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RESUMEN

Solanum nudum es usada en Tumaco (Narifio, Colombia) para el tratamiento de la fiebre. Varios compuestos
esteroidales obtenidos de esta planta han mostrado actividad antiplasmodial y bajo potencial téxico. En
este estudio se evalud la susceptibilidad de aislamientos (muestras clinicas) de Plasmodium falciparum
procedentes de distintas regiones colombianas a los esteroides solaniceos SN-1, SN-2 y SN-4. Los
aislamientos se obtuvieron de pacientes con infeccién tnica por P, falciparum y tueron adaptados a cultivo
in vitro. Las cepas FCB2 (cloroquina-resistente) y NF54 (cloroquina-sensible) se usaron como controles.
Se utiliz6 la técnica HRP2 y se evaluaron siete diluciones dobles seriadas de cada esteroide. En total se
evaluaron 21 aislamientos y las concentraciones inhibitorias 50% (IC,,) promedio obtenidas con SN-1,
SN-2 y SN-4 fueron 28,3; 175,1 y 41,8 uM, respectivamente. La sensibilidad de las dos cepas a SN-1
tue similar; la mayorfa de los aislamientos presentaron IC, a SN-1y SN-2 significativamente menores
a las de la cepa cloroquina-resistente y las IC,;de SN-2 y SN-4 no mostraron diferencias significativas
entre los aislamientos sensibles a todos los antimaldricos y los resistentes a uno, dos o mas antimalaricos.
Los datos sugieren que estos esteroides son activos tanto sobre parasitos sensibles como resistentes a
diferentes medicamentos.
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ABSTRACT

Solanum nudum is used by Tumaco (Narino, Colombia) inhabitants to treat fevers. Compounds isolated
from the plant showed antimalarial activity in different models and low toxic potential. Our aim was to
measure the in vitro susceptibility of Plasmodium falciparum isolates, from different Colombian municipalities,
to the steroids SN-1, SN-2 and SN-4 of S. nudum. The isolates were obtained from patients with single
P, falciparum infection and were adapted to in vitro culture. Seven two-fold doses were evaluated using
HRP2 method. Controls included FCB2 (Chloroquine-resistant) and NF54 (Chloroquine-sensitive)
strains. A total of 21 clinical isolates were evaluated. The mean IC, for steroids SN-1, SN-2 and SN-4
were 28.3; 175.1; 41.8 uM, respectively. Both laboratory strains displayed similar sensitivity to SN-1; the
most of isolates showed IC,, for SN-1and SN-2 significantly lower than the chloroquine-resistant strain;
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and the IC, for SN-2 and SN-4 were not different between the isolates sensitive to all antimalarial and
those resistant to one, two or more antimalarial drugs. These data suggest that these steroids are active
against sensitive and resistant parasites to different antimalarial drugs.
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INTRODUCCION

Plasmodium falciparum, 1a especie responsable del
mayor niimero de complicaciones y de muertes por
malaria, ha desarrollado resistencia a gran parte de
los antimalaricos utilizados actualmente, lo que hace
necesaria la bisqueda de nuevas alternativas de tra-
tamiento (1). Las plantas empleadas por la medicina
tradicional han constituido una de las principales
fuentes de medicamentos y han servido de cabeza
de serie para la sintesis de antimaladricos como las
quinolinasy las artemisininas (2). La planta Solanum
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nudum Dunal (Solanaceae) es una de las que, segtin
informes, usan los curanderos de la regién de Tu-
maco (Narifo, en la costa Pacifica colombiana) para
el tratamiento de las fiebres, entre ellas las asociadas
al paludismo. Los extractos acuoso y metandlico de
hojas y tallos de esta planta presentaron actividad
sobre estadios eritrociticos de cepas de P. falciparum
y con el estudio de los metabolitos secundarios de
estos extractos se obtuvieron seis moléculas, cinco
esteroides —que se denominaron SN-1, SN-2, SN-
3, SN-4 y SN-5— vy la sapogenina diosgenona (3,
4) (Véase figura 1).

SN-2 (C7H4,04)

CH20H

SN-3 (C35H54010)

SN-4 (C33Hs5,09)

Figura 1. Estructura molecular de los esteroides aislados de la planta S. nudum

Cuando se evalué la actividad de los compues-
tos SN-1, SN-2, SN-3, SN-4 y diosgenona sobre
cultivos eritrociticos de la cepa FCB2 (cloroqui-
na-resistente) de P. falciparum, las concentraciones
inhibitorias 50% (IC,) obtenidas fueron 21; 125,5;
63,1; 57,4y 21,8 uM, respectivamente (5). Ademas,
el tratamiento de ratones infectados con P. berghei

con diosgenona (20 mg/kg de peso) o con SN-3
(200 mg/kg de peso) disminuy6 la parasitemia en
37% y 84%, en su orden (6). También se encontrd
que los esteroides SN-2 y SN-4 disminuyeron
en 47% y 39%, respectivamente, la invasion de
esporozoitos de P. vivax a células HepG2 (7), y el
esteroide SN-2 disminuyé tanto el porcentaje de
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mosquitos Anopheles albimanus infectados con P.
vivax como la cantidad de ooquistes observados en
dichos mosquitos (8). Por otro lado, la evaluacién
de la actividad clastogénica con la prueba de micro-
ndcelos en médula ésea de ratén y de la actividad
mutagénica con la prueba de Ames de los extractos
acuoso, hexinico, metandélico y diclorometinico
y de la diosgenona, mostré resultados negativos
(9, 10); también fueron negativas las pruebas de ci-
totoxicidad realizadas mediante la técnica de MT'T,
con los compuestos SN-1, SN-2, SN-3, SN-4 y
SN-5 sobre la linea celular HepG2 (7).

Los métodos tradicionalmente usados para eva-
luar la susceptibilidad in vitro de P. falciparum (cepas
de laboratorio y aislamientos o muestras clinicas)
a medicamentos antimalaricos, asi como a com-
puestos en experimentacion, son el de Rieckmann
o Mark III (microscépico) y el Radioisotépico (11,
12); sin embargo, el método HRP2, que se basa
en la deteccién de la proteina rica en histidina II
de P. falciparum (PfHRP-II) mediante un ensayo
inmunoenzimatico (ELISA), es ficil de ejecutar, no
requiere equipos ni material muy especializados, es
altamente reproducible y tiene sensibilidad similar
al método microscépico (13, 14, 15).

El objetivo de este trabajo fue evaluar, con el
método HRP2, la actividad de los compuestos
SN-1, SN-2 y SN-4 de la planta S. nudum sobre
aislamientos de P. falciparum procedentes de dife-
rentes regiones colombianas.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion y preparacion de los esteroides
de S. nudum: el material pulverizado de hojas y
tallos de la planta S. nudum, recolectada en Tumaco
(Narino), se someti6 al proceso de extraccién es-
tandarizado por el Grupo de Quimica de Plantas
Colombianas (5). En resumen, se someti6 el mate-
rial a extraccién por percolacién hasta agotamiento
con éter de petrdleo, diclorometano y acetato de
etilo. Posteriormente, los extractos obtenidos se
fraccionaron por cromatografia de columna con
mezclas de menor a mayor polaridad y las fracciones
colectadas se evaluaron por cromatografia de capa
tina (CCF), con el uso como eluente de CH,Cl, :
MeOH : DEA 21 mL:2 mL:5 gotas y las placas se
revelan con H,S0, al 70% y calor. Este procedimien-
to se repitié hasta obtener fracciones enriquecidas
en cada esteroide, los cuales se purificaron con
cromatografia en capa preparativa. La verificacién

VITAE

estructural de los esteroides se hizo con resonancia
magnética nuclear de protén (RMN-'H). Debido
a que los esteroides son insolubles en agua y en
otros solventes en concentraciones no toxicas,
fueron tratados con polivinilpirrolidona 10000
mw (PVP-10) (Sigma), en una proporcién de 4
partes de PVP-10 por cada parte de esteroide,
para hacer copolimeros solubles en agua. Estudios
previos han demostrado que PVP-10, en esas con-
centraciones y formas de uso, no presenta efecto
antiplasmodial (5, 7).

Obtencion, preparacioén y procesamiento
de las muestras de sangre: a pacientes que
consultaron en los puestos de diagndstico de
malaria de los municipios de Turbo y Necocli
(Urabd antioqueio) o en el laboratorio del Grupo
Malaria (Medellin), y se les diagnosticé infeccién
unica por P. falciparum, con parasitemia =1000
anillos/uL de sangre y que no hubiesen tomado
antimaldricos en las Gltimas dos semanas, se les
informé del objetivo del estudio y posterior a la
aceptacién voluntaria de su participacién y a la
firma del consentimiento informado (aprobado
por el Comité de Etica del Centro de Investigacio-
nes Médicas, Facultad de Medicina, Universidad
de Antioquia), se les diligencié una encuesta y se
les tomé una muestra de 5 mL de sangre, por ve-
nopuncién en el antebrazo, en tubo con EDTA.

Las muestras se mezclaron con 5 mL de medio
incompleto (RPMI 1640 [Sigma] con suplemento
de hepes 25 mM [Sigma]; hipoxantina 0,2 mM
[Sigma]; dextrosa 11 mM [ICN]; L-glutamina
3,42 mM [Sigma] y gentamicina 16 ug/mL [ICN])
y se refrigeraron a 4 °C hasta su posterior proce-
samiento, el cual se realiz6 durante las 48 horas
siguientes a la recoleccién. Las muestras tomadas
fuera de Medellin se transportaron refrigeradas
hasta el laboratorio del Grupo Malaria en un tiempo
maximo de 48 horas.

La mezcla sangre-medio fue centrifugada a
2000 rpm durante 10 minutos, se descartaron el
plasma, el medio y la capa de glébulos blancos y el
paquete de glébulos rojos parasitados (GRP) se lavé
dos veces por centrifucacién, con medio incom-
pleto. Del paquete GRP se tomaron 250 uL y se
mezclaron con 250 L de glébulos rojos sanos (A+)
y 9,5 mL de medio completo (medio incompleto con
suplemento de NaHCO, 21,6 mM []J.T. Baker]; glu-
tatién reducido 0,86 ug/mL [ICN] y suero humano
inactivado A+ 10%), luego se incub6 a 37 °C con
atmosfera de 5% de CO,, 5% O,y 90% N,
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Cultivo de cepas y aislamientos: se usaron
las cepas FCB2 (cloroquina-resistente) y NF54
(cloroquina-sensible) como controles para comparar
con el comportamiento de los aislamientos. Tanto
las cepas como los aislamientos se mantuvieron con
hematocrito de 5% con glébulos rojos A+ y medio
completo y con incubacién a 37 °C con atmdsfera
de 5% de CO,, 5% O,y 90% N,. Se realizé cambio
de medio diariamente y se adicionaron glébulos
rojos frescos dos veces por semana (16, 17). Se
consideré que los aislamientos estaban adaptados a
las condiciones de cultivo in vitro cuando se logré
una parasitemia =2%. Para realizar las pruebas de
susceptibilidad, los cultivos (cepas y aislamientos)
se sincronizaron en anillos con la técnica de sorbitol
al 5% (16) y luego se diluyeron a una parasitemia de
0,05% y un hematocrito de 1,5% con glébulos rojos
sanos (A+) y medio completo (18, 19).

Predosificacion de platos: se usaron micro-
platos de 96 pozos de fondo plano marca Falcon
(Becton Dickinson Labware). Se evaluaron siete do-
sis dobles seriadas, por duplicado, de cada esteroide
y las dosis se definieron segtin las IC,, reportadas
previamente con el método radioisotépico (5),
asi; SN-1: 1,3 a 84,0 uM; SN-2: 7.8 a 502,0 uM;
SN-4: 1,8 a 114,8 uM. Se preparé una solucién
madre de 2 mg/mL con agua desionizada estéril
de cada compuesto y posteriormente se prepararon
las diluciones seriadas y se distribuyeron 25 L de
cada dilucién por duplicado en los microplatos.
En los pozos que correspondian a los controles
sin tratamiento se distribuyeron 25 uL de agua
desionizada estéril. Finalmente, los microplatos
se dejaron en la cdmara de flujo laminar durante
toda la noche con el fin de evaporar el solvente y
se almacenaron protegidos de la luz y refrigerados
méximo por 5 dias (19).

Prueba HRP2: los microplatos de ELISA
(microplatos de 96 pozos con fondo en U y de alta
fijacion [Greiner Bio-One]) se sensibilizaron segtin
los protocolos publicados por Noedl y colaborado-
res (19) y se almacenaron a -20 °C.

De la suspensién de GRP (cultivo de cepas o
aislamientos sincronizado en anillos con parasitemia
de 0,05% y hematocrito de 1,5%) se distribuyeron
200 uL por pozo en un microplato predosificado
con los esteroides y se incub6 durante 72 horas a
37 °C en atmosfera de 5% CO,, 5% O,y 90% N,
Después de las primeras 24 horas de incubacién se
preparé un extendido de uno de los pozos control,
para determinar si habfa un adecuado crecimiento

de los parisitos. Después de las 72 horas de in-
cubacién se determiné la parasitemia de uno de
los pozos control, se sometieron los platos a con-
gelacién y descongelacién por calor a 37 °C dos
veces, para obtener una hemolisis completa y luego
se almacenaron a —20 °C. Teniendo en cuenta la
parasitemia obtenida en los pozos control después
de las 72 horas de incubacién, se diluyeron, con
agua destilada, todos los pozos hemolizados de tal
manera que quedara una parasitemia de 0,02% en
el control. De estas diluciones se distribuyeron
100 uL/pozo en los platos de ELISA sensibilizados
con el anticuerpo primario, se incubd por una hora
en temperatura ambiente en cimara himeda y
luego se lavo tres veces. Posteriormente se diluyd
el anticuerpo secundario (MPFG-55P, ICL) a
0,05 ug/mL en una solucién de PBS al 2% de
BSA y 1% de Tween-20, se transfirieron 100 uL
a cada pozo, se incubé durante 1 hora en tempe-
ratura ambiente en cimara himeda y de nuevo
se lavé. Luego se adicionaron 100 uL/pozo de
3,3’,5,5;-Tetrametilbenzidina (TMB Single Solu-
tion Chromogen/Substrate; Zymed Laboratorios,
Inc), se incub6 durante 10 minutos en tempe-
ratura ambiente y en oscuridad, se adicionaron
50 uL de solucién de parada (dcido sulftirico 1 M)
y se determind la densidad 6ptica (DO) con filtro
de 450 nm en lector de microplatos Bio-Rad 680
(Bio-Rad Laboratories, Inc, USA).

Analisis estadistico: se construy6 una base de
datos en Excel® y en Epilnfo 6,0. El programa HN-
NonLin se us6 para calcular la IC; ese programa
fue disefiado en una hoja de cilculo de Excel® y
hace andlisis de regresién no lineal con un modelo
de regresién polinomial (19). Se usé la prueba no
paramétrica de Kruskal & Wallis para evaluar las
diferencias entre las IC,; obtenidas con cada tra-
tamiento en funcién de la edad, la parasitemia, la
etnia, el tiempo de residencia en zona malirica y
los antecedentes de malaria por P. falciparum. Una
probabilidad menor de 0,05 se consideré estadisti-
camente significativa.

RESULTADOS

En total se evaluaron 21 aislamientos, de estos,
76% provinieron del departamento de Antioquia
(67% de Uraba [14/21] y 9% del Bajo Cauca [2/21])
y 24% de la region del Pacifico en los departamen-
tos de Choc6 (4/21) y Narifo (1/21). Las caracte-
risticas generales de los pacientes se muestran en

la tabla 1.
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Tabla 1. Datos generales de los pacientes

Edad (promedio + desviacion estandar)

31+ 19 afios

Sexo masculino

86%

Etnia (mestizos — negros — indigenas)

69% — 25% — 6%

Parasitemia (promedio [minimo — maximo])

19040 anillos/pL (1800 — 195520)

Afos de residencia en zona malarica (<1; 1-5; >5)

25% — 25% — 50%

Adaptacion de aislamientos a cultivo in
vitro: ¢l tiempo requerido para que el cultivo de
los aislamientos alcanzara una parasitemia >2% fue
de 13 +£ 8,6 dias (promedio £ desviacién estindar)
y vari6 entre 3 y 30 dfas. Se encontrd asociacién
estadisticamente significativa (p=0,018) entre la pa-
rasitemia inicial y el tiempo requerido para alcanzar
>2% de parasitemia: los aislamientos que tardaron
<10 dias para alcanzar en cultivo dicha parasitemia
(n=10) tuvieron 31272 + 58273 anillos/uL (prome-
dio £ desviacién estindar) al comienzo, mientras
que aquellos que tardaron >10 dfas para alcanzar
ese valor (n=11) presentaron parasitemia inicial

menor (7405 + 7241 anillos/uL).

Susceptibilidad de las cepas de laboratorio
a los esteroides de S. nudum: con la misma me-
todologia usada para evaluar los aislamientos, se
evaluaron las cepas NF54 (cloroquina-sensible) y
FCB2 (cloroquina-resistente). En la tabla 2 se pre-
sentan las IC, obtenidas con cada esteroide en cada
cepa. Aunque la IC, de SN-1 fue mis baja para la
cepa NF54, los intervalos de confianza (IC95%)
muestran que la sensibilidad de ambas cepas frente
a este esteroide fue similar. En el caso de SN-2 se
encontré que la cepa NF54 fue miés sensible y con
SN-4 sucedi6 lo contrario: la cepa FCB2 fue mis
sensible que la NF54 (Véase tabla 2).

Tabla 2. Susceptibilidad de las cepas a los esteroides

Tratamiento

IC,, (UM [IC95%*])

Cepa NF54 Cepa FCB2
SN-1 24,23 (10,66 - 43,04) 32,34 (29,84 - 35,82)
SN-2 92,41 (72,48 -120,05) 227,97 (207,91 - 255,77)
SN-4 29,90 (28,30 - 32,11) 22,29 ( 19,45- 26,24)
Cloroquina 0,06 (0,05 - 0,07) 0,22( 0,22 - 0,23)

* Intervalo de confianza de 95%

Susceptibilidad de los aislamientos a los
esteroides de S. nudum: el crecimiento de los 21
aislamientos durante las 72 horas de incubacién de
la prueba de susceptibilidad fue adecuado. La para-
sitemia a las 24 horas fue 0,09% + 0,05 (promedio +
desviacién estindar) y la parasitemia a las 72 horas
fue 0,2% £ 0,09.

En la tabla 3 se muestra la IC, promedio ob-
tenida para cada esteroide en los 21 aislamientos.

Al comparar la accién de los esteroides sobre los
aislamientos y sobre las cepas de laboratorio, se
observé que mis de la mitad de los aislamientos
(11/21, 52%) presentaron IC,; a SN-1 significati-
vamente mds baja que la hallada con la cepa resis-
tente a cloroquina FCB2; 14 (67%) aislamientos
mostraron IC,;a SN-2 significativamente inferior
a la obtenida con dicha cepa y para SN-4 esta ca-
racteristica se observé en 7 (10%) aislamientos.

Tabla 3. Susceptibilidad de los aislamientos a los esteroides

Tratamiento IC,, (uM)
Media 1C95%* Minimo Maximo
SN-1 28,26 22,82 - 33,69 5,30 48,96
SN-2 175,11 136,77 - 213,46 61,30 344,72
SN-4 41,75 28,82 - 54,68 12,48 135,99
Cloroquina 0,42 0,26 - 0,58 0,030 1,25

*Intervalo de confianza de 95%
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Cuando se compararon las IC,, obtenidas con
cada tratamiento, con relacién a la edad, la parasi-
temia inicial, la etnia, la procedencia, el tiempo de
residencia en zona maldrica y los antecedentes de
malaria por P. falciparum, no se encontraron dife-
rencias estadisticamente significativas.

DISCUSION

La técnica HRP2 ha sido usada principalmente
para evaluar la susceptibilidad de P. falciparum a
los medicamentos antimaldricos estindares; sin
embargo, con este trabajo se muestra que también
es 1til para evaluar compuestos de origen natural
o sintético. Aunque las IC,; encontradas en este
estudio para los tres esteroides sobre la cepa FCB2
no son iguales a las reportadas en 2002 con el mé-
todo radioisotépico (5), lo cual es de esperarse por
las condiciones experimentales de cada estudio, se
observé la misma tendencia en la actividad de los
compuestos, es decir, los compuestos SN-1y SN-4
fueron mds activos (IC,, mis baja) que el compuesto
SN-2y esto se cumplié tanto con las dos cepas de
laboratorio como con los aislamientos.

Otros autores también han encontrado diferen-
cias entre las IC, obtenidas con diferentes técnicas
para los mismo tratamientos. Noedl y colaboradores
obtuvieron para cloroquina con el método radio-
isot6pico una IC, promedio de 117,98 nM (IC95%:
97,32-143,04) y con el método de Rieckmann de
221,28 nM (IC95%: 160,68-304,74) y en el caso
del artesunato las IC,  fueron 2,82 nM (IC95%:

50

2,16-3,67) y 0,96 nM (IC95%: 0,82-1,13), con los
dos métodos respectivamente (13). En otro estudio,
se encontré una IC,, promedio para quinina de
541,73 nM (1C95%: 452,55-648,47) con el método
radioisotdpico, mientras que con el método HRP2
fue 295,19 nM (1C95%: 244,17-356,88) (20). Estas
diferencias se explican porque cada técnica presenta
condiciones experimentales distintas y usa métodos
diferentes para medir el crecimiento de los pari-
sitos y la inhibicién causada por los tratamientos
(13, 21).

A estos 21 aislamientos también se les evalué la
susceptibilidad a cloroquina, amodiaquina, meflo-
quina, quinina y artesunato (Arango ef al., en im-
presién) y para comparar la accién de los esteroides
con los medicamentos, se subdividieron en tres
grupos de acuerdo con la sensibilidad que presen-
taron a los antimaldricos. El grupo 1 se conformé
con dos aislamientos (10%) que fueron sensibles a
todos los medicamentos, el grupo 2 con once ais-
lamientos (52%) que fueron resistentes a un solo
medicamento y el grupo 3 con ocho aislamientos
(38%) resistentes a dos 0 mas medicamentos. Las
IC,, de los esteroides SN-2y SN-4 fueron similares
en los tres grupos de aislamientos, mientras que
con SN-1 se encontré una IC, significativamente
mayor en el grupo 3; sin embargo, es importante
resaltar que las IC, de este Gltimo compuesto pre-
sentan las desviaciones estindar mis pequenas, lo
que sugiere que su accién es homogénea en todos
los aislamientos y es independiente del tipo de ais-
lamiento (Véase tabla 4).

Tabla 4. Susceptibilidad a esteroides de S. nudum vs. susceptibilidad a medicamentos antimalaricos

IC,, (WM[media + DE*])
Grupo n
SN-1 SN-2 SN-4
1: aislamientos sensibles a 2 34,05 + 1,51 209,95 £ 112,35 35,08+ 9,14
todos los antimalaricos
2: aislamientos resistentes 1 20,12 +9,50 145,51 + 67,71 44,01 + 35,87
a un antimalarico
3: aislamientos resistentes 8 38,00 + 10,52 207,11 + 108,24 40,32 + 27,19
a 2 o mas antimalaricos
p (Kruskall-Wallis) 0,007 0,371 0,797

* promedio + desviacion estandar

A pesar de que las dos cepas de laboratorio
evaluadas presentan diferente sensibilidad a la
cloroquina (FCB2: cloroquina-resistente; NF54:
cloroquina-sensible), su sensibilidad frente al
compuesto SN-1 fue similar; ademds, mis de la
mitad de los aislamientos evaluados presentaron

IC,,a SN-1 y SN-2 significativamente menores a
las obtenidas con la cepa cloroquina-resistente y las
IC,,de los esteroides SN-2 y SN-4 no mostraron
diferencias significativas entre los aislamientos que
se clasificaron como sensibles a todos los antima-
laricos y los que fueron resistentes a uno, dos o
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mids antimalaricos. Estos datos sugieren que estos
compuestos solaniceos son activos tanto sobre
parisitos sensibles como resistentes a diferentes
medicamentos. Estudios previos de nuestro Gru-
po, que han tratado de establecer el mecanismo de
accién de estos compuestos, han demostrado que
los esteroides de S. nudum pueden modificar tanto
la concentracién total de glutatién en los glébulos
rojos parasitados con P. falciparum (Pabén et al., ma-
nuscrito en preparacion) como las vias de transporte
inducidas en estas células (23).
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