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RESUMEN 

La leishmaniasis cutánea es una enfermedad tropical desatendida causada por  parásitos del 

género Leishmania que causa úlceras cutáneas y/o mucocutáneas  de quienes lo padecen. Los 

tratamientos aprobados para esta enfermedad son el antimoniato de meglumina y anfotericina 

B, que presentan limitaciones como la ruta de administración (vía intramuscular e intravenosa, 

respectivamente), severos efectos secundarios como daño hepático y molestias generales como 

fiebre y escalofríos. Esto requiere de vigilancia médica constante lo que impide que las 

poblaciones afectadas no puedan acceder al tratamiento ya que se encuentran en zonas 

vulnerables con poco acceso a centros de salud.  Por lo cual el objetivo del presente estudio fue 

evaluar la eficiencia in vitro de prototipos de parches de quitosano y pectina cargados con un 

fármaco leishmanicida experimental con el fin de proponer un posible nuevo tratamiento que 

sea compatible con las necesidades del paciente. Así se encontró que  tanto la ciprofloxacina 

libre como encapsulada exhiben una actividad leishmanicida a partir de los 2 días de 

tratamiento debido a la capacidad antiparasitaria del fármaco y la matriz polimérica asi como 

la eficiente encapsulación y liberación de la ciprofloxacina. Asimismo, se encontró 

citocompatibilidad entre los prototipos de parches y macrófagos murinos RAW 264.7. De esta 

manera, se encuentra un potencial nuevo tratamiento accesible y compatible con las 

necesidades de la principal población vulnerable a esta enfermedad.  

Palabras clave: leishmaniasis cutánea, ciprofloxacina, parches, quitosano, pectina, 

macrófagos. 
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ABSTRACT 

Cutaneous and mucocutaneous leishmaniasis is a neglected tropical disease caused by the 

parasite of the genus Leishmania that causes ulcers on patients. The approved treatments for 

this disease are meglumine antimoniate and amphotericin B, which have limitations such as 

the drug delivery systems (intramuscular and intravenous, respectively), severe side effects 

including liver damage and general discomfort like fever and chills. This requires constant 

medical surveillance, which prevents the affected populations from accessing the treatment 

because of their location with limited access to health care facilities.  Therefore, the aim of the 

present study was to evaluate the in vitro efficiency of prototypes of chitosan and pectin patches 

loaded with an experimental leishmanicidal drug in order to propose a possible new treatment 

compatible with the patient's needs. Results revealed that both free and encapsulated 

ciprofloxacin exhibit leishmanicidal activity after 2 days of treatment due to the antiparasitic 

capacity of the drug and the polymeric matrix as well as the efficient encapsulation and release 

of ciprofloxacin. In addition, cytocompatibility was reported between the patch prototypes and 

murine macrophages RAW 264.7. In this manner, this study was able to propose a potential 

new treatment that is accessible and compatible with the needs of the main population 

vulnerable to this disease.  

Key words: cutaneous leishmaniasis, ciprofloxacin, patches, chitosan, pectin, macrophages. 
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1. INTRODUCCIÓN 

La leishmaniasis cutánea es una enfermedad endémica en 18 países de Latinoamérica que 

afecta alrededor de 42 000 personas al año con secuelas importantes como cicatrices 

desfigurantes. La mayoría de la población afectada son personas de escasos recursos con poco 

acceso a centros de atención médica, en zonas rurales desatendidas. En donde el tratamiento 

tradicional, inyecciones intravenosas por 20 días, es escaso, pero sobre todo complicado de 

administrar sin asistencia de personal de la salud [1].  

Esta enfermedad tropical desatendida es causada por  parásitos protozoarios del género 

Leishmania, el cual ingresa al cuerpo humano mediado por un vector, flebótomos hembra de 

los géneros Phlebotomus y Lutzomyia [2]. Una característica importante de este 

microorganismo es que su ciclo de vida consta de dos fases principales: promastigote, dentro 

del intestino del vector y al entrar en contacto con el ser humano u otros hospedadores. Y 

amastigote una vez es internalizado en células como macrófagos, fibroblastos, queratinocitos, 

y células dendríticas [3].  

En función de las manifestaciones clínicas se diferencia tres tipos de leishmaniasis: visceral, 

mucocutánea y cutánea; el presente trabajo se centrará en la última. Las principales 

manifestaciones son úlceras cutáneas acompañadas de lesiones secundarias en la piel y/o 

linfangitis nodular [2]. Las especies causantes de leishmaniasis cutánea en América son 

aquellas dentro del grupo ¨Nuevo Mundo” como L. mexicana y L. braziliensis [4].  Por lo 

general, estas lesiones se curan solas, pero el tiempo de cicatrización puede llegar hasta un año, 

incrementando la probabilidad de desarrollo de infecciones secundarias que contribuyen a la 

persistencia de leishmaniasis. Asimismo, el paciente se enfrenta con secuelas como cicatrices 

permanentes que suelen estar en zonas expuestas del cuerpo [5]. 
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El tratamiento principal de esta infección parasitaria son fármacos antimoniales como el 

antimoniato de meglumina con una dosis de 20 mg/kg durante 21 a 30 días vía intramuscular, 

si la infección es persistente se requieren 2 o 3 ciclos de tratamiento. Adicional al tiempo de 

tratamiento este tipo de fármacos presentan desventajas como, la bioacumulación de este en el 

cabello de pacientes hasta un año después de su uso [6]. En los casos en que el tratamiento con 

antimoniales no es efectivo, la anfotericina B se presenta como una alternativa para diferentes 

tipos de leishmaniasis, en especial mucocutánea. La formulación más común de administración 

es la liposomal, ya que en su forma libre su uso se limita por su alta citotoxicidad, al igual que 

los antimoniales el régimen de tratamiento es prolongado, pero menor, con una dosis diaria de 

3 mg/kg durante 6-7 días [7][8].  

Las limitaciones de los tratamientos convencionales generan una necesidad de evaluar 

tratamientos alternativos menos citotóxicos y prolongados. Así se encontró la posible utilidad 

de la ciprofloxacina, un antibiótico de amplio espectro de segunda generación de 

fluoroquinolonas utilizado en humanos para el tratamiento de varias infecciones bacterianas 

como el cólera, meningitis, entre otras [9], [10]. En el estudio de Romero et al., en 2005, se 

demuestra la eficacia de la ciprofloxacina in vitro en la inhibición de crecimiento del 

amastigotes de Leishmania (Viannia) panamensis y baja citotoxicidad en macrófagos [11].  

Las formas farmacéuticas más comunes de este antibiótico son cápsulas, inyecciones y tabletas, 

sin embargo, la limitante que presentan es la baja biodisponibilidad, máximo 52%, asimismo, 

su corta vida media no permite una liberación prolongada del fármaco. Por lo cual la mayoría 

de ciprofloxacina termina degradada por lisosomas [12] o en el caso de administración oral es 

degradado por los jugos gástricos debido al metabolismo del primer paso [13] antes de generar 

un efecto tóxico al microorganismo que se desea tratar. 
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Una estrategia para resolver el problema de biodisponibilidad es modificar la forma 

farmacéutica a parches, es decir, por ruta transdérmica que trae ventajas como liberación 

controlada, mayor biodisponibilidad, menor citotoxicidad ya que disminuye la dosis efectiva y 

con ello efectos secundarios del fármaco [13], [14]. Asimismo, esta ruta de administración 

implica un fácil uso de parte del paciente, al ser menos invasiva que inyecciones 

intramusculares o vía intravenosa, lo que reduce la necesidad de profesionales de la salud.  

En la literatura se registran un estudio clínico en donde se evaluó la tasa de curación de parches 

con óxido nítrico para el tratamiento de leishmaniasis cutánea. A pesar de que la tasa de 

curación con parches de óxido nítrico es menor que el del control, antimoniato de meglumina 

vía intravenosa, 37.1 % versus 94.8%, en el grupo tratado con parches se evidenció menor 

frecuencia de eventos adversos y variación de marcadores séricos [15]. De esta manera, el 

cambio de forma farmacéutica no solo puede incrementar la biodisponibilidad y reducir la 

citotoxicidad, sino abre la posibilidad de desarrollar tratamientos accesibles para las 

poblaciones más vulnerables a contraer esta enfermedad infecciosa.  

Debido a la potencial eficiencia de parches como matrices de liberación de fármacos, y al ser 

una forma farmacéutica compatible con las manifestaciones clínicas de la leishmaniasis 

cutánea y las necesidades de la población afectada se plantea evaluar la eficiencia in vitro de 

prototipos de parches de quitosano y pectina cargados con un fármaco leishmanicida 

experimental, ciprofloxacina, en macrófagos murinos RAW 264.7 y el parásito Leishmania 

mexicana. Para ello se propone determinar la citocompatibilidad de parches a diferente 

concentración y relación polimérica en macrófagos RAW 264.7, encapsular el fármaco  y 

examinar su perfil de liberación en parches de quitosano y pectina, , y estimar el efecto 

leishmanicida de la ciprofloxacina encapsulada en parches.  
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2. MÉTODOS 

2.1. Citocompatibilidad de parches con células del sistema inmune  

2.1.1. Elaboración de prototipo de parche. 

Los materiales usados en la formulación de parches fueron: quitosano (extraído de cáscara de 

camarones, grado de desacetilación ≥ 75%), marca Sigma-Aldrich, pectina cítrica brasileña de 

‘La casa de los Químicos’, acetato de sodio 99%.  La elaboración del parche inició con el 

tratamiento mecánico de los polímeros utilizando un mortero y un pistilo, en dos diferentes 

relaciones 50:50 y 65:35 (quitosano: pectina) [16]. Se definió trabajar con dos concentraciones 

poliméricas: 1% y 10% p/v, en ambos el buffer de entrecruzamiento fue acetato de sodio 0.1 

N (pH 2). Los parches al 1 % se elaboraron a partir del proceso definido en el Laboratorio de 

Biomateriales USFQ [16] y colocaron en un plato de 24 pocillos. Los parches al 10% p/v se 

realizaron de forma directa en un plato de 24 pocillos acorde al protocolo desarrollado en 2022 

[17]. Las muestras de parches de ambas concentraciones fueron liofilizadas durante 24 horas. 

2.1.2. Cultivo celular. 

La línea celular RAW 264.7 (ATCC TIB-71™) macrófagos murinos fue donada por el Dr. Ilya 

Raskin de la Universidad de Rutgers. El medio de cultivo empleado fue DMEM 1X 

(Dulbecco´s Modified Eagle Medium) + GlutaMAX high glucose (Gibco) suplementado con 

10% FBS (Sigma/Gibco) y 1% penicilina-estreptomicina (Gibco). El proceso de subcultivo se 

realizó una vez la confluencia llegó al 80% con el uso de un scrapper para levantar las células. 

La densidad celular de cultivo es de 1×106 células/mL para un flask T25 (volumen de trabajo 

de 5 mL), pasadas 24 horas se realiza un lavado con PBS 1X y cambio de medio. Las 

condiciones de mantenimiento fueron de 37oC y atmósfera con 5% CO2. 

2.1.3. Actividad citotóxica de extracto de hidrogel en RAW 264.7. 
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Los parches autoclavados, se colocaron en 2 mL de medio DMEM suplementado e incubaron 

a 37oC durante 48 y 72 horas, y se extrajo el sobrenadante como tratamiento de prueba [18]. 

Se cultivaron 5×104 células/mL en un plato de 96 pocillos el cual se incubó por 24 horas 

permitiendo la adhesión de las células, y se colocaron los tratamientos con las siguientes 

concentraciones y relaciones poliméricas: 1% 50:50, 1% 65:35, 10% 50:50, y 10% 65:35, como 

control positivo y negativo se empleó medio suplementado y DMSO 20%, respectivamente. 

Una vez transcurridas 24 horas, se analizó la viabilidad celular mediante el ensayo de la sal de 

tetrazolium MTT ((3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide). Para este 

ensayo se realizó un lavado con PBS 1X previo para eliminar posibles partículas del hidrogel, 

y se colocó medio fresco con MTT (0.5 mg/mL) acorde al protocolo de Muhammad et al. [19]. 

El equipo utilizado para la lectura de absorbancia fue Agilent BioTek ELx808 Absorbance 

Microplate Reader. 

2.2. Encapsulación y liberación de fármaco con actividad leishmanicida 

Inicialmente se decidió trabajar con el segundo fármaco más utilizado en el tratamiento de 

leishmaniasis, anfotericina B, sin embargo, por su alto peso molecular e insolubilidad en agua 

[20] el proceso de encapsulación y liberación no fue eficiente (anexo 1). Para el proceso de 

encapsulación se definieron dos protocolos, y se optimizó el proceso de elaboración de parches 

incorporando 30 segundos de homogenización en el proceso de mezcla de los polímeros y el 

buffer de entrecruzamiento, y, se utilizó el protocolo de formación directa en la placa. La 

ciprofloxacina utilizada se adquirió de Interpharm en la presentación inyectable al 1%, y 

Thermo Scientific 98%, este último donado por el Dr. Ilya Raskin de la Universidad de Rutgers.  

2.2.1. Encapsulación por hinchamiento  

Los hidrogeles formado se colocaron en 18 mL de una solución de ciprofloxacina 300 g/mL 

e incuba por 24 horas a 37oC, finalizado el proceso se toma una alícuota del medio de 

hinchamiento. Se colocó el hidrogel con el fármaco encapsulado en 10 mL de PBS 1X a 37oC. 
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El porcentaje de encapsulación y masa total del fármaco encapsulada fueron calculdas (anexo 

2) (anexo 3) [12].  

2.2.2. Encapsulación en proceso de entrecruzamiento  

Se siguió protocolo de elaboración de parches previamente mencionado, incorporando el 

fármaco en el buffer con una concentración final de 300 µg/mL, y se permitió la formación del 

hidrogel. Se calculó masa total de fármaco encapsulada a partir del peso de la muestra (anexo3). 

2.2.3. Liberación de ciprofloxacina 

Para ambos protocolos de encapsulación se tomó alícuotas de 500 µL durante las 6 primeras 

horas, 24 y 72 horas, reponiendo el volumen extraído con PBS 1X fresco. Las alícuotas 

tomadas fueron medidas con el espectrofotómetro UV/vis (Anexo 2). 

2.3. Actividad leishmanicida de ciprofloxacina encapsulada en matriz polimérica 

2.3.1. Cultivo de parásitos  

La especie de parásitos utilizada es Leishmania mexicana, donada por la Dra. Vanesa Adaui 

del Instituto de Medicina Tropical Alexander Von Humboldt, la temperatura de mantenimiento 

fue de 25oC, y el medio usado fue RPMI suplementado con 10% FBS (Sigma/Gibco) y 1% 

penicilina-estreptomicina (Gibco). El proceso de subcultivo se realizó cuando los parásitos 

alcanzaron la fase exponencial (20×106 parásitos/mL). La densidad de sembrado fue de 20×106 

parásitos en un flask T25 (volumen de trabajo 10 mL). 

2.3.2. Actividad leishmanicida.  

El fármaco fue encapsulado en los parches según el protocolo descrito, pasadas las 24 horas, 

se colocaron en insertos (Uncoated Transwell HTS Insert Plates) con 300 L de RPMI 

suplementado. Se cultivó 1×106 parásitos/mL en una placa de 24 pocillos (1 mL), y se introdujo 

los insertos con las muestras en la placa. El tiempo de incubación fue de 12, 48 y 72 horas a 

25oC, posterior se toman 3 alícuotas de 200 L de cada pocillo. La actividad leishmanicida se 

midió por el ensayo de MTT, acorde al protocolo de Barreiro-Costa [21]. 
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3. RESULTADOS 

3.1. Citocompatibilidad de prototipo de parches con células del sistema inmune  

La estrategia principal para identificar la citocompatibilidad de una sustancia o matriz con 

líneas celulares es cuantificar la viabilidad celular respecto a los diferentes tratamientos. En la 

figura 1 se expone el porcentaje de viabilidad celular respecto a tres factores: concentración 

polimérica (1 – 10%), relación polimérica (50:50 y 65:35 quitosano:pectina) y tiempo de 

infusión de los hidrogeles (2 – 3 días). Para el análisis de concentración y relación polimérica 

se realizaron 4 combinaciones que corresponden a los tratamientos (1% 50:50, 1% 65:35, 10% 

50:50 y 10% 65:35), asimismo se incluye el control positivo y negativo.  

Al evaluar la respuesta de la viabilidad celular de macrófagos respecto al el tiempo de infusión 

se encuentra que este no es un factor significativo. Por otro lado, el análisis estadístico revela 

la interacción entre la concentración y relación polimérica del parche que impacta 

significativamente en la viabilidad de las células del sistema inmune (anexo 4.1). La mayor 

viabilidad celular se da cuando el tratamiento corresponde al extracto de hidrogel a 1% p/v y 

una relación quitosano:pectina 50:50, mientras que los demás tratamientos reducen la 

viabilidad a menos del 50%.  

3.2. Encapsulación y liberación de fármaco con actividad leishmanicida 

La figura 2 muestra el porcentaje de masa de ciprofloxacina liberada en función del tiempo 

hasta las 72 horas con dos diferentes metodologías de encapsulación. La primera corresponde 

a la encapsulación por hinchamiento posterior a su proceso de elaboración, mientras que el 

segundo protocolo hace referencia a la incorporación del fármaco durante el proceso de 

entrecruzamiento de la matriz polimérica. De forma general se observa que ambas curvas son 

estables y no existen picos que implique una variación anormal en la liberación de 

ciprofloxacina. Sin embargo, los resultados muestran que hay una diferencia significativa entre 
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ambos protocolos, en donde la mayor liberación se alcanza cuando el fármaco es encapsulado 

durante el proceso de entrecruzamiento. A su vez, las curvas y el análisis estadístico muestran 

que el tiempo de estabilización para ambos protocolos se alcanza a las 24 horas, en el cual 

también se da la liberación máxima del fármaco (anexo 4.2).  

Por otro lado, la tabla 1 muestra la masa encapsulada por cada método demostrando que el 

protocolo de encapsulación por hinchamiento tiene una masa inicial alrededor de 3 veces 

mayor respecto al segundo método a pesar de que el porcentaje de encapsulación es bajo 

(11.3%). En el caso del protocolo de entrecruzamiento no se cuenta con porcentaje de 

encapsulación ya que el fármaco se coloca directamente en la matriz polimérica. De igual 

forma, la tabla 2 compara la concentración de ciprofloxacina liberada en el medio, demostrando 

que la concentración de fármaco es mayor para todos los niveles de tiempo cuando el fármaco 

es encapsulado por el protocolo de hinchamiento.  

3.3. Actividad leishmanicida de ciprofloxacina encapsulada en una matriz polimérica 

Una vez el fármaco fue encapsulado se evaluó la efectividad de la ciprofloxacina en la 

inhibición de crecimiento del parásito Leishmania mexicana en donde los resultados del 

porcentaje de viabilidad del parásito respecto a tres tratamientos: hidrogeles, ciprofloxacina 

libre (concentración final 30 g/mL), respectivamente, y ciprofloxacina encapsulada se 

muestran en la figura 3. Respecto al tiempo de tratamiento los resultados revelan que el 

tratamiento es significativo a partir de los 2 días. Por otro lado, se observa que tanto el hidrogel 

como la ciprofloxacina de forma independiente tienen efecto en la inhibición del  crecimiento 

del parásito, con un valor aproximado de viabilidad menor al 80 y 70%, respectivamente. 

Asimismo, se evidencia que existe una sinergia entre la ciprofloxacina y la matriz polimérica 

ya que cuando el fármaco está encapsulado la viabilidad del parásito es menor respecto a la 

ciprofloxacina libre, esto se puede evidenciar en el día 5 del tratamiento (anexo 4.3).  
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3.4. Análisis Estadístico ANOVA 

Todos los valores se presentan como el promedio ± SD, con n=3. Para el análisis estadístico se 

realizó́ un análisis de varianza, ANOVA, con un diseño factorial completo en donde se 

evaluaron posibles interacciones entre los factores. Para el caso en que existieron más de 2 

niveles se utilizó el Modelo Lineal General y la prueba de comparación de pares por Tukey 

(95% de nivel de confianza). Los resultados se presentan en el Anexo 4.  
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4. DISCUSIÓN 

El limitado acceso al tratamiento de leishmaniasis cutánea impide que las poblaciones más 

afectadas puedan curarse de manera adecuada, por lo que surge la necesidad de desarrollar 

soluciones médicas compatibles con las condiciones de vida de estas. Este trabajo propone una 

alternativa de tratamiento mediante una ruta de administración diferente, parches de quitosano 

y pectina, con un fármaco con menor frecuencia de efectos secundarios, ciprofloxacina.  

El primer paso para evaluar la eficiencia del parche de quitosano y pectina es analizar la 

citocompatibilidad con la línea celular RAW 264.7, se escoge este tipo de células ya que 

forman parte del sistema inmune e interactúan con los parásitos al fagocitarlos, cuando la 

infección ingresa en el hospedador mamífero [22]. La combinación de concentración y relación 

polimérica que exhibe mayor citocompatibilidad corresponde a 15 p/v y 50:50 

quitosano:pectina, esto puede deberse a que esta combinación es la que presenta menor 

concentración de quitosano respecto a las otras combinaciones. En el proceso de elaboración 

de los extractos todas las combinaciones, a excepción de la antes mencionada, presentaron un 

cambio de color en el medio de rojo a una tonalidad amarilla. Esta diferencia se debe a que el 

la solución se acidificó ya que el medio DMEM cuenta con el compuesto de rojo fenol que es 

un indicador de pH que cambia hacia la tonalidad amarilla y rosa vibrante cuando el pH se 

vuelve ácido y alcalino, respectivamente [23].  

La dependencia del pH en la viabilidad de macrófagos murinos se ha reportado en el estudio 

de Wu et al., en donde se observa que en un pH de 6.2 la proliferación celular se desacelera y 

hay un cambio en la estructura celular hacia formas fusiformes [24]. Las condiciones de pH 

adecuadas para esta línea celular es de 7.0 a 7.6 [25], por lo que la acidificación del medio llega 
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a debilitar actividades enzimáticas asociadas a la membrana y citosol, transporte de iones, y 

síntesis de macromoléculas.  

Por otro lado, se decide evaluar la citotoxicidad a los 2 y 3 días ya que en protocolos reportados 

previamente [18], [19]el tiempo de  tratamiento in vitro de hidrogeles es en un rango de tiempo 

de 48 a 72 horas. Respecto a este factor no hay diferencia en el efecto de la viabilidad celular 

entre ambos tiempos, estudios previos revelan que el nivel de degradación entre 2 y 3 días no 

es significativamente diferente al analizar el perfil de hinchamiento [16], [17].  

En cuanto al protocolo más efectivo para la encapsulación de fármaco es cuando este proceso 

se da por hinchamiento. Esto se debe que  hay una mayor cantidad de masa encapsulada (tabla 

1) y la diferencia del porcentaje de masa liberado respecto al protocolo de encapsulación previo 

al entrecruzamiento es estadísticamente significativo, pero no considerable en el impacto de la 

concentración del fármaco en el medio.  

De hecho, la concentración de ciprofloxacina liberada en el medio es mayor cuando el fármaco 

es encapsulado mediante el protocolo de hinchamiento como se observa en la tabla 2, lo que 

implica que el factor de diseño más relevante en el proceso de encapsulación es la cantidad de 

masa encapsulada. El transporte del fármaco desde la solución de hinchamiento hacia la matriz 

polimérica es posible debido a que los hidrogeles se caracterizan por la capacidad de absorber 

soluciones acuosas y retenerlas dentro de la misma sin diluirse en el medio [26].  

Además, en el protocolo de adición previo al entrecruzamiento el fármaco al encontrarse 

encapsulado antes de que el parche sea esterilizado imposibilita el proceso de autoclavado ya 

que las condiciones altas de presión (1.0-2.0 bar) y temperatura (121-134oC) van a degradar a 

la molécula [27]. En el caso de la encapsulación por hinchamiento el proceso de esterilización 

se facilita ya que el hidrogel sin fármaco puede ser autoclavado sin perder sus propiedades, y 

a su vez el medio de hinchamiento se esteriliza por filtrado a través de una membrana de 0.22 
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m [28], eliminando la presencia de microorganismos sin interferir en la conservación del 

fármaco y la matriz polimérica.  

Finalmente, al obtener la combinación de concentración y relación polimérica con mayor 

citocompatibilidad con macrófagos RAW 264.7 e identificar el protocolo con mayor eficiencia 

de encapsulación y liberación de la ciprofloxacina fue posible evaluar el efecto leishmanicida 

de la ciprofloxacina encapsulada en cultivo de parásitos de Leishmania mexicana en su fase de 

promastigotes encontrando que tanto la ciprofloxacina como el prototipo de parche 

independientemente inhiben el crecimiento in vitro del parásito a partir de los 2 días de 

tratamiento como lo demuestra la figura 3.   

La ciprofloxacina exhibe mayor efecto leishmanicida respecto al hidrogel, esto se debe a que 

la molécula actúa directamente sobre un objetivo celular que son las enzimas topoisomerasas 

II (TOPII), este hecho se ha comprobado al realizar ensayos de actividad de esta proteína y 

comprobar su inhibición en presencia de fluoroquinolonas de segunda generación como lo es 

la ciprofloxacina y enoxacina [29], [30]. Estas enzimas intervienen en el proceso de replicación 

celular ya que se encargan de la organización del ADN del parásito, tanto nuclear como del 

organelo conocido como kinetoplasto en donde se encarga de decatenar el ADN en círculos 

monoméricos cerrados covalentemente [31]. El kinetoplasto es de importancia en el proceso 

de infección ya que juega un rol fundamental en la carga parasitaria dentro de los macrófagos 

[32]. De hecho, se ha encontrado que este tipo de fluoroquinolonas tienen una actividad 

antiparasitaria en otros protozoos como Toxoplasma gondii al interactuar con el complejo ADN 

girasa del apicoplasto [33]. Por otro lado, se evidencia el efecto de quinolonas en la inhibición 

de varias especies del parásito del género Trypanosoma explicado por cambios en la 

morfología de las mitocondrias [34] e interacciones con sitios de unión de la enzima trans-
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sialidasa la cual interviene en la estrucutura de moléculas de membrana que le permiten 

ingresar al patógeno a las células del hospedador [35]. 

Por otro lado, en el caso del quitosano se presume que su capacidad inhibitoria se debe a que 

fomenta la producción de especies reactivos del oxígeno (ROS) esto se evidencia en el estudio 

de Yousefi et al., en donde incrementa la concentración de ROS en presencia de nanopartículas 

de quitosano al 10% y a su vez disminuye la viabilidad de promastigotes de Leishmania major  

[36]. La presencia de estas moléculas causa daños en proteínas, ácidos nucleicos, lípidos, 

membranas y organelos que conducen a la activación de procesos de muerte celular [37]. 

Respecto a la pectina se ha evidenciado su efecto leishmanicida en un estudio donde se combina 

pectina sin embargo no se encuentra dilucidado su mecanismo de acción pero se presume que 

este biopolímero interactúa con la membrana celular del parásito [38]. 

De esta manera, se observa que en el día 5 del tratamiento hay una diferencia significativa 

(figura 3) (p <0.05) en la inhibición de la viabilidad parasitaria entre la ciprofloxacina 

encapsulada y su forma libre sugiriendo una sinergia entre el fármaco y la matriz sobre los 

parásitos lo que se puede atribuir a su actividad leishmanicida independiente y a que el método 

de encapsulación y liberación del fármaco es eficiente permitiendo que el fármaco llegue desde 

la matriz polimérica al medio de cultivo.  
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5. CONCLUSIONES  

En el presente trabajó se evaluó la eficiencia in vitro de un posible nuevo tratamiento para 

leishmaniasis cutánea mediante el uso de una fluoroquinolona, ciprofloxacina, encapsulada en 

un prototipo de parche elaborado a base de quitosano y pectina. Se encontró que existe 

citocompatibilidad de al menos una combinación de concentración y relación polimérica de los 

parches, 1 % p/v y 50:50 quitosano:pectina, con macrófagos murinos RAW 264.7 que puede 

atribuirse a las características inherentes de ambos biomateriales como son la 

biodegradabilidad y actividad antiinflamatoria. A su vez se estableció un protocolo de 

encapsulación de ciprofloxacina en parches de quitosano y pectina eficiente y compatible que 

permitió la liberación controlada del fármaco mediante un proceso de hinchamiento del 

hidrogel con una solución que contiene el fármaco de interés. Finalmente, se encontró que tanto 

la ciprofloxacina como la matriz de quitosano y pectina exhiben una actividad leishmanicida 

de alrededor del 30 y 20%, respectivamente a partir de dos días de tratamiento debido a su 

incidencia en procesos celulares como inhibición de enzimas y daño a macromoléculas 

indispensables para la célula que conllevan a la apoptosis. Sin embargo, al combinar ambos 

componentes: fármaco y matriz polimérica es posible alcanzar una inhibición de hasta el 50% 

de la viabilidad del parásito en el quinto día del tratamiento como resultado de la sinergia de la 

ciprofloxacina encapsulada.  
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6. TABLAS 

Tabla 1. Indicadores de rendimiento de encapsulación de ciprofloxacina por dos protocolos.   

 Hinchamiento Entrecruzamiento 
Masa 

encapsulada mg 
(Desviación 

estándar) 

725,2  78 272,2  44 

% 
encapsulación 11,3  1.2 % - 

 

Tabla 2. Concentración de ciprofloxacina (g/mL) liberada en el medio de liberación a diferente tiempo y protocolo de 
encapsulación. 

Tiempo Hinchamiento Entrecruzamiento 
1 44,9 23,4 
2 46,2 22,0 
3 43,0 21,6 
4 41,3 21,5 
5 40,8 20,2 
6 38,9 18,7 
24 41,6 18,9 
72 52,6 20,4 
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7. FIGURAS 
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Figura 1. Citocompatibilidad de parches de quitosano:pectina a diferentes concentraciones y relaciones poliméricas en células RAW 
264.7. 

Figura 2. Perfil de liberación de ciprofloxacina encapsulada en parches al 1% p/v y relación poliomérica quitosano:pectina (50:50). 
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ANEXO 1: Encapsulación de Anfotericina B 

Anexo 1.1. Protocolo de encapsulación 
 

La encapsulación de anfotericina se realizó acorde al protocolo de Alexandrino-Junior et al., y 

Perez et al. mediante la formación de una emulsión con la anfotericina B con el uso de 

ultrasonido [39], [40].  

Anexo 1.2. Curva de absorbancia de liberación de Anfotericina B 
 

 

Anexo 1.3. Curva de calibración Anfotericina B 
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ANEXO 2: Curva de Calibración ciprofloxacina 
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ANEXO 3: Cálculos encapsulación y liberación de ciprofloxacina 

La concentración fue medida con la curva de calibración (Anexo 2) 

Encapsulación por hinchamiento 

- Masa total de ciprofloxacina en hidrogel 

 

𝐶𝑖 Concentración inicial (solución de hinchamiento) 

𝐶𝑓 Concentración final (solución posterior a 24 horas de hinchamiento) 

𝑉ℎ Volumen de hinchamiento  

- Porcentaje de encapsulación 

 

 

Encapsulación por entrecruzamiento  

- Masa total de ciprofloxacina en hidrogel  

 

 

 𝐶𝑖 Concentración inicial (buffer con fármaco) 

 𝑉ℎ Volumen de buffer 

 𝑚𝑡Masa total de muestra  

𝑚ℎ𝑔 Masa del hidrogel  
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ANEXO 4: Análisis estadístico 

Anexo 4.1: Citocompatibilidad de prototipo de parches con células del sistema inmune 
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Anexo 4.2: Citocompatibilidad de prototipo de parches con macrófagos RAW 264.7  
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Anexo 4.3: Actividad leishmanicida de ciprofolxacina encapsulada en una matriz 
polimérica 
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