicuantitativos que denotaran la presencia de estructuras parasitarias. Más en detalle, tales 

estructuras compatibles con parásitos fueron contadas a un aumento de 400x bajo microscopio de luz 

(Nikon Eclipse E 6000) en no menos de 10 campos observados de aquel corte de tejido.  

Con esta herramienta determinamos el número de parásitos promedio de acuerdo a la severidad de los 

hallazgos, siendo cero la ausencia de estructuras compatibles con parásitos, uno o leve la presencia de 

1 a 30 estructuras, dos o moderado de 31 a 60 estructuras, y tres o severo un número de estructuras 

superior a 60.  

 

5.1.2. Improntas de las lesiones 

Junto con el examen parasitológico hecho a nivel de las histopatologías, y debido a la dificultad que 

representaba la observación y conteo de dichas estructuras, realizamos la determinación de la 

presencia de parásitos a nivel de improntas de piel sana (de haber curado) o lesionada, de todos los 

animales por grupo de tratamiento, así como del hígado y del bazo, para posteriormente ser teñidas 

con Giemsa y observadas al microscopio de luz.  

Brevemente, a partir del tejido lesionado o del lugar donde existió la lesión (de haber curado), se 

tomó una impronta sobre una lámina portaobjetos, la cual se fijó con metanol al 100%, se dejó secar a 

temperatura ambiente, y posteriormente  se coloreó con Giemsa (Chemi) al 20%  (diluido en solución 

tampón) por 25 minutos. Pasado este tiempo, se lavó la lámina y se dejó secar a temperatura ambiente 

previo a su lectura. Las láminas fueron observadas en microscopio de luz a diferentes aumentos [3].  

La determinación del total de células parasitadas a nivel de la piel se realizó en 100 células, 

igualmente, a este número de células parasitadas se les determinó el índice parasítico, el cual señala el 

número promedio de parásitos amastigotes presentes en el interior de las células, y que empleamos 

como un parámetro relevante para evidenciar actividad leishmanicida de los tratamientos. 

Con las observaciones a nivel de bazo e hígado, pretendíamos determinar presencia o ausencia de 

estructuras parasitarias, en caso que el parásito hubiese migrado y visceralizado.  

5.1.3. Dilución límite 
 

Debido a que la determinación de estructuras parasitarias por histopatología y por tinción de 

improntas señalaba la presencia de éstas, mas no de su viabilidad, realizamos ensayos de dilución 

límite a partir de muestras de piel lesionada o sana (de haber curado) procedentes de los diferentes 

animales, basados en metodología reportada por Taswel y colaboradores [101].  

 

Brevemente, se tomaron de cada animal aproximadamente 150µg de tejido del borde indurado de la 

lesión de los animales que aún la presentaban al momento del sacrificio, o de la zona donde estuvo la 

lesión, para el caso de los animales que curaron. Este tejido se homogenizó en medio RPMI1640 el 

cual se centrifugó por 5 minutos a 1500rpm. Posteriormente, en un pozo de una caja de 96 pozos 

(Techno Plastic Products AG, Suiza) se colocaron 240 µL del pellet, a partir del cual se realizaron 
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diluciones seriadas 1:2 con medio  RPMI1640 suplementado con suero fetal bovino y glutamina al 

1%. Estas diluciones se llevaron a incubar a 26° Celsius, monitoreando diariamente, a partir de la 

primera semana la aparición de estructuras móviles (bajo microscopio de luz), las cuales 

corresponderían a promastigotes de Leishmania. La determinación de la viabilidad cuantificada 

indirectamente se realizó mediante el empleo de resazurina, en donde su reducción (por parte de los 

parásitos) a resorufina dió como resultado un compuesto fluorescente de color rosa; esta 

fluorescencia se pudo determinar con ayuda de un lector de placas Tecan GENios Microplate Reader 

(Tecan, Austria), con una excitación a 535nm y emisión a 590nm, Sofware Magellan Versión 4.0 

(Tecan, Austria). Brevemente, se preparó una solución de resazurina en medio RPMI1640, a una 

concentración de 132µM, de la cual se tomaron 50µL y se adicionaron a cada pozo, para un volumen 

final de 170µL, a una concentración de resazurina de 44 µM. Transcurridas 24 horas se llevó la placa 

al lector Tecan, en donde se obtuvieron las unidades arbitrarias de fluorescencia para las diferentes 

diluciones. Los resultados se muestran como los parásitos por mg de tejido (piel), lo cual se calcula  

de la siguiente manera: número de parásitos por gramo de tejido homogenizado = (Recíproco de la 

última dilución positiva * factor de dilución) dividido por el peso del tejido homogenizado. 

 

5.1.4. Análisis estadístico 

Para comparar los resultados de las improntas, junto con los datos de severidad en la presencia de 

parásitos por histopatología, se empleó la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, y la prueba de 

comparaciones múltiples de Dunn-Sidák. El sofware empleado fue Graph pad  Prism Version 5.00 

(Graph Pad  Software, USA). La correlación entre la presencia de parásitos y el tamaño de la lesión 

se realizó mediante el Test de correlación de Spearman. La significancia en los resultados se 

determinó con una *p≤ 0,05. 

5.2. Resultados y Discusión 

5.2.1. Histopatología 

A nivel de los cortes de hígado y bazo no se observaron estructuras compatibles con parásitos de 

Leishmania, solamente en la piel se observaron dichas estructuras cuyos hallazgos se describen a 

continuación: 

5.2.1.1 .Parásitos libres  

 

Se observó diferencia significativa entre los individuos pertenecientes al grupo INT y los tratados con 
PCA (p=0,001***), con AIL (*p˂0,05) y AIM, pero no entre los INT y los demás grupos de 

tratamiento.  

 

Al comparar los resultados que denotan presencia de parásitos libres en el grupo de animales tratados 
con AIM respecto a su control con SSIM, se presentaron diferencias significativas (* p˂0,05), al 

igual que en el grupo de tratados con AIL respecto a su control tratado con SSIL (* p˂0,05). Al 

comparar el grupo tratado con el PSA y el grupo PCA, la diferencia a este nivel fue marcada 

(p=0,001***). 

 

Al comparar los datos entre el grupo PCA de polímero con antimoniato, respecto a los grupos 

tratados con AIL y no se presentaron diferencias estadísticamente significativas. Entre los tratados 

con antimoniato intramuscular e intralesional tampoco existió diferencia significativa (p=0,3). Los 

resultados se resumen en la Figura 5-1.  
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5.2.1.2. Parásitos en células del sistema fagocítico mononuclear 

 
Se encontraron diferencias también entre el grupo PCA y el grupo PSA (p˂0,05*), y entre el grupo 

PCA y los tratados con SSIM, SSIL y aquellos individuos no tratados INT. No se observaron 

diferencias estadísticamente significativas entre los infectados no tratados y los tratados con solución 

salina SSIM, SSIL y con AIM. Se presentaron también diferencias estadísticamente significativas 
entre aquellos tratados con AIL y los tratados con SSIM, PSA, SSIL y los INT (p˂0,05*). Lo anterior 

nos señala para este hallazgo la similitud en cuanto a eficacia parasitológica por esta metodología, 

para los tratados con el PCA y AIL.    
 

Figura 5-1. Severidad en el  infiltrado de estructuras parasitarias en biopsias de piel. 

 

Hallazgos histopatológicos de estructuras parasitarias en piel de acuerdo a su severidad, siendo 1 leve, 2 moderado y 

3 severo.  A la izquierda la severidad asociada con la presencia de estructuras parasitarias libres o fuera de células 

fagocíticas mononucleares (CFM) en biopsias de piel, a la derecha, estructuras parasitarias en células fagocíticas 

mononucleares, PCA : polímero con antimoniato de meglumina, PSA: polímero sin antimoniato de meglumina, 

AIM: antimoniato intramuscular, AIL: antimoniato intralesional, SSIM: solución salina intramuscular, SSIL: 

solución salina intralesional, INT: infectados no tratados. La significancia estadística se presentó con valores de 

p<0,05*, p<0,001***. 

5.2.2. Improntas de las lesiones 
 

Los resultados de este análisis muestran que los mayores porcentajes de células parasitadas se 

encontraron en los grupos cuyo tratamiento no contenía el ingrediente farmacéutico activo (grupos 

PSA,SSIM,SSIL y los INT), los cuales fueron significativamente diferentes (p≤0,001***) a los 

grupos PCA, AIM y AIL, que correspondieron a los tratados con el polímero con antimoniato, 

antimoniato vías intramuscular e intralesional.  

Los resultados mencionados se muestran en la Figura 5-2, en donde se observa el porcentaje 

promedio de las células infectadas para cada grupo de tratamiento. Se logró determinar el número 

promedio de parásitos presentes al interior de las células infectadas [conocido como índice parasítico 

(IP)]. No se observaron diferencias estadísticamente significativas a nivel del IP, sin embargo, la 

actividad leishmanicida  se siguió evidenciando para los tratados PCA, AIM y AIL, de manera 

similar a lo visto en la evaluación de carga parasitaria derivada del análisis histopatológico, y a los 

resultados del porcentaje de infección de las células obtenidos de las improntas.
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Figura 5-2. Improntas de piel lesionada y sana al sacrificio. 

 

 

Análisis de las improntas de piel lesionada o de aquellos hámsteres con aparente curación de la lesión, al sacrificio 

(estas últimas improntas tomadas de la zona donde se presentaron las lesiones). Las improntas se tiñeron con Giemsa 

20%, y se observaron bajo microscopio de luz. Aumento de 100x. A. El número total de células contadas (infectadas 

y no infectadas) representó el 100% de células. B. También se observan los valores del índice parasítico (IP) La 

significancia estadística se presentó con valores de p≤0,05.  

5.2.3. Dilución Límite  

Luego de determinar la carga parasitaria mediante las histopatologías y las improntas, era necesario 

determinar la viabilidad parasitaria, para lo cual realizamos el ensayo de dilución límite. La presencia 

de parásitos se determinó días después del cultivo del pellet del homogenizado, a partir de muestras 

de lesión. En este ensayo se observó que el menor número de promastigotes por miligramo de piel se 

presentó en aquellos individuos tratados con PCA y AIL, respecto a sus controles con PSA y SSIL 

(*p≤0.05).  

Se resalta que en el grupo tratado con PSA todos los individuos presentaron parásitos, con tendencia 

a mayores diluciones y que al determinar el número de parásitos por miligramo de tejido tomado, 

encontramos valores que indicaron un mayor número de estructuras parasitarias viables. Lo anterior y 

teniendo en cuenta la disminución inicial del IE de la lesión, de este mismo grupo que había 

presentado durante las primeras semanas de tratamiento, señala la utilidad de realizar la evaluación 

parasitológica de animales infectados con especies de Leishmania causantes del cuadro clínico 

cutáneo, acompañada de la evaluación clínica de las lesiones, lo que en conjunto daría una mejor 

apreciación de la eficacia de una nueva alternativa terapéutica antileishmanial (recordemos que este 

grupo, denotó una mejoría clínica, que sin este análisis parasitológico hubiera sugerido control 

parasitario). En el caso de los animales controles, tratados con solución salina, el mayor número de 

individuos presentó parásitos a diluciones superiores a 1/128, con presencia de esas estructuras 

parasitarias, de forma similar al grupo de individuos  infectados que no recibieron tratamiento (INT). 

En el grupo de animales tratados con AIL en cuanto a los resultados de las diluciones límite, las 

mayores diluciones donde se detectaron parásitos viables fueron intermedias, no las más altas. En los 

animales tratados con  PCA, la mayor parte de individuos no presentaron estructuras parasitarias en el 

ensayo de dilución límite, reflejado en los resultados de promastigotes por miligramo de piel 
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observados en la Figura 5-3. En cuanto a los individuos tratados con AIM un alto porcentaje no 

presentaron estructuras parasitarias, sin embargo, aquellos en los que se observaron dichas estructuras 

fueron positivos a las más altas diluciones, y esto se reflejó en los resultados del cálculo de 

promastigotes por miligramo de piel, en donde la variación para este grupo fue amplia. 

Figura 5-3.  Ensayos de dilución límite a partir de  muestras de piel de hámsteres infectados con L. 

panamensis. 

 

Parásitos promastigotes por miligramo de piel, obtenidos en los ensayos de dilución límite. En esta 

gráfica los símbolos asociados con cada tratamiento que se observan en las convenciones, representan la 

media de los datos, y la línea inferior para cada dato representa la distribución que tuvieron el 75% de 

los individuos dentro de cada grupo de tratamiento. La significancia estadística se presentó con valores 

de *p≤0,05. 

En resumen, los datos obtenidos por histopatología se correlacionan con lo encontrado en el ensayo 

de dilución límite y en el conteo de células parasitadas (y del IP) obtenidas de las improntas 

coloreadas con Giemsa. La reducción parasitaria al momento del sacrificio fue notable en los análisis 

histopatológico, de las improntas y de la dilución límite, a partir de las muestras provenientes de los 

grupos de animales tratados con antimoniato de meglumina, administrado a nivel local (PCA, AIL), 

mostrando una reducción parasitaria importante, y en menor medida para aquellos tratados con el 

AIM. Con estos resultados podemos concluir que el tratamiento con PCA resulta igual de efectivo 

que los tratamientos AIM y AIL. 

5.2.4. Correlación entre carga parasitaria y tamaño de lesión 

Al realizar el análisis de correlación entre los tamaños de lesión de los diferentes animales (IE de la 

lesión por grupo de tratamiento) y los resultados obtenidos en el ensayo de dilución límite, no se 

encontró relación entre estas dos variables respuesta (valores de r cercanos a cero y cercanos a -1, lo 

cual significa no correlación de las variables). Se ha descrito que el tamaño de la lesión se ha 

relacionado con la respuesta inmune del hospedador frente a la infección (inflamación), pero la lesión 

no siempre se relaciona con la presencia de parásitos a nivel del tejido. Es importante mencionar que 

en el modelo murino, particularmente en las lesiones de ratones resistentes C3H/He infectados con L. 

tropica y L. major,  también se ha reportado un hallazgo similar al nuestro, en el cual la eliminación 

de parásitos se presenta antes de iniciar la resolución de la lesión [77], lo que conduce a la no 

correlación entre estas dos variables.  
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6. Conclusiones, Perspectivas y Recomendaciones  

Conclusiones 

 Se determinó que la actividad leishmanicida del antimoniato de meglumina formulado en una 

película polimérica presentó eficacia equiparable a aquella encontrada para las administraciones 

intramuscular e intralesional de éste mismo ingrediente farmacéutico activo en su formulación 

convencional, evaluados en el modelo de Hámster Dorado infectado con L. panamensis. 

 

 Se demostró que la inclusión de técnicas cuantitativas y semicuantitativas (determinación del 

restablecimiento de la arquitectura de la piel y de sus poblaciones celulares así como el conteo de 

estructuras parasitarias por las metodologías descritas) en la evaluación in vivo de alternativas 

terapéuticas antileishmaniales constituye un modelo capaz de proporcionar información requerida 

para valorar de manera integral su eficacia y seguridad (Clínica punto final). 

 

Perspectivas 

 
 Establecer la farmacocinética del antimoniato de meglumina formulado en la película polimérica. 

En el marco de esta tesis se validó una técnica para la determinación de antimonio en muestras 

séricas, esto hizo parte del trabajo de grado en química farmacéutica desarrollado por Ximena 

Gómez, 2012. 

 Determinar la presencia de parásitos viables mediante una metodología molecular (PCR) para la 

detección de RNAm  de L. panamensis, permitiendo aumentar la sensibilidad para la detección de 

parásitos viables en diferentes muestras de tejidos. Lo anterior basado en que el Giemsa no aporta 

información acerca de la viabilidad y el ensayo de dilución límite es dispendioso. 

 Detectar en pruebas posteriores los residuos provenientes de la película, diferentes al fármaco, que 

puedan estar participando en los hallazgos de toxicidad encontrados.  
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Recomendaciones 

 
 Se propone establecer el perfil toxicológico de la película polimérica cargada con antimoniato de 

meglumina. 

 Se recomienda que las aproximaciones metodológicas derivadas de esta tesis sean empleadas como 

parte de las pruebas de futuros prototipos antileishmaniales evaluados in vivo.  
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 Anexos 

                        Se observan la clasificación clínica de las lesiones de los individuos por tratamiento y sexo a los 15 y 30 días de observación, una vez finalizados los 

tratamientos.

TRATAMIENTO POR SEXO 

CLASIFICACIÓN DE LA LESIÓN 

DÍAS POST 

TRATAMIENTO CURACIÓN  

MEJORÍA 

CLÍNICA 

SIN MEJORÍA 

CLÍNICA 

FALLA 

CLÍNICA RECAÍDA 

Polímero sin Fármaco  Machos G1 

15 días 0 2 1 1 0 

30 días 0 0 3 1 0 

Polímero con Fármaco Machos G2 

15 días 1 2 2 0 0 

30 días 1 3 1 0 0 

Antimoniato Intramuscular Machos G3 

15 días 3 1 1 0 0 

30 días 2 1 2 0 0 

Antimoniato Intralesional Machos G4 

15 días 1 1 1 1 0 

30 días 2 1 0 0 1 

Solución Salina Intramuscular  Machos 

G5 

15 días 0 0 1 3 0 

30 días 0 0 2 2 0 

Solución Salina Intralesional Machos G6 

15 días 0 0 4 1 0 

30 días 0 0 4 1 0 

Infectados no tratados  Machos  G7 

15 días 0 1 1 1 0 

30 días 0 0 2 1 0 

Polímero sin Fármaco  Hembras G1 

15 días 0 0 2 2 0 

30 días 0 0 2 1 1 

Polímero con Fármaco Hembras G2 

15 días 0 2 2 1 0 

30 días 2 2 1 0 0 

Antimoniato Intramuscular Hembras G3 

15 días 4 1 0 0 0 

30 días 3 0 0 0 2 

Antimoniato Intralesional Hembras G4 

15 días 2 2 0 0 0 

30 días 1 3 0 0 0 

Solución Salina Intramuscular Hembras 

G5 

15 días 0 0 0 4 0 

30 días 0 1 0 3 0 

Solución Salina Intralesional Hembras 

G6 

15 días 0 0 2 2 0 

30 días 0 0 1 3 0 

Infectados no Tratados Hembras G7 

15 días 0 0 0 3 0 

30 días 0 0 1 2 0 

Anexo E 



 

 
 

97 Anexos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ensayos de dilución límite a partir de  muestras de piel de hámsteres infectados con L. panamensis respecto a los 

diferentes tratamientos administrados. 

Donde se observan los resultados obtenidos en relación a los ensayos de dilución límite, se señala el número de 

individuos por grupo a los cuales se les determinó la presencia de parásitos por ésta metodología.  Grupo I o PSF de 

Polímero sin fármaco., Grupo II o PCF de polímero con fármaco., Grupo III o AIM de antimoniato intramuscular., 

Grupo IV o AIL de antimonato intralesional., Grupo V o SSIM de solución salina intramuscular., Grupo VI o SSIL 

de solución salina intralesional., Grupo VII o INT infectados no tratados. La significancia estadística se presentó con 

valores de p<0,05. Valores de cero, significan que no se reportó infiltrado del tipo celular al que corresponda la 

figura de acuerdo al tratamiento.  

 

 

  NÚMERO DE INDIVIDUOS POR TRATAMIENTO 

FACTOR DE 

DILUCIÓN 

PSA 

n=5 

PCA 

n=6 

AIM 

n=7 

AIL 

n=8 

SSIM 

n=7 

SSIL 

n=6 

INT 

n=5 

Sin parásitos   4 4 2   1   

1:2     1   1     

1:4               

1: 8         1     

1:16   1           

1: 32       1       

1: 64 1     1 1     

1:128 1 1 1 1   1 2 

1:256       1 2     

1: 512 1     1       

1: 1024 1     1     1 

1: 2048       

 

  1 1 

1:4096         1     

1: 8192           1   

1: 16384               

1: 32768           1   

1: 65536 1   1 

 

1 1 1 

Anexo F 



 

 
 

98 Anexos 

 

 

Anexo G 


