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Resumen

El presente trabajo se ocupa del estudio de la parte foliar de las hojas de la
especie Carica papaya L. debido a su uso generalizado para el tratamiento de
diversos parasitos inferido a la presencia del alcaloide carpaina. Se realiza una
extraccion total en un equipo Soxhlet y el mismo se procesa por el sistema de
cambio de fase acido-base-solvente organico para tener una fraccion rica en
alcaloides con un 1 % de rendimiento respecto al peso de planta de partida.
Este extracto se evalla frente a una cepa de Plasmodium berghei teniendo una
IC50 aceptable como positiva de 50 pg/mL, no asi para una cepa de
Leishmania amazonensis con una IC50 de 73,3 ug/mL. De esta fraccion
mediante un proceso de contracorriente con 5 intercambiadores se purifica un
producto con todas las caracteristicas de alcaloide que al realizar los espectros
de RMN de *H y *C comparando con los informes de la literatura se asigna
para el mismo la estructura de la carpaina. El presente trabajo permite tener
una técnica sencilla para obtener este alcaloide de forma selectiva y da la
posibilidad de seguir ampliando diferentes evaluaciones biologicas con el
mismo.

Palabras clave: Carpaina, Carica papaya L, efecto anti protozoario.
Abstract

Carica papaya L, have been used as anti-parasitic plant in Traditional Medicine
in many countries. The activity has been correlated with the alkaloid carpaine. A
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total alcohol extract is done using a Soxhlet system, after that and acid-base-
organic solvent interchange was developed to prepare a fraction that contains
mainly alkaloids. The yield of this fraction was 1 %. This extract, was evaluated
with Plasmodium berghei strain showing an IC50 acceptable positive of 50
pg/mL, different from a Leishmania amazonensis strain with IC50 of 73,3
pg/mL. From this fraction, using a countercurrent separation process with 5
separating funnels for the repetition of the partition process, a white solid with
alkaloid properties was isolated and characterized using NMR *H and *3C
spectroscopy. In comparison with the literature data, the structure of carpaine
was assigned to this solid. The isolation technique is simple and selective for
the alkaloid, so it makes possible other biological evaluations with it.

Key words: Carpaine, Carica papaya L, anti protozoa effect.

Introduccién

Las plantas medicinales son una importante fuente de productos
biol6gicamente activos, muchos de los cuales han servido como modelos para
la sintesis de un gran numero de farmacos, lo que ha propiciado importantes
avances en la terapéutica de varias enfermedades. Segun SOUZA BRITO en
1993, el numero de estudios que se realiza en esta area ha aumentado,
existiendo una tasa promedio de incremento de especies bajo estudio del 10%
al ano, sin embargo, solamente del 15 al 17% de las plantas existentes han
sido estudiadas desde el punto de vista medicinal.

Carica papaya L, es una planta que figura en casi todas las Farmacopeas
como medicamento vegetal alternativo y el extracto seco de su latex (Papaina)
es considerado un digestivo poderoso y especifico de las materias
albuminoides, que se emplean diariamente en todas las farmacias fito
terapéuticas o dispensariales.

Dentro de los diversos usos que se le ha dado a Carica papaya L, ademas del
consumo de la pulpa del fruto, destacan el uso de las semillas en India como
desparasitante y antipirético, ademas las infusiones de flores frescas para
combatir la tos y contra el impétigo.

En Meéxico suele utilizarse con frecuencia una pasta hecha con las semillas
para ablandar carne. Las hojas y la corteza se usan para remover manchas o
colorantes. (www.bioextracto.com.mx).

La fitoterapia en el tratamiento de las lombrices intestinales supone la
utilizacibn de una serie de plantas medicinales con propiedades
antihelminticas, es decir capaces de matar o expulsar las lombrices. Entre
cerca de 200 plantas descritas en Cuba como anti parasitarias (ROIG 1988) se
encuentra la papaya (Carica papaya L). La capacidad que tiene la papaina para
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descomponer la carne ha sido aprovechada en la medicina popular para
eliminar las lombrices intestinales. La medicina China macera los frutos en
vinagre de manzana que luego es bebido para eliminar los gusanos o las
tenias. Ademas de la papaina, intervienen en esta propiedad otros compuestos
quimicos como son los alcaloides carpaina o la dehidro carpaina presentes en
todas las partes del vegetal (www.botanical-online.com).

Para las hojas de la planta se describen los siguientes componentes quimicos:
Fenil propanoides: acido cafeico; esteroles: B-sitosterol; alcaloides: carpaina
(hasta 1500 ppm) (GIMLETTED, 1939) Fig. 1. dihidrocarpaina 1 y II,
pseudocarpaina, cotinina, miosmina, nicotina, colina (TANG, 1979). También
contiene pequefias cantidades de glicésidos cianogénicos (NAHRSTEDT,
1987).
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Figura 1. Estructura propuesta para la Carpaina.

In vitro, la carpaina inhibe el Micobacterium tuberculosis y actia a nivel del
corazén de la misma forma que los digitalidos y a dosis elevadas provoca
pardlisis y depresion cardiovascular (WENIGER, 1988)

Materiales y métodos

Recoleccidén y preparacion del material vegetal: La recoleccion del material
vegetal (Carica papaya L), se realizd en la Coronela, Lisa, La Habana Cuba en
el mes de enero del 2011 de una plantacién comercial sin enfermedades
sanitarias detectadas, en proceso de floracion donde la parte que se utiliza es
la parte foliar de la hoja. EI material vegetal se identifica por la M.Sc. Ramona
Oviedo especialista del Instituto de Ecologia y Sistematica de la Academia de
Ciencias de Cuba guardandose una muestra de referencia en dicha institucion.

La parte foliar separada manualmente, se somete a un proceso de secado en
estufa con aire recirculado a 40 °C. El material vegetal seco se triturd
manualmente, posteriormente se tamizdé en una malla de 2 mm de porosidad y
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el polvo obtenido se guardd en una bolsa de nylon cerrada hasta el momento
de su uso (una semana posterior al proceso).

Determinacion de algunos pardmetros farmacogndsticos: Se realizaron
mediante las técnicas descritas por Lou-Zhi-Cen en las técnicas de analisis de
drogas sugeridas por la OMS en 1980 y las realizadas fueron las siguientes:
Determinacion de la perdida en peso de agua durante el secado,
Determinacion de la humedad residual y Tamizaje fitoquimico.

Método de extraccion: 100g del material vegetal seco en estufa con aire
recirculado a 40 °C y triturado manualmente y con un tamafio de particula no
mayor de 2 mm, se colocaron en un dedal de un equipo Soxhlet y se
extrajeron de forma continua durante 12-16 horas (tiempo medido a partir del
momento del inicio de la condensacién de los vapores del disolvente en el
condensador del sistema), colocando en el balén del equipo 800 mL de
metanol. Para refrigerar el condensador se utilizé6 un criostato con metanol a
menos 15 °C el cual se recircula durante todo el proceso.

Después de concluida la extraccion, el metanol se concentra por destilacion
con evaporador rotatorio a vacio y un bafio de agua a la temperatura de 30 °C
hasta el menor volumen posible esperando que quede como un residuo semi
seco a temperatura ambiente.

Este residuo se destina para el analisis por cromatografia en capa delgada y
para el aislamiento y purificacion de (el o los) posible(s) alcaloide(s).

Preparacion de la fraccién de los alcaloides: El residuo de la extraccion
continua por Soxhlet, se redisolvié en 50 mL de &cido sulfurico al 1 % en agua.
Se filtré y el residuo se extrajo tres veces mas con 25 mL del mismo &cido
sulfarico, verificando por el ensayo cualitativo de Dragendorff la no presencia
de alcaloides en la solucion. Las soluciones acidas se reunieron y se ajusto a
pH alcalino (8-9) la misma con hidroxido de sédio en solucion al 5 % en agua y
se lavo 5 veces con 150 mL de cloroformo cada vez.

Las fases cloroférmicas se reunieron y se secaron sobre carbonato de sédio
anhidro antes de filtrar y evaporar a sequedad en evaporador rotatorio para el
analisis de la presencia de alcaloides en el mismo.

Purificacion de los posibles alcaloides por un sistema de Contra
Corriente: Se colocan 5 embudos separadores de capacidad de 125 mL en
sus respectivos soportes universales y se prepara 100 mL de acido tartarico al
1 % que se utiliza como fase estacionaria. Se colocan 25 mL de este acido en
cada embudo separador.
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El residuo de la fraccidn de los alcaloides se disuelve en 25 mL de cloroformo y
se coloca en el primer embudo separador agitandose durante algunos minutos.
Se deja reposar y la fase de cloroformo se pasa al segundo embudo y en el
primer embudo se colocan 25 mL de cloroformo limpio. Ambos embudos se
agitan de igual forma y se separan las fases pasandolas para los proximos
embudos y poniendo nuevo cloroformo en el primer embudo.

El proceso se repite tantas veces hasta colectar las cinco fases posibles de
cloroformo desde el quinto embudo y envasandolas de forma independiente
desdelalalab.

Las fases &cidas después de ajustar el pH a alcalino (8-9) con hidroxido de
sodio al 5 %, se lavan de forma independiente con 25 mL de cloroformo. Se
numeran las fases cloroférmicas de la 1 a la 5 de forma independiente. Las 10
fases cloroférmicas asi obtenidas se destinan para el andlisis por placa delgada
para andlisis de pureza y se reunen de acuerdo a su similitud para el proceso
de caracterizacion.

Cromatografia en placa delgada: Para el analisis cromatogréfico en placas
delgadas, se utilizaron placas pre elaboradas en soporte de aluminio de silica
gel G F- 254 de la casa Merck y como disolvente para la elucion de las mismas
se utilizé cloroformo y metanol en diversas proporciones que se especifican en
el andlisis de los resultados.

Andlisis estructural: El andlisis estructural se realiz6 en un equipo de
Resonancia Magnética Nuclear BRUKER DPX 250 MHrs con deutero
cloroformo como solvente para la disolucién de la muestra y Tetrametil Silano
como referencia interna.

Determinacion de la actividad antiprotozoaria.

Preparacion de los extractos para la evaluacion anti parasitaria: Se realiza
la preparacion de un extracto total de metanol de la misma forma que lo
descrito en el epigrafe 3.1.4. El extracto obtenido se reduce a un tercio su
volumen mediante la destilacion en evaporador rotatorio con vacié y bafio de
agua a 35 °C. El extracto parcialmente concentrado se lava tres veces con
igual volumen de n-hexano en un embudo separador y ambas fases por
separado se concentran a seco en las mismas condiciones de destilacion con
evaporador rotatorio. El extracto de n-hexano se denomina de desengrase y el
de metanol como extracto enriquecido en los alcaloides.

Actividad antiplasmodial: La determinacién de actividad se realiz6 frente a
estadios intra-eritrocitarios de Plasmodium berghei, cepa ANKA (JANSE CJ
1995). La actividad antiplasmodial se expres6 como CI50, determinada segun
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la metodologia reportada (HUBER W 1993) utilizando el dato de la inhibicion de
la maduracion de esquizontes (SCHLICHTHERLE M 2000).

Actividad leishmanicida: Para evaluar la actividad leishmanicida de los
productos se utilizaron promastigotes de Leishmania amazonensis, cepa
MHOM/77BR/LTB0016 (COS P 2006, SLADOWSKI D 1993).

Resultados y discusion
Determinacion de algunos parametros farmacogndésticos

Pérdida en peso de agua: El estudio de la pérdida en peso de agua se realizd
por la técnica establecida, en estufa con aire recirculado a 40° C. La parte foliar
de las hojas se colocaron esparcidas sobre bandejas esmaltadas dentro de la
estufa previamente pesadas. Cada 12 horas se comprobd la pérdida en peso y
se detuvo el proceso cuando fue aproximadamente constante lo cual sucedi6
en un promedio de 5 dias.

La pérdida en peso encontrada estuvo en el margen de 90-92 %. Después de
separar las hojas ennegrecidas pues muchas tuvieron este efecto por la
cantidad de agua que contienen, se trituraron manualmente y se tamizaron por
tamiz de 2 mm y el polvo obtenido fue destinado como muestra de ensayo para
las evaluaciones realizadas.

Determinacion de humedad residual: La evaluacion se realizoé por el método
azeotropico utilizando tolueno como fase de arrastre del agua y los resultados
fueron los esperados en comparacion con la mayoria de las plantas
medicinales y el valor correspondi6é a 4-5 %.

Determinacion de la composicion quimica cualitativa: Se realizd por la
técnica del tamizaje fitoquimico utilizando una alicuota del extracto de metanol
de las hojas secas obtenido para el procesamiento de los alcaloides presentes
en esta parte de la planta.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 1. Se muestra que los
ensayos positivos correspondieron a Triterpenoides y/o esteroides, compuestos

lactonicos, fenoles y alcaloides.

Tabla 1. Resultados del tamizaje fitoquimico del extracto de metanol de la parte

foliar
Ensayo Compuesto | Resultado | Comentario
Shinoda Flavoniodes Negativo | -------
Baljet Lactonas Positivo Rosado
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Cloruro feérrico Fenoles Positivo Verde claro
Espuma Tensoactividad | Negativo | -------
Liebermann-Burchard | Triterpenoides/ | Positivo Carmelita
esteroides rojizo
Ninhidrina Aminas libres | Positivo Violeta claro
Dragendorff Alcaloides Positivo Rojo ladrillo

Obtencion de un extracto total

El extracto total de la parte foliar se realizd6 mediante la utilizacion de un equipo
Soxhlet y metanol como disolvente para la extraccion debido a su poder
extractivo y su bajo punto de ebullicion.

El proceso se extendid durante 12 horas al cabo de las cuales el ensayo de
Dragendorff a una alicuota, indicativo de la presencia de alcaloides en el
mismo, fue negativa, al no obtenerse precipitado con el reactivo.

El metanol conteniendo los solidos solubles se concentré6 a sequedad en
evaporador rotatorio obteniéndose un peso de residuo de 8 g que corresponde
a un 8 % de rendimiento, teniendo en cuenta que se utilizaron 100 g de planta
para el proceso de extraccion. Este residuo se destind para preparar una
fraccion rica en los alcaloides que deben estar presentes en la parte foliar de la
especie.

Obtencién de la fraccion enriquecida en alcaloides

Para este proceso se utilizo la técnica clasica de cambio de fase que permite la
seleccion de los alcaloides de forma selectiva dentro de todos los posibles
componentes a extraer de la parte foliar utilizada.

A partir de los 8 gramos, después del tratamiento con acido y la separacion del
residuo insoluble, el mismo se lavl varias veces con pequefias porciones de
acido hasta que el ensayo de Dragendorff mostro resultados negativos.

Después de basificar y lavar varias veces con cloroformo, la fraccidon organica
que debe ser la que estd enriquecida en los alcaloides, se concentréo a
sequedad y el residuo se peso6 con los siguientes resultados: Se obtuvo 1,03 g
de la fraccion parcial que corresponde a un 12,5 % respecto al peso de extracto
de partida y a un 1 % respecto al peso de planta utilizada para el proceso de
extraccion, rendimiento que esta en el margen del descrito para la mayoria de
plantas portadoras de alcaloides.

Separacién de los componentes tipo alcaloides por el sistema de
contracorriente
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Se observa que tal y como se esperaba que el alcaloide se retiene més en las
fases fijas &cidas al realizar el analisis en placa delgada. Para el corrimiento de
esta cromatografia, se utilizO6 una mezcla de cloroformo-metanol 1:1 vy el
revelado con el reactivo de Dragendorff indic6 que las mismas estan
enriquecidas en un alcaloide de Rf 0,4. El resto de los componentes de la
fraccibn se observaron en las fases modviles del proceso por lo que la
separacion se considera de excelente.

En las fases moviles se recuperd 0,5 g que corresponde al 50 % del extracto
utilizado en el proceso y en las fases fijas se recuperd 0,3 g que corresponde
al 30 % del extracto utilizado en el proceso y un 0,003 % respecto al peso de
planta de partida y que coincide con el alcaloide referido.

Este solido se lavdé con metanol muy frio para eliminar restos de coloracion
ligeramente amarilla y se secd apropiadamente en desecadora antes de
realizar el analisis estructural mediante la espectroscopia de Resonancia
Magnética Nuclear.

Andlisis estructural del alcaloide aislado y purificado

El sélido con caracteristicas de alcaloide se destind para el analisis estructural
por RMN. El espectro de RMN *H se muestra (Fig. 2).
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Figura 2. Espectro de RMN *H del sélido aislado
Por otra parte, el espectro de RMN **C se muestra en Fig. 3.
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Figura 3. Espectro de RMN *3C del sélido aislado.

Teniendo en cuenta que la estructura del alcaloide descrito para la especie es
la carpaina, los analisis de los espectros se realiza en base a la estructura de
la misma comparando los valores obtenidos con los reportes de la literatura. En
la Fig. 4 se muestra la estructura con la numeracion correspondiente de cada
posicion para referencia de la Tabla Il donde se informan los valores del
producto aislado y los de la literatura.

Figura 4. Estructura de la Carpaina con la numeracion de referencia

En la Tabla 2 se muestran los datos de los analisis por RMN del soélido
purificado.

Tabla 2. Datos de RMN de *H y *3C en ppm para el producto y los informes de

la literatura

Posiciéon | 'H Producto | *H Literatura | °C Producto | *°C Literatura
1y14 |47 70,3 69,2

3y16 173,5 174,1

4y7 34,5 34,4

5y 18 1,40-1,85 1,35-1,90 25,3 24,0

6y19 1,40-1,85 1,35-1,90 28,7 27,8

7y 20 1,40-1,85 1,35-1,90 26,3 26,5
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8y 21 1,40-1,85 1,35-1,90 | 25,4 25,6
9y 22 1,40-1,85 1,35-1,90 | 29,0 30,1
10y 23 | 1,40-1,85 1,35-1,90 | 29,7 30,7
11y24 | 2,50 2,45 55,9 58,2
11ay 24a 37,3 34,9
11b y 24b 28,7 29,5
13y 26 53,5 55,7
132y 26a | 1,30 1,30 18,63 15,55

En el espectro de RMN *H se observa un doblete intenso a 1,30 ppm que se
corresponde con 6 protones en su integracion que se asignan a dos metilos
equivalentes que seria los metilos sefialados en la estructura de la Carpaina
como el 13ay el 26a.

De igual forma, en 2,50 ppm se observa una sefial en forma de multiplete que
se debe corresponder con los dos grupos metinos (en H11 y H 24) unidos a las
aminas de los nucleos de la piperidina presente en la estructura y entre 1,40 y
1,85 ppm hay varios multipletes que caracterizan los grupos metilenos de las
dos cadenas alilicas que se encuentran en la estructura propuesta.

Los protones tipo metino unidos al grupo éster que corresponden a las
posiciones 1 y 14 se encuentran bien observables en una sefial de intensidad
media en 4,7 ppm. Todos estos aspectos estdn dentro de los limites de
variacion de acuerdo al equipo utilizado en concordancia con la literatura pues
en los informes que se tienen utilizan un equipo de 500 MHz (LOCK, 1988).

La Unica diferencia observable es la sefial que se encuentra en 7,2 ppm que
cae en el rango de los dobles enlaces aislados y que LOCK también lo informa
como comun para asignar los dobles enlaces en solitario en estructuras
policiclicas con metinos y metilenos de diversos terpenoides. En el caso de la
Carica papaya L, se informa también la presencia de otro alcaloide la Dehidro
carpaina que debe presentar un doble enlace aislado pero los espectros que
hemos podido revisar solo grafican las sefales hasta 5,5 partes por millon asi
gue no podemos inferir la posibilidad de una impureza del otro alcaloide por no
tener referencias al respecto y no encontrarse justificacién en el espectro de
RMN de *3C obtenido en el presente trabajo.

Por otra parte en el espectro de RMN de *C Se observan claramente 14
seflales como era de esperar para esta estructura, ya que la misma
corresponde a un dimero ciclico perfectamente simétrico que debe tener una
equivalencia de dos en cada sefial de los carbonos detectados. Esta
compuesta por dos nucleos piperidinicos cuyas sefiales se observan a 28,7;
37,3; 53,5; 55,9 y 70,3 ppm que evidencian un esqueleto trisustituido en las
posiciones 2, 3, y 6 (De acuerdo a la numeracion que le debe corresponder a
este ciclo), estas Ultimas posiciones correspondientes a las sefiales mas
desplazadas a campos bajos.
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Las sefiales de 53,5 y 55,9 ppm corresponden a los carbonos unidos
directamente a nitrogeno y la sefal de 70,3 a los carbonos tipo metinos unidos
directamente al oxigeno de las lactonas. La sefial a 18,6 ppm aunque
ligeramente mas alta que en la literatura debe corresponder a los dos metilos
en los carbonos 13 a 'y 26 a que serian equivalentes a la posicion 2 del nucleo
de la piperidina. Las sefales entre 25 y 37 ppm son caracteristicas de los
carbonos metilénicos y la mas desplazada a 173,4 ppm corresponde a los
carbonos del grupo carbonilo. Todos estos datos espectroscopicos sugieren
gue se ha aislado el alcaloide carpaina al concordar los datos de los espectros
obtenidos con los informes de la literatura.

Resultados de la evaluacion antiprotozoaria
El extracto enriquecido en alcaloides de Carica papaya L mostré mayor
actividad que la fraccidbn de desengrase tanto frente a promastigotes de L.

amazonensis como frente a estadios intraeritrocitarios de P. berghei (Tabla 3).

Tabla 3. Concentracion Inhibitoria media (CI150) de los extractos de C. papaya
frente a protozoos

Extracto L. amazonensis* | P. berghei**
Enriquecido en alcaloides | 73,3 50,0
Fraccion de desengrase | >100 >50,0

*El valor de la CI50 se expresa como la concentracion de extracto (ug/mL) que
inhibe el 50% del crecimiento parasitario. **El valor de la CI50 se expresa como
la concentracién de extracto (ug/mL) que reduce el 50% de la cantidad de
esquizontes formados, con respecto al control. De la Tabla 3 se observa que
como la CI50 es un parametro que se utiliza para medir la eficacia de la accion
antiprotozoaria, en el caso de la evaluacion realizada para los extractos crudos
que se preparen, los valores de CI50 deben estar por debajo de 100 pg/mL
para que en este ensayo de tamizaje se pueda decir que hay una posible
actividad, aunque los extractos antimalaricos mas prometedores exhiben
valores para este parametro por debajo de 10 pg/mL (SOH, 2007).

Diferentes partes de C. papaya se utilizan en preparaciones herbareas para
tratar diversos tipos de parasitosis. En Mali, se utiliza la decoccion de las hojas
como antimalérico y en un estudio de campo preliminar el 85 % de los
pacientes encuestados refirieron haberse recuperado de la infeccion después
de ingerir la decoccion (WILLCOX, 2011). En la India (BHAT, 2001), se utiliza el
fruto; las extracciones de la pulpa y la cascara, con éter de petréleo, mostraron
valores de CI50 frente a P. falciparum de 18 y 15 pug/mL, respectivamente.
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El extracto enriquecido en alcaloides preparado y evaluado en la presente
investigaciéon, mostré una CI50 superior (50 pg/mL), por lo que su evaluacion
en un modelo de malaria in vivo permitira su clasificacion definitiva dentro de
los extractos prometedores 0 no como antimalaricos reales de posible uso
alternativo para el posible control del parasito.

La evaluacion frente a promastigotes de Leishmania amazonensis revel6 una
actividad moderada del extracto enriquecido en alcaloides. Otros autores
obtuvieron un mejor resultado contra esta misma especie de Leishmania al
utilizar el extracto etandlico de esta planta frente a amastigotes con una
CI50<10 pg/mL (VALADEAU, 2009).
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