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Resumen

Las enfermedades parasitarias son un problema de salud publica que afectan a mas de la
guinta parte de la poblacion a nivel mundial. Ademas de la morbilidad que generan, sino
son tratadas y controladas de manera adecuada pueden llegar a causar la muerte.

En el mercado existen diferentes antiparasitarios comerciales, que si bien son efectivos,
presentan diferentes efectos adversos tanto para el individuo parasitado (i.e. destruccién
de la microbiota intestinal) como para el medio ambiente. Este panorama sefala la
relevancia de desarrollar tratamientos antiparasitarios mas amigables con el ambiente y con
menores efectos adversos que estén disponibles actualmente en el mercado. Productos
obtenidos a partir de plantas con propiedades anti-parasitarias, cultivadas in vitro en
condiciones controladas, podrian representar una alternativa realista. Entre ellas figura la
planta Carica papaya, especie de zonas tropicales y subtropicales del planeta a cuyos frutos
se les adjudica actividades antiparasitarias. Estas propiedades se atribuyen a algunos de
sus compuestos concentrados en el latex y en las semillas como la papaina, la
guimiopapaina, la lisozima, la glicil-endopeptidasa, la proteasa de cisteina y el benzil-

isotiocinato.
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El objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad antiparasitaria in vitro e in vivo de
un conjunto de callos y lineas de células de papaya de Carica papaya contra cisticercos de
Taenia crassiceps (cestodo) y contra trofozoitos de Entamoeba histolytica (protozoario). Los
extractos acuosos obtenidos a partir de callos y células cultivados en placa o en suspension,
respectivamente, de las diferentes lineas de papaya revelaron alta capacidad cisticida
(>98% de mortalidad) in vitro contra cisticercos de Taenia crassiceps. En la evaluacion in
vivo la linea no transformada obtuvo mayor efecto cisticida a 10mg/mL reduciendo el
namero de cisticercos gemantes y aumentando los cisticercos calcificados en niveles
similares a los obtenidos utilizando antiparasitarios comerciales (albendazol y niclosamida).
Las lineas transformadas y sin transformar de papaya evaluadas indujeron una alta
capacidad amebicida (97% de mortalidad) in vitro contra trofozoitos de Entamoeba
histolytica. Las diferentes lineas transformadas y sin transformar de papaya redujeron
significativamente el nimero de abscesos amebianos y previnieron la hepatomegalia de
manera no significativamente diferente que el anti-parasitario comercial (metronidazol).

Los resultados generados en el presente estudio sefialan al extracto acuoso obtenido a
partir de cultivos en suspension de células de papaya transformada y no transformada
indujeron alto nivel de proteccidn in vitro e in vivo por lo tanto; este es un producto efectivo

para el tratamiento de la cisticercosis y la amebiasis.

Palabras clave: Carica papaya, antiparasitario, células en suspension, T. crassiceps, E.
histolytica.

Abstract

Parasitic diseases are a public health problem that affect more than a fifth of the population
worldwide. Additionally, and along with the morbidity the produce, they can cause death if
they are not treated and controlled adequately.

There are different commercial antiparasitic on the market which, although effective,
present different adverse effects both for the individual (i.e., destruction of the intestinal
microbiota) and for the environment alike. This panorama points out the relevance of
developing more environmentally friendly antiparasitic treatments with fewer adverse effects
than the ones currently available on the market. Products obtained from plants with anti-
parasitic properties, grown in vitro under controlled conditions, could represent a realistic
alternative. Among them is the Carica papaya, a species from tropical and subtropical areas

of the planet whose fruits are believed to have antiparasitic activities. These properties are
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attributed to some of its compounds concentrated in the latex and seeds such as papain,
chymopapain, lysozyme, glycyl-endopeptidase, cysteine-proteinase and benzyl-
isothiocyanate.

The objective of the present work is to evaluate the in vitro and in vivo antiparasitic activity
of a set of papaya callus and cell lines from Carica papaya against cysticerci of Taenia
crassiceps (cestode) and against trophozoites of Entamoeba histolytica (protozoan). The
agueous extracts obtained from callus and cells cultured in plates or in suspension,
respectively, of the different papaya lines revealed high cysticidal capacity (>98% mortality)
in vitro against Taenia crassiceps cysticerci. Meanwhile, in the in vivo evaluation, the non-
transformed line obtained a greater cysticidal effect at 10 mg/mL, reducing the number of
budding cysticerci and increasing calcified cysticerci at levels like those obtained using
commercial antiparasitic (albendazole and niclosamide). The papaya lines evaluated
induced a high amoebicidal capacity (97% mortality) in vitro against Entamoeba histolytica
trophozoites. The different papaya lines significantly reduced the number of amoebic
abscesses and prevented hepatomegaly in a non-significantly different manner than the
commercial anti-parasitic (metronidazole).

The results produced in this thesis indicate that the aqueous extract obtained from
suspension cultures of transformed and non-transformed papaya cells induced a high level
of protection in vitro and in vivo. Therefore, this may represent an effective product for the

treatment of cysticercosis and amoebiasis.

Keywords: Carica papaya, antiparasitic, in-suspension cells, T. crassiceps, E. histolytica.
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1. Introduccion

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera a las enfermedades parasitarias
como un problema de salud publica a nivel mundial, que perjudica la salud de personas de
todas las edades, con mayor incidencia en nifios a los que afecta en el crecimiento y en el
desarrollo fisico y mental (Sandoval, 2012). Una quinta parte de la poblacién en el mundo
esta infectada con uno o0 mas parasitos intestinales, siendo los mas comunes en América-
Latina Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Hymenolepis nana, Entamoeba histolytica y
Giardia lamblia (Fillot et al., 2015, Sandoval, 2012).

Las parasitosis gastrointestinales también afectan animales de produccion para consumo
humano ocasionando pérdidas a nivel mundial de mas de $5, 786 millones de pesos
anuales y hasta de $8,902 millones de pesos en México (Rodriguez et al., 2017).
Actualmente, estas enfermedades se controlan mediante el uso de productos
antihelminticos. Si bien estas drogas han sido efectivas, el uso indiscriminado y constante
de estos productos antihelminticos (Bencimidazoles, Lactonas Macrociclicas e
Imidazotiazoles) ha desencadenado un problema de resistencia en particular en nematodos

gastrointestinales de rumiantes (Fillot et al., 2015).

1.1 Alternativas biolégicas para el control de parasitos gastrointestinales

Ademés del impacto de las parasitosis intestinales en la salud humana y en el area
pecuaria, los parasitos afectan también la salud de los animales de compafia.
Considerando que en su mayoria son enfermedades zoondticas, se recomienda que los
animales de compafiia reciban un tratamiento anti-parasitario programado y frecuente para
prevenir la transmision de estas enfermedades a sus propietarios y convivientes (Sumaro y
Ocampo, 2008). Este panorama ha estimulado la busqueda y desarrollo de diversas
alternativas de control de los parasitos gastrointestinales; asi como el desarrollo de diversos
farmacos antiparasitarios con miras a contribuir en la salud puablica y animal, para poder

controlar las zoonosis y limitar los costos que implican (Sumaro y Ocampo, 2008).

En este contexto, es evidente la relevancia de la blsqueda de alternativas sustentables y
sostenibles para controlar la prevalencia de parasitosis gastrointestinales cuyos metabolitos
no dafien el medio ambiente. Entre las alternativas posibles se han considerado el uso de

productos naturales.
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Las propiedades que debe tener un producto antiparasitario son: 1) amplio margen
terapéutico, 2) disponibilidad de antidoto para casos de sobredosis, 3) efecto potente y
rapido, 4) efecto residual bien definido y de preferencia prolongado, 5) baja toxicidad, 6)
razén costo-benéfico rentable, 7) amplio espectro antiparasitario, 8) baja incidencia y
gravedad de problemas causados por los residuos en productos de origen animal, 9) facil
administracion, 10) baja o nula generacion de resistencia, 11) escaso o nulo efecto sobre
el ecosistema (Sumaro y Ocampo, 2008). Entre los productos posibles se han evaluado con
éxito diferentes componentes de la papaya como son: papaina, quimiopapaina, lisosima,
glicil-endopeptidasa, cistein-proteinasa y el benzil-isotiocinato a los que se ha demostrado

propiedades antiparasitarias (Buttle, 2011).

1.2 Parasitos gastrointestinales con mayor impacto en salud animal

Los parasitos de mayor importancia médica o veterinaria se clasifican principalmente en
nematodos y los platelmintos, (gusanos planos con simetria bilateral) de estos ultimos,
Trematoda y Cestoidea (por la presencia de ventosas y ganchos). En la actualidad dentro
de las enfermedades de mayor preocupacion a nivel mundial se encuentran las parasitarias
(Tappe, et al., 2015).

Los platelmintos son gusanos planos, morfoloégicamente los platelmintos son aplanados
dorsoventralmente y tienen simetria bilateral, su cuerpo es blando y no presentan
segmentacion. La mayoria de ellos tienen un tamafio microscopico y los que son mas
grandes son extremadamente finos. Los platelmintos presentan diferencias morfoldgicas y
fisiologicas dependiendo del medio que habiten ya que sus cuerpos estan totalmente
adaptados a los diferentes habitats. Se distinguen dos tipos formas de vida: los de vida libre

y los parasitos (Tappe, et al., 2015).

Los cestodos son helmintos largos, que se denominan tenias. por su aspecto y forma
exagerada de provocar la pérdida de peso, son mejor conocidos como gusanos intestinales.
cuando un humano sirve como el hospedero definitivo para tenias, tiene pocas
consecuencias para la persona; la forma intestinal de estas pocas veces causa dafio grave.
Entre los de mayor importancia se encuentran los de la familia Taeniidae, como: T. asiatica,
T. crassiceps, T. serialis, T. saginata y T. solium (Tappe, et al., 2015).Los parasitos de
mayor importancia médica o veterinaria corresponden principalmente a los grupos de

nematodos y platelmintos. Los parasitos intestinales de interés seleccionados para este
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trabajo son: Taenia crassiceps y Entamoeba histolytica, considerando la posibilidad de
contar con formas de ambos parasitos que pueden mantenerse in vivo € in vitro en los que

evaluar la capacidad antiparasitaria de diferentes productos.

1.3 Taenia crassiceps

Este cestodo presenta abundantes similitudes genéticas y antigénicas con Taenia solium.
Considerando estas similitudes, el modelo experimental murino por Taenia crassiceps se
ha utilizado extensamente para desarrollar vacunas y procedimientos diagndsticos, asi
como para evaluar la participacion de factores bioldgicos que intervienen en la enfermedad,
con miras de orientar el conocimiento para Taenia solium que es el parasito que afecta al
humano (Willms et al., 2010).

1.4 Ciclo de vida de Taenia crassiceps

Como se muestra en la Figura 1. El canido se infecta al consumir presas infectadas, dentro
del se presenta la etapa adulta del gusano y la propagacién del parasito por reproduccion
asexual de la que se obtienen los cisticercos que son liberados en las heces del canido,
posteriormente se alojan dentro de los roedores que son el hospedero intermedio y al
reproducirse asexualmente, al ser ingerido por otro animal, comienza nuevamente el ciclo
(Rangel 2011).

~ Taenia

B

o
=

<
<
Ambiente o <O Huevos
o

0

Ratdan

Figura 1. Ciclo de vida de Taenia crassiceps

A) El canido (huésped definitivo) se infecta al consumir presas infectadas; B) Se
desarrolla la etapa adulta del gusano en el intestino del huésped; C) Huevos
infecciosos liberados por el huésped; D) Los huevos son ingeridos por el roedor
(huésped intermediario); E) Las larvas crecen dentro del huésped intermediario y

son ingeridos por un huésped definitivo. (Aluja et al.,2001, Nufiez et al.,2018).

16



1.5 Entamoeba histolytica

Es un protozoo patégeno para el ser humano y para los canidos, que causa la amebiasis.
Las personas infectadas pueden manifestarse de forma asintomatica o sintomética, siendo
la mayoria de las veces asintomatica; sin embargo, cuando se producen infecciones

invasivas, se presentan consecuencias graves para el huésped (Kantor, et al., 2018).

1.6 Ciclo de vida Entamoeba histolytica

Como se muestra en la Figura 2. Durante su ciclo de vida presenta dos morfologias:
trofozoitos y quistes. Los trofozoitos contienen un nucleo unico, con un diametro de 20-40
pm. Los quistes son de 10 a 16 um de didmetro, con cuatro nicleos cuando estan maduros,
un sélo nucleo cuando estan inmaduros, con glucégeno en una vacuola y a menudo con
cuerpos cromaticos. El nicleo de los quistes es vesicular, esférico, con una membrana

revestida con pequefios granulos de cromatina y con un pequefio cariosoma, esférico y

central (Barron Gonzélez., 2007).

S T S AT

Quéstes macdar
ingeridas

A = Estadio infectante

= Estadio disgndstics
= Colonizacion no invasora
= Infeccitn intestinal

= Infeccitn extraintestinal

-

Cuistes 4%

Figura 2. Ciclo de vida de Entamoeba histolytica. (Centro de Control y Prevencién
de Enfermedades CDC, 2017)

l.-Los quistes maduros tetranucleados son eliminados a través de las heces y son ingeridos
a través de agua o alimentos contaminados, 2.-E1 desenquistamiento ocurre en el intestino
delgado, 3.-A partir de cada quiste emergen ocho trofozoitos metaquisticos, 4.-A nivel de
colon descendente ocurre el enquistamiento, los trofozoitos que atraviesan la mucosa
intestinal (B) pueden diseminarse via porta (C) al higado, pulmén o cerebro y ocasionar
amebomas. Tomado de (Barron Gonzélez., 2007).
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2.Antecedentes

Si bien existen en el mercado productos que presentan algunas de las propiedades
mencionadas, los actualmente disponibles comercialmente, causan distinto grado de dafio
a la mucosa intestinal, alteraciones importantes de la microbiota, causan dafio al medio
ambiente modificando la flora y fauna y se ha comenzado a notificar resistencia a los

mismos (Alparo, 2005).

Considerando las limitaciones de los antiparasitarios actualmente disponibles y el impacto
de los parasitos intestinales en la salud humana y animal, la busqueda de nuevos
antiparasitarios en particular aquellos de origen natural ha cobrado gran interés a nivel
mundial (Luyando, 2012). Entre ellos se ha explorado el uso de la papaya (Carica papaya)
(Kaur, 2017).

La papaya es una fruta cultivada en zonas tropicales y subtropicales, sus arboles producen
todo el afio fruta de alta capacidad nutricional y se le han adjudicado diferentes aplicaciones
medicinales (Kaur, 2017). Las propiedades antiparasitarias se han atribuido a algunos de
sus componentes entre los que figura la papaina, quimiopapaina, lisozima, glicil
endopeptidasa, cistein proteinasa y benzil isotiocinato; compuestos concentrados en el
latex y en las semillas de papaya, en la Tabla 1 podemos ver los resultados al respecto de
la capacidad antiparasitaria de la papaya en diferentes estudios realizados en distintas

especies animales (Luyando, 2012).
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Tabla 1. Publicaciones en la literatura que reportan a la papaya con actividad

antiparasitaria.
Especie Parasito Componente Resultados Referencia
Latex crudo de Reduccion 43% de
Ascaris papaya parasitos en heces 7 Satrija et al.,
Cerdos i )
suum dias post-tratamiento y (1995)
sin efectos adversos.
Latex crudo de  Reduccion del 56% de
Raté Trichuris papaya. parasitos en heces. Stepek-Buttle et
aton
muris Quimiopapaina No hay efecto contra al., (2007)
parasitos
ovi Haemonchus Suspension de Reduccion 61% de Buttle et al.,
vino
contortus latex parasitos (2011)
Ratoén ~ Sobrenadante Reduccion 78% de Luoga et al.,
Hymenolepis ) .
/Rata de latex parasitos (2015)

Por otro lado, la papaya se ha utilizado en nuestro grupo de investigacion exitosamente
como vehiculo de expresion de proteinas recombinantes. Se han expresado los antigenos
contra la cisticercosis porcina S3Pvac exitosamente (Hernandez, et al., 2010). Esta vacuna
estd constituida por tres péptidos denominados KETc7, KETcl y KETcl2. La vacuna
S3Pvac se generd en una primera version en forma sintética inyectable, demostrando su
capacidad protectora para prevenir la cisticercosis porcina en condiciones naturales de
transmisién (Huerta et al., 2001). Para la realizacion de la vacuna contra la cisticercosis
(S3Pvac), se decidi6 emplear en la elaboracion los tres péptidos, siendo clonas
transgénicas KETcl, KETc7, KETcl12, los ultimos dos fueron modificados al afiadirle en el
extremo 3’ un grupo de acido carboxilico (COOH) terminal, este codifica seis residuos de
histidina. Para el ADNc (complementario) y secuencias que codifican el péptido KETc7 se
utilizé un vector de transformacién pUI235-5.1 para introducir las clonas dentro del material

transgénico vegetal.

Se transformaron callos embriogénicos de diferentes especies, tales como: zanahoria
(Daucus carota vr. nantes), papaya (Carica papaya vr. maradol), maiz (Zea mays, linea
LPC-13) y sorgo (Sorghum bicolor). Todas las clonas obtenidas se propagaron por cultivo
in vitro y después de analizar las ventajas y desventajas de cada especie en cuanto al

crecimiento y eficiencia de transformacion, se selecciondé la de Carica papaya.
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Posteriormente se realiz6 la caracterizacion molecular e inmunolégica de 53 clonas
transgénicas de papaya, (38 codifican al péptido KETc7.6His, 11 para KETc12.6His y 4 para
KETc7). Estas clonas se evaluaron en su capacidad protectora contra cisticercosis murina
y con base en esto, se selecciond la clona para cada uno de los antigenos mencionado que
inducia los mas altos niveles de proteccion contra la cisticercosis (Hernandez, et al., 2010).

Con el propésito de reducir el costo de produccién de esta, se generd una segunda version
expresada en fago recombinante denominada S3Pvac-fago (Manoutcharian et al., 2004).
Ambas versiones confirmaron altas y similares capacidades protectoras en contra de la
cisticercosis porcina en cerdos de traspatio (Huerta et al., 2001; Morales et al., 2008; 2010).
Sin embargo, la aplicacion inyectable en cerdos, que deambulaba libremente en
comunidades rurales presenta dificultades logisticas para su aplicacién masiva (Aluja et al.,
2014). Con el propésito de desarrollar una vacuna oral que pudiera ser aplicada por el
mismo productor sin las mencionadas complicaciones logisticas y de bajo costo, se
evaluaron las clonas expresadas en papaya como vacuna contra cisticercosis murina y

porcina (Fragoso et al., 2011).

Se decidid la expresion en plantas considerado las evidencias que indican que las plantas
son un vehiculo idéneo para la administracion oral que permiten la produccién en alta
cantidad, no requieren purificaciones del producto, no requiere red de frio, contienen
componentes que pueden proteger y aun aumentar la inmunogenicidad de los antigenos
expresados, siendo esto una ventaja. Entre el interés de utilizar el sistema de papaya como
sistema de expresion consiste en la capacidad intrinseca antiparasitaria de componentes

de la papaya (Stepek-Buttle et al., 2007).

Los tres componentes de S3Pvac expresados en callos embriogénicos de papaya
(Hernandez et al., 2007) demostraron inducir un alto nivel de proteccion contra la
cisticercosis experimental murina y cunicula administrada (Fragoso et al., 2017; Betancourt
et al., 2012). S3Pvac-papaya ha demostrado ser inmunogénica y protectora en modelos de
conocida capacidad predictiva y es inmunogénica en cerdos, aunque aun, no ha sido
evaluada en contra de la cisticercosis porcina (Fragoso et al., 2017). Al respecto de la
produccion de biolégicos basado en productos naturales, una preocupacion es las
dificultades de lograr una composicion definida y constante de los mismos. Para resolver
esta limitante, en los Ultimos afios se ha concebido la produccién de los biolégicos bajo

condiciones controladas en cultivos in vitro (Hernandez et al., 2010). Esto asegura y permite
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definir la composicién de producto biolégico con precision y certeza de reproducir los
resultados originalmente obtenidos.

2.1 Cultivo in vitro de plantas transgénicas

Diversas estrategias in vitro han sido desarrolladas con el objetivo de incrementar el
contenido de metabolitos bioactivos incluyendo técnicas destinadas a introducir, multiplicar,
regenerar material vegetal en condiciones controladas. Esto se puede llevar a cabo
teniendo un medio de cultivo apropiado con las caracteristicas fisicoquimicas necesarias,
nutrientes y reguladores de crecimiento (fitorreguladores), se pueden generar callos,
desarrollar yemas o embriones. Entre los principales usos del cultivo de callos es la
obtencién de suspensiones celulares, aumentando la friabilidad del tejido de los callos al
incrementar la concentracién de auxinas o disminucion de citoquininas en el medio de
cultivo. Los callos se disgregan en matraces en medio de cultivo liquido, de manera
uniforme, controlando variables como temperatura, pH y oxigeno disuelto, mediante
agitadores orbitales; con el fin de ayudar a la disgregacion de las células y poder obtener

un crecimiento rapido (Weathers, et al., 2010).

2.2 Cultivos de callos embriogénicos

Los callos embriogénicos en estadio globular se colocaron en una placa Petri con medio
M10, adicionados con 2,4-D a 10 mg/ L de medio, y sacarosa al 12%. La transformacién
genética se realizé con el sistema de bombardeo de alta presién de acuerdo con el protocolo
establecido por Sanford et al., (1991) y Tomes et al., (1995) y modificado por Cabrera-
Ponce et al.,, 1995; 1997. Para la preparacion de las microparticulas de tungsteno se
mezclaron microparticulas resuspendidas de los plasmidos pBARGUS, y plasmido
pWRG1515; y ambos contienen el gen reportero para 3-glucuronidasa, y 10 ug de alguna
de las tres construcciones, KETc12 (linea CF-6), KETcl (linea CF-9) y KETc7 (linea CF-
23) (Hernandez et al., 2010),

2.3 Caracteristicas de las células en suspension

Los cultivos de células en suspension son heterogéneos, normalmente se tienen células
libres y algunos agregados celulares. La proporcién y tamafio, dependera de la especie
vegetal, edad del tejido en cultivo, composicion del medio y condiciones de crecimiento. Al
observar al microscopio, se podran encontrar células meristematicas y células

parenquiméticas dependiendo la etapa de la cinética celular (Habeych et al., 2003).
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2.4 Adaptacion y crecimiento de callos (CF) y células en suspension (SF) de Carica papaya no
transformados (CF-WT) y transformados (CF-23)

En el trabajo de Garcia 2015, se optimizaron las condiciones para el establecimiento de
cultivo de callos friables (CF) no transformados y transformados de la linea CF-23 de C.
papaya, utilizando las siguientes condiciones, en un matraz Erlenmeyer se coloco: Medio
Gamborg (B5), fitorreguladores 2,4D:cinetina(2mg/L:2mg/L), 30g de sacarosa, 3g/L
polivinilpirrolidona, pH 5.7, temperatura 25°C en condiciones de oscuridad en una
incubadora con agitaciéon. Figura 3.

Callos inicio 20 dias después (MS) 20 dias después (BS)
de cultivo Luz constante Oscuridad

Control sin fitorre-
guladores

2,4-D:Cinctina
Img/mL

2,4-D:Cinctina
2mg/mL

2,4-D:Cinctina
Img/mL

Figura 3. Efecto de los fitorreguladores 2,4-D y cinetina sobre la linea CF-23 de

Carica papaya, tomado de Garcia, 2015

En un trabajo de Pérez 2019, se obtuvieron células en suspensién a partir de callos fiables,
el cultivo se colocdé en matraces baffleados de 250ml de las lineas transformada y no
transformada de C. papaya, utilizando las siguientes condiciones de cultivo: inoculo 6%,
Medio Gamborg (B5), fitorreguladores: 2,4D, cinetina (2mg/L), temperatura 25°C

condiciones de oscuridad y agitacion constante a 100rpm Figura 4.
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Figura 4. Adaptacion de células en suspension. Efecto de los fitorreguladores 2,4-D
y cinetina sobre la linea SF-23 de Carica papaya, tomado de Pérez, 2019

En la investigacion de Pérez 2019, se determinaron los pardmetros cinéticos de los cultivos
en suspensioén en los que se midio: viabilidad celular, pH del medio de cultivo, consumo de
azucares totales, concentracion de proteina total y cuantificacion del péptido SF-23. Siendo

de interés para este trabajo los resultados de la cinética de crecimiento que se muestran en

la Figura 5.
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Figura 5. Curvas de crecimiento, cultivo de células en suspension linea SF-23 y SF-
WT C. papaya (Pérez, 2019)

Estos resultados son importantes debido a que, con base a las cinéticas de crecimiento
para ambas lineas, es necesario realizar los subcultivos a la mitad de la fase exponencial,
para garantizar que los cultivos generados de las células de suspension transformadas y

no transformadas de C. papaya, se encuentran en crecimiento activo.
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2.5 Justificacion

Actualmente, no hay disponibilidad de un producto regulado de origen natural para el control
de parasitosis intestinales. El desarrollo de un antiparasitario efectivo basado en extractos
de suspensiones celulares provenientes de callos de papaya transformados y no
transformados, representa un producto de bajo costo que podria generarse con una
composicion estable y definida, y presentando inocuidad para el individuo parasitado y el

medio ambiente.

2.6 Hipotesis

El extracto soluble acuoso preparado a partir de células en suspensiéon de Carica papaya
transformadas y no transformada induciran in vitro e in vivo dafio a trofozoitos de

Entomaeba histolytica y cisticercos de Taenia crassiceps.

2.7 Objetivo General

Evaluar la eficiencia in vitro e in vivo de extractos acuosos obtenidos a partir de células
cultivadas en suspension provenientes de callos de papaya transformados y no

transformados en su capacidad antiparasitaria contra un cestodo y un protozoario.

2.8 Objetivos Especificos

1. Realizar estudios in vitro que permitan evaluar la actividad antiparasitaria de
extractos solubles obtenidos a partir de células cultivadas en suspension de lineas
de Carica papaya transformadas y no transformadas, contra los parasitos
Entamoeba histolytica, y Taenia crassiceps.

2. Realizar estudios in vitro e in vivo para evaluar la capacidad antiparasitaria de
extractos acuosos obtenidos a partir de células en suspension transformadas y no
transformados de Carica papaya.

3. Comparar la eficiencia de las lineas de células en suspension de Carica papaya

contra antiparasitarios comerciales.
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3. Material y Métodos

3.1 Mantenimiento de callos y células en suspension para la linea no transformada y transformada

para la produccién de biomasa de C. papaya

Se realizaron cultivos de células en suspension a partir de subcultivo de callos friables de
C. papaya, siguiendo la metodologia establecida por Garcia en 2015, y descrita por Pérez
en 2019.

3.2 Taenia crassiceps
3.2.1 Evaluacion del efecto de cultivos de C. papaya sobre Taenia crassiceps en roedores

Se inicio este proyecto con la evaluacion de cisticercos de Taenia crassices empleando
ratones hembras BALB/cANN de 3 meses de edad, criados a partir de una colonia del
Instituto de Investigaciones Biomédicas (IBM) de la Universidad Nacional Autbnoma de
México (UNAM). Todos los procedimientos experimentales y de alojamiento se realizaron
bajo las pautas establecidas por el Comité para el Cuidado y Uso de Animales

Experimentales del IBM, UNAM con namero de identificacién 6331.

3.2.2 Parasitos

La cepa ORF de Taenia crassiceps aislada por Freeman (1962), ha sido mantenida en
ratones hembra BALB/CANN intraperitoneales en serie durante 57 afos. Los ratones se
sacrificaron mediante anestesia con sevorano 100% (Abbot, http://www.abbott.com) y luego
por dislocacién cervical con ayuda de una pinza, se extrajeron quistes de la cavidad
peritoneal con solucidon salina tamponada con fosfato estéril (PBS) a 37°C. Los quistes de
4 mm sin gemacién se seleccionaron siguiendo el procedimiento descrito previamente por
Nufiez en 2018. Los parasitos se lavaron tres veces con PBS 1x estéril. El Gltimo lavado se
realiz6 con PBS 1x (100mL) mas 1mL de antibidtico (penicilina-estreptomicina al 1%).
después se realizaron tres lavados adicionales con medio RPMI 1640 (Gibco-Invitrogen,
Grand Island, NY) suplementado con 1% de penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100
mg/mL) (GIBCO®, Invitrogen, Carlsbad, CA), respectivamente. Finalmente, los parasitos se

pasaron a un frasco de cultivo celular y se incubaron durante dos horas a 37 °C.
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3.2.3 Preparacion del extracto soluble acuoso de callos embriogénicos y células en suspension de C.

papaya

La biomasa de los callos embriogénicos de las lineas transgénicas de papaya que expresan
los péptidos recombinantes de (KETc12 (linea CF-6), KETcl (linea CF-9) y KETc7 (linea
CF-23)), (Hernandez et al., 2007) y de la linea no transformada de papaya (CF-WT),; asi
como también las biomasas de las lineas de células e. suspensiones de SF-23, SF-9 y SF-
WT, se pulverizaron con nitrégeno liquido y se solubilizaron en PBS pH 7.4. Las
suspensiones se centrifugaron a 14,000 rpm a 4 °C durante 30 minutos para eliminar los
desechos insolubles. Se recolecté el sobrenadante y se determiné la concentracion de
proteina, midiendo la concentracion de proteina en A280 en un espectrofotbmetro
NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific Inc., EE. UU.)

3.2.4 Evaluacion in vitro de cultivos celulares sobre cisticercos

Se colocaron quince cisticercos en medio RPMI 1640 suplementado con penicilina (100
U/ml), estreptomicina (100 mg/mL) de acuerdo con Nufiez en 2018, que contenia los
extractos de callos o de las células en suspensién de papaya 10 mg/mL en un volumen final
de 2.0 mL por pozo. Posteriormente, las placas se incubaron a 37°C en una atmdsfera
humidificada con 5% de CO. en placas de microtitulacion de 24 pozos de fondo plano
(Costar, Cambridge, MA, EE. UU.). Se afiadi6 medio RPMI a los cultivos como control.
Después de 96 horas de cultivo, se determind la motilidad y la viabilidad. Todas las

muestras fueron evaluadas por duplicado, triplicado y quintuplicados.

3.2.5 Motilidad y viabilidad

Después de 96 horas de cultivo, se determind la motilidad de los cisticercos observando
aproximadamente tres minutos cada uno de los pozos bajo un microscopio estereoscépico
(Olympus). La motilidad se registré por la capacidad del parasito que tiene de extenderse y

retraerse, y produce una forma deslizante para moverse.

El efecto de los tratamientos sobre los cisticercos se evalu6 en funcion de la administracion
de un colorante vital. Los parasitos se incubaron con azul de tripan al 0.2% (Thermo Fisher
Scientific Inc. USA) a temperatura ambiente durante diez minutos. Posteriormente, se
lavaron tres veces con 2,0 ml de PBS 1x y se observaron con un microscopio

estereoscopico (Olympus).
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En un parasito viable el Azul Tripan no se fija a la membrana, sin embargo, en un cisticerco
muerto atraviesa el tegumento y se muestra como un color azul distintivo como se indica
en Nufiez, 2018.

3.2.6 Evaluacion in vitro del efecto cisticicida de extractos con solventes organicos sobre cisticercos

de T. crassiceps

Se obtuvo biomasa en peso seco de SF-WT (591.2 mg), se disolvié en 200 mL de agua
desionizada en agitacion constante por una hora. La disolucion se filtré y el filtrado se extrajo
con n-hexano (3 x 25 mL), y acetato de etilo (3 x 25 mL) de manera secuencial. Cada fase
organica se seco con sulfato de sodio anhidro, se filtr6 y se concentr6 a presién reducida a

una temperatura maxima de 40 °C de acuerdo con el procedimiento descrito por Njanpa et
al., 2021.

3.2.7 Preparacion de los extractos organicos con cisticercos de T. crassiceps

Cada uno de las muestras obtenidas de las lineas celulares, se centrifugaron con PBS 1x,
pH 7.4, durante 30 minutos, se obtuvo el sobrenadante, se prepararon diferentes
concentraciones de cada extracto como se muestra en la Tabla 2, para realizar la
evaluacion in vitro por duplicado de cada uno de los extractos, y se realizo la evaluacion del
efecto cisticida descrita anteriormente por Nufiez en 2018, monitoreando cada 24 horas.
El peso final de los extractos organicos obtenido fue:

e hexano 0.3mg/mL

e acetato de etilo 2.7mg/mL

Tabla 2. Preparacion de extractos organicos sobre cisticercos de T. crassiceps

Extractos organicos Concentracion
oagyfod
50
n-hexano 100

acetato de etilo 100

Control PBS IxpH7.4 ----
Control Auranofin 10ocM ~ -=---
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3.3 Evaluacion in vivo de Taenia crassiceps

3.3.1 Animales para el mantenimiento de los cisticercos

Los cisticercos de T. crassiceps (cepa ORF) se obtuvieron de ratones hembra BALB/cANN
infectados experimentalmente. Los ratones se sacrificaron por dislocacién cervical; los
cisticercos se extrajeron de la cavidad peritoneal y se lavaron con buffer de fosfato salino
(PBS) pH 7.4-

Se mantuvo un grupo de cinco ratones los cuales fueron infectados con 15 cisticercos de
T. crassiceps de 2mm sin gemacion en solucién de PBS. Se administraron con una jeringa

de insulina via intraperitoneal.

3.3.2 Animales para tratamiento

Se realizaron diferentes ensayos para establecer el disefio mas adecuado para lograr los
objetivos del estudio. Finalmente, al dia uno se realizé la infeccion con cisticercos de T.
crassiceps a ratones hembras BALB/cANnN, y al dia quince posterior a la infeccién se
administraron 200pL via oral de los extractos solubles de SF-WT y SF-23 y de
antiparasitarios comerciales a diferentes concentraciones y durante diez dias consecutivos.
Al onceavo dia, se hizo el sacrificio de todos los ratones, se obtuvieron de la cavidad
peritoneal los cisticercos y se observaron al microscopio estereoscopico. Los ratones se
dividieron en grupos experimentales con grupos control y grupos tratados con los extractos
solubles SF-WT y SF-23.

3.4 Entamoeba histolytica
3.4.1 Cultivos de E. histolytica

Siguiendo el procedimiento descrito previamente por Diaz en 2019, los cultivos de E.
histolytica: trofozoitos IMSS se mantuvieron en TYI-S-33 medio suplementado con suero
15% bovino adulto (Microlab) y 3% de vitamina (Sigma-Aldrich), en condiciones anaerobias
a 37°C durante 72 horas. La virulencia de los trofozoitos se mantuvo a través de sucesivos
pasajes al higado de hamster, seguido de la recuperacion de los parasitos de los abscesos

hepaticos amebianos inducidos (Martinez et al., 2020).
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3.4.2 Ensayos in vitro

Los trofozoitos se recolectaron de los cultivos después de 72 horas, como se menciono por
Diaz en 2019, y se sembraron en placas de cultivo de 96 pozos a 2x10*trofozoitos en 200uL
gue contenian el medio TYI-S-33 fresco, mas el extracto soluble de las suspensiones de
SF-23 y SF-WT. Las placas se incubaron durante 24 horas a 37°C y se determiné la
viabilidad usando bromuro de 3- [4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazolio (MTT). Se
agregaron 80 uL de MTT y los extractos solubles de C. papaya a diferentes concentraciones
(1, 2.5,5, 7.5y 10mg/mL) a cada pozo y las placas se incubaron durante 1hr a 37°C en la
oscuridad. Posteriormente, las placas se centrifugaron a 1400 rpm durante 5 min y se retir6

el sobrenadante para conservar un volumen de 100 yL por pozo.

A cada pozo se le agregaron100uL de dodecilsulfato de sodio a 60°C (15% SDS, 0. 01N
HCI), se homogeneiz6 para disolver los cristales que se formaron. Posteriormente, se midio
la absorbancia a 595 nm en 15 min, utilizando un lector de placas Multiskan FC (Thermo
Scientific). Se calcul6 previamente una curva de calibracién MTT utilizando densidades de
ameba de entre 1x10%y 1x10 ° parasitos/pozo. Se utilizaron trofozoitos muertos mediante
tratamiento con 0.1, 1, 5, 10 0 15% de dimetilsulféxido (DMSO) para evaluar la sensibilidad
del ensayo para determinar la muerte celular. La linealidad del ensayo se demostr6 después
de cinco repeticiones (r= 098). Los experimentos se realizaron en dos ensayos

independientes, cada uno por triplicado.

3.4.3 Protocolo de infeccion con parasitos y absceso hepatico amebiano en hamsteres

Se mantuvieron hamsters dorados (Mesocricetus auratus) hembras y machos de seis
semanas de edad con agua y comida ad libitum. Usando protocolos aprobado por el Comité
Institucional de Cuidado y Aprovechamiento de Animales de la Facultad de medicina,
UNAM con numero de identificacion CICUAL 5427. Siguiendo el procedimiento descrito
previamente por Martinez en 2020, todos los hamsters fueron infectados por vena porta
con trofozoitos virulentos de E.  histolytica cepa HM-1:IMSS, anestesiados con
pentobarbital sodico, realizando una cirugia en condiciones asépticas para exponer el
higado y se inyectaron directamente 1x10° trofozoitos en 200 puL de PBS, se dejan los
animales en periodos de luz y oscuridad, transcurridos siete dias se realiza la extracciéon
del higado, se macera y se coloca en medio TYI-S-33, se deja incubando a 37°C por 72

horas, transcurrido el tiempo se recuperan 1x10° amebas, se cuentan con un
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hematocitometro y se revisa viabilidad con azul de Tripan, repitiendo cada 3 semanas el

mismo procedimiento par tener un grado alto de virulencia.

3.4.4 Ensayos in vivo

Con base a Martinez en 2020, se realiz6 la evaluacién de amebiasis en hamster, las amibas
estaban mantenidas en medio TYI-S-33 a 37°C, se centrifugaron a 2000rpm durante 3
minutos, después se retird el sobrenadante y se re suspendieron en 1200uL de PBS para
tener 1.000,000 en 200pL.

El peso promedio de los hamster fue aproximadamente 100gr+16, por lo que se les
inyectaron 120uL de pentobarbital sddico intraperitoneal, ya dormido se coloca en una
Tabla y se sujet6 con hilo cafiamo, en posicién decubito dorsal, se rasuré la zona de la linea

alba, se limpi6 con benzal.

Se hizo una incision en la linea alba en piel con bisturi, después con las tijeras se hizo la
separacion de los musculos abdominales, se extrajeron todas las viseras, se buscé la vena
porta y se inyectaron los 200 L de amibas (para que se distribuyan bien las amibas en todo
el higado), poniendo un cuadro de esponja (Gelatina Esterilizada), para evitar la

hemorragia.

Se volvieron a colocar todas las visceras y se suturé el musculo con seda negra trenzada
(MATSED) 4-0.En cuanto los animales se recuperaron se les administraron 400pL via oral
de los extractos solubles de SF-WT y SF-23 y el antiparasitario comercial a diferentes
concentraciones durante siete dias seguidos, y al octavo dia se sacrificaron, se extrajeron

los higados, se pesaron y se hicieron cortes para histologia.

3.5 Bienestar animal

Todos los procedimientos con animales fueron sometidos al Comité Interno para el Cuidado
y Uso de Animales de Experimentacion (CICUAL, del IIB/lUNAM), asi como por el Comité
de Etica en Investigacion de IMSS/UNAM. Ambos comités se basan para su autorizacion
en la Norma Oficial Mexicana de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentacion (SAGARPA) titulada “Especificaciones técnicas para la produccion,

cuidado y uso de los animales de laboratorio” clave NOM-062-Z0O0-1999.

30



4. Resultados
4.1 Evaluacion in vitro de lineas celulares de C. papaya sobre cisticercos de T. crassiceps

Para determinar la viabilidad de T. crassiceps durante los bioensayos in vitro se hicieron
observaciones en diferentes tiempos de incubacion: a 72, 96 y 120 horas en un cultivo
control de cisticercos con medio RPMI 1640. Los cisticercos se empezaron a morir a las 96
horas, pero los controles seguian vivos, por lo que se decidié continuar la evaluacion de
viabilidad a las 96 horas para el resto de las evaluaciones in vitro como se muestra en la
Tabla 3.

Tabla 3. Evaluaciéon de motilidad y viabilidad de T. crassiceps a las 72, 96 y 120 horas de
cultivo

Numero de cisticercos muertos/ Nimero de cisticercos totales

Motilidad Viabilidad Azul de tripan
72 hrs 96 hrs 120 hrs 72 hrs 96 hrs 120 hrs
Control
0/15 0/15 5/15 0/15 0/15 5/15
RPMI

Se observé la motilidad y la viabilidad de acuerdo al movimiento y retraccion de los
cisticercos y mediante la tincion con Azul tripan, respectivamente (permiten diferenciar

células vivas de células muertas) como se muestra en la Figura 6.

Figura 6. Imagen de viabilidad por Azul Tripan alas 96 horas

En la Tabla 3 se muestra la viabilidad de los cisticercos cultivados in vitro por diferentes
tiempos. Como lo ilustra la tabla a las 120 horas de cultivo el 30% de los cisticercos estan

muertos sin haberse realizado ningun tratamiento
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Considerando este resultado se decidi6 trabajar con cultivos de 96 hrs para evaluar el efecto
de los tratamientos.

Tabla 4. Efecto del extracto acuoso de callos de papaya transformados y no transformados
sobre cisticercos de T. crassiceps a las 96 horas

Numero de cisticercos muertos/ Nimero de cisticercos totales

Mortalidad 96 hrs Viabilidad Azul de Tripan 96 hrs

Tratamiento CF-WT CF-23 CF-WT CF-23
2.5 pg/mL 0/15 2/15 0/15 2/15
0.56 pg/mL 2/15 1/15 0/15 1/15
0.5 pg/mL 1/15 2/15 1/15 2/15
0.11 pg/mL 1/15 0/15 0/15 0/15
0.1 pg/mL 1/15 1/15 1/15 0/15
0.05 pg/mL 1/15 0/15 1/15 0/15
0.022 pg/mL 0/15 1/15 0/15 1/15
0.01 pg/mL 1/15 1/15 1/15 1/15
0.0044 pg/mL 0/15 0/15 0/15 0/15
Control 0/15 1/15 0/15 0/15

Como se observa en la Tabla 4 no se obtuvo efecto cisticida en ninguna de las
concentraciones evaluadas. Por lo que se decidi6 utilizar un rango de concentraciones mas
alto como se observa en la Tabla 5. De cada serie se realizaron duplicados y se calcul6 el

promedio.
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Tabla 5. Efecto del extracto total de callos de papaya transformados y no transformados
sobre cisticercos de T. crassiceps

Numero de cisticercos muertos/ Nimero de cisticercos totales

Motilidad 96 hrs Viabilidad Azul de Tripan 96 hrs
Tratamiento CF-WT CF-23 CF-WT CF-23
10 mg/mL 10/15 11/15 10/15 9/15
5 mg/mL 4/15 5/15 4/15 5/15
1 mg/mL 0/15 0/15 1/15 2/15
0.1 mg/mL 2/15 0/15 1/15 0/15
Control 0/15 0/15 0/15 0/15

Como se observa en la Tabla 5 y en la Figura 7 se obtuvo un alto porcentaje de cisticercos
muertos que se distinguen teflidos con Azul Tripan. Considerando este resultado se
continud utilizando 10 mg/ml de los callos de papaya transformados y no transformados
para evaluar su efecto cisticida. Se incluyeron células en suspension de papaya no
transformada y transformada como se muestra en la Tabla 6. De cada serie se realizé

duplicado y se calculé el promedio.

.;",

.3".

%’A . . . .

=
¥
_ -

Figura 7. Imagen de viabilidad de cisticercos de callos de papaya CF-WT
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Tabla 6. Evaluacion del efecto del extracto de callos y de lineas de células en suspension
de papaya transformados y no transformados, sobre cisticercos de T. crassiceps

Numero de cisticercos muertos/ Nimero de cisticercos

totales
Tratamiento - Viabilidad Azul Tripan

10 mg/mi Motilidad 96 hrs 96 hrs
CF-WT 15/15 15/15
CF-23 12/15 13/15
CF-6 9/15 9/15
CF-9 11/15 10/15
SF-WT 14/15 15/15
SF-23 14/15 14/15
SF-9 12/15 12/15
Control 0/15 0/15

En la Tabla 6 se observa un alto nimero de cisticercos muertos con los CF en las lineas
transformadas y no transformadas, con las SF de ambas lineas se repite el alto efecto
cisticida. No se utilizo la SF-6 debido a que esta linea no se tiene establecida en células en
suspension en el laboratorio de plantas medicinales en la UAEM.

Se realizé una evaluacién con la misma concentracion de 10 mg/mL por quintuplicado, para
observar el efecto de los callos y células en suspension de ambas lineas, como se muestran

en la Tabla 7. En la Figura 8 se muestras cisticercos tefiidos con Azul Tripdn de CF-WT.

>
'

Figura 8. Imagen de viabilidad de cisticercos CF-23
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Tabla 7. Evaluacion del efecto del extracto de callos y células de papaya no transformados
y transformados sobre cisticercos de T. crassiceps

Numero de cisticercos muertos/ Nimero de cisticercos

totales
Tratamiento - Viabilidad Azul Tripan

10 mg/mi Motilidad 96 hrs 96 hrs
CF-WT 15/15 15/15
CF-9 14/15 14/15
CF-6 11/15 12/15
CF-23 14/15 15/15
Control 0/15 0/15
SF-WT 15/15 15/15
SF-9 15/15 15/15
SF-23 14/15 14/15

Control 0/15 0/15

Los resultados obtenidos tanto para CF y SF de las lineas WT y 23 mostraron un alto efecto
cisticida, demostrando que la concentracion de 10mg/mL de extracto acuoso de callos de
papaya o de células en suspension transformados y no transformados un alto porcentaje
de cisticercos muertos. En la Figura 9 se muestra la viabilidad de los cisticercos tefiidos con

Azul Tripan tanto de los CF y SF de las lineas transformadas y no transformadas.

Control (Medio WT Linea 23 Linea 9 Linea 6
RPMI)

Callos

CF

Células en
suspension

SF

Figura 9. Cisticercos tefiidos con Azul Tripan a una concentracion de 10mg/mL de
los extractos acuosos preparados a partir de callos o de células en suspension no

transformadas
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Tabla 8. Evaluacion del efecto de extractos solubles de callos y células en suspension de
papaya transformados y no transformados sobre cisticercos in vitro

Tratamiento CF SF

Control 0? 0
WT 13.8 +1.79° 14.7 +0.58°
Linea 23 14.2 +0.84° 13.8 +0.84°
Linea 9 13.2 £1.48° 13.6 £ 0.89°

Linea 6 11.5+£1.14° ND

Se realiz6 la estadistica de los resultados por quintuplicado (Tabla 7). Todos los resultados
se distribuyeron normalmente, se analizaron mediante ANOVAYy la prueba T. Las diferentes
literales indican que no existen diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre los
CF y SF de las lineas WT, 23 y 9. Considerando que se han optimizado los cultivos de WT

y 23 se continuara trabajando con estas lineas.

En la Figura 10 se ilustra la gréafica del efecto cisticida de cantidades crecientes de las lineas
WT y 23 y el grupo control, con las células en suspension, donde se observa un efecto

cisticida para ambas lineas de mas del 95% a partir de 5 mg/ml.

T. crassiceps

100
90 1
80
70

50
40

% Cisticercos muertos

20
10

1 25 5 7.5 10
Concentracién mg/mL

o= Control SF-23 SF-WT

Figura 10. Efecto cisticida de lineas de callos y células en suspensién de C. papaya
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4.2 Evaluacion con los solventes organicos de los extractos SF-WT de C.papaya sobre cisticercos de
T. crassiceps

Se utilizaron diferentes concentraciones de los extractos organicos a partir del peso
obtenido de las extracciones con los diferentes solventes.

La Tabla 9, muestra el porcentaje de mortalidad con los diferentes extractos organicos. Se
observo efecto cisticida con el extracto n-hexano que mostro alta actividad cisticida a las 72
horas destruyendo todos los cisticercos a las 96 horas de cultivo. Resultados similares se

observaron con el extracto obtenido a partir de acetato de etilo.

Tabla 9. Porcentaje de mortalidad de cisticercos de T. crassiceps con diferentes extractos
obtenidos a partir de células en suspensiéon WT de C. papaya

Acetato de etilo 24 48 72 96
C- 00 0 +0 0 +0° 0 +0°
C+ 010 10010  100£0° 100 +0?
50 010 010 27 +0° 100 +0°
100 010 010 73.3+0° 100 £0°
200 010 010 86.7+0° 100 £0°
400 010 010 100+0° 100 #0°

n-hexano
C- 010 010 010° 0 +0°
C+ 010 10010  100£0° 100 +0?
50 010 010 73.3+0° 100 £0°
100 010 0+0  93319.4% 100 10°

Los valores son el promédio de dos repeticiones + DS. Diferentes letras indican que existe
diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) con la prueba de Tukey entre ambos

extractos.
Para el solvente de acetato de etilo se observé que a partir de la concentracién de 300 y

400ug/mL empieza un alto efecto cisticida a las 72 horas, concluyendo la mortalidad total a

las 96 horas como se muestra en la grafica de la Figurall.
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Figura 11. Evaluacioén del efecto cisticida de SF-WT de C. papaya con acetato de
etilo

En la gréfica de la Figura 12, los resultados de n-hexano mostraron que a concentracion de
100ug/mL a las 72hrs mueren la mayor parte de los cisticercos y a 50ug/mL un menor
numero, observando que a las 96hrs todos los cisticercos de ambas concentraciones tienen
100% de mortalidad.
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Figura 12. Evaluacién del efecto cisticida de SF-WT de C. papaya con n-hexano
Para estos ensayos de la evaluacién de los extractos organicos, los controles positivos se

murieron a las 48hrs y los controles negativos seguian vivos hasta las 96 horas.
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4.3 Evaluacion de E. histolytica in vitro

Para determinar la viabilidad de E. histolytica in vitro se realizaron tres ensayos por triplicado
en placa de cultivo de 96 pozos que contenia: el Control vehiculo con medio TYI-S-33,
2x10*amibas y PBS1X y el tratamiento con el extracto soluble de SF-23 y SF-WT a 1, 2.5,
5, 7.5y 10mg/mL, el volumen final de cada pozo fue de 200uL.

Los datos de MTT mostraron variaciones en la capacidad de los extractos para afectar la
viabilidad de los trofozoitos de E. histolytica. El tratamiento a diferentes concentraciones
muestra el promedio de amebas vivas. Se observa en la Tabla 10 y en la Figura 13
conforme aumenta la concentracién de los extractos solubles disminuye el nimero de

amibas vivas. El extracto SF-23 tiene mayor efecto amebicida que el extracto de SF-WT.

Tabla 10. Evaluacion de amebas vivas en extractos solubles de células en suspension de
C. papaya

Tratamiento 1 mg/mL 2.5 mg/mL 5 mg/mL 7.5 mg/mL 10 mg/mL
PBS 0.9725+ 0.0072 0.9813+ 0.09% 0.9633+0.03% 0.9865+ 0.01* 1.003+ 0.025%
SF-WT 0.6121 + 0.18° 0.5421 +0.01 0.4600 + 0.04° 0.3218+0.3¢  0.2333 +0.2¢
SF-23 0.3796 * 0.46° 0.2786 + 0.12° 0.1866 + 0.23¢ 0.1283+ 0.03" 0.0133+0.005°

Los valores son el promedio de tres repeticiones = DS. Promedio de amebas vivas.
Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) con la Prueba

Tukey.

E. histolytica
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Figura 13. Efecto amebicida de lineas de células en suspensién de C. papaya
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4.4 Evaluacion del efecto in vivo de lineas de células en suspension de C. papaya sobre cisticercos de

T.crassiceps

Con base en los resultados de la evaluacion in vitro de T. crassiceps se inicio evaluando
concentraciones de extractos solubles de SF-23 y SF-WT a 5 y 10mg/mL, utilizando como
grupos controles PBS (negativo) y Albendazol 50mg/kg (positivo) con base a lo establecido
por Palomares et al., 2020.

Se infectaron al dia cero con cisticercos de T. crassiceps y quince dias posteriores a la
infeccion se administraron los diferentes tratamientos durante diez dias seguidos a los
grupos de ratones, utilizando n= 7 ratones por grupo, al onceavo dia se sacrificaron y se
observd el nimero de cisticercos obtenidos de cada ratén reportando el numero de

cisticercos gemantes y calcificados, como se muestran en las Tablas 11-14.

Tabla 11. Efecto in vivo de extractos solubles de SF-23 y SF-WT de C. papaya en
concentraciones de 5y 10mg/mL

No. MNo. Cisticercos No. Cisticercos
Tratamlento cisticercos gemantes calcificados
PBS 31.33 +£12.502 4.67 +2.08" 2.00+£1.00°
Albendazl 35.00 +9.903 3.50 +2.12b 250+ 0.71 ¢
Extracto soluble SF-23
5mg/mL 42.33 + 22.19% 6.00 + 2.000b 1.67 £+ 0.5849
Extracto soluble SF-WT 23.00 £4.2412 550+ 2120 1.50+£0.71¢
5mg/mL
Extracto soluble SF-23 43.00 £ 29.31? 4.20 + 3.90° 1.20 +1.304
10mg/mL
Extracto soluble SF-WT 27.00 £+ 9.90° 4.00 + 1.41° 4.00 £ 4.24 bc
10mg/mL

Los valores son el promedio de 7 ratones + DS. Evaluacién por duplicado. Diferentes letras

indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) con base a la Prueba de Tukey.

Como se observa en la Tabla 11 no hubo efecto de los tratamientos con los extractos

utilizados ni con la droga cisticida en las condiciones evaluadas.
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Tabla 12. Efecto in vivo de extractos solubles de SF-23 y SF-WT de C.papaya a
concentracion de10mg/mL

. No. No. Cisticercos No. Cisticercos
Tratamiento cisticercos gemantes calcificados
PBS 21.00 + 14.07° 5.8 +0.83 1.4 + 0.55¢
Albendazol 13.57 + 13.862 8.25 + 5.9V 1¢
Extracto soluble SF-23
10mg/mL 24.18 +16.902 2.4 +1.14° 3.6 +0.55¢d
Extracto soluble SEWT g g5 1 15 gga 0.8 + 0.84¢ 2.2+1.6b5¢

10mg/mL

Los valores son el promedio de 7 ratones = DS. Evaluacion por duplicado. Diferentes letras
indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) con base a la Prueba de Tukey.

Los resultados que se muestran enlas Tabla 11 y 12 indican que SF-23 y WT en el esquema
utilizado no reducen significativamente el namero de cisticercos esperado, las formas
gemantes ni los calcificados. Considerando la similitud de los resultados obtenidos
utilizando SF-23 y SF-WT se decidié continuar con SF-WT considerando la disponibilidad
de material y el interés de utilizar la WT como cisticida. Adicionalmente se agreg6 un grupo
combinando el albendazol con el extracto SF-WT, para evaluar si esta combinacion muestra

un efecto sinérgico.
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Tratamiento No. Cisticercos No. Cisticercos

gemantes No. Cisticercos

calcificados
PBS 160.3+33.52 24.0£5.72 1.1+1.22
Albendazol 86.9+16.4° 2.0+3.6° 7.4+1.7°
Niclosamide 500mg 101.1+18.4° 9.7+4.3b¢ 8.6+6.6°
Ivermectina 2mg 124.6+28.6"¢ 11+5.9b¢ 6.3+3.72
CS-WT 2mg+CS-23 2ug 103.9+17.9° 7.142.9b 8+1.8b

Tabla 13. Efecto in vivo de extractos solubles de SF-23 y SF-WT de C.papaya contra
antiparasitarios comerciales

Los valores son el promedio de n=7 + DS. Diferentes letras indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) con base a la Prueba de Tukey.

En este experimento se modificé la dosis de extractos solubles, utilizando por ratén 2 mg
de extracto obtenido de células en suspension WT (el doble de cantidad de proteina que en
los experimentos anteriores) y 2 pg obtenidos a partir de la clona 23 que incluye un antigeno
de cisticercos. Las dosis de los extractos solubles que se administraron para esta

evaluacion fueron con base a lo reportado por Guzman et al., 2023.
Los resultados obtenidos sefialan que la CS-WT y la CS-23 combinada en 2 mg por raton

(20 mg/ml, 100 pl por ratén) redujo significativamente la cantidad de parasitos esperado ri

modificd cisticercos gemantes #i calcificados.

42



4.5 Evaluacion in vivo de lineas celulares de cultivos en suspension de C. papaya contra Entamoeba

hystolitica

Los resultados de la evaluacién de los higados de los hamsters posteriores al tratamiento,
muestran un aumento de tamafio, y aparicion de abscesos hepéaticos. En la Tabla 14 se
empezO evaluando solo el grupo de los extractos solubles de SF-WT a diferentes
concentraciones y en la Tabla 15 se evaluaron los extractos solubles de la SF-23.

Se muestran los pesos de cada higado, asi como el promedio de cada grupo, se realizaron

cortes histolégicos del higado y se tifieron con colorante hematoxilina y eosina (HyE).

Tabla 14. Efecto in vivo de extracto soluble de SF-WT de C.papaya

Grupo | Grupo Il Grupo lll Grupo IV Grupo V Grupo VI
PBS MTZ SF-WT 10 mg | SF-WT 20 mg SF-WT SF-WT 20mg
10mg + MTZ + MTZ
10,11,9,10 6,6,7,6 6,6,8,7,6 6,7,7,7,6 7,7,7,6,6 8,6,6,6,7
10+0.8 6+0.5 7+0.9 7+0.5 7+0.5 7+0.9

En las siguientes figuras se muestras las imagenes de cada grupo que fueron obtenidas al

tratar los higados de hamster con extracto soluble de la linea SW-WT de .C.papaya

Figural4. Grupo control con PBS
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En el Grupo 1. Se observa hepatomegalia con el higado con abscesos amebianos

e o ,
Y < 7
" — - Q

distribuidos en todos los l6bulos macroscépicamente detectable que afectan mas del 70%

del 6rgano.
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MicroscOpicamente. a) El tejido presenta un proceso inflamatorio y tejido necrotico y b)
presencia de diversos trofozoitos.

Figural5. Grupo control con Metronidazol

En el Grupo 2. Macroscopicamente el higado presenta pocos abscesos amebianos en la
superficie que afectan menos del 5% del 6rgano, asi como hepatomegalia y congestion.
Microscopicamente. ¢) Tejido normal con un procesos inflamatorios aislados y presencia de

tejido necrotico, d) Presencia de trofozoitos y células inflamatorios.

Figural6. Grupo SF-WT 10 mg

Grupo 3. Se observa el higado macroscopicamente con abscesos amebianos con el 5% en
su superficie afectada distribuidos en todos los Iébulos y hepatomegalia y congestion.
Microscopicamente. e) Corte histol6gico normal en donde se observan 3 focos inflamatorios

y tejido necrético y f) Se observan diversos trofozoitos, asi como células inflamatorias.
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Figural7. Grupo SF-WT 20 mg

Grupo 4. Higado normal con hepatomegalia y congestiéon, con bordes redondeados
macroscopicamente.

MicroscOpicamente. g) Ligera aumento de tamafio y presencia de material rosaceo en las
venas centrales y h) Acumulo de células inflamatorias con la presencia de trofozoitos y poco

material necrotico.

Figural8. Grupo SF-WT 10mg + MTZ
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Grupo 5. Cavidad abdominal del hamster donde se observa asas intestinales y el higado

con hepatomegalia y congestion.
Microscopicamente. i) Higado normal con presencia de vasos dilatados y llenos de glébulos

rojosy j) Se observa ligera infiltracion de células inflamatorias.
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Grupo 6. Se observa el higado macroscopicamente normal.

Microscopicamente. k) Ligera congestion y I) Se observan células normales.

Tabla 15. Efecto in vivo de extracto soluble de SF-23 de C.papaya

Grupo | Grupo I Grupo 1l Grupo IV Grupo V
PBS MTZ SF-23 10 mg SF-23 20 mg c
16,16,8,13 4,9,8,4,8 13,9,8.9,10 9,10,8,8,6 6,6,7,6,6
13+3.8 712.4 10+1.9 8t1.5 6+0.4

En las siguientes fuguras de muestra el efecto en cada grupo de higados de hamster

tratados con la linea SF-23 de C. papaya

Figura 20. Grupo control PBS
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En el Grupo 1. Se observa el higado macroscopicamente con abscesos amebianos en
todos los I6bulos, afectando gran parte del 6rgano y con hepatomegalia.
Microscopicamente. a) El tejido presenta un severo proceso inflamatorio b) presencia de
trofozoitos.

Figura 21. Grupo control Metronidazol
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En el Grupo 2. Macroscopicamente el higado se observa con muy pocos abscesos
amebianos.
Microscopicamente. ¢) Tejido normal con pocas zonas inflamatorias, d) Presencia de pocos

trofozoitos.

Figura 22. Grupo SF-23 10 mg
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Grupo 3. Se observa el higado macroscépicamente con abscesos amebianos distribuidos

en todos los l6bulos y hepatomegalia.
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Microscopicamente. e) Corte histolégico normal en dénde se observa proceso inflamatorio
y tejido necrético y f) Se observan varios trofozoitos y células inflamatorias.

Figura 23. Grupo SF-23 20 mg
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Grupo 4. Higado con hepatomegalia y bastantes abscesos en gran parte de los I6bulos.
Microscopicamente. g) Se observa proceso inflamatorio en casi todas las zonas del higado

h) Presencia de células inflamatorias con la presencia de trofozoitos.

Figura 24. Grupo Figura 22. Grupo SF-23 10 mg

-
\ .
- . -
" . ;; v
J" |‘ . . -
. ;'g;'" i
e J . .;
/ 2 -
» . "y | \ "‘@’ >
é . 4
2 LA
O L4 - 'll' .
 h . ‘: ',.1"
(f 9 y l‘
1 LA % ;
SEe A s £Y .
w1 )40 5y e i
. 1 X Y !
AR ) i .

Grupo 5. Se observa el higado con pocos abscesos amebianos y sin congestion.
Microscopicamente. i) Higado normal, se observa una ligera area inflamada y j) Se observa

ligera infiltracion de células inflamatorias.
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Con base a los resultados anteriores de las Tablas 14 y 15 se decidié hacer una ultima

evaluacion probando nuevamente el extracto soluble SF-WT que fue con el que se

obtuvieron mejores resultados.

Tabla 16. Efecto in vivo de extractos solubles de SF-WT y SF-23 de C.papaya

Grupo | Grupo Il Grupo Il
PBS MTZ SF-WT 10 mg/mL
10,12,13,12 5,7,7,9,6 8,7,7,9,7
12+1.3 715 8+0.9

hepatomegalia.

Figura 25. Grupo control PBS
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En el Grupo 1. Se observa el hlgado con abscesos ameblanos en todos los l6bulos, y

Microscopicamente. a) El tejido presenta un proceso inflamatorio y tejido necrético y b)

presencia de trofozoitos.

Figura 26. Grupo control con Metronidazol




En el Grupo 2. Se observa macroscépicamente el higado con pocos abscesos amebianos
en todos los I6bulos, hepatomegalia y congestion.

Microscopicamente. c) Tejido con procesos inflamatorio ligero y poco tejido necroético, d)
Presencia de trofozoitos y células inflamatorias.

Figura 22. Grupo SF-WT 10 mg/mL

Grupo 3. Se observan abscesos amebianos distribuidos en todos los lébulos,
hepatomegalia y congestion.

MicroscOpicamente. e) Se observa poco proceso inflamatorios y f) Se observan diversos
trofozoitos, asi como células inflamatorias.

Por lo tanto, el mejor efecto lo presenta el extracto soluble de SF-WT disminuyendo los

abscesos amebianos y la hepatomegalia.
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5. Discusion

Se ha reportado que los frutos de la C. papaya tienen propiedades antiparasitarias. Estas
propiedades anti-parasitarias se han reportado especialmente contra antihelmintos
derivada de sus enzimas proteoliticas en el latex de papaya como son la caricaina,
guimopapaina, papaina, y glicil endopéptidasa (Satrija, et al. 1995, Stepek et al., 2011 y
Buttle et al., 2011).

Adicionalmente a lo reportado en nuestro grupo de trabajo, se encontraron evidencias de
gue la papaya puede dafiar el nematodo Haemonchus contortus (Perez, 2019), con mayor
eficiencia la linea transformada con la secuencia que codifica para el péptido de Taenia
crassiceps KETc7 que la no transformada. Se observé que la biomasa de la linea de papaya
transformada de SF-23 obtenida de cultivos de 12 dias en suspension inducia un porcentaje

de mortalidad de larvas L. del 44.59%, a una concentracion de 1 mg/mL.

Considerandos estos resultados evaluamos el efecto de extractos solubles obtenidos a
partir de callos embriogénicos y de cultivos de suspension de papaya no transformada y
transformada sobre los cisticercos in vitro. Debido a la accesibilidad para mantener estos
cisticercos in vitro e in vivo y la disponibilidad de estos se evallo el efecto de la papaya
sobre su viabilidad. Cabe sefialar que esta etapa del parasito no ocurre en el intestino, pero
nos permite identificar las condiciones en las que podria la forma intestinal del parasito ser

susceptible a este tratamiento.

En un primer ensayo se evalud cuanto tiempo sin ningln tratamiento podian los cisticercos
con solo medio RPMI mantenerse viables. La viabilidad se evalué midiendo la motilidad y
la inclusion de Azul Tripan de los cisticercos después de la incubacion a diferentes tiempos
de incubacion (72, 96 y 120hrs) con los extractos, observando que a las 72 y 96hrs los
cisticercos tenian 100% de motilidad y viabilidad, pero a las 120hrs los cisticercos
empezaban a observarse muertos. Se selecciond entonces el tiempo de incubacién de
96hrs y se continué con la evaluacion del tratamiento a diferentes concentraciones del

extracto soluble de callos transformados (CF-23) y no transformados (CF-WT). Al principio
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de los ensayos se trabajo con extracto soluble de callos, se realizaron ensayos con
diferentes concentraciones de 0.0044ug/mL hasta 2.5ug/mL, en las cuéles no se observo
efecto cisticida. Se decidi6 entonces evaluar los callos de papaya transformados y no
transformados a mayores concentraciones: de 0.1mg/mL a 10mg/mL observando que a
concentraciones de 5mg/mL y 10mg/mL empezaba a verse el efecto cisticida. Con base a
estas observaciones decidimos utilizar la concentracién de 10mg/mL para los siguientes
ensayos con tratamientos de callos y células en suspension de papaya transformada de la
linea WT vy sin transformar de la linea 23 y 9. Los resultados obtenidos indicaron que tanto
los extractos obtenidos a partir de callos como de células en suspension presentan un alto
efecto cisticida sin diferencias significativas entre los no transformados y los transformados
con la linea 23 y segin un ANOVA con una prueba de T-student. Solo los extractos de
callos de C. papaya transformados con CF-6 mostraron menor capacidad cisticida. Cabe

sefialar que esta clona no ha podido establecerse en cultivos en suspension a la fecha.

Al respecto de las cinéticas de crecimiento de las distintas clonas, en el trabajo de Pérez
en 2019, se obtuvo para la linea no transformada de SF-WT de C. papaya una velocidad
especifica de crecimiento de 0.05 dy el tiempo de duplicacion fue de 13.01 dias. Mientras
gue la velocidad especifica de crecimiento para los cultivos para la linea transgénica de SF-
23 fue de 0.10 d!y el tiempo de duplicacién fue de 6.9 dias. La linea SF-WT de al dia 30
alcanzd la concentracion maxima de biomasa, 10.12g L con un rendimiento de 0.328¢g L*
y a los 42 dias una concentracion de biomasa final de 8.94g L. Al dia 15 la linea de SF-23
de C. papaya alcanzo una concentracion méaxima de biomasa, 14.361g L con un
rendimiento de 0.391g L. El descenso de esta linea fue mas acelerado ya que a los 42
dias de cultivo se obtuvo una concentracion de biomasa final de 6.687g L. Se puede ver
como el tiempo de duplicacién y la velocidad de crecimiento es mejor para las células en

suspension de SF-23 en comparacion con las SF-WT.

Para la evaluacion in vivo de T. crassiceps en las concentraciones de 5 y 10mg/mL no se
observa efecto cisticida, los cisticercos tanto con los extractos como los controles siguen
Vivos y gemantes.

Se decidié aumentar al doble la cantidad de extracto utilizado inoculando los ratones con 2
mg de proteina por raton obtenida a partir de la linea WT adicionada de 2ug de proteina de
la linea 23, dosis que induce proteccién en contra de la cisticercosis (Guzman et al., 2023).
En la evaluacién in vivo en estas condiciones se muestra un efecto cisticida. In vivo, las

suspensiones celulares de SF-WT y SF-23 juntas redujeron el nimero de cisticercos,
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gemas y el porcentaje de cisticercos calcificados en un grado no diferente al albendazol y

la niclosamida, mientras que la ivermectina fue menos efectiva.

En la evaluacién farmacolégica con los diferentes extractos organicos, se observa que con
n-hexano a las 72hrs empieza actividad cisticida alta, concluyendo la mortalidad al 100% a
las 96hrs para las dos concentraciones de 50 y 100ug/mL, este extracto es de polaridad
intermedia. Para el acetato de etilo se observa como empieza a verse un alto efecto cisticida
en las concentraciones de 200 y 400ug/mL, concluyendo el 100% de actividad cisticida a
las 96hrs con todas las concentraciones utilizadas, 50, 100, 200 y 400ug/mL, este extracto
es el de menor polaridad. Los controles negativos (PBS1X) a las 96 horas de los 3
tratamientos, seguian vivos y los controles negativos (Auranofin 10uM). Se utilizaron estos
dos solventes organicos por ser los que mas se utilizan para extracciones en plantas. Estos
resultados sefialan la mayor efectividad de los extractos organicos que acuosos para dafar
in vitro los cisticercos y la relevancia de evaluar los componentes de estos extractos

capaces de mediar este efecto cisticida

Para la evaluacion in vitro con E. histolytica se observé que utilizando la técnica MTT para
evaluar la viabilidad de las amebas, los extractos solubles transformados de SF-23 y no
transformados SF-WT de C. papaya, a partir de la concentracion de 5mg/mL empezaron
a tener capacidad amebicida sobre los trofozoitos , teniendo mejores resultados amebicidas
para ambos extractos a los10mg/mL, al igual que en la evaluacioén in vitro de T. crassiceps
se tiene un mayor porcentaje de mortalidad a una concentracién de 10mg/mL. Con base a
la prueba de Tukey se observd que si existe diferencia significativa entre los extractos de
SF-23 y SF-WT, con Entamoeba histolytica, el extracto soluble de SF-23 tiene mayor efecto

amebicida en comparacion con SF-WT.

En la evaluacion in vivo con Entamoeba histolytica, se probaron los extractos solubles de
SF-WT, SF-23 a concentraciones de 10 y 20mg/mL y combinando ambas, partiendo de la
evaluacion in vivo de T. crassiceps, todos se administraron via oral, debido a que este
protozoario se encuentra principalmente en colon e higado. Para la evaluaciéon con SF-WT
con base a las imagenes macroscoépica de los 6rganos se observan menos abscesos
amebianos a concentracion de SF-WT 20mg/mL y el tratamiento combinado SF-WT

20mg/mL mas Metronidazol, seguido del tratamiento combinado SF-WT 10mg/mL mas
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Metronidazol que se observan pocos abscesos en el higado. En la evaluacion con SF-23
se observo poco efecto amebicida en las concentraciones mas altas de 10 y 20mg/mL con
respecto al tratamiento con SF-WT, los higados se muestran mas grandes y con mas
abscesos amebianos.

Para los grupos control con Metronidazol se observan abscesos en pocos l6bulos del
organo. Respecto a los grupos control sélo con PBS se observo el higado lleno de abscesos
amebianos, y con mayor hepatomegalia con respecto a los demas grupos, un higado de
hamster en el mismo peso que los utilizados en estos experimentos oscila entre 3-4gr
maximo, y ya infectado pueden pesar hasta 16gr.

Al repetir la evaluacion con el extracto soluble de SF-WT se muestra nuevamente la
disminucién de abscesos amebianos y con base al grupo control no se observa el aumento

del tamafio del higado.

6. Conclusiones

Con base a los objetivos del presente estudio se puede concluir para la evaluacion in vitro,
gue ambos extractos de C. papaya de las suspensiones celulares transformadas y no

transformadas obtuvieron mas del 90% de mortalidad sobre los dos parasitos evaluados.

Para la evaluacion in vivo el extracto soluble de SF-WT demostrd tener mayor efecto

cisticida y amebicida sobre ambos parasitos que el extracto soluble de SF-23.

En la evaluacion de los solventes organicos el extracto de SF-WT presenté mayor actividad
cisticida el de n-hexano obteniendo efectos cisticidas a concentraciones mucho menores

gue las observadas con extractos acuosos.

La SF-WT demostrd tener un similar efecto cisticida y amebicida que los antiparasitarios

comerciales evaluados.

7. Perspectivas

1. Determinar D50 y D90 con los resultados obtenidos de mortalidad cisticida y

amebicida con los extractos solubles SF-23 y SF-WT.
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10.

11.

12.

2. Procesar las muestras de extractos acuosos y organicos de SF-WT por HPLC para
la caracterizacion de los componentes incluidos en los mismos.

3. Realizar la formulacion del antiparasitario con las células en suspension SF-23 y SF-
WT para su comercializacion.

4. Realizar escalamiento en biorreactor airlift de 2L.
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ABSTRACT Parasitic dseases are a major public health problem worldwide. Plant-
derived products appear to be ideal candidates from a biotechnological perspective,
being sustainable and environmentally friendly. The antiparasitic properties of Cavica
papaya have been attributed to some of its components, including papain and other
compounds that are concentrated in the latex and seeds, This study demonstrated in
wvitro a high and insignificantly different cysticidal activity of soluble extract that was
obtained after the disruption of nontransformed wild type (WT) cells as well as trans-
formed papaya calluses (PC-9, PC-12, and PC-23) and papaya cell pensions (€S9,
CS-12, and C5-23). In viva cell suspensions of CSWT and CS5-23 that had been previ-
ously lyophilized were tested with respect to their cysticidal effects, compared with
those of three commercial antiparasitic drugs. CS-WT and CS-23 together reduced the
number of cysticerci, the number of buds, and the percentage of calcified cysticerd in
a similar extent to albendazole and niclosamide, whereas wermeoctin was less effoctive.
Mice were then orally immunized with €523 that expressed the antl-cysticercal KETc7
antigen (10 ug/mouse), CSWT (10 mg/mouse), or both together to evaluate their pre-
ventive properties, C5-23 and CS'WT significantly reduced the expected parasite and
increased the percentage of calcified cysticerdl as well as recovery, being more effec-
tive when employed together. The results reported in this study support the feasibility
of the development of an anti-Cysticercosis vaccine from cells of C papaya in in vitro
cultures, as they are a source of an anthelmintic, natural, and reproducible product.

KEYWORDS Carica papayo, T. crassiceps, cysticercosis, anti-parasitic, papaya cell
SUSpensions

arasitic diseases are among the major public health problems worldwide that gen-

erate large economic losses due to budget allocations in spedal programs that are
focused on prevention and treatment of public and animal health effects (1),

Parasitic infections are commonly caused by helminths. Taenia solfium is one of the
helminths that most frequently and serlously affects human health, The World Health
Organization (1) identified T, sofin as being among the main causes of death from food
borne diseases. This parasite affects humans and pigs. In humans, tacnkasis s acquired
by Ingesting the parasite’s larval cysts (cysticercl) in undercooked and infected pork.
Taeniasis human carriers can eliminate thousands of eggs In their feces, thereby contam-
inating the environment when they defecate in open areas. The eggs develop into larvae
when established in the central nervous systemn, thus causing neurocysticercosis, which
is the most severe form of the disease, This zoonosis, related to poverty, is favored In
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Cystcidal Effects of Carca Papayn

areas where the non-adequate processing of feces still prevails and where pligs are bred
without confinement and are fed on waste, including human feces. All of these condi-
tions are found in rural areas in developing countries {2). Despite the high prevalence of
this cestodiasis and its impact on human health, veterinary health, and the economy, its
eradication remains a major challenge, particularly in non-developed countries where the
cestodes life cycles are firmly established in their social, cultural, and economic contexts.

Because of the high cost and difficulties of experimentation in pigs, another cestode,
namely, Taenia crassiceps, that naturally affects rodents has been extensively employed
to study the relevance of immunclogical, sexual, genetic, endocrinological, and behav-
loral factors on cysticercosis with the aim of gaining knowledge regarding T. solium
(3-6). T. crassiceps cysticercl are visible vesicles that can rapidly peoliferate by budding
and can be maintained in vivo and in vitro. In vitro, cysticerci can be cultured for months
and reproduced by budding. In vivo, the parasite rapidly reproduces in the peritoneum
of mice (7-10), Currently, there are many chemotherapeutic products, such as benzimi-
dazoles, macrocyclic lactones, and imidazothiazoles, to treat many helminths, including
T. sofium {2). In addition to their environmental impacts, the indiscriminate use of these
antiparasitic products resulted in the development of anthelmintic resistance (11), Thus,
there is a need to develop new antiparasitic products that override drug resistance and
are more gentle with the environment. Plant-derived products appear as ideal candi-
dates from a bictechnological perspective, being sustainable and environmentally friendly,
Products derived from different plants, such as bilharzia, gastrointestinal worms and hel-
minths, ectoparasites, trichomoniasis, leishmaniasis, and trypanosomiasis, have been used
for this purpose (12). Among them, papaya (C. papayal, which is a tropical fruit, has demon-
strated different medicinal applications {13), Its antiparasitic properties have been attributed
to some of its components, including papain, chymopapain, lysosome, glycyl endopepti-
dase, cysteine proteinase, and benzyl isothéocyanate, which are compounds that are con-
centrated in the latex and papaya seeds (14),

In our research, we used C. papaya to express the three peptides of the synthetic
vaccine (S3Pvac) against porcine cysticercosis. The $3Pvac vaccine consists of three
peptides, namely, KETc1, KETc12, and KETc7, that synthetically and recombinantly pro-
duce a high level of protection against cysticercosis in pigs that are naturally exposed
to the parasite. As mentioned above, to develop an oral vaccine, the peptides were
expressed in embryogenic papaya calluses (15-17). From the transformed calluses, the
respective lines of cells were established in suspension together with the wild-type
(WT) (18). During these studies, extensively modified protein content was observed In
the transgenic callus. Thus, the objective of the present work was to evaluate the in
vitro and in vivo antiparasitic and protective effects of KET<7 (C5-23) transformed and
nontransformed (CS-WT) lines of C papaya against T, crassiceps cysticercosis.

RESULTS

In vitro evaluation of the cysticidal effects of soluble extracts from C. papaya
calluses (PC) and cell suspensions (CS), Experiments were carried out to test nentrans-
formed and transformed calluses and cell suspensions at different times to identify the
mare appropriate conditions under which to evaluate their cysticidal properties (data not
shown) by culturing 15 cysticerci per well with 10 mg/mL of each soluble for 96 h, Table
1 shows that both PC-WT and transformed PC-23 induced a high level of cysticidal effect
that was of the same magnitude as that of CS-WT and the transgenic CS-23 lines. A repre-
sentative figure of the macroscopic effects of the extracts on the cysticerci is represented
in (Fig. 1A), where dead cysticerci that were stained with trypan blue are cbserved at 96 h
postireatment. Flg. 18 shows the microscopic effect of the soluble extract C5-23, com-
pared to that of CS-WT, to visualize the damage In the structure of dead cysticercl.

In vitro evaluation of the cysticidal effects of extracts with organic solvents on
T. crassiceps cysticerci. To further evaluate possible cysticidal components of CS-WT,
organic fractions using different solvents were obtained. The components in each frac-
tion were characterized via infrared spectroscopy (IR} and identified based on their
polarities, The extracts obtained from fractions A and B, namely, n-hexane and ethyl
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Cysteidat Effects of Carica Papays Infection and Imenunity
TABLE 1 in vitro effect of C. papaya soluble extracts on Taenia crassiceps cysticercr'
No. of dead cysticerd Mean = SD of dead

Treatment per well cysticerci Mortality (%)
Soluble extract from papaya callus

RPMI medium o

PC-WT 151515131 138 = 1. 78* 92

PC-23 15,1514,14,13 142 = D84 95

PCY 151413211 132 = 1.48* &5

PC-6 133212.31.00 116 = 1140 77
Saluble extract from papaya cell suspension

RPMI o

CS-WT 15,15,14,1414 145 = 0.57* a7

cs5-23 15.15,15,15.14 148 = 0.85* »

s 15,1514,14,14 144 = 0.55* )

C5-6 ND ND

“Differenn hetters indicate satistically sgnificant diffesences with 7 < 0.05

acetate, respectively, were made to obtain different dilutions of the aforementioned
concentrations, and the in vitro cysticidal activity of the extracts at different concentra-
tions was evaluated every 24 h for 4 days.

Table 2 shows the percentage of dead cysticerci with the different organic extracts,
Cysticidal activity became apparent at 72 h of culture, and all of the parasites were
dead at 4 days of culture with the different treatments.

A higher cysticidal effect was observed at a higher concentration using fraction A at
72 h, and all of the cysticerci reached 100% mortality at both concentrations at 96 h af-
ter culture. A lower percentage of mortality was induced by fraction B at the same con-
centration, compared to that induced by fraction A, revealing that the latter had a
higher cysticidal capacity. The cysticerci of the positive controls that were exposed to
Aurofine (10 M) {19) died 48 h later, whereas all of the parasites remained alive when
incubated with media alone for up 10 96 h,

In vivo evaluation of the cysticidal capacity of suspensions of CS-WT and C5-23
from C. papaya. 15 days after infection, mice were treated orally with suspensions of

— i ——

AG 1 The effect of soluble extracts on Toenir crassiceps cysticerat. (A) Macroscopse (5x) effect of
papaya callus (PC) and papaya cell suspension (CS) saluble extracts upon T, crassioeps cultured in
vitro, Cysticerd were staned with Trypan biue dye after 96 h of culture with the differen treatments.
(8) Microscopic changes of oysticerd cultured with FPME dlone, CS-WT, or €5-23 soluble extracts
assessed by fight microscopy. HE « 40 (HE x 10) external and nternal images, respectively,
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Cysticidal Effects of Carka Papayo Inflection and lmmunity

TABLE 2 in vitro mortality of organic fraction extracts of CS-WT on T. crassiceps viability”

Time of culture thours)
Treatment 24 43 72 96
APME medium a 0 o '
Aurofine 0 100 1000 100"
Fraction A
50 pg/ml. 0 0 33 100*
100 ug/mlb 0 913 100*
Fraction B
50 ug/ml 0 0 1 100*
100 pug/mb. 0 0 733 100*
200 pg/mb 0 0 86.7° 100*
400 jug/mb 0 0 100 100

Mean * 5D of the percentage of mortabty of the cysticerd of two assays Difforens ketters ndicate whather
them is a statistcally sigficant difference. based on Tukey's test

CS-WT and C5-23 from cell-cultured C papaya. To improve their effectiveness, the mice
were treated each day (200 ul) for 10 days with CS-WT (10 mg/mL) and CS5-23, which
expressed a cysticidal antigen. The effects were compared with those observed in mice
that were treated with either saline alone (negative control) or three well-known com-
mercial anti-cysticidal drugs (albendazole, ivermectin, and niclosamide). Their effects
on the number of cysticerci, the percentage of caldfied cysts, and the number of total
buds were recorded, Table 3 shows a significant reduction in the number of cysticerci
and buds as well as an increase in the number of calcified cysticerci that were observed
in the mice that were treated with CS-WT and €5-23, albeit to an insignificant extent,
compared to those observed with albendazole and niclosamide, A significantly lower
effect was induced by ivermectin,

Fig. 2 shows the microscopic effect of each treatment. No structural changes were
observed in the cysticerci that were recovered from the nontreated mice, whereas in those
that were recovered from mice treated that were with albendazole, a thickened capsule
and a severe inflammatory reaction ware observed, and these were accompanied with ne-
crosis and the infiltration of mononuclear cells. The infected mice that were treated with
CS5-WT or C5-23 experienced a loss of cysticercal structure, necrosis, and the Infiltration of
mononuciear and polymorphonuciear inflammatory cells,

Protective effect of oral immunization with suspensions of CS-WT and C5-23
against T. crassiceps cysticercosis, An experiment was carried out, immunizing mice
with 200 ul of a cell suspension of CS-WT {10 mg/mlL) and/or CS-23 (10 wg/mlL) to
evaluate whether the extracts of the cell’s suspension exert a protective effect as an
oral vaccine against cysticercosis. The CS-WT suspension was used as an excipient to
formulate the anti-Cysticercosis and can be administered orally in large amounts with-
out the induction of undesirable effects. The C5-23 suspension includes the protective
cysticercal antigen KETc7, and it is employed in much smaller amounts to avoid any
tolerance effects. As Fig. 3 shows, oral immunization with both extracts significantly

TABLE 3 Evaluation of the effect of C5-23 and CS-WT soluble extracts on T. crassiceps

cysticerci®

Cysticerci
Treatment Total Budding Galcified (%)
PBS 1603 * 33.5* 240> 57 1112
Albendazole (50 mg/kg) 869 = 164 20 = 36 74=170
Niclosamide (500 mg/mouse) 101.1 = 184> 97 = 43 86 = 66
Ivermectin {2 mg/mouse) 1246 = 2864 11 = 594« 63237+

C-WT {2 mg/mouse) + C5-23 (2 ug/mouse) 103.9 = 17.9° 7.0 =29 8= 18

“The vakses are the average of 0 « 7 = SD. Different letsers indicate statszically significant déferences (# = 0.05),
based on Tukey's test.
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reduced the expected parasite load, although CS-WT exhibited a higher protection
that was not madified when both extracts were employed together. A significant
increase in the percentage of calcified cysticerci was induced via oral mmunization
with CS-WT and C5-23, used either individually or together,

DISCUSSION

An oral vaccine against porcine cysticercosis has been developed based on three
transgenic clones that express three peptides from T. crassiceps cysticercosis. Although
this vacane has shown a high protective capacity when administered orally under ex-
perimental conditions {20, 21), Its production and marketing present several chal-
lenges. For its massive production, the cultivation of calluses (PC) in a solid medium is
a limitation. Therefore, its production in suspension cell cultures (CS) was optimized as
previously reported {18). For Its commerdalization as a vaccine, the lack of interest of
laboratories, because it is economically unprofitable, has been an obstacle (personal
communication). Considering this limitation, we decided to eval the possibility of
formulating the vaccine in the framework of an antiparasitic product, using nontrans-
formed papaya as an exdpient. Previous information on the anti-helminthic activity of
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Cysticidad Effects of Carica Papays

papaya supports this possibdity (22-24). It derives its activity from proteolytic enzymes
that are present in papaya latex, such as caricain, chymopapain, papain, and glycyl en-
dopeptidase, which eliminates a large percentage of intestinal parasites without signif-
icant side effects (23, 25-27). It has also been reported that papain, which is an enzyme
that accompanies chymopapain as an enzyme component, is capable of dissolving the
keratin or chitin that covers the bodies of intestinal helminths (28).

In this study, we demonstrated the in vitre cysticidal effect of aqueous extracts from
the PC and CS of nontransformed and transformed papaya. As shown in Fig. 1, all of the
extracts that were tested in virro effectively induced damage to cysticerci to a similar
extent. Thus, the aqueous extract of WT-papaya can be employed as an excipient for use
in an antiparasitic product. It is feasible that the anti-helminthic properties of the CS pa-
paya depend on the parasite. In this respect, we recently reported a higher efficiency of
C5-23 in destroying Haemonchus contortus larvae in vitro, compared to that of CS-WT (18).

Further experiments testing organic fractions, as shown in Table 2, begin with the
identification of additional antiparasitic products in the CS-WT papaya. The compo-
nents that were isolated using n-h include the higher cysticidal activity between
the organic extracts. Additional studies are required for their precise identification.

Thereafter, the anti-cysticidal properties of aqueous extracts of papaya cells were
tested In vivo against murine T. crassiceps intraperitoneal cysticercosis. These studies were
performed using only CS-WT and €5-23, As shown in Table 3, both wreatments together
reduced the number of cysticerci buds and increased the percentage of calcified cysti-
cerd, to 3 similar extent to that observed with two other, different cysticidal drugs,
namely, albendazol and nidosamide. Both treatments together were more effective than
was ivermectin. These effects could reflect a significant effect on the reproductive capaci-
ties of the parasites, which lay in components that are expressed in the extracts of papaya
cell suspensions.

The in vitro and in vivo cysticidal effects of papaya add to the bibliography more anti-
parasitic properties of papaya, In this respect {22), studies of the stability of cysteine pro-
teases in the papaya latex reported that the activity of these enzymes remains stable, even
if kept at low temperatures, and they identified enzymatic activity in the colons of mice at
4 h after the oral administration of the extract The cysticidal effect reported herein on par-
asites that were obtained from the peritoneal cavities of mice would indicate that the
effects of these compounds might be occurring not only locally (intestine) but also sys-
temically (extra intestine), possibly through immunoregulatory processes.

Considering that the transformed papaya that expressed the KETc7 immunogenic
protein (PC-23) previously demonstrated a high protective capacity against murine cys-
ticercosis (17), we tested the preventive capacity of the C5-23 suspension against mu-
rine cysticercosis after oral immunization. CS-WT was also tested at 2 mg per mouse,
which was the amount that exhibited anti-parasitic activity and was used as an exdpl-
ent in the vaccine formulation. Meanwhile, CS-23, which includes a cysticercal antigen,
was given in a small amount (2 g per mouse) to avoid tolerance. We previously dem-
onstrated the protective capacity of PC-23 in a range from 0.1 to 10 ug per mouse (20).
Thus, CS-WT was tested at 1,000 times that of C5-23. As shown in Fig. 3, C5-23 signifi-
cantly reduced the expected number of cysticerci and increased the percentage of cal-
afied parasites. These results are similar to those that were obtained by using a soluble
extract of PC-23 that was subcutaneously administered (17).

A finding that merits special comment is the high effectivity of the oral immuniza-
tion with the soluble extract of CS-WT to reduce the number of cysticerd and increase
parasite calcification. This result indicated the immunoregulatory properties of the
soluble extracts of papaya cell suspensions for the first time. This is an iImportant find-
ing that needs further evaluation to be employed as a useful immunomodulator in oral
vaccination, Interestingly, when C5-23 was formulated with CS-WT as an excipient, the
highest effect on the mortality of the established cysticerci was obtained.

Taken together, the information reported in this study strongly supports the feasi-
bility of the production of an anti-cysticercosis vaccine in the context of an effective,
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Cystiodal Effects of Carica Papaya

innocuous, and antiparasitic product that could also be friendly to both the environ-
ment and the reapients of the product. Additionally, oral vaccines formulated with
these papaya calluses and cell suspensions could have antiparasitic effects over other
intestinal parasites, such as the adult stage of Taenia solium and other helminths (12),
which could not only impact the heaith of the host but also interrupt the contamina-
tion of the environment, which could affect land and water plants (29).

Finally, it is important to state that many natural products with antiparasitic activity
have been reported. Among them is epazote, which demonstrated antiparasitic activity
mainly In protozoa; however, if it is administered in excess or in a high concentration,
it produces serious and toxic effects (30). Additionally, paico exhibited antiparasitic ac-
tivity in low concentrations In the form of infusion (31), and garlic has been shown to
reduce the parasite load at different concentrations and formulations (32). However,
the use of these products is limited by the lack of reproducibility of their content. Thus,
the use of these products is unregulated, as it is impossible to formulate them. In con-
trast, the papaya cell suspensions are produced in a reproducible form under con-
trolled conditions a1 vitro, do not cause side effects in the host, and can be formulated
and developed.

Conclusions. The soluble extracts of C. papaya from the lines PC-23, PC-WT, 5-23,
and CS-WT, at a concentration of 10 mg/mi, exert an in vitro cysticidal effect on T. crassi-
ceps cysticerc. More polar compounds were found in the organic extract of fraction A, and
their secondary metabolites may be responsible fore the high cysticidal effect. €5-23, which
expressed a cysticercal antigen, can be formulated using CS-WT, as an exciplent, and as an
effective oral vaccine against cysticercosss. The cell suspensions of papaya cells, cultivated
in vitro, are convenient for use in oral vaccinations, as they contain a reproducible compo-
sition. They are produced under controlled conditions that are not only effective against
cysticercosis but also reduce costs, as they do not need any further purification.
Additional studies are ongoing to propose and register this oral vaccine to prevent por-
cing Cysticercoss.

MATERIALS AND METHODS
Obtention of extracts from calluses and cell suspensions of C. papaya. The embryogenic trans-
formants (PC-9, PC12, and PC-23), nor formed (PC-WT) calluses (17), and susp cell Ines (€55,

C5-12, €523, and CS5-WT) (18] were pulverized with iquid nitrogen, resuspended in PBS 1, and then
centrifuged at 14000 x g at 4°C for 30 min. The supernatant was collected, and the protein concentra-
tion was determined wa the Lowry method (33) n a NanoDrop One spectrophotometer {Thermo Fisher
Scientific Inc, USAL Rk was then stoced at -~ 20°C until use,

Obtention of Taenia crassiceps cysticerci. The cysts ORF strain, isolated by Freeman {14), has been
mantained In senal stock intraperitoneal female BALE/cARN mice with 2 to 3 months of infection (3).
Mce were Infected with 15 small (2 mm) nonbudding cysticerct In 0.9 mi of 0.9% tsotonc saline solution
0SS) at 3°C.

In vitro cysticidal effect. (I} Liquid-Bquid partition of crude extracts from papaya CSWT. The
dry blomass of CSWT (591.2 mg) was dissolved in 200 mi. of de d water wih string for 1 h,
The salution was filered 1o obtain the cude extracr. Subsequerntly, the solution was fractionated via iquid-
liquid pantitioning, g to the peoced. bed (35), with the followang modifications: n-hexane
(3 % 25 mi) was added to the agqueous layer, and stirmd, and then the layers were separated. Additonally,
eyl acetate (3 x 25 mi) was added 10 the second layer. Each fraction was dried over anbydrows sodium
wifate, filkered, concentrated under reduced pressure at a maximum temperature of 40°C, and stored at
~18°C umil use. The fractions obtained from n-hexane and ethy! acetate were named fraction A 03 mg)
and fraction B (2.7 mg), respectively, The fractions obitained (A and B) were centrfuged at 1,500 = g with
PES 1%, [pH 74), for 30 min Dilutions of the fractions were made, and the following concentsations were
obtained fraction A, 50 and 100 ug: fracton B, 50, 100, 200, and 400 49,

In vitro cysticidal effect of organic extracts on T. crassiceps cysticerch. 15 7 oasceps cysticenc
4 mm) without budding were placed in fat-bottom 24-wel microtiter plates {Costar, Cambridge, MA,
USA} and incubated with RPMI 1640 (GIBCO) medium supplemented with penicilin (100 U/mL), strepto-
mycin alone (100 mg/ml, negative cortroll, or aurcfine {30 uM, positive contral) (36), Cystoarci were ako
cultured in fractions A and B of CS-WT, incubasted at 37°C with €O, and monitored at 24, 48, 72 and 96 h.

In vitro evaluation of the cysticidal capacity of soluble extracts from C papeya calluses and
cell suspensions. The experiments were carned out at dfferent concentrations of caluses and cells in
suspension (100 ug 10 10 mgimL) with all of the fines 1o determine the conc jon with the g
cystiodal effect (data not showr),

15 T cressceps small (2 mm), nonbudding csticerct were placed, per well, into flat-bottomed 24-well
micoster plates (Costar, Cambddge, MA, USA) and incubated with 2 i of FPMI 1640 medium supplemented
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with penicilin (100 W/irdl, stregtomycin (100 mg/ml) (36), and ) calhus o oell suspe
unommkemmuw:srcmwmmuco,nwm
The parmsites were cultured with med neg: [ The assay was conducted in duplicnte and
was evalaxed at 24, 48 72, and 96 h, at which times vabdty wan determined (36).
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The cysticidal effects of the cell suapersions of CS-WT (200 xi of 10 ma/ml) plus €5-23 Q00 b of
lOqumpﬂdmmmddﬂm negative oonuol)cndmne well-known anth-cystiodat
drugs, ty Aedeniab, 50 mg/kg susp {Bayer, 500 mg tablet), or
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One day after the last aral dose of each tresment, all of the mice were euthanized, and the cystl
were recovered from the peritones! cavity and cbserved under a stereascopic microscope,

in vive iImmunogenic capacity of CS-WT and C5-23 C, papaya against T. crassiceps cysticerc). 28
female BALB/CANN mice were omlly administered with 200 ul of 3 cell suspersion of CS-WT (10 mg/iml),
€523 110 pg/mil or bath at day 0 a5 wel a6 15 dinys later, 2 weeks later, each mouse was infected with
10 T, crassiceps cysticerc) that were Jess than 0.2 men in size and was socaficed 30 days later.

Mistopathology. /. crassiceps cysticerct were fived in 10% buffered formalin, embedded in paraffin,
and sectioned in slides of 3 um. Thnld«mmudwkhmmmﬂmdmh(uﬂ

| analysis. The data p d with a normal dstibution. Th L the |
nons between the indvidusl means of different treatments were carrled out ushq at lesls of vnme.
anvd Tukey's tests were conducted to d her these were signif differences b the
means of the two groups. The data were to be gnifi at P = 00S.
Data avallability. The data will be available upon puls and for peer review,
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