Biomédica 2013;33:78-87
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v33i1.838

ARTICULO ORIGINAL

Evaluacidén del efecto citotéxico y del daino genético de extractos
estandarizados de Solanum nudum con actividad anti-Plasmodium
Paola Garcia-Huertas’, Adriana Pabon', Carlos Arias?, Silvia Blair’

' Grupo Malaria, Sede de Investigacion Universitaria, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia
2 Centro de la Ciencia y la Investigacion Farmacéutica, Medellin, Colombia

Introduccidn. La planta Solanum nudum es ampliamente usada en la medicina tradicional del Pacifico
colombiano para tratar las fiebres y la malaria, o paludismo, y se ha convertido en una fuente de
nuevas moléculas promisorias.

Obijetivo. Evaluar el efecto citotdxico y dafo genético de extractos estandarizados de S. nudum en
diferentes modelos celulares.

Materiales y métodos. A 66 extractos estandarizados de S. nudum se les evalu6 la actividad anti-
Plasmodium in vitro en dos cepas de Plasmodium falciparum, una sensible (NF54) y otra resistente
(FCB2) a la cloroquina, y la citotoxicidad en células U937 y HepG2. Se seleccionaron los extractos
que presentaron actividad anti-Plasmodium y baja toxicidad, y se les estimd su efecto hemolitico en
eritrocitos sanos O, el efecto mutagénico en las cepas TA98 y TA100 de Salmonella Typhimurium y el
efecto genotdxico en células U937.

Resultados. Se seleccionaron cinco extractos como promisorios (28MA1, 29MA1, 51MA1, 55MA1
y 61MA1), los cuales fueron activos en las cepas de P. falciparum con concentracion inhibitoria 50
(Cly,) entre 9,8 y 54,8 pug/ml. El extracto 29MA1 fue el mas selectivo para Plasmodium, con indice
de selectividad de 4,4 y 14,5 para las células U937 y HepG2, respectivamente. En ningun extracto
se observé efecto hemolitico a 250 pg/ml, no causaron mutaciones en las cepas TA98 y TA100 de S.
Typhimurium, ni generaron efectos genotoxicos en células U937.

Conclusiones. La utilizacion de extractos estandarizados de S. nudum contribuye con los trabajos
encaminados al desarrollo de una nueva formulaciéon farmacéutica para tratar la malaria a partir de
productos naturales.

Palabras clave: SolanumAoxicidad, Plasmodium falciparum, malaria/terapia, extractos vegetales,
seguridad.
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Evaluation of cytotoxic effect and genetic damage of standardized extracts of Solanum nudum
with antiplasmodial activity

Introduction. The plant Solanum nudum (Solanaceae) is extensively used for the treatment of malaria-
related symptoms in traditional medicine practices in the Colombian Pacific. Recently, it has become a
significant source of promising new molecules for developing a pharmaceutical malaria treatment.
Objective. This research aimed to evaluate the cytotoxic effect and the genetic damage of standardized
extracts of S. nudum on different cells.

Materials and methods. Sixty six standardized S. nudum extracts were used, evaluating cytotoxicity
in U937 and HepG2 cells and the antiplasmodial activity using both a chloroquine-sensitive (NF54) and
a chloroquine-resistant (FCB2) strain. The hemolytic effect on healthy O* erythrocytes, the mutagenic
effecton S. Typhimurium TA98 and TA100 strains and the genotoxic effect on U937 cells were evaluated.
The extracts that displayed both antiplasmodial activity and low toxicity were selected.

Results. Five extracts were selected: 28MA1, 29MA1, 51MA1, 55MA1 and 61MA1. These extracts
were active against P. falciparum with 1C_, between 9.8 and 54.8 pg/ml and selectivity indexes
were calculated between 0.9 and 4.4, the latter for 29MA1. Also, no hemolytic effects in healthy O*
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erythrocytes were shown at a concentration of 250 pg/ml, nor did they cause mutations in the TA98 and
TA100 strains or generate genotoxic effects in U937cells.

Conclusion. The use of standardized extracts of S. nudum could contribute to the body of work aimed
at developing a new pharmaceutical treatment for malaria using natural products.

Key words: Solanum/oxicity, Plasmodium falciparum, malaria/therapy, plant extracts, safety.
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La malaria, o paludismo, compromete la salud y
el desarrollo socioecondmico de las comunidades
localizadasenlasregionestropicalesy subtropicales
del mundo. Segun la Organizacién Mundial de la
Salud, en el afio 2010, se presentaron 216 millones
de casos y 655.000 muertes por esta enfermedad
(1). En Colombia, se informaron 62.716 casos de
malaria en el 2011, de ellos, 540 complicados, y
18 muertes, con un promedio de 105.000 casos
clinicos anuales en los udltimos cinco afnos (2).
Cerca del 90 % de los casos en Colombia se limitan
a 70 municipios (7 % del total de municipios), con
un predominio del 85 % en las zonas rurales (3).

La aparicion, dispersién y persistencia de la
resistencia de P. falciparum a medicamentos
antipaltdicos, principalmente a la cloroquina, han
llevado a la busqueda de nuevas alternativas
farmacoldgicas (4-6). Una de estas alternativas
son los productos naturales, ya que se estima que
el 80 % de la poblaciéon mundial utiliza la medicina
tradicional basada en plantas para el tratamiento
de sus enfermedades, mediante el uso de
bebidas u otras formas de consumo. Ademas, los
medicamentos antipalidicos como los derivados
de la artemisinina y la quinina, se sintetizaron
a partir de compuestos aislados de plantas (7).
Recientemente, se ha reportado resistencia a
las artemisininas, lo cual constituye una seria
amenaza para la salud, dado que en ella se basan
los esquemas de tratamiento para el paludismo no
complicado por P. falciparum (8).

Colombia es un pais de gran diversidad y la
medicina tradicional es una practica comdn en
las comunidades rurales para el tratamiento de
sus enfermedades. En el municipio de Tumaco
(Colombia), se utiliza la planta Solanum nudum
para el tratamiento de las fiebres, entre ellas las
asociadas con paludismo. Esta planta de la familia
Solanaceae, es un arbusto de dos metros de altura,
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con flores blancas, tallo amarillo y frutos verdes, que
crece como una herbacea y ha sido estudiada por
el Grupo Malaria desde 1989 cuando se informé su
uso como antipaltdico (9-11). A partir de extractos
metanolicos y hexanicos de la planta, se han aislado
la sapogenina esteroidea, diosgenona (C,,H,,0,), y
los esteroides SN1 (C,H,,O,), SN2 (C,H,,0O,), SN3
(C4H,,0,,), SN4 (CH,,0,), SN5 (C,,H,,O, isomero
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de SN4) y SN6 (C, H,,0,) (11,12).

Se ha encontrado que los esteroides SN1, SN2,
SN3, SN4 y la diosgenona tienen prometedora
actividad anti-Plasmodium in vitro, sin actividad
citotéxica en células HepG2 (5,10,13). Por
otro lado, la evaluacion in vivo de la actividad
clastogénica de la diosgenona y el extracto
acuoso de las hojas y tallos, utilizando la prueba
de microndcleos, mostré resultados negativos,
asi como la actividad mutagénica realizada a la
diosgenona y a los extractos acuoso, hexanico,
metandlico y diclorometano de la planta (10,14).
En trabajos previos se encontrd que los esteroides
SN2 y SN4 inhiben la invasion de esporozoitos
de P. vivax en células HepG2 (9) y, a su vez, SN2
disminuye el nimero de ooquistes de P. vivax en
Anopheles albimanus (13).

27H41

Estos trabajos han permitido entender, por un
lado, que la obtencién de minimas cantidades
de compuestos esteroideos requiere grandes
cantidades de material vegetal, proceso poco
rentable y de alto impacto ambiental, y también,
que los ensayos con extractos crudos sin
estandarizacién, no garantizan la reproducibilidad
de los resultados, lo que dificulta la elaboracion
de un producto natural. EI Grupo Malaria, viene
trabajando con extractos estandarizados de S.
nudum, preparados bajo condiciones normalizadas
desde la recoleccion y los procesos de extraccion,
asi como del contenido de sustancias marcadoras
que son compuestos mayoritarios presentes en la
planta (15). Los efectos bioldgicos relacionados con
la actividad antipaludica, la seguridad y los efectos
colaterales de estos extractos, se desconocen;
por lo tanto, en esta investigacién se evaluaron
en 66 extractos estandarizados, la actividad
anti-Plasmodium in vitro y el efecto citotoxico en
células U937, y se seleccionaron los promisorios,
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a los cuales también se les valoré su citotoxicidad
en células HepG2. Con estos extractos se hizo,
ademas, un ensayo de hemodlisis para detectar
la especificidad de los extractos sobre eritrocitos
parasitados sin afectar los no parasitados, asi
como ensayos de mutagenicidad y genotoxicidad
para detectar alteraciones genéticas en las células
en contacto con los tratamientos.

Materiales y métodos

Material vegetal y obtencion de extractos
estandarizados

El material vegetal de S. nudum fue recolectado
en la zona rural del municipio de Tumaco, Narifio.
Se separ6 el material vegetal en cada una de sus
partes aéreas (hojas, tallos y frutos) y se sometieron
a un proceso de secado a temperatura ambiente
(25 °C) durante 15 dias vy, al horno, con temperatura
de 40 °C durante 24 horas. El material seco se
molié con tamafos de particula de 5 mm y 3 mm;
posteriormente, se clasifico enlotes numeradosy se
seleccionaron aleatoriamente para la preparacion
de los extractos estandarizados. Se emplearon dos
métodos de extraccién: el de percolacion y el de
soxhlet. La extraccion por percolacion se hizo tres
veces hasta agotamiento con los solventes: éter de
petréleo, diclorometano, acetato de etilo y metanol.
La extraccion por soxhlet se llevd a cabo con los
mismos solventes, durante cuatro y seis horas.
Los extractos se sometieron a presion reducida en
un rotaevaporador de vacio a 40-50 °C cada 24
horas, con el propésito de eliminar todo el solvente
empleado en la extraccion.

Las sustancias marcadoras empleadas para
la cuantificacion de los extractos fueron la
diosgenona y los esteroides (SN1, SN2, SN3,
SN4, SN5 y SNG6), identificados previamente en
la planta S. nudum con altos grados de pureza
(99,7 %, 90,42 %, 98,7 %, 84,5 %, 75,2 %, 95,5 %
y 97,2 %, respectivamente) (11,12). En el Centro
de la Ciencia y la Investigacion Farmacéutica, se
determind y cuantificd el porcentaje relativo de
estas sustancias marcadoras en cada uno de los
extractos, utilizando un sistema de cromatografia
liquida Agilent Technologies 1200™. Este método
crea las bases para la deteccion de esteroides
presentes en extractos de la planta S. nudum como
un parametro de calidad en el control fitoquimico de
diferentesrecoleccionesy extractos estandarizados
obtenidos a partir de ella. Se obtuvieron 66 extractos
estandarizados de S. nudum codificados desde
1MA1 hasta 66MA1 (Ministerio de Agricultura), los
cuales se disolvieron en dimetilsulféxido (DMSO).

80

Biomédica 2013;33:78-87

Ensayo de actividad anti-Plasmodium in vitro

Se utilizaron cultivos continuos de dos cepas de
P. falciparum, una cepa sensible (NF54) y otra
resistente (FCB2) a la cloroquina, siguiendo el
método radioisotopico estandarizado en el Grupo
Malaria y descrito por Desjardins, et al. (16). Se
evaluaron siete concentraciones de cada extracto
y cada una por duplicado. La concentracion de
DMSO en la primera dilucion fue de 1 %, que se
ha demostrado no es toxica para el parasito. Como
control de tratamiento, se utilizé la cloroquina y
como control de crecimiento se emple6 medio de
cultivo. Se prepar6 una suspension de glébulos
rojos parasitados con un hematocrito del 2 % y una
parasitemia del 1 %. La concentracion final de la
hipoxantina tritiada por pozo fue de 0,8 pCi/ml.

El cultivo con los tratamientos se incub6 a 37 °C
durante 48 horas en atmosfera de CO,al 5 %, O,
al 5%y de N,al 90 %. El plato se congelé a—20 °C
durante 14 horas para provocar la hemdlisis de
los eritrocitos y la lectura del ensayo se hizo en
un contador beta. Los datos se analizaron con el
programa GraphPad Prism™, version 5.01, para
hallar la concentracion inhibitoria 50 (Cl ) y un
extracto se consider6 activo cuando la Cl; anti-
Plasmodium fue inferior a 50 pg/ml (17).

Ensayo de citotoxicidad in vitro

Se utilizaron las células U937 mantenidas a 37 °C y
CO,al 5 % en medio RPMI con 10% de suplemento
de suero bovino fetal (SBF) inactivado (18) y las
células HepG2 mantenidas a 37 °C y CO, al 5 %
en medio DMEM, con con 10% de suplemento de
suero bovino fetal inactivado (19).

La citotoxicidad de los 66 extractos estandarizados
se evalué en la linea celular U937y, a los extractos
promisorios, segun criterios de seleccion (véase
mas adelante), también se les valoré su efecto
toxico en la linea celular HepG2. De forma general,
las células U937 y las HepG2 se prepararon a
una concentracion de 200.000 células/ml y se
sembraron en platos de 96 pozos de fondo plano
(20). Para cada ensayo se utilizaron, como control
de crecimiento, células cultivadas bajo las mismas
condiciones en ausencia del extracto y se evaluaron
siete concentraciones seriadas de cada extracto,
por triplicado, en dos ensayos independientes.

La lectura de la viabilidad celular se hizo siguiendo
el método MTT, descrito por Mosmann, con algunas
modificaciones hechas por el Grupo Malaria (9,21).
Los datos se analizaron con el programa GraphPad
Prism™, version 5.01, para hallar la concentracion
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citotoxica 50 (CC,,) de cada exiracto. Se calculd
el promedio y la desviacion estandar de las dos
CC,, obtenidas, y la citotoxicidad se clasificd
en cuatro categorias: muy téxicos (CC, <10 pg/
ml), moderadamente toxicos (CC,,11-30 g/
ml), levemente toxicos (CC,,31-50 pg/ml) vy
potencialmente no toxicos (CC,>50 pg/ml). Con
el fin de estimar la selectividad del extracto por el
parasito frente a células huésped (para este caso
U937 y HepG2), se calcul6 el indice de selectividad
(IS) con la siguiente formula: 1S=CC,, (citotoxica)/
Cl,, (anti-Plasmodium) (22).

Criterios de seleccion de extractos
promisorios

Se consideraron extractos promisorios, aquellos
extractos estandarizados que cumplieran con los
siguientes criterios de actividad y citotoxicidad:

+ Extractos con Cl,, anti-Plasmodium inferior
a 50 pg/ml en las cepas NF54 o FCB2 de P.
falciparum (17).

« Extractos con indice de selectividad en la linea
celular U937, superior a 2 (22)

- Extractos que segun la clasificacion propuesta
por el Grupo Malaria, fueran levemente téxicos
y potencialmente no téxicos para las células
U937 (20,23)

Las pruebas posteriores se llevaron a cabo en los
extractos estandarizados que se seleccionaron
COmMOo promisorios.

Ensayo de hemélisis

El efecto hemolitico de los extractos promisorios
se evalu6 en eritrocitos humanos normales del
grupo O*, preparados al 40 % en solucion tampon
isoténica de fosfato de sodio (10 mM, pH 7.4).
Se evaluaron siete concentraciones seriadas
de los extractos por triplicado y en dos ensayos
independientes. La maxima concentracion valorada
fue 250 pg/ml. Como control de hemdlisis basal se
usaron eritrocitos tratados con solucion tampon
isotonica de fosfato de sodio y, como control de
maxima hemodlisis, se utilizé el Tween 20 al 1 %.
La suspensién de eritrocitos con los tratamientos
fue incubada a 37 °C durante una hora y la
cantidad de hemoglobina liberada se determiné
en un espectrofotdmetro a 540 nm (24,25). La
concentracion hemolitica 50 (CH,,) se calculé en
el programa GraphPad Prism™, versién 5.01, y el
porcentaje de hemdlisis se calculé con la siguiente
formula: porcentaje de hemodlisis (%)= (tratamiento-
solucion isoténica/tween-solucion isoténica) x 100.

Evaluacién de citotoxicidad y dafio genético de S. nudum

Evaluacién del efecto mutagénico

Laevaluaciondelefecto mutagénico delos extractos
estandarizados promisorios se hizo con el test de
Ames en las cepas TA98 y TA100 de Salmonella
Typhimurium, las cuales detectan mutaciones por
corrimientos en el marco de lecturay por sustitucion
de pares de bases, respectivamente. Se evaluaron
cuatro concentraciones de cada extracto con base
en los resultados de citotoxicidad en las lineas
celulares U937 y HepG2 (cuadros 1y 2). La CC,,
para U937 se tom6é como la concentracion més
baja y, la CC,, para HepG2, como la mas alta. La
cloroquina también se incluy6 en los ensayos como
pardmetro de comparacion. Los experimentos se
hicieron en presencia y ausencia de activacion
metabolica (fraccion S9, marca Moltox®). Se utilizd
como control negativo DMSO al 50 %; como
controles positivos directos (sin fraccion S9), azida
de sodio (5 pg/ml) y 4 nitroquinolina (5 pg/ml)
para las cepas TA100 y TA98, respectivamente, y
como control positivo indirecto (con fraccién S9),
2-aminofluoreno (0,5 mg/ml) para las dos cepas.

Las bacterias fueron expuestas a los tratamientos
durante 90 minutos a 37 °C y los experimentos
se hicieron por duplicado en dos ensayos
independientes (26). Se contaron las colonias
“revertantes” (sic.) por caja y se calculé el indice
de mutagenicidad (IM) con la siguiente férmula:
IM=promedio de colonias “revertantes” (sic.) del
tratamiento / promedio de colonias “revertantes”
(sic.) del control negativo.

La respuesta de mutacion se considerd positiva,
cuando el numero de colonias “revertantes” (sic.)
his- a his+ se increment6 dos veces o0 mas con
relaciéon al control negativo (IM>2) y cuando se
observé relacion dosis-respuesta entre dosis y
respuesta (27).

Determinacién del efecto genotoxico

El efecto genotoxico se evalud con el ensayo de
electroforesis en gel de célula Unica o ensayo
cometa en la linea celular U937. Se evaluaron
cuatro concentraciones de los extractos, siendo
la maxima CC,, la obtenida en los ensayos de
citotoxicidad para la misma linea celular (cuadro
2). Se colocaron 150.000 células en contacto
con los tratamientos y controles (28-29). Como
control negativo se utilizo6 DMSO al 0,5 % y, como
controles positivos, perdxido de hidrégeno (H,O,)
a 100 pM sin activacién metabdlica (fraccion S9)
y 2-aminofluoreno, a 1 pM, para la activacion
metabolica.
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Los tratamientos se incubaron durante una a
tres horas y se midi6 la viabilidad de las células
después del tratamiento (28-30). Se tomaron 20 pl
de las células, las cuales se mezclaron con 80 pl de
agarosa de bajo punto de fusion (0,5 %) y la mezcla
se colocod en placas portaobjetos, previamente
impregnadas con agarosa de punto de fusion
normal (1 %). Cuando la mezcla se solidific, se
colocé una tercera capa de 80 pl de agarosa al 0,5 %
y se procesaron dos placas por tratamiento.

Las placas se sumergieron en la solucién de
lisis (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 10
% DMSO 1% tritébn X-100, lauril sarcosinato de
sodio al 1 %, pH 10, a 4° C) durante una hora.
Posteriormente, las placas se colocaron por 20
minutos en el solucion tampoén de electroforesis
(10N NaOH, 200 mM EDTA, pH 13 y a 4 °C), al
cabo de este tiempo se corri6 la electroforesis a 25
V'y 300 mA durante 20 minutos. Todo este proceso
se llevo a cabo en oscuridad. A continuacion, las
placas se colocaron en la solucion tampon de
neutralizacién durante cinco minutos (0,4 M Tris,
pH 7,5, 4 °C) y se fijaron con metanol. La tincion se
hizo con 50 pl de bromuro de etidio (0,02 mg/ml)
y se observaron en microscopio de fluorescencia
marca Nikon a 540 nm, en 40X (31-34). Se midi6
la longitud total de 40 células por placa de forma
manual y los datos se presentaron en micras (um).
El efecto genotoxico se evalud por duplicado en dos
ensayos independientes y se obtuvieron en total
160 mediciones por tratamiento, a los cuales se les
calculd el promedio y la desviacién estandar.

El tipo de dafno observado en las células se
clasificé en cinco categorias segun la longitud de
los cometas, asi: 0, ausencia de dafo, 0 a 26 pm;
1, dafio bajo, 27 a 32 pm; 2, dafio medio, 33 a 38
um; 3: dafo alto, 39 a 44 um; 4, dafio total, mas de
45 pm (35,36). El resultado se considerd positivo
cuando se presenté algun tipo de dafio en las
células y si este se incremento en relacién con la
concentracién del extracto.

Analisis estadistico

Los datos de las absorbancias de las pruebas
de citotoxicidad y actividad anti-Plasmodium
y hemolitica, se analizaron en el programa
GraphPad Prism™, versién 5.01, mediante un
andlisis de regresion no lineal con ajuste de curva
y un valor R2>0,920. Para el test de Ames, se hizo
un analisis de varianza (ANOVA) de una via, para
comparar el numero de colonias “revertantes”
(sic.) respecto al control negativo y a la activacién
metabolica (fraccion S9); al encontrar diferencias
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estadisticamente significativas, se hizo un analisis
de rangos multiples (post hoc) con la prueba de
Games Howell para comparar los tratamientos con
el control negativo.

Los datos obtenidos en el ensayo cometa, se
evaluaron mediante un andlisis de varianza
(ANOVA) de dos vias, para comparar la longitud
de los cometas en los diferentes tratamientos
y relacionarla con la presencia o ausencia de
activacion metabdlica (fraccion S9). Al encontrar
diferencias estadisticamente significativas, se
analizaron los rangos mdltiples (post hoc) con la
prueba de Tukey, para comparar los tratamientos
respecto al control negativo, asi como una prueba
T para muestras independientes, con el fin de
comparar los efectos de los tratamientos en los
diferentes tiempos (una y tres horas).Todas las
pruebas se hicieron con un valor p<0,05y se utilizé
el paquete estadistico SPSS Statistics™, version
17.0.

Resultados

Actividad citotoxica y anti-Plasmodium de
extractos estandarizados promisorios de
Solanum nudum

De acuerdo con la clasificacién de citotoxicidad
presentada en la metodologia (20,23), se encontrd
que 28 extractos estandarizados eran muy toxicos
(42,2 %); 16, moderadamente toxicos (24,2 %); 12,
levemente toxicos (18,2 %), y 10, potencialmente no
toxicos (15,2 %). Segun los criterios de seleccion
de extractos promisorios, se escogieron cinco:
28MA1, 29MA1, 51MA1, 55MA1 y 61MAT1. Los
extractos 28MA1, 51MA1, 55MA1 y 61MA1 fueron
catalogados como levemente téxicos vy, el extracto
29MA1, como potencialmente no toxico. Estos
extractos se obtuvieron de las hojas de S. nudum,
extraidos por percolaciony Soxhlet, y se procesaron,
principalmente, con metanol (cuadro 1).

En el cuadro 1 se presentan los resultados
cuantitativos de las sustancias marcadoras
(esteroides) de cada extracto estandarizado y en
este perfil se observa que los extractos con mayor
actividad anti-Plasmodium (Cl,, mas bajas) y con
mayor toxicidad (CC,, mas bajas), presentaron
las mayores concentraciones de la sapogenina
esteroidea diosgenona y presencia del esteroide
SN-1 a una concentracion cercana al 2 %. En todos
los extractos, excepto el 55MA1, se identificaron y
cuantificaron los siete compuestos esteroideos.

Los resultados de actividad anti-Plasmodium
(cuadro 1) y citotoxicidad en células U937 (cuadro
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2), mostraron que los extractos 55MA1 y 61MA1
fueron selectivos para Plasmodium (IS >2) en las
dos cepas evaluadas (FCB-2 y NF-54), mientras
que los extractos 28MA1, 29MA1 y 51MA1
fueron selectivos solo para la cepa resistente a la
cloroquina (FCB-2) (cuadro 2).

Las células HepG2 fueron menos sensibles al efecto
citotoxico de los extractos, ya que los cinco extractos
estandarizados promisorios fueron potencialmente
no téxicos y los indices de selectividad fueron
mayores de 2 para las dos cepas de P. falciparum
evaluadas (cuadro 2).

Efecto hemolitico de extractos estandarizados
promisorios de Solanum nudum

Los cinco extractos estandarizados seleccionados
(28MA1, 29MA1, 51MA1, 55MA1 y 61MA1)
no presentaron actividad hemolitica sobre los
eritrocitos sanos. Los resultados fueron de 0 % de
hemdlisis y la CH, fue mayor de 250 pg/ml, que
fue la maxima concentracion evaluada.

Efecto mutagénico de extractos estandarizados
de Solanum nudum en cepas de Salmonella
Typhimurium

test de Ames
los extractos estandarizados

Los resultados obtenidos en el
muestran que
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promisorios no presentaron efecto mutagénico,
aun en presencia y ausencia de activacion
metabdlica, utilizando las cepas TA98 y TA100 de
S. Typhimurium ya que no se encontrd diferencia
estadisticamente significativa entre el numero de
colonias “revertantes” (sic.) obtenido en el control
negativo (DMSO) y los tratamientos (Games
Howell, p>0,05), ni diferencias estadisticamente
significativas entre el numero de colonias
“revertantes” (sic.) obtenidos para los tratamientos,
en las dos cepas bacterianas evaluadas (ANOVA
de una via p>0,05).

El indice de mutagenicidad para la cepa TA98 fue
de 1 en todos los tratamientos y aquellos para la
cepa TA100 fueron similares (figuras 1Ay B); por lo
tanto, se consideré que los extractos no causaron
mutaciones por corrimientos en el marco de lectura
o sustitucion de pares de bases, detectados por las
cepas TA98 y TA100, respectivamente.

Genotoxicidad de extractos de Solanum nudum
en la linea celular U-937

La viabilidad de las células después de la
incubacion con los tratamientos, fue superior
al 95 % en todos los casos, lo que indica que
la concentracion del tratamiento utilizado no
afectdé los resultados obtenidos. Los extractos

Cuadro 1. Condiciones de preparacion, perfil de las sustancias marcadoras y actividad anti-Plasmodium de los extractos

estandarizados de S. nudum seleccionados como promisorios

Codigo Extraccion Esteroides (%) Actividad anti-
Plasmodium CI_*DE

Solvente Método Tiempo SN1 SN2 SN3 SN4 SN5 SN6 Diosg. FCB-2 NF-54
28 MA1 MeOH Percolacion 10 dias 0,19 1,16 2.2 8,1 9,3 0,02 0,06 21,8+4 54,8 + 8,1
29 MA1 MeOH Percolacion 10 dias 058 1,34 127 423 0,77 0,19 055 12,8+04 35,7+44
51 MA1 EtoAc Soxhlet 10 dias 255 9 0,88 1,09 0,2 2.1 7,3 1362 20,427
55MA1 DCM : EtoAc (1:1) Soxhlet 4 horas 2,2 0 0,7 0 0 2,4 8,8 14,6 £1,6 12,7+£0,3
61 MA1 MeOH:agua (80:20) Soxhlet 4 horas 226 215 251 381 1,11 1,13 2,45 9,8+1,1 16,9+ 3,3

Cl,,: concentracion inhibitoria 50 (ug/ml); FCB-2: cepa de P. falciparum resistente a cloroquina, NF-54: cepa de P. falciparum sensible a

cloroquina; Diosg.: diosgenona

Cuadro 2. Citotoxicidad e indice de selectividad de los extractos promisorios estandarizados de S. nudum

Células U937 Células HepG2
Extractos Citotoxicidad IS Citotoxicidad IS
CC,, *DE FCB-2 NF-54 CC,, + DE FCB-2 NF-54

28MA1 49371 2,3 0,9 185,9+2.3 8,5 3,4
29MA1 56,7 +5,2 4.4 1,6 185,5 + 35,2 14,5 5,2
51MA1 376+29 2,8 1,8 70,7+4,8 52 3,5
55MA1 36,7 +6,7 25 2,9 85,1 +5,7 5,8 6,7
61MA1 359+24 3,7 21 61,9+25 6,3 3,7

CC,,: concentracion citotoxica 50 (ug/ml); IS: indice de selectividad, CC,; (citotdxica)/ Cl,; (anti-Plasmodium); DE: desviacion
estandar; FCB-2: cepa de P. falciparum resistente a cloroquina; NF-54: cepa de P. falciparum sensible a cloroquina
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Figura 1. indice de mutagenicidad de cada uno de los extractos a la concentracién mas alta ensayada con las cepas TA98 (A) y

TA100 (B) de S. Typhimurium, con y sin activacion metabodlica.
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Figura 2. Longitud promedio de cometas obtenidos en células U937 después del tratamiento con las concentraciones mas altas de
cada extracto estandarizado. A. Una hora de tratamiento. B. Tres horas de tratamiento.

estandarizados de S. nudum no causaron efectos
genotobxicos en las células U937 durante una o tres
horas de tratamiento. No se encontraron diferencias
significativas entre la longitud de los cometas de los
tratamientos y el control negativo (Tukey p<0,05) y
la categoria de dafo fue 0 (ausencia de dafo) para
todos los tratamientos (figuras 2A y 2B). Aun al
adicionar activacion metabolica a los tratamientos
en cada uno de los tiempos de incubacion, no se
encontrd un efecto genotoxico (no se presentan los
datos).

Discusion

Existen pocos estudios en los que se evallen
extractos estandarizados de plantas como
opcion terapéutica. La mayoria evalla extractos

crudos no estandarizados que no garantizan la
reproducibilidad de sus efectos terapéuticos, o
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compuestos puros que requieren altos costos para
su obtencién y grandes cantidades de material
vegetal. Este es el primer estudio con extractos
estandarizados de S. nudum y los resultados
obtenidos muestran que cinco de estos conservan
la seguridad y actividad anti-Plasmodium reportada
previamente con extractos crudos y compuestos
de la misma planta.

Los extractos seleccionados de S. nudum (28MA1,
29MA1, 51MA1, 55MA1, 61MAT) tuvieron como
caracteristica comudn su origen a partir de hojas
de plantas silvestres del municipio de Tumaco. De
acuerdo con estos resultados, se puede inferir que
las moléculas relacionadas con la actividad y la falta
de toxicidad para las células U937 y HepG2, estan
concentradas en las hojas. Los efectos terapéuticos
de las plantas se pueden atribuir a la gran diversidad
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de metabolitos secundarios que poseen, los cuales
pueden ser utilizados por la planta para mediar su
interaccién ecolégica con el ambiente, al actuar
como defensa contra predadores y patégenos,
como agentes alelopaticos o, incluso, para atraer
a los polinizadores y dispersores de las semillas
(37,38).

Se encontraron diferencias en la citotoxicidad de
los extractos estandarizados seleccionados como
promisorios en las células U937 y HepG2, siendo
las células U937 mas sensibles que las HepG2. Es
importante tener en cuenta que las células HepG2,
son aptas para el metabolismo oxidativo, contrario
a las células U937 que provienen de células
sanguineas (39). Ademas, las células HepG2
expresan los citocromos CYP1A1, 1A2, 1B1, 2A6,
2A7, 2A13, 2C9, 2D6, 2E1, 3A4, 3A5 y 3A7; por el
contrario, las células U937 expresan solo algunos,
CYP1A1, 1A2, 1B1, 2A6, 2A7, 2D6 y 2E1(40).
Por lo anterior, es importante hacer la tamizacién
de citotoxicidad en diferentes modelos celulares
provenientes de 6rganos que se puedan afectar
por el uso de la nueva formulacién en estudio.

Con respecto a la cuantificacion de sustancias
marcadoras para la preparacion de extractos estan-
darizados de productos naturales, es importante
anotar que la identificacién de los mejores perfiles
y su reproducibilidad permite seleccionar la materia
prima para las evaluaciones bioldgicas y para el
posible escalamiento de los productos activos. En
nuestro caso, para observar la relacion entre el perfil
de esteroides y la actividad bioldgica, es conveniente
analizar todos los extractos estandarizados, ya que
cinco extractos es poco para este analisis global.

Por otro lado, la carencia de efectos hemoliticos de
los extractos, bajo las condiciones evaluadas en
el ensayo de hemodlisis, corrobora la selectividad
de estos extractos para Plasmodium. Estos datos
apoyan resultados previos obtenidos por Lépez,
et al., en el 2009, quienes encontraron que los
esteroides aislados de S. nudum y la diosgenona,
no causaron hemolisis en eritrocitos sanos, pero si
en eritrocitos parasitados (24).

Se encontraron resultados igualmente promete-
dores en los ensayos de mutagenicidad con el
test de Ames, ya que los extractos no causaron
efectos mutagénicos en las cepas TA98 y TA100
de S. Typhimurium, lo que indica que los extractos
obtenidos de la planta S. nudum carecen de efectos
mutagénicos directos e indirectos (activados por
enzimas) sobre las cepas empleadas y bajo las
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condiciones establecidas. Estos resultados se
corroboran con hallazgos previos en los cuales
la diosgenona y los extractos acuoso, hexanico,
metandlico y de diclorometano de esta planta, no
mostraron efectos mutagénicos en cepas TA97a,
TA98, TA100 y TA102 (26).

Los extractos promisorios de S. nudum tampoco
fueron genotéxicos para las células U937, por
una y tres horas de exposicion a los tratamientos.
Aun la adicién de activacion metabdlica a los
tratamientos, no alteré los resultados, lo que
demuestra que este comportamiento no se debe a
carencias enzimaticas en la maquinaria metabdlica
de estas células que no hayan sido suficientes para
la transformacién de los extractos y la deteccién
de agentes genotéxicos. Resultados similares
fueron encontrados por Alvarez, et al., en el 2004,
quienes utilizaron el ensayo de micronucleos para
evaluar el efecto clastogénico de la diosgenona y
el extracto acuoso de S. nudum, y encontraron que
tampoco causaron resultados positivos (14).

En conclusién, con este trabajo se identificaron
cinco extractos estandarizados de S. nudum, los
cuales fueron valorados como promisorios para el
tratamiento del paludismo, fueron selectivos para
Plasmodium, no causaron toxicidad a las células
U937, HepG2 vy eritrocitos sanos, y no tuvieron
efectos genotoxicos en células U937 ni efectos
mutagénicos en las cepas TA98 y TA100 de S.
Typhimurium.

Los resultados obtenidos en este trabajo contribuyen
a la busqueda de nuevas opciones terapéuticas
seguras para tratar la malaria con base en
productos naturales y en el aprovechamiento de
los recursos botanicos, en los que nuestro pais es
especialmente rico. Ademas, apoyan resultados
previos donde muestran que la planta S. nudum
puede ser una alternativa terapéutica efectiva,
segura, natural y al alcance de las personas que
padecen malaria. Sin embargo, se debe continuar
con estudios in vivo para confirmar los promisorios
resultados presentados en modelos in vitro, y
hacer un andlisis global de todos los extractos
estandarizados para identificar y reproducir las
condiciones que permitan la obtencién de un
extracto promisorio.
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