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RESUMEN

La leishmaniasis comprende un grupo de enfermedades infecciosas causadas por
pardsitos protozoarios pertenecientes al género Leishmania, siendo un problema de salud
pablica alrededor del mundo. Esta enfermedad prevalece en 98 paises tropicales con un
estimado de 2 millones de casos nuevos por afo. El control de la enfermedad es deficiente,
ya que los tratamientos disponibles no son satisfactorios debido a la alta toxicidad, la
generacion de resistencia por los parasitos y los altos costos del tratamiento. Por lo tanto, se
busca desarrollar nuevas alternativas terapéuticas para tratar la enfermedad. Los productos
naturales constituyen una fuente ilimitada para la obtencion de productos quimicos que
sirven de base para el desarrollo de nuevas drogas. Diversos extractos de plantas han
mostrado actividad antiparasitaria, entre los cuales se encuentran los extractos de Carica
papaya. Esta planta perteneciente a la familia Caricaceae, tiene una amplia gama de
propiedades medicinales. El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de extractos
metanolicos de semillas de Carica papaya sobre promastigotes de Leishmania mexicana.
Las semillas se secaron, se molieron y el polvo obtenido se macer6 en metanol. El extracto
se filtro, se concentrd en un rotoevaporador y se resuspendié en dimetilsulfoxido (DMSO).
Diversos compuestos fitoquimicos se lograron identificar en el extracto metandlico, tales
como alcaloides, compuestos fenolicos, flavonoides, glicésidos cianogénicos, taninos y
triterpenos. Los ensayos de citotoxicidad mediante el método de reduccion de la sal de
tetrazolio (MTT) revelaron un efecto citotoxico de los extractos contra los promastigotes
(IC50= 0,18+ 0,02 mg/ml) y un efecto inhibitorio del crecimiento de cultivos de
promastigotes (IC50= 0,20+ 0,05 mg/ml). Los extractos mostraron una menor actividad
citotoxica sobre macréfagos murinos J774 con ICsy de 6,75 mg/ml, calculandose un indice
de Selectividad de 37. Los estudios por microscopia de contraste de fase, revelaron
alteraciones en la morfologia celular, la movilidad flagelar y la citocinesis de los
promastigotes tratados con los extractos. Los resultados demuestran que los extractos
metanolicos de semilla inhiben el crecimiento y causan alteraciones estructurales en
promastigotes de L. mexicana, proporcionando nuevas perspectivas en el desarrollo de

drogas con actividad antileishmanial obtenidas de productos naturales.
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1. INTRODUCCION

La leishmaniasis comprende un grupo de enfermedades infecciosas originadas por
parésitos protozoos de la familia Trypanosomatidae, género Leishmania. Es un problema de
salud publica a nivel mundial, ya que es considerada como una de las enfermedades méas
importantes del planeta. Es transmitida al ser humano mediante la picadura de insectos
vectores del género Phlebotomus y Lutzomyia (De Lima y col. 2010), puede ser zoonética o
antroponotica segun el reservorio del parasito. En la infeccidén zoonotica los reservorios son
animales salvajes y domésticos; y en la infeccion antroponética el hombre es el hospedador

reservorio (Castro y col. 2003).

La leishmaniasis es prevalente en 98 paises tropicales del mundo con 14 millones de
individuos, con mas de 350 millones de personas aproximadamente expuestas al riesgo de
contraerla. Se estima que la incidencia anual a nivel mundial es de 2 millones de casos
nuevos (McGwire y Satoskar, 2013). El espectro clinico depende de la capacidad de la
Leishmania para producir la enfermedad en hospederos susceptibles (patogenicidad) y de la
capacidad inmunoldgica del hospedero (Castro y col. 2003; McGwire y Satoskar, 2013). Se
han descrito varias formas de la enfermedad: leishmaniasis visceral y leishmaniasis
tegumentaria americana, que incluye la leishmaniasis cutdnea y la mucocutanea. La
enfermedad cutanea simple se presenta como lesiones ulcerosas singulares o nodulares,
localizada cerca o en el sitio inicial de la picadura del insecto. La enfermedad cutanea
difusa se presenta con multiples lesiones tipo papulas, nddulos o placas que erupcionan con
frecuencia en distintos lugares de la piel (Castro y col. 2003). La leishmaniasis
mucocutanea puede ser debida a la extension de la enfermedad cutanea local hacia el tejido

mucocutaneo o debida a la diseminacion hematdgena o linfatica del parasito desde la piel



hasta la mucosa oronasofaringea (McGwire y Satoskar, 2013; Montalvo, 2010). Es una de
las formas clinicas méas severas debido a las secuelas que produce en el tracto respiratorio
superior como consecuencia del dafio a nivel de las mucosas (Castro y col. 2003), ademas,
de la infeccion desfigurante resultante de la destruccion cronica local del tejido de la nariz,
de la entrada orofaringea y nasofaringea y de los péarpados de los ojos (McGwire y
Satoskar, 2013). La leishmaniasis visceral es la forma que amenaza la vida del hospedero,
resulta de la infeccion de los fagocitos dentro del sistema reticulo-endotelial debido a la
metastasis de los parasitos y de macrofagos infectados por parasitos, desde el sitio inicial de
la infeccion cutanea, afectando los 6rganos internos, siendo el higado y el bazo los érganos

maés afectados (McGwire y Satoskar, 2013).

El género Leishmania incluye aproximadamente 30 especies, divididas en dos
subgéneros, Leishmania y Vianna, que se diferencian por el lugar donde se multiplican
dentro del tracto digestivo del insecto vector. En el primero, los parasitos se desarrollan en
el intestino posterior y en el segundo, los promastigotes se desarrollan en el intestino
medio-anterior (Bafiuls y col. 2007). La clasificacion taxonémica incluye el complejo L.
mexicana que comprende seis especies (L. amazonensis, L. forattinii, L. garnhami, L.
mexicana, L. pifanoi y L. venezuelensis), el complejo L. donovani que comprende cuatro
especies (L. archibaldi, L. chagasi, L. donovani y L. infantum), el complejo L. tropica que
comprende dos especies (L. kilicki y L. tropica) y los complejos L. aethiopica y L. major
comprendido por una especie del mismo nombre que el complejo. El grupo del subgénero
Vianna incluye cuatro complejos; L. guyanensis que comprende tres especies (L.
guyanensis, L. panamensis y L. shawi), L. braziliensis que incluye dos especies (L.

braziliensis y L. peruviana) y los complejos L. lainsoni y L. naiffi (Bafiuls y col. 2007).



Leishmania tiene dos etapas principales del ciclo de vida: la de promastigote
extracelular movil y flagelado, alargado, de 10 a 15 um de longitud, presente en el tracto
digestivo del flebdtomo vector y la de amastigote intracelular inmovil y redondeado, de 2.5
a 5.0 um de didmetro, presente dentro de las células del hospedador mamifero (McGwire y

Satoskar, 2013) (Fig. 1).

Promastigote Promastigote Amastigote
prociclico metaciclico

Figura 1. Imagenes de microscopia electrénica de barrido de promastigote
prociclico, promastigote metaciclico y amastigote de Leishmania. Tomado de Besteiro y
col. 2007.

Los parasitos del género Leishmania son transmitidos a su hospedador por la
picadura de un insecto flebotomo (especies Phlebotomus y Lutzomia) hembra infectado,
que necesita alimentarse de sangre para producir sus huevos. Los insectos vectores se
infectan cuando se alimentan de pequefias cantidades de sangre de un individuo infectado.
Durante la alimentacion, los amastigotes del hospedador vertebrado son ingeridos por el
vector y liberados en el intestino medio, donde se transforman en promastigotes para

comenzar su ciclo de vida extracelular en el vector. Los promastigotes luego migran a la



parte anterior del tracto digestivo del flebdtomo, donde se multiplican por fision binaria.
Aproximadamente 7 dias después de la alimentacion del insecto, los promastigotes sufren
metaciclogénesis y se vuelven infecciosos (promastigotes metaciclicos), siendo liberados en
el hospedero vertebrado junto con la saliva del insecto, cuando este lacera la piel con su
probodscide durante la alimentacion. Los promastigotes metaciclicos son internalizados por
células dentriticas y por macrofagos del hospedador (Hide y col. 2007). Los parasitos son
incorporados en vacuolas parasitoforas que se fusionan con lisosomas para formar
fagolisosomas, se transforman en la forma de amastigote, se multiplican por fision binaria
dentro del fagolisosoma, destruyen la célula huésped e infectan a otras células fagociticas,
multiplicadndose de nuevo (McGwire y Satoskar, 2013; Hide y col. 2007). El ciclo continGa
cuando el fleb6tomo se alimenta de sangre por la picadura a un hospedador vertebrado

infectado (Hide y col. 2007) (Fig. 2).
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Figura 2. Ciclo de vida de Leishmania (McGwire y Satoskar, 2013).



1.1. Tratamiento de la enfermedad

En areas endémicas, la quimioterapia constituye la principal medida para el control
de la enfermedad. Entre las drogas empleadas para combatirla se encuentran en primer
lugar los compuestos organicos de antimonio trivalentes y pentavalentes, siendo estos
ultimos los mejor tolerados y menos tdxicos. Sin embargo, estos presentan varios
inconvenientes como: alto costo, efectos colaterales severos en algunos casos, variacion
respuesta -paciente y -especie infectante (Castro y col. 2003). De los compuestos
pentavalentes se utilizan el antimoniato de N-metil-glucamina (Glucantime ®) y el
estibogluconato de sodio (Pentostan®) (Bonfante y Barroeta, 2002) (Fig. 3). Los derivados
de antimonio inhiben la glucdlisis y la beta-oxidacion de los acidos grasos en el
metabolismo del parasito, provocando una disminucién en la generacién de ATP y GTP

(Castro y col. 2003).

Como drogas de segunda linea se emplea la anfotericina B, la pentamidina y la

aminosidina (Fig. 3).

La anfotericina B actia mediante su unién a esteroles y ésteres de colesterol de la
membrana celular del parasito formando poros o canales que producen alteraciones en la
permeabilidad, con pérdida de potasio, aminoacidos y purinas. Produce efectos colaterales
como fiebre, escalofrios, cefalea, nauseas, vomitos, malestar general, convulsiones, pérdida

de potasio y magnesio, anemia microcitica-hipocrémica, entre otros (Castro y col. 2003).

La pentamidina es una diamidina aromatica con amplio espectro de actividad
antiparasitaria (Vasquez, 2009), que actda inhibiendo la topoisomerasa mitocondrial, inhibe

la captacion de poliaminas e inhibe la S-adenosilmetionina descarboxilasa (Gil y col, 2007,



Castro y col. 2003). Ademaés, parece que inhibe la RNA-polimerasa, la funcién ribosomal y

la sintesis de acidos nucleicos (Ausina y Moreno, 2005).

La aminosidina es un aminoglucésido que se une a la subunidad ribosomal 30 S,
inhibiendo la sintesis de proteinas. Asimismo, perturba la estructura y la permeabilidad de

la membrana citoplasmatica (Vasquez, 2009).

A partir del afio 2002 se aprobd el uso de miltefosina como droga oral para el
tratamiento de la leishmaniasis. La miltefosina es un alquil-fosfolipido usado para el
tratamiento de leishmaniasis cutanea y visceral. Altera el metabolismo de lipidos de
promastigotes de L. mexicana, la unién del glicosilfosfatidilinositol (GPI) a las proteinas y
afecta la transduccion de sefiales dentro del paréasito, produce apoptosis en promastigotes de
Leishmania (condensacién del nacleo, fragmentacién del ADN y pérdida del volumen
celular). Ademas, tiene efectos sobre la mitocondria en promastigotes de L. panamensis
provocando la reduccion del potencial de membrana e inhibiendo la citocromo-c oxidasa

dentro de la mitocondria (Dorlo y col. 2012).
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Figura 3. Estructura quimica de medicamentos utilizados en el tratamiento de la

leishmaniasis. Tomado de Mesa y col. 2008 y Vasquez, 2009, con modificaciones.

Estos farmacos tienen una eficacia limitada, se desarrolla resistencia por parte del
parasito, son toxicos para el paciente, requieren administracién parenteral (a excepcién de
la miltefosina), se requieren seguir tratamientos largos y costosos. Debido a estas razones,
aun no existen farmacos completamente eficaces contra la enfermedad y de facil
accesibilidad para los pacientes. Hasta ahora no se cuenta con una vacuna, por lo que

tampoco existe control de la enfermedad por esta via (Garcia y col. 2008).



Es necesario encontrar nuevas alternativas terapéuticas que posean una eficiente
actividad antileishmanial, que resulten inocuas al administrarse a mamiferos y que ademas

sean econdémicas (Jiménez y col. 2012).

1.2.  Metabolitos secundarios como base para la obtencion de drogas

antileishmania

Las fuentes naturales constituyen una base para la obtencion de principios quimicos
utiles para el desarrollo de nuevas drogas. En areas endémicas se utiliza un gran nimero de
plantas medicinales para el tratamiento de enfermedades infecciosas y parasitarias (Garcia
y col. 2008). Las plantas medicinales son una importante fuente de productos
biolégicamente activos, tales como carbohidratos, proteinas, enzimas, grasas y aceites,
minerales, vitaminas, alcaloides, quinonas, terpenoides, flavonoides, carotenoides,
esteroles, glucdsidos fenolicos simples, taninos, saponinas, polifenoles, entre otros
(Adejuwon y col. 2011), de los cuales muchos han servido como modelos para la sintesis
de gran cantidad de farmacos, propiciando importantes avances en la terapéutica de varias

enfermedades (Cuéllar y col. 2012).

En un estudio realizado por Hubert y col. 2013, se probaron once plantas usadas en
la medicina tradicional de Camerin contra la forma de promastigote de Leishmania
donovani. Los investigadores demostraron que después de 48 horas de incubacion con los
extractos de plantas, Solanocia mannii y Solanum torvum se observa una significativa
inhibicidn de la proliferacion de promastigotes, con valores de 1Cso de 60,78 +5,05 pg/ml y

96,08 +£4,39 ug/ml, respectivamente.



Basandose en la informacion existente en la historia etnobotanica local, Kheiri y
col. 2012, probaron extractos etandlicos de diecisiete plantas medicinales iranies contra
promastigotes de Leishmania major y macréfagos de la linea celular J774. Los
investigadores demostraron que cuatro plantas mostraron alta actividad antileishmanial:
Caesalpinia gilliesii (IC50=9,76 +1,27 uM), Satureia hortensis (IC50= 15,625 £3,76 uM),
Carum copticum heirm (IC50= 15,625 £5,46 uM) y Thymus migricus (IC50= 31,25 15,44
HUM) y fueron toxicos contra macrdfagos de la linea celular J774 en concentraciones méas
altas que las necesarias para inhibir el crecimiento celular del parésito. Estos resultados
confirman que los productos naturales son una fuente potencial de agentes nuevos y
selectivos que pueden contribuir significativamente en el desarrollo de nuevos farmacos o

compuestos para el tratamiento de la leishmaniasis.

El fraccionamiento de extractos de plantas ha conducido al hallazgo de los

metabolitos secundarios responsables de la actividad antiparasitaria.

Los aceites esenciales de Allium sativum (ajo) y Rosmarinus officinalis (romero),
poseen amplio espectro antimicrobiano y antiparasitario, incluyendo a los parasitos del

género Leishmania (Rojas y col. 2012).

Los flavonoides son compuestos polifendlicos con quince d&tomos de carbono, cuya
estructura consta de dos anillos de benceno unidos por una cadena lineal de tres carbonos
(Martinez, 2005). Son un tipo de metabolitos secundarios de especies vegetales que
presentan actividad antileishmanial. Se ha demostrado que dos biflavonas de Podocalyx
loranthoides fueron moderadamente activas contra promastigotes de Leishmania mexicana

(Rojas y col. 2012).



Se ha demostrado que las fracciones obtenidas de extractos etandlicos de las hojas,
de la corteza del tronco y de la corteza de la raiz de Rollinia rufinervis (Annonaceae)
poseen actividad contra Leishmania. En fracciones con actividad citotoxica se ha detectado
la presencia de acetogeninas, que pueden ser responsables de la actividad antiparasitaria.
Las fracciones fueron probadas a concentraciones entre 0.095 pg/mL y 100 pg/mL contra
promastigotes de Leishmania chagasi, contrastando el efecto con glucantime como control.
De las fracciones obtenidas de la planta, la de acetato de etilo de extracto de hojas presenta
la mayor actividad, causando inmovilidad apreciable o total de los parasitos después de 72

horas de incubacién (Hernandez y col. 2005).

Passero y col. 2007, evaluaron la actividad antileishmania de un extracto metandlico
de hojas de Jacaranda puberula y de fracciones obtenidas del mismo. El extracto crudo
mostro inhibicién del crecimiento de promastigotes de una manera dosis-dependiente con
un ICso de 88.0 pg/mL e inhibicion del crecimiento de las formas amastigotes dentro de
macrofagos, con baja actividad (ICsp de 359.0 pg/mL). Este extracto present6 actividad
citotoxica contra macrofagos infectados con L. amazonensis, a concentraciones elevadas
(>88.0 pg/mL). La fraccion de hexano:acetato de etilo (3:2) y la de diclorometano:metanol
(4:1) mostraron un efecto citotoxico sobre macr6fagos murinos de manera dosis-
dependiente, sin embargo, la fraccion de metanol no presentd este efecto citotdxico, y su
actividad sobre amastigotes fue mayor que la del extracto crudo (ICs de 14.0 pg/mL), por
lo que dicha fraccién es potencialmente eficaz contra la leishmaniasis cutanea,
representando una buena perspectiva para el desarrollo de nuevos compuestos

leishmanicidas.
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Brenzan y col. 2007, evaluaron la actividad antileishmanial in vitro de extractos de
diclorometano de las hojas de Calophyllum brasiliense. Se demuestra que el extracto de
diclorometano inhibe el crecimiento del parasito con ICsy de 40.0 y 3.7 pg/mL para las
formas promastigote y amastigote, respectivamente, después de 72 horas de incubacion. La
fraccion de hexano mostro un efecto inhibitorio del crecimiento, mayor que el extracto de
diclorometano, con I1Cso de 17.0 pg/mL para promastigotes y de 3.2 pg/mL para las formas
amastigotes. De la fraccion de hexano se purificé una cumarina (Mammea A/BB), la cual
mostr6 mejor efecto inhibitorio del crecimiento de los paréasitos, que la fraccién de hexano
y que el extracto de diclorometano, con 1Csy de 3.0 pg/mL contra promastigotes y de 0.88
pg/mL contra las formas amastigotes. También se demostrdé que la cumarina Mammea
A/BB causa cambios ultraestructurales como una significativa alteracion de la mitocondria
con membranas concéntricas en la matriz mitocondrial, intensa actividad exocitica en la
region de la bolsa flagelar con membranas concéntricas dentro de la bolsa, aparicién de
células binucleadas y vacuolizacion citoplasmatica multiple en promastigotes cuando se
tratan con 3.0 pg/mL de cumarina Mammea A/BB durante 72 horas. Estos resultados
indican la potente actividad leishmanicida, inhibidora del crecimiento y con capacidad de
causar importantes cambios ultraestructurales en el parésito y sin toxicidad para

macrofagos (Brenzan y col. 2007).

1.3. Actividad antiparasitaria y antibacteriana de metabolitos secundarios

de Carica papaya

Carica papaya es una planta que sobresale como medicamento vegetal alternativo.
Pertenece a la familia de las Caricaceae, es una planta herbacea tipo arbustiva de

crecimiento continuo, con tallo sencillo que a veces se ramifica, tronco hueco y madera
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esponjosa, que en su madurez alcanza alturas de hasta 10 metros. Esta especie es originaria
de América Central, entre el sureste de México y Costa Rica. Es cultivada en la mayoria de
los paises de la zona intertropical del mundo; a lo largo de los tropicos y en zonas

subtropicales calidas (Mateo, 2005).

Respecto a los componentes quimicos presentes en las hojas y semillas de la planta
se encuentran: alcaloides, enzimas, esteroles, glicésidos, lipidos, carotenos y componentes

azufrados (Tabla 1).

Dentro de los diversos usos dados a dicha planta, destaca la utilizacion de sus
semillas como desparasitante y antipirético, ademas de sus propiedades medicinales como
antiseptico, antiparasitario, antiinflamatorio, antidiabético y anticonceptivo (Cuéllar y col.

2012; Bamisaye y col. 2013).

Desde hace muchos afios se ha estudiado la actividad antibacteriana y antifingica de
extractos de la papaya. En Nigeria, Emeruwa (1982) utiliz6 extractos de frutos maduros y
verdes de Carica papaya (epicarpo, endocarpo y semillas) como sustancia antibacteriana,
obteniendo diferentes grados de actividad contra Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Escherichia coli, Pseudomonas Aeruginosa y Shigella flexneri. Los extractos, ademas de
inhibir el crecimiento de las bacterias, ocasionaron cambios en la morfologia celular de S.

aureus, B. cereus y E. coli, como hinchamiento y acortamiento de las células.
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Tabla 1. Principales compuestos quimicos presentes en hojas y semillas de Carica

papaya. Tomado de Osuna y col. 2005 y Fonnegra y Jiménez, 2007.

Compuesto Hojas Semillas

Alcaloides Carpaina, pseudocarpaina, colina, | Carpaina, carpasemina
nicotina, dehidrocarpaina I y II,

cotinina, miosmina

Enzimas Papaina, quimopapaina Mirosina

Esteroles B-sitosterol B-sitosterol, Hidroavenasterol,
campesterol, colesterol,

estigmasterol, 58-estigmasterol,

Glicésidos Cianogénico Sinigrino

Lipidos Acido laurico, linoleico, oleico, Acido linoleico, miristico,
palmitico, estearico oleico, palmitico, estearico

Carotenoides | B-caroteno [-caroteno

Componentes | Bencilglucosinolato, aglicona Benciltiocinato, bencil senevoles

azufrados bencilglucotropaeolina

Jiménez y col. 2013, evaluaron la actividad antiprotozoaria in vivo en ratones
infectados con Tripanosoma cruzi de un extracto cloroférmico crudo de semillas de Carica
papaya a dosis de 50 y 75 mg/kg y de una mezcla de compuestos (&cido oleico, palmitico y
estedrico) obtenida del extracto cloroférmico a concentraciones de 100, 200 y 300 mg/kg,
contra las formas infectivas del parasito (tripomastigote sanguineo y amastigote), utilizando

buffer fosfato salino (PBS) como control negativo y alopurinol (8.5 mg/kg) como control
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positivo. Ambos extractos se administraron oralmente durante 28 dias. Los investigadores
observaron una actividad antiprotozoaria significativa de C. papaya en ratones tratados con
el extracto cloroférmico crudo, asi como en ratones tratados con las mezclas de
compuestos, ademas, mostraron la actividad antiprotozoaria de ambos extractos contra la
forma de tripomastigote, pero no se demuestra actividad significativa contra los nidos de
amastigotes en tejido cardiaco. Estos resultados demuestran que los acidos grasos
identificados en los extractos de semilla de C. papaya (de fruta madura) son capaces de
reducir el numero de parésitos en las etapas de tripomastigote sanguineo y amastigote.
Ademas, demuestran que el extracto cloroférmico tiene actividad antiprotozoaria
significativa, pero no elimina totalmente los tripomastigotes de T. cruzi durante la fase

activa de infeccion (Jiménez y col. 2013).

Valadeau y col. 2009, utilizaron en un estudio noventa y cuatro extractos etanolicos
de diferentes partes de plantas utilizadas con fines medicinales por la etnia amazonica
peruana Yanesha, para afecciones relacionadas con la leishmaniasis y la malaria. Los
investigadores probaron los extractos contra amastigotes axénicos de Leishmania
amazonensis y contra una cepa de Plasmodium falciparum resistente a la cloroquina. De las
plantas probadas, ocho especies mostraron actividad leishmanicida interesante, entre las
cuales destaca el extracto etanodlico de hoja de Carica papaya, ya que mostrd la mejor
actividad con valores de 1Cso de 11 +1.2 (ug/ml) después de 72 horas de incubacion frente a
anfotericina B, la cual se utiliz6 como droga de referencia para Leishmania, con valores de

ICso de 0.14 +0.03 (ug/ml).

En estudios realizados por Cuellar y col. 2012, se demuestra una moderada

actividad antiprotozoaria y antileishmanial de un extracto metandlico de hojas, enriquecido
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en alcaloides de C. papaya y menor actividad de una fraccion de n-hexano del extracto
metandlico de hojas. El extracto enriquecido en alcaloides mostré mayor actividad que la
fraccion de n-hexano frente a promastigotes de Leishmania amazonensis y frente a estadios
intraeritrocitarios de Plasmodium berghei, obteniendo valores de ICso de 73.3 pg/ml de
extracto de alcaloides frente a L. amazonensis y de 50.0 pg/ml frente a esquizontes de P.
berghei. La fraccion de n-hexano mostrd valores de 1Cso mayores a 100 pg/ml y 50 pg/ml
frente a L. amazonensis y P. Dberghei, respectivamente. El extracto enriquecido en
alcaloides mostr6 menor 1Cs, siendo mas efectivo contra el crecimiento de estadios
intraeritrocitarios de Plasmodium berghei que contra el crecimiento de promastigotes de

Leishmania amazonensis.

Estos estudios demuestran la actividad que presentan extractos de Carica papaya
contra distintos organismos patégenos. Por tal razon, es posible considerar un estudio mas
profundo sobre el potencial terapéutico de la planta contra la leishmaniasis. Dado que el
mayor nuimero de reportes encontrados en la literatura describen el efecto de extractos de
hoja de C. papaya, consideramos interesante evaluar el efecto leishmanicida de extractos de

semillas de la planta.
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2. OBJETIVOS

2.1. General:

Evaluar el efecto de extractos metandlicos de semillas de Carica papaya sobre

Leishmania mexicana MHOM/BZ/82/BEL21 (BEL21).

2.2. Especificos:

Obtener extractos metandlicos a partir de semillas de Carica papaya.

Evaluar el efecto de los extractos metandlicos sobre el crecimiento de cultivos de

promastigotes de L. mexicana.

Determinar el efecto citotoxico de los extractos metandlicos sobre los

promastigotes.

Evaluar mediante microscopia de fluorescencia el efecto de los extractos

metanolicos sobre la morfologia y la paralisis del ciclo celular o citocinesis.

Evaluar la citotoxicidad de los extractos metandlicos sobre macréfagos de la linea

celular murina J774.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Cultivo celular

3.1.1. Cultivo de promastigotes

Para el estudio del efecto leishmanicida de extractos metandlicos de semillas de
Carica papaya, se trabajé con cultivos de parasitos de la especie Leishmania mexicana
(BEL21). Los promastigotes se cultivaron a 25 °C, sin agitacion, en medio de cultivo T-Y
(triptosa 10,0 g/L, extracto de levadura 2,5 g/L, fosfato disddico 7,5 g/L, cloruro de sodio
8,0 g/L) pH 7.2 segun lo descrito por Limoncu y col. 1997, con algunas modificaciones,

suplementado con 5% de suero fetal bovino (SFB) inactivado por calor (60 °C, 30 min).

3.1.2. Cultivo de macrofagos

Los macrofagos de la linea celular murina J774 se cultivaron en frascos de cultivo
con medio RPMI 1640 con L-glutamina, suplementado con 10% de SFB inactivado por
calor, estreptomicina y penicilina a concentracion final de 0,1 pg/ml y 100 U/ml,
respectivamente. Los cultivos se mantuvieron en una estufa a 37 °C, en una atmosfera de

5% de CO; y 90% de humedad.

Una vez que los macrofagos alcanzaron la confluencia, se removid el medio de
cultivo y se agreg6 buffer fosfato salino (PBS) frio estéril. Se centrifugd la suspensién
celular en una centrifuga MSI Minor de rotor basculante a 2600 rpm durante 10 minutos y
las células se resuspendieron en medio fresco. Se comprobd la viabilidad celular mediante
la prueba de exclusion de azul tripano, agregando 5 pl de azul de tripano al 0,8% a 100 pl

de la suspension celular.
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Este es un método utilizado para determinar el nimero de células viables presentes
en una suspension celular. Se basa en el principio de que las células vivas poseen
membranas celulares intactas que excluyen el colorante, mientras que las células muertas
no lo excluyen. Las células vivas no son coloreadas ya que el colorante no entra en las
células, por lo que tendran un citoplasma claro, mientras que las células muertas tendran un

citoplasma azul (Strober, 1997).
3.2.  Contaje celular

Se estimé el nimero de promastigotes presentes en el cultivo celular mediante el
contaje directo en la cdmara de Neubauer. Previamente se diluy6 una alicuota del cultivo
(1:1) con formaldehido al 3,7%. Se calculd la concentracion de células en cada cultivo

(cel/mL) utilizando la siguiente férmula:

C= (N° de células promedio por cuadrante central/ Volumen (mL)) x N° de casillas

x Dilucién x Volumen de cultivo (mL).
Donde el volumen del cuadrante central es constante e igual a 10™ (0,0001 mL).

El ndmero de macrofagos se determind por contaje directo en la camara de
Neubauer. Se realiz6 una dilucion 1:1 de la suspension celular con azul de tripano. Se
contaron las células vivas utilizando los cuadrantes externos de la cdmara. Se utilizo la

siguiente expresion para calcular la concentracion de células:

C= (N° de células promedio / Volumen de los 4 cuadrantes secundarios (10 mL)) x

Dilucién x Volumen de cultivo (mL).
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3.3. Obtencion de extractos metanolicos

Las semillas se recolectaron de frutos maduros de Carica papaya, se lavaron con
agua destilada, se secaron en la estufa a 42 °C y se molieron. El polvo obtenido se

almaceno en un envase de vidrio bajo proteccion de la luz.

Se tomaron 20 g de polvo de semilla y se agregaron 100 ml de metanol para su
extraccion, con agitacion continua durante 24 horas. El extracto se filtré en papel Watman
N° 1y se almacend el filtrado en refrigeracion. Se agregaron 100 ml de metanol al residuo
de polvo de semillas y se agitd durante 3 horas. Se repitio el proceso una vez mas. Se
agregaron 100 ml de metanol y se dejé en agitacion durante 18 horas. Se mezclaron todos
los filtrados y se rotoevapor0 a una temperatura de 55 - 60 °C con vacio, segun lo descrito
por Alzamora y col. 2007, con modificaciones de reduccion del tiempo de extraccion, de
consecutivas extracciones y mezclado las mismas. Una vez concentrado el extracto se
determind el peso del residuo untuoso y se resuspendié en DMSO:H20 (1:1). Se almacend

a -10°C hasta su uso.

3.4.  Andlisis fitoquimico de semillas pulverizadas y del extracto metandlico

de semillas

La deteccion de metabolitos secundarios presentes en el extracto metandlico de
semilla y en extractos de polvo de semilla, se realiz6 mediante reacciones de identificacion

para cada compuesto fitoquimico:

X Alcaloides: utilizando los reactivos de Wagner y Hager (Marcano y
Hasegawa, 2002). En 1 tubo de ensayo se agregaron 3 ml de &cido clorhidrico (HCI) al 5%
y 150 pl de extracto (1g/ml), se calent6 en bafio Maria durante 5 minutos, se enfrié y se

19



filtro. Se transfirié 1ml del filtrado en dos tubos de ensayo, al primer tubo se le adicionaron
2 gotas del reactivo de Wagner (yodo 1,27 % Yy yoduro de potasio al 2%) y al segundo 2
gotas del reactivo de Hager (solucion de &cido picrico al 10 %). La presencia de turbidez o
precipitado, se considerd positiva.

<> Compuestos Fendlicos: utilizando ensayo de cloruro ferrico. En 1 tubo de
ensayo se colocaron 3 ml de agua miliQ y 150 pl de extracto (1g/ml), se calentd en bafio
Maria durante 15 minutos, se enfrio y se filtrd. Se transfirio 1ml del filtrado acuoso a un
tubo de ensayo y se adicionaron 3 gotas de FeCl; al 2,5 % en metanol al 50%. Los
compuestos fendlicos dan coloracién o precipitado verdoso con sales de hierro.

X2 Flavonoides: utilizando el ensayo con hidroxido de sodio. En 1 tubo de
ensayo se colocaron 3ml de agua miliQ y 150ul de extracto (1g/ml), se calent6 en bafio
Maria durante 15 minutos, se enfrio y se filtrd. Se transfiri6 1ml del filtrado acuoso en un

tubo de ensayo y se adicionaron 3 gotas de NaOH 1N. Los flavonoides se solubilizan en

soluciones alcalinas diluidas, dando o intensificando la coloracion amarilla.

o%

x5 Glicosidos cianogénicos: utilizando papel picrosédico. Con la ayuda de una
espatula se disolvié en 1ml de agua miliQ, una pequefia porcién de extracto metandlico
seco. Una tira de papel de filtro Whatman N° 1 se impregnd con una solucion de &cido
picrico al 1%, se dej6 secar para luego impregnarla con carbonato de sodio al 10%. Una vez
seca, se introdujo la tira dentro de un tubo de ensayo y se tapo el tubo sujetando la misma.
Se calento en bafio Maria durante 30 minutos. El desprendimiento de gas CNH se detecta
en la tira de papel picrosodico de color amarillo, que se transforma en acido isopurpurico de
color naranja por el CNH desprendido.

X Saponinas: utilizando el reactivo de Rosenthaler y el ensayo de espuma. Se

colocaron 0,5ml de filtrado acuoso en un tubo de ensayo y se diluyo con 4,5ml de agua
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miliQ. Se transfirio 1ml del filtrado diluido a un tubo de ensayo, se agregd 1 gota del
reactivo de Rosenthaler (vainillina al 1% en metanol) y 1 gota de &cido sulfirico (H,SOy)
concentrado. El volumen restante del filtrado diluido se tap6 y agit6 vigorosamente durante
2 minutos. Las saponinas dan coloracion violeta con el reactivo de Rosenthaler. La
presencia de espuma de grosor >5mm Yy estable durante 30 minutos se considera positiva
para la prueba de la espuma.

X2 Taninos: Utilizando el reactivo de gelatina-sal (gelatina al 1% y cloruro de
sodio al 10%). Se transfirié 1ml de filtrado acuoso en un tubo de ensayo y se afiadio 1ml de

solucidn de gelatina-sal. La formacion de precipitado, turbidez y/o coloracion verde, azul o

negra es prueba positiva de la presencia de taninos.

Los ensayos con el polvo de semilla se realizaron de manera similar a los ensayos
antes descritos, disolviendo 2,5 gr de polvo de semilla en 30 ml del solvente requerido para

cada prueba.

3.5. Actividad antioxidante de los extractos metandélicos de semilla de Carica

papaya

Se realizaron diluciones seriadas del extracto metanolico de semilla, con medio de
cultivo, en placas de 96 pozos. Se ensayaron concentraciones finales de 25.0, 12.5, 6.25,
3.125 y 0.625, 0.312, 0.156 mg/ml. Las placas se incubaron durante 48 horas a 25 °C y se
evaluo la reduccion del MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il0)-2,5 difenil tetrazolio bromuro)
incubando durante 4 horas. La absorbancia se estimé a 570nm. Este ensayo se utiliza como
una herramienta para medir el potencial antioxidante de gran variedad de extractos de

productos naturales y compuestos puros (Liu y Nair, 2010).
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3.6. Efecto citotoxico de los extractos metandlicos sobre los cultivos de

promastigotes

Se realizaron diluciones seriadas del extracto metanolico de semilla, con medio de
cultivo, en placas de 96 pozos y se agregaron 50 pl de suspension de parésitos 4x10°
cel/mL (2x10° parésitos/pozo). Se obtuvieron concentraciones finales de 25.0, 12.5, 6.25,
3.125 y 0.625, 0.312, 0.156 mg/ml. Las placas se incubaron a 25 °C y se evalud la

citotoxicidad a las 48 horas mediante el método de reduccion del MTT.

Este es un ensayo colorimétrico basado en la reduccién metabolica del MTT
mediante la accién de la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa que separa el anillo
de tetrazolio del MTT, formandose el compuesto formazan, de color azul, parcialmente
insoluble en agua y soluble en disolventes organicos, como el isopropanol que produce una
solucion homogénea adecuada para la medicién de la densidad optica. EI método permite
medir la supervivencia y la proliferacion celular, ya que la cantidad de células vivas es

proporcional a la cantidad de formazan formado (Mosmann, 1983).

Finalizado el periodo de incubacién, se agregaron 50 pl de MTT (1 mg/ml en PBS)
a cada pozo y se incubd la placa a 25°C por 4 horas. Se realizo la interrupcion de la
reaccion enzimatica y la extraccion del formazan agregando 50 pl de dodecilsulfato sodico
(SDS) al 20% a cada pozo. Se determino indirectamente el nimero de promastigotes vivos

midiendo la cantidad de formazan producido, a 570 nm en un lector de ELISA.

Finalmente, se calculd el porcentaje de viabilidad y de inhibicion utilizando las

siguientes ecuaciones:
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% Viabilidad= (AT-AB)/(AC-AB) x 100
% Inhibicién= 100 - % Viabilidad

Donde:

AT: Absorbancia de parasitos tratados con el extracto

AC: Absorbancia de parasitos no tratados

AB: Absorbancia del medio de cultivo

La concentracién que produce 50% de inhibicion del crecimiento celular del cultivo
(ICsp) se calcul6 mediante el programa PRISMA 5, dicho valor se obtuvo mediante una

regresion no lineal de los datos y mediante el anélisis de la curva del logaritmo de la dosis

versus el porcentaje de inhibicion.

Como controles se utiliz6 DMSO como diluyente del extracto y la suspension de
parésitos en ausencia de droga como control positivo. Como blanco se utiliz6 medio de
cultivo T-Y. Ademas, se utilizd el extracto metandlico sin parésitos como control de la

actividad reductora de MTT.

3.7. Efecto de los extractos metandlicos sobre el crecimiento de cultivos de

promastigotes

Se preparé un cultivo celular de 6x10° células/mL en medio T-Y suplementado con
SFB al 5%, estreptomicina y penicilina a concentracion final de 0,1 pg/mL y 100 U/mL
respectivamente. Se prepararon cultivos de promastigotes en frascos de cultivo, con
diferentes concentraciones finales del extracto de semilla (1.667, 0.833, 0.416 y 0.208
mg/ml). El volumen final de cada frasco fue de 3ml. Como controles se utilizo la
suspension de parasitos sin extracto y DMSO 0,083% con parasitos. Los cultivos se

incubaron a 25 °C, durante 48 horas. Se realizo contaje de promastigotes en la cdmara de
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Neubauer. Se determind el porcentaje de inhibicion del crecimiento de los promastigotes y

se graficaron los resultados con la ayuda del programa Prisma 5.

3.8. Evaluacioén del efecto de los extractos metandlicos sobre la morfologia

de los promastigotes y la paralisis de la citocinesis

Se incubaron 2x10° cel/ml con el extracto metandlico de semilla a concentracion de

0.2 mg/ml, en frascos de cultivo durante 48 horas a 25 °C.

Una vez finalizado el periodo de incubacion, se colocd la suspension de
promastigotes sobre un portaobjetos y se agregd igual volumen de naranja de acridina 1,44
mg/ml. Las modificaciones a nivel morfologico se observaron mediante microscopia de
contraste de fases y fluorescencia, con objetivo de 100X, en un microscopio NIKON

eclipse.

La naranja de acridina (N,N,N"N"-tetrametilacridina) es un colorante fluorescente
cationico selectivo para los &cidos nucleicos en forma nativa o desnaturalizada. Interactla
con el ADN por intercalacion dentro de la molécula y con el ARN por interacciones
electrostaticas. La naranja de acridina cuando estd asociada al ADN, es espectralmente
similar a la fluoresceina, y presenta un maximo de excitacion a 502 nm y una emisién a 525
nm (en el verde). Al asociarse con el ARN, la excitaciéon maxima deriva a 460 nm (en el
azul) y la emisién méaxima a 650 nm (en el rojo)

(http://www.microinmuno.gb.fcen.uba.ar/SeminarioTinciones.htm;

http://virologiamedicafesc.blogspot.com/2010/09/naranja-de-acridina.html). La naranja de

acridina (AO) impregna todas las células y hace que los nlcleos aparezcan de color verde,

lo cual permite utilizarla como colorante vital, dando fluorescencia verde con células en
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fase de division activa y/o con microorganismos vivos Yy fluorescencia naranja con

microorganismos muertos (Ribble y col. 2005).

3.9. Evaluacioén del efecto de extractos metanolicos sobre macréfagos de la

linea celular murina J774

Con la finalidad de determinar la selectividad de los extractos de semillas de Carica
papaya sobre Leishmania, se estudio el efecto citotdxico de los extractos sobre macrofagos
murinos J774. Los macrdfagos recolectados de los cultivos, se resuspendieron a relacion de
2x10* cel/ml y se sembraron en placas de 96 pozos (2x10° cel/pozo). Después de la
incubacion a temperatura de 37 °C, 5% de CO, y 90% de humedad relativa, durante 24
horas, los macrofagos se incubaron con diferentes concentraciones del extracto metandlico
(6.05, 3.03, 1.51, 0.76, 0.38, 0.19, 0.09 y 0.05 mg/mL) durante 48 horas, bajo las
condiciones anteriormente descritas. Transcurrido el tiempo de incubacion, se estimé la

viabilidad de los macr6fagos mediante el método del MTT.

Se determind indirectamente el crecimiento de macréfagos, midiendo la cantidad de

formazan producido, en un lector de ELISA a 570 nm.

El ICs se calculé mediante el programa PRISMA 5, por medio de una regresién no
lineal de los datos y el analisis de la curva del logaritmo de la dosis versus el porcentaje de

crecimiento.

El indice de selectividad (IS) se determind como el cociente entre el 1Cso de los

macrofagos y el ICsq de los promastigotes (Valencia y col. 2011).
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3.10. Evaluacion del efecto de los extractos metanolicos sobre amastigotes

intracelulares

Los macréfagos se resuspendieron a relacion de 5x10° cel/mL y se sembraron 2x10°
cel/pozo sobre cubreobjetos estériles en una placa de 6 pozos. Se incub6 la placa en la
estufa a temperatura de 37 °C, 5% de CO, y 90% de humedad relativa durante 4 horas.
Posteriormente se lavaron los pozos 2 veces con PBS 1X estéril, se agregé medio fresco y
se incubd la placa durante 24 horas. Se realizaron dos lavados con PBS 1X estéril, se
incubaron con promastigotes en fase estacionaria en una proporcion de 10 promastigotes
por macrofago durante 4 horas, bajo las condiciones descritas previamente. Posteriormente,
se removieron los parasitos extracelulares mediante 2 lavados con PBS estéril. Se incubd la
placa durante 24 horas para permitir el desarrollo de la infeccion, se retird el medio de los
pozos y se incubaron los macrdfagos infectados durante 48 horas en la estufa bajo las
mismas condiciones utilizadas previamente, con concentraciones de 0.2 y 1.0 mg/ml del
extracto metanolico. Finalizado el periodo de incubacion, los cubreobjetos se sumergieron
en metanol frio fijando las células y se tifié con colorante de Giemsa (1:10) en agua durante

20 min.

La tincion de Giemsa se basa en la distinta afinidad que tienen las células y sus
componentes, a los colorantes incluidos en el colorante de Giemsa, permitiendo identificar
parasitos dentro de células hospederas. Los nucleos de células y de protozoarios se

observan de color violeta, mientras que el citoplasma se observa de color rosado.

El nimero de macrofagos infectados se determind mediante observacion de 500

macrofagos por cubreobjeto.
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3.11. Fraccionamiento de los extractos metanolicos mediante cromatografia

en gel de Silice.

Se pesaron 20 gr de gel de silice y se agregaron 100 ml de isopropanol. Se empacéd

la silica en una columna vertical.

El extracto se adsorbi6 al gel de silice y se colocé en la columna. Se eluyé con 20
ml de isopropanol recolectando fracciones de 10 ml. Luego se eluy6 con 20 ml etanol, 20
ml metanol y 20 ml de metanol:agua (8:2) recolectando fracciones de 10 ml. Las fracciones
se evaporaron en la estufa a 35 °C. El sedimento de cada fraccion se resuspendio en

DMSO:Agua (1:1).
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4. RESULTADOS
4.1.  Analisis fitoquimico de semillas pulverizadas y del extracto metanolico

de semillas

Se realizaron diferentes pruebas cualitativas con la finalidad de identificar diferentes
compuestos presentes en semillas de papaya. El andlisis fitoquimico cualitativo de los
extractos revel6 la presencia de alcaloides, compuestos fendlicos; como flavonoides y
taninos y glicosidos cianogénicos (Tabla 2). No se logrd identificar saponinas en los

extractos metanolicos de semillas ni en el polvo de semilla.

Tabla 2. Andlisis fitoquimico del extracto metandlico y del polvo de semillas de
Carica papaya.

Compuesto fitoquimico Prueba Extracto (1g/ml) Polvo de Semilla
_ Hager + +
Alcaloides
Wagner + +
Compuestos fendlicos o
_ ) Cloruro férrico + +
(Flavonoides, Taninos)
Flavonoides Hidroxido de Sodio + +
Glicésidos cianogénicos | Papel picrosodico + +
_ Espuma - -
Saponinas
Rosenthaler-H,SO4 - -
Taninos Gelatina-sal + +
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4.2.  Actividad antioxidante de los extractos metandlicos de semillas

Los resultados de las placas (absorbancia) con el extracto metandlico, obtenidos
mediante el lector de Elisa (570 nm), presentaron una reduccion del MTT superior a la del
control, lo cual condujo a ensayar el extracto sin parésitos, a las mismas concentraciones a
las ensayadas con los promastigotes con la finalidad de determinar la causa de tal efecto.
Los ensayos con el extracto metandlico sin promastigotes, causaron la reduccion del MTT,
indicando que el extracto posee actividad antioxidante.

Los resultados obtenidos de tres experimentos realizados por duplicado, de la
actividad antioxidante del extracto metandlico se muestran en la figura 4, indicando una

dependencia lineal de la absorbancia respecto a la concentracion de extracto.

Absorbancia (570 nm)

mg/ml

Figura 4. Actividad antioxidante del extracto metandlico de semillas de C.
papaya. El extracto se incub6 con MTT durante 4 horas y se midié la absorbancia a 570 nm
para determinar su efecto antioxidante.
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4.3. Efecto citotdxico de los extractos metandlicos sobre los cultivos de
promastigotes

Con la finalidad de estudiar el efecto citotoxico de los extractos metandlicos de
semillas de Carica papaya sobre promastigotes de Leishmania mexicana, se incubaron los

parasitos con diferentes concentraciones del extracto de semilla.

Una vez determinado el efecto antioxidante del extracto metandlico, se restd dicho
efecto y el efecto del DMSO, determinando asi el efecto citotdxico neto del extracto sobre
los promastigotes. La figura 5, muestra la curva del porcentaje de citotoxicidad de los
extractos metandlicos contra promastigotes de L. mexicana, de cuatro experimentos
realizados por triplicado. Se observd que a concentraciones mayores de 3.12 mg/ml, se
logré 100% de citotoxicidad. El analisis estadistico realizado por el programa Prisma 5,
mediante una regresion no lineal de los datos, arrojé una curva hiperbdlica con valor de

ICso= 0,18+0,02 mg/ml. La curva hiperbélica presenté un R? de 0,76.

100-L v L

R?=0,76

504

% Citotoxicidad

0 T 1 !
0 10 20 30

mg/ml

Figura 5. Porcentaje de citotoxicidad de los extractos metandlicos de semillas.
Los promastigotes se incubaron durante 48 horas con los extractos y se evaluo la
citotoxicidad mediante el método del MTT. Se muestran los datos producto de
cuatro experimentos realizados por triplicado. El ajuste de los puntos de la curva
arrojo un 1Csp= 0,18+0,02 mg/ml.
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4.4. Efecto de los extractos metandlicos sobre el crecimiento de cultivos de

promastigotes

Debido a que los ensayos de citotoxicidad realizados podrian arrojar resultados
inexactos por los efectos de restar la actividad antioxidante del extracto, se procedid a
determinar el efecto de los extractos sobre el crecimiento de cultivos mediante contaje
celular. Los promastigotes se incubaron en frascos de cultivo, con diferentes
concentraciones finales (1.667, 0.833, 0.416 y 0.208 mg/ml) del extracto de semilla. La
Figura 6, muestra la curva del porcentaje de inhibicion del crecimiento de los promastigotes
de L. mexicana versus la concentracion del extracto. Los datos provienen de cinco
experimentos, de los cuales, en dos se realizé contaje por duplicado. Se observa que con la
mas alta concentracion utilizada (1,667 mg/ml) se alcanzé 99,34% de inhibicion a las 48
horas de incubacién. A partir de los resultados de porcentaje de inhibicion obtenidos se

realizd una regresion no lineal de los datos, obteniendo un ICs de 0,20+ 0,05 mg/ml.

100- ° °
c
0
Q R?= 0,68
=
E 504
=S

0 I I I 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
mg/ml

Figura 6. Efecto del extracto metanolico de semilla de C. papaya sobre el
crecimiento de cultivos de promastigotes. Los promastigotes se incubaron durante 48
horas con los extractos y se realizé contaje celular en la camara de Neubauer. Los datos son
producto de cinco experimentos independientes. El ajuste de los puntos de la curva permitié
obtener un valor de ICs de 0,20+ 0,05 mg/ml.
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4.5. Evaluacién del efecto de los extractos metandlicos sobre la morfologia

de los promastigotes

La evaluacion de la morfologia de los parasitos tratados con el extracto metanolico,
mediante microscopia de contraste de fases, permitio observar vacuolizacion celular (fig. 7-
B1), ademas, del bloqueo de la division celular caracterizado por alteraciones en el

movimiento flagelar, la presencia de flagelos cortos o la pérdida del mismo (Fig. 7-B2).

Figura 7. Cambios morfologicos producidos en promastigotes de L. mexicana.
Los parasitos se incubaron con 0,2 mg/ml del extracto durante 48 h. Barra 10 pm.

La evaluacion de los parasitos tratados con el extracto metandlico, mediante
microscopia de fluorescencia con naranja de acridina, permitié observar que las células, en

general presentan un solo ndcleo y un Unico kinetoplasto (Fig. 8B). Sin embargo, en
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comparacion con las células control (Fig. 8A), el nlcleo es de mayor tamafio. Estos
resultados demuestran que aunque los extractos presentan actividad leishmanicida
moderada contra promastigotes de L. mexicana, causan alteraciones morfologicas en los
parésitos, afectando su movimiento y alterando los eventos de division flagelar, ademas de
alteraciones en el tamafio del nucleo, vacuolizacion, formas redondeadas u ovaladas y

aparente detencién del evento de citocinesis.
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Figura 8. Cambios morfologicos en promastigotes de L. mexicana observados
mediante microscopia de contraste de fases y fluorescencia con naranja de acridina.
Control (A), Tratados con 0,2 mg/ml de extracto metanolico (B). Barra: 10 um.
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4.6. Evaluacion del efecto de extractos metandlicos sobre macrofagos de la

linea celular murina J774

Con la finalidad de determinar la selectividad de los extractos metandlicos de
semillas de C. papaya contra promastigotes de L. mexicana, nos planteamos estudiar el
efecto citotoxico de los extractos sobre macr6fagos murinos J774, incubados durante 48
horas. La Figura 9, muestra la curva del logaritmo de la dosis de extracto versus el
porcentaje de crecimiento de los macrofagos, de tres experimentos realizados por

triplicado.
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Figura 9. Porcentaje de crecimiento de macro6fagos vs el log de la concentracion
de extracto metanolico de semillas. Los macrofagos se incubaron durante 48 horas con los
extractos y se evalud la citotoxicidad mediante el método del MTT durante 4 horas. Los
datos son producto de tres experimentos por triplicado. La curva permite estimar un valor
de ICso de 6,75 mg/ml (log 1C50= 0,83 £0,05 mg/ml).

Los resultados se obtuvieron mediante una regresion no lineal de los datos. El

analisis de la curva arrojé un valor de I1Cso de 6,75 mg/ml y un R?=0,70. Se observo, que

con valores mayores a 1 mg/ml, el crecimiento de los macrofagos es aproximadamente del
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100%. Comparando los valores de ICsy obtenidos para los promastigotes mediante
citotoxicidad y contaje celular (ICs= 0,18 +0,02 y 0,20 £0,05 mg/ml, respectivamente)
frente al valor de IC50 obtenido para los macréfagos, es notable que existe un efecto

selectivo sobre los promastigotes, calculandose un Indice de Selectividad de 37.

4.7. Evaluacién del efecto de los extractos metanolicos sobre amastigotes
intracelulares

Los macrofagos de la linea celular murina J774 se infectaron con los paréasitos
durante 4 horas y se incubd durante 24 horas para permitir el desarrollo de la infeccion,
posteriormente se agregd el extracto metandlico de semillas a concentraciones de 0,2y 1,0
mg/ml, estos valores corresponden al valor del 1Cso y a un valor mayor que el ICsq del
extracto metandlico obtenido en los ensayos con los promastigotes. Los resultados de un
experimento realizado por duplicado, se muestran en la Figura 10, donde aparentemente no
existen diferencias significativas entre las dos concentraciones utilizadas y el control sin
extracto. Los extractos metanolicos mostraron baja actividad contra los amastigotes

intracelulares de L. mexicana en los macréfagos murinos.
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Figura 10. Efecto de extractos metandlicos de semillas de C. papaya sobre
amastigotes internalizados. Los macrdfagos se incubaron con dos concentraciones
diferentes de extracto durante 48 horas y se contaron los macréfagos infectados. Se
muestran los datos producto de un experimento realizado por duplicado.

4.8. Efecto de fracciones obtenidas de extractos metanélicos sobre el

crecimiento de los promastigotes

En vista que los extractos metandlicos de semillas de C. papaya presentan actividad
moderada contra los promastigotes, se procedié a fraccionar el extracto crudo mediante
cromatografia en columna de silica gel. Las fracciones se eluyeron con isopropanol (F1 'y
F2), etanol (F3 y F4), metanol (F5 y F6) y metanol-agua 1:1 (F7 y F8). La Figura 11
muestra los resultados obtenidos mediante contaje de promastigotes en la camara de
Neubauer, de tres experimentos realizados por duplicado. Las fracciones F3, F4 y F5 se
ensayaron en un solo experimento por duplicado. De las fracciones estudiadas, la F1, F2,
F3 y F7 fueron las que presentaron mayor actividad frente a los promastigotes, las cuales
corresponden a las 2 eluciones con isopropanol, a la primera elucién con etanol y a la

primera elucion con metanol-agua.
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Figura 11. Efecto de fracciones del extracto metandlico sobre el crecimiento de
los promastigotes. Se muestra el % de inhibicion de fracciones obtenidas por
cromatografia en columna de silica gel, eluidas con isopropanol (F1 y F2), etanol (F3 y F4),
metanol (F5 y F6) y metanol-agua 1:1 (F7 y F8). Los datos son producto de tres
experimentos realizados por duplicado.
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Mediante microscopia de contraste de fases se observaron notorias diferencias entre
los promastigotes tratados con las diferentes fracciones y las células control (Fig 12A). En
las fracciones de isopropanol (fig. 12B), se observaron promastigotes con flagelos cortos o
sin flagelos que le ocasionaban dificultad o pérdida del movimiento, la presencia de células
vacuoladas y células que pierden la forma alargada. Los promastigotes tratados con la
primera fraccién de etanol (fraccién 3) se observaron con alteraciones en el proceso de
division celular con células detenidas en citocinesis y células con dos flagelos (fig. 12C),
ademas, se observaron células que presentaban movimiento flagelar pero anormal, células

vacuoladas y con extensiones de la membrana.
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Figura 12. Cambios morfoldgicos producidos en promastigotes de L. mexicana
por fracciones del extracto metanodlico: Control (A), Fracciones de isopropanol (1 y 2)
(B), Fraccion de etanol (3) (C), Fraccion de metanol:agua (7) (D), Fraccion de
metanol:agua (8) (E). Barra: 10pum.
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En la primera fraccién de metanol:agua (fraccion 7) fueron notorias las células
redondeadas u ovaladas y con vacuolas grandes (fig. 12D). En la segunda fraccion de
metanol:agua (fraccion 8) se observaron células con estructuras peculiares que parecen
extensiones delgadas de la membrana, células ovaladas con vacuolas grandes y células sin
flagelo (fig. 12E).

Estos resultados indican que las fracciones de los extractos afectan de manera
diferente a los promastigotes, por lo que cada fraccion presenta compuestos que causan

cambios morfoldgicos distintivos.
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5. DISCUSION

La evaluacion de los metabolitos secundarios presentes en los extractos metandlicos
de semillas indican la presencia de los siguientes compuestos: alcaloides, compuestos
fendlicos, flavonoides, glicésidos cianogénicos y taninos. Los resultados obtenidos son
similares a los obtenidos en estudios realizados con extractos acuosos de diferentes partes
de la planta de papaya, como hojas y raiz, los cuales, indican la presencia de compuestos
fitoquimicos como flavonoides, taninos, alcaloides, esteroides, saponinas y compuestos
fendlicos (Bamisaye y col. 2013). Udoh y Udoh (2005), reportaron la presencia de
glicésidos, polifenoles, alcaloides, flavonoides, quinonas y saponinas, en extractos
metandlicos de semillas de C. papaya. No obstante, aunque los estudios descritos
anteriormente revelan la presencia de saponinas, en el presente estudio, no se logrd
identificar este tipo de compuestos. Un estudio fitoquimico realizado con extractos
etandlicos de semillas de papaya, revela la presencia de alcaloides, glicésidos, taninos,
polifenoles, entre otros compuestos, sin embargo, no indican la presencia de saponinas
(Ikpeme y col. 2011). Eleazu y col. 2012, reportaron la presencia de glicésidos
cianogénicos en extractos acuosos de hojas de C. papaya. Las diferencias entre los
compuestos detectados en el presente estudio y en diferentes extractos de diversas partes de
la planta C. papaya, pueden ser debidas a la variedad de la planta y a la forma de obtencion

de los extractos.

Se confirmo6 la presencia de alcaloides, los cuales presentan actividad leishmanicida
como ha sido demostrado por Cuellar y col. 2012. Tempone y col. 2005, reportaron

actividad leishmanicida in vitro de alcaloides isoquinolinicos, contenidos en extractos de
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Annona cariacea y Annona crassiflora, entre otras plantas, lo cual se podria relacionar la

actividad leishmanicida, que se le atribuye a este tipo de compuestos.

Alzamora y col. 2007, atribuyen la actividad de Lepidium peruvianum frente a L.
brazilensis y L. peruviana, a la presencia de alcaloides imidazélicos, taninos, flavonoides,
saponinas y benzilglucésidos presentes en dicha planta. Algunos de estos compuestos se
lograron identificar en las semillas pulverizadas y en el extracto metanolico de semillas de
Carica papaya Yy su presencia puede guardar alguna relacion con la actividad leishmanicida

de dicha planta.

La actividad antioxidante detectada en el extracto metandlico de semillas, se puede
relacionar con la presencia de ciertos metabolitos secundarios como polifenoles y
flavonoides. Kothari y Seshadri (2010), encontraron también una elevada actividad

antioxidante en extractos cloroformo-metanol (2:1) de semillas de C. papaya.

Se han propuesto diversos parametros de eficacia de actividad antiinfecciosa para
compuestos puros y extractos crudos (Cos y col. 2006). Estos criterios refieren actividad
relevante y selectiva con valores de 1Csop menores a 100 pg/ml para extractos crudos y
menores a 25 PM para compuestos puros, sin embargo, estos valores dependen del modelo
de estudio y del protocolo utilizado. Diversos estudios con extractos metanolicos crudos de
diferentes plantas naturales, han reportado potente actividad leishmanicida con valores de

ICs0 menores a 100 pug/ml (Braga y col. 2007; Estevez y col. 2007; Peraza y col. 2007).

Los resultados demuestran que los extractos son citotoxicos y causan una inhibicion
del crecimiento de promastigotes de L. mexicana. Los valores de ICsy obtenidos tanto para

la actividad citotoxica como para la actividad leishmanicida sobre cultivos de

42



promastigotes, refieren un rango de actividad antileishmanial moderada, segln lo descrito
en la bibliografia para extractos de plantas, por lo que C. papaya podria servir de base para
la obtencién de metabolitos que contribuyan a mejorar el desarrollo de compuestos

antileishmaniales.

La actividad antileishmanial de los extractos metandlicos y de las fracciones se
corroboré por la reduccion y/o pérdida de la movilidad de los parasitos, la manifestacion de
alteraciones morfoldgicas y la presencia de promastigotes lisados en los cultivos al ser
observados bajo el microscopio. Es notable hacer referencia que el efecto mas evidente de
los extractos sobre los promastigotes es el bloqueo de la division celular, caracterizada

principalmente por efectos en la division flagelar.

La principal porcion motora de los flagelos es denominada axonema. El centro del
axonema consiste de dos microttbulos centrales rodeados por una hilera de nueve dobletes
de microtubulos. Los dos microtubulos de cada par periférico se disponen en forma oblicua.
Un microttbulo contiene 13 protofilamentos (A) y el otro posee 11 protofilamentos (B) y
tiene forma de C. Los protofilamentos interconectados del microtibulo A, estan formados
por dimeros de tubulina exclusivamente. La fuerza de impulso de la célula es
proporcionada por la dineina, una proteina adherida a los microtdbulos. La dineina
hidroliza moléculas de ATP y convierte la energia quimica liberada en energia mecéanica
que impulsa a la célula. Dicha energia permite el activo deslizamiento del doblete externo

de microtubulos, haciendo que el flagelo se doble (Gilbert, 2005).
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Es evidente que los extractos tienen un efecto en el bloqueo de la division celular,
principalmente en el bloqueo del evento de division flagelar, impidiendo la formacion de un

nuevo flagelo.

En varios estudios realizados con extractos de C. papaya, se han demostrado los
efectos perjudiciales de la semilla de la papaya sobre espermatozoides de conejos, monos,
perros, ratones y humanos, presentando un efecto contraceptivo importante (Lohiya y col.
1999; Lohiya y col. 2008; Ortega y col. 2010; Manivannan y col. 2009; Lohiya y col.
2000). En estudios realizados por Lohiya y col. 2002 y Ortega y col. 2010, en monos
langures y en perros domésticos, respectivamente, se demuestra que los extractos
cloroférmicos de semillas de papaya, provocan la inhibicion total de la movilidad

espermatica, efecto observado también con los extractos metandlicos sobre promastigotes.

Los cambios morfoldgicos que parecieran manifestar incremento del tamafio celular
y vacuolizacion citoplasmatica, podrian ser atribuidos a que los compuestos presentes en
los extractos tienen como blanco a la membrana plasmatica, desencadenando una pérdida
de la permeabilidad selectiva de la membrana, segin lo descrito en estudios realizados por

Marchan y col. (2000).

Una vez conocida la actividad leishmanicida de los extractos metanolicos de
semillas sobre los promastigotes, se estudio el efecto de fracciones eluidas en una columna
de silica gel con diferentes disolventes, de menos polar a mas polar. Las dos fracciones de
isopropanol, la primera fraccion de etanol y la primera fraccion de metanol-agua, son las
que presentan mejor actividad contra los promastigotes. La actividad presentada por estas

fracciones son menores a la del extracto metanolico. El fraccionamiento del extracto
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permite la separacion de compuestos de diferente polaridad, por lo que en las fracciones de
isopropanol y de etanol se tendran compuestos hidrofébicos (no polares) y en las fracciones
de metanol-agua se tendran compuestos mas hidrofilicos (polares). Posiblemente, uno de
los principales responsables de tal actividad sean los alcaloides, teniendo correlacion con
los resultados de Cuellar y col. 2012, quienes afirman que un extracto de hojas enriquecido

en alcaloides presenta actividad moderada contra promastigotes de L. amazonensis.

La actividad de las fracciones sobre promastigotes de L. mexicana parece estar
relacionada con la polaridad de los compuestos presentes en cada una de ellas. La pérdida
del movimiento flagelar y cambios en la morfologia celular es ocasionada por las
fracciones que contienen compuestos mas hidrofébicos y el efecto sobre la division celular

es producto de los compuestos mas hidrofilicos.

Como es tipico de los tripanosomatideos, L. mexicana posee un Gnico nucleo,
cinetoplasto y flagelo que se replican solo una vez durante cada ciclo celular, ocurriendo
primero la formacion de un nuevo flagelo, seguido de la duplicacion del ndcleo, la mitosis
y division del cinetoplasto y finalmente la citocinesis (Wheeler y col, 2011). Los extractos
metanolicos parecen tener un efecto preferencial sobre los eventos tempranos de

replicacion del ciclo celular.

Una vez conocida la actividad citotoxica y antileishmanial de los extractos sobre los
promastigotes, se prosiguié con la evaluacion de la citotoxicidad de los extractos
metanolicos sobre macréfagos murinos J774, con la finalidad de conocer si los mismos son
selectivos contra los promastigotes. Los resultados demuestran que estos presentan un

efecto a concentraciones superiores a las utilizadas en los ensayos de viabilidad del
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parasito, por lo que no afectan significativamente el crecimiento de los macrofagos a bajas
concentraciones de extracto. Ademas, presentan una marcada accion selectiva sobre los
promastigotes (1IS=37), segun la clasificacion de IS descrita por Valencia y col. 2011,
quienes consideraron selectivos a extractos con IS > 3 y muy selectivos aquellos extractos
con IS > 10. Estos resultados resultan promisorios en vista de que los extractos actdan

selectivamente contra los promastigotes.

En este estudio se ha demostrado una moderada actividad antileishmania de los
extractos metandlicos de semillas de C. papaya sobre promastigotes de L. mexicana. Sin
embargo, los resultados obtenidos contra amastigotes intracelulares en macréfagos murinos
no muestran tal actividad. En el ciclo de vida de Leishmania, el amastigote intracelular es el
estadio que se encuentra dentro de los mamiferos y es el blanco para la quimioterapia. Cabe
destacar que existen diferencias a nivel bioquimico y molecular entre la forma de
amastigote y promastigote; en el catabolismo de glucosa, utilizacion de los acidos grasos,
nucleasas, proteasas de cisteina, metabolismo de purina, fosforilacion de proteinas,
expresion génica, proteina de superficie de membrana, metaloproteasa gp63 y el
lipofosfoglicano (Croft y Yardley, 2002). Tales diferencias entre ambos estadios celulares
podrian estar determinando las diferencias de sensibilidad de los parasitos a los extractos.
Ademas, la accesibilidad de los extractos a los amastigotes se encuentra limitada debido a
que las drogas deben ser internalizadas por fagocitosis o atravesar la membrana de los
macrofagos para poder llegar al amastigote, por lo tanto, el hecho de encontrarse el
amastigote internalizado representa una barrera en la accesibilidad de la droga a los
parasitos. Sin embargo, se recomienda realizar experimentos adicionales, que permitan

corroborar estadisticamente los resultados obtenidos.
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En vista que los extractos metandlicos presentan actividad antileishmanial moderada
contra la forma de promastigote, es importante resaltar que los extractos presentan efectos
notables en el bloqueo del proceso de division celular y alteraciones morfoldgicas de las
células, aunque no presentan actividad antiamastigote. Por lo tanto, se sugiere continuar
realizando estudios con la finalidad de obtener de los extractos metandlicos, metabolitos
secundarios que puedan servir como base para el desarrollo de productos terapéuticos

contra la leishmaniasis.
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6. CONCLUSIONES

Los extractos metanolicos de semillas de Carica papaya obtenidos, contienen
alcaloides, compuestos fenodlicos, flavonoides, glicésidos cianogénicos y taninos, siendo
los compuestos fendlicos y flavonoides los posibles responsables de la actividad

antioxidante detectada en los extractos.

Los extractos metandlicos mostraron un efecto inhibitorio del crecimiento de
cultivos de promastigotes (ICso de 0,20+ 0,05 mg/ml) y actividad citotdxica (ICso de
0,18+0,02), sin embargo no se observo efecto sobre la forma amastigote a las

concentraciones ensayadas.

Los extractos metanolicos inducen cambios morfologicos en los promastigotes,
afectan la citocinesis y la movilidad de los parasitos. El efecto sobre la movilidad parece
estar asociado a los componentes mas hidrofébicos del extracto mientras que los cambios

en la forma celular son producto de los metabolitos con menor hidrofobicidad.

La citotoxicidad de los extractos metanolicos sobre macréfagos J774 no es
significativa a las concentraciones citotdxicas para promastigotes, demostrando un elevado

efecto selectivo de los extractos hacia el parésito.

Los extractos metandlicos de semillas de C. papaya mostraron una moderada pero
selectiva actividad leishmanicida, por lo que el aislamiento e identificacion de los
metabolitos activos contra el parasito podria aportar nuevos compuestos con potencial para

el desarrollo de drogas contra la leishmaniasis.
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