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RESUMEN

Introduccion: el control de la malaria depende en gran medida de una terapia
efectiva. Muchos de los anti-maléaricos actuales son de origen natural. Especies de la
flora cubana contienenmetabolitos anti-Plasmodium. En este estudio, se identifican
extractos de Solanaceae con actividad antiplasmodial promisoria.

Objetivo: evaluar la actividad esquizonticida frente a Plasmodium berghei de 31
extractos de 7 especies, correspondientes a 5 géneros de plantas de Solanaceae,
colectadas en el occidente de nuestro pais y sin antecedentes de un estudio similar.
Métodos: se prepararon 31 extractos hidroalcohdlicos (90 y 30 % etanol) de
diferentes 6rganos de: Brunfelsia undulata Sw., Datura stramonium L. var. tatula (L.)
Torr., Physalis solanaceus (Schltdl.) Axelius, Solandra longiflora Tuss., Solanum
myriacanthum Dunal, Solanum seaforthianum And. ySolanum umbellatum Mill.La
actividad de los extractos se evalud in vitro frente a P. berghei y se determiné su
citotoxicidad frente a fibroblastos humanos MRC-5.

Resultados: los extractos deB. undulata y S. umbellatumfueron inactivos.El extracto
de tallos de S. seaforthianummostré la actividad antiplasmodial mas potente (Clso =
3,9ug/mL) con excelenteselectividad (18,2).



Conclusiones: se demostré la actividad anti-plasmodial in vitro de extractos de cinco
especies de Solanaceae sin antecedentes de esta accion farmacolégica. Se identificd un
extracto con potente actividad esquizonticida frente a P. berghei y con excelente
selectividad. Este resultado nos anima a continuar el estudio de la preparacion vegetal
de S. seaforthianum.

Palabras clave: malaria, Plasmodium berghei, actividad antiplasmodial,
plantas, Solanum seaforthianum, Solanaceae.

ABSTRACT

Introduction: malaria control mostly depends on an effective therapy. Many current
antimalarials are of natural origin. Cuban flora species contain anti-Plasmodium
metabolites. This study identifies Solanaceae extracts with promising antiplasmodial
activity.

Objective: to evaluate anti-Plasmodium berghei schizonticidal activity of 31 extracts
of seven species corresponding to five genera of Solanaceae plants collected in the
west of our country, without history of a similar study.

Methods: 31 hydroalcoholic (30%/90% ethanol) extracts were prepared with different
body parts from Brunfelsia undulata Sw., Datura stramonium L. var. tatula (L.) Torr.,
Physalis solanaceus (Schltdl.) Axelius, Solandra longiflora Tuss., Solanum
myriacanthum Dunal, Solanum seaforthianum And. and Solanum umbellatum Mill. The
extracts activity was evaluated in vitro for Plasmodium berghei and their cytotoxicity
was determined for human fibroblasts MRC-5.

Results: brunfelsia undulata and Solanum umbellatum extracts were inactive. The
Solanum seaforthianum stems extract showed the strongest antiplasmodial activity
(C150=3.9 ?g/ml) with excellent selectivity (18.2).

Conclusions: the antiplasmodial in vitro activity of extracts from five species of
Solanaceae was demonstrated, without any history of this pharmacological action. An
extract was identified to have a powerful schizontocidal activity against Plasmodium
berghei and excellent selectivity. This result encourages us to continue the study of the
plant preparation of Solanum seaforthianum.

Keywords: malaria; Plasmodium berghei; antiplasmodial activity; plants; Solanum
seaforthianum; Solanaceae.

INTRODUCCION

En 2012 ocurrieron 207 millones de casos y 627 000 muertes por malaria en el mundo,
el 77 % en nifios menores de 5 afios. En 97 paises existe transmision activa de
malaria, mientras otros estan en riesgo permanente de re-introduccion.?!

El control de la malaria depende en gran medida de una terapia efectiva. La aparicion
de parasitos resistentes ocasiona que el espectro de medicamentos contra la malaria
se reduzca cada vez mas. Se recomienda la terapia combinada con artemisininas como
primera linea para Plasmodiumfalciparum y P.vivax resistente a cloroquina. En la
actualidad se ha detectado resistencia de los parasitos a las artemisininas en cuatro



paises de la subregion del Gran Mekong.* En Camboya se ha encontrado resistencia a
terapias combinadas con artemisininas, se ha tenido que acudir a la combinacién
atovacuona-proguanil,! farmacos para los cuales se detectd resistencia en momentos
muy cercanos a su introducciéon como antimalaricos (1996 y 1949).2

La meta ambiciosa de controlar la malaria solo podra ser alcanzada con el desarrollo de
nuevos farmacos.® La mayoria de las investigaciones cuyo objetivo es el
descubrimiento de nuevos anti-malaricos se basan en pruebas frente a cultivos
sanguineos de P. falciparum y en modelos de malaria de roedores.

La malaria causada por P. berghei es un modelo bien conocido para la investigacion de
la eficacia de productos anti-malaricos. Los parasitos humanos y murinos comparten la
mayor parte de los genes, los procesos genéticos y bioquimicos y la sensibilidad a los
farmacos.*® Los ensayos de maduracion de esquizontes permiten la determinacion de
la actividad anti-malarica intrinseca de compuestos, sin interferencia de factores del
hospedero. Por esta razén las pruebas in vitro frente a P. berghei preceden y
complementan las pruebas in vivo.5¢

El estudio de las fuentes naturales, persiste, es una de las rutas mas exploradas para
obtener nuevas estructuras quimicas e identificar nuevas dianas farmacologicas y
nuevos modos poli-farmacoldgicos de accion.®Inspirados en el éxito de dos anti-
maléricos extraidos de plantas, la quinina y la artemisinina, iniciamos la busqueda de
principios activos anti-Plasmodium en plantas medicinales de Cuba.”® En esta ocasion,
nuestros estudios se dirigieron a identificar extractos con actividad anti-plasmodial
promisoria en la familia Solanaceae.

Esta familia de plantas esta compuesta de 92 géneros y unas 2300 especies. En Cuba,
se encuentra representada por 18 géneros, con un estimado de unas 100 especies y
un 33 % de endemismo, sin incluir especies de 16 géneros que han sido introducidas
en el pais en diferentes momentos y con diversos fines.1? Las plantas de Solanaceae
producen abundantes metabolitos secundarios con propiedades bioldgicas de interés:
alcaloides, saponinas, sapogeninas y lactonas esteroidales.**'? Estos compuestos
esteroidales se identificaron como los responsables de la actividad anti-malarica de las
especies de solanaceas estudiadas con anterioridad.3-1°

En este trabajo se evalua la posible actividad esquizonticida frente a P. berghei de 31
extractos de Solanaceae, sin antecedentes de un estudio similar, colectadas en el
occidente de nuestro pais.



METODOS
Material vegetal

Las plantas incluidas en este estudio pertenecen a 5 géneros de Solanaceae que
incluyeron 7 especies. Se analizaron diversos 6érganos vegetales en dependencia de su
disponibilidad. Las especies, los 6érganos estudiados y otros datos de interés se
relacionan en la tabla 1. El Dr. Victor Fuentes Fiallo, desarrollé el proceso de colecciéon
e identificacién botanica. Un ejemplar de cada planta se dejé como testigo en el
herbario de la Estacion Experimental de Plantas medicinales “Juan Tomas Roig”.

Tabla 1. Especies de Solanaceae en estudio

BIOGEOGRAFIA | VOUCHER LOCALIDAD DE FECHA | ORGANO
ESPECIE Y COLECTA
SINANTROPISMO
Brunfelsia MNativa, ROIG Guira de Melena, 12-VII- hojas
undulata sinantropa 4817 provinca Artemisa 2010
Sw.
Datura Naturalizada, ROIG ElRincon, Santiago | 2-VII- raiz
stramonium SI!naﬂtrCll'Ja 4798 dE |3 E_VE gas, 2010
L. wvar. MLII'!ICIDIG BO‘rEfCE, tallo
tatula (L.) provinda La Habana
Torr. _ hojas
MNaturalizada, ROIG El Rincon, Santiage | 2-VII- partes
Physalis sinantropa 4799 de las Vegas, 2010 aéreas
solanaceus Municipio Boyeros, con
(Schitdl.) provinca La flory
ot Habana. fruto
raiz
Mativa, Guira de Melena, 12-VII- raiz
oo | sinantropa ROIG provincia Atemisa | 2010 [ gallo
hojas
Maturalizada, Campamento de 23-VII-
sindntropa ROIG Sierra Azul, La 2010 | tallos
sl 4821 Palma, Pinalito,
s Municipio Bahia
Honda, provincia
Pinar del Rio
Solanum El Rincon, Santiago tallos
seaforthian | Nativa, ROIG de las Vegas, 2-VIl- "hojas
um And. sindntropa 4815 Municipio Boyeros, 2010
_ | _ provinca La Habana _ _
Mativa, ROIG Campamento de hojas
sinantropa 4819 Sierra AzulalLa 23-VII-  [tallos
us‘;n%?ﬂ?mm Palma, Pinalito, 2010 -
Mill Municipio Bahia rutos
' Honda, provincia verdes

Pinar del Rio.



Procesamiento del material vegetal

Los 6rganos de las especies colectadas fueron separados de forma manual. El material
vegetal se secd a la sombra y luego se realizé un proceso de secado final a 40°C en
una estufa (AISET-YLD 6000, Shanghai Yatai instrument, China)que oscil6 entre 1-5
dias en dependencia de la especie. Las muestras se consideraron secas cuando el peso
de las mismas se mantuvo con un aproximado constante. El material secose
fracciondde forma manual o con el empleo de tijeras hasta obtener fragmentos de una
longitud maxima de 2-3 cm en el caso de tallos y raices. El tamarfio de los fragmentos
del resto de los 6rganos oscilé entre 0,3-1 cm.

El material vegetal fraccionado (10 g) se extrajopor maceracion, de forma
independiente, con mezclas hidroalcohdlicas (90 y 30 % etanol) a temperatura
ambiente y durante un periodo de 5 dias. Los frutos solo se extrajeron con etanol al 90
%. Todos los extractos vegetales se filtraron a través, de papel de filtro y concentraron
en un rotoevaporador (Rotavapor®-R210, BUCHI Labortechnik, Suiza) a presion
reducida y 40 °C. Los residuos obtenidos (1-3 mL) se transfirieron en partes iguales a
2 viales de vidrio que se conservaron a -15 °C. Uno de ellos se liofilizé para el uso
ulterior en el ensayo anti-parasitario después de disolverlo en dimetilsulféxido (DMSO)
a una concentraciéon de 20-50 mg/mL.

Ensayo de actividad anti-plasmodial

Para la realizacion de este ensayo se utilizé la cepa ANKA de Plasmodium berghei la
cual se mantuvo en crecimiento mediante pases sucesivos en ratones BALB/c: los
ratones sanos fueron infectados por la via intraperitoneal con 10° glébulos rojos
extraidos de ratones parasitados. Para el cultivo de las formas eritrocitarias se
seleccionaron animales con parasitemias entre 0,5y 1 % con predominio de formas
anulares (> 70 %). Se prepard una suspensiéon de glébulos rojos, con hematocrito de 2
%, en medio Royal Park Memorial Institute(RPMI, Sigma, EUA) enriquecido con suero
fetal bovino (20 %). En una placa de 96 pocillos se realizaron diluciones dobles
seriadas de los extractos y de DMSO (control de solvente) en el medio. La suspension
de glébulos rojos se mezclé en partes iguales con las diluciones hasta obtener un
rango de concentraciones de extracto entre 1,56 y 100 ug/mL. Después de 18-20 h de
incubacién en “candle jar” a 37 °C se realizaron gotas gruesas de cada pocillo de la
placa. Las laminas se tifieron con Giemsa. El porciento de esquizontes formados se
determiné mediante conteo directo, se usd un microscopio 6ptico (Carl Zeiss,
Alemania), de 200 parasitos. La actividad antiplasmodial se expres6 como la
concentracion inhibitoria media (Clso) y se determind segun la metodologia

de Huber y Koella %a partir del célculo del porciento de inhibicién de la maduracion de
esquizontes.” Se utiliz6 difosfato de cloroquina (Sigma, EUA) como control positivo.

Ensayo de citotoxicidad

Para determinar el efecto citotéxico de los extractos de plantas, se utilizé una linea
celular humana embriénica diploide de pulmén (MRC-5). Las células se cultivaron en
medio minimo esencial (MEM, Sigma, EUA), suplementado con L-glutamina (20 mM),
16,5 mM de hidrégeno carbonato de sodio y 5 % de suero fetal bovino, a 37 °C en una
atmosfera de COz al 5 %. La evaluacion se realizé en placas de cultivo de fondo plano
de 96 pozos. Para el ensayo, se sembraron 15 000 células por pozo suspendidas en un
volumen de 100 uL de MEM. Después de la formacion de la monocapa confluente, se
retiré el medio y se adicionaron 100 uL de extracto pre-diluido en medio de cultivo



fresco, en un rango final de concentraciones de 1,56 a 500 ug/mL. La incubacién se
realizé durante 72 h bajo las mismas condiciones de cultivo. Se incluyeron como
controles DMSOal 0,1 % y células no tratadas. A continuacién, se cuantific6 la
citotoxicidad con la utilizacion del ensayo colorimétrico de la sal de tetrazolium
MTT:18 se retiré el medio con el extracto y se adicionaron, en cada pozo, 100 uL de
MTT (0,5 mg/mL) diluido en medio de cultivo.Después de 4 horas de incubacién se
descart6 el medio con MTT y se adicionaron 100 uL de DMSO a cada pozo. La cantidad
de formazan se midié mediante la determinacién de la absorbancia a 560 nm y a 630
nm (longitud de onda de referencia) en un espectrofotometro Sirio S Reader, 2.4-0
(Italia). La citotoxicidad provocada por cada concentracion de extracto se expreso
como un porciento de la absorbancia de los controles. La concentracidon de extracto
que causo el 50 % de la toxicidad celular o concentracién citotoxica media (CCso) se
calculé por interpolacion lineal. El indice de selectividad (1S) se determiné como el
cociente de los valores de la CCso y de la Clso.

Criterio de actividad

Para establecer un criterio de actividad se sigui6 lo descrito por Fernandez-Calienes y
colaboradores (2010)7 yAl-Musayeiby colaboradores (2012)° para P. falciparum. Se
considerd inactivo el extracto que mostré un valor de Clsosuperior a 100 ug/mL. Una
Cls0<10 pg/mL y un 1S>4 indican actividad relevante del extracto.

RESULTADOS

Se determind la actividad inhibidora de la formacién de esquizontes de P. bergheide los
31 extractos de plantas de Solanaceae (tabla 2). Todos los extractos preparados con el
menor porcentaje de etanol (30%) fueron inactivos.La utilizaciondel alcohol al 90%
tampoco logré extraer componentes activos de las especies,Brumfelsia

undulata y Solanum umbellatum. Siete extractos exhibieron valores de Cl so menores
que 100 pg/mL, entre ellos, el extracto de tallos de Solanum seaforthianum demostro
la actividad esquizonticida méas potente con una Clso menor de 10 pg/mL. Por su parte,
los valores de Clso exhibidos por la cloroquina para cada experimento se mantuvieron
en el rango esperado (15- 18 ng/mL), muy inferior a los extractos evaluados.

La actividad citotdxica de los siete extractos con actividad frente a P. berghei también
se muestra en la tabla 2. La relacién citotoxicidad /actividad esquizonticida mostré ser
excelente para el extracto mas potente, tallos deS. seaforthianum,con IS muy superior
a 4 (18,2). Los extractos de raiz y hojas de Datura stramonium, asi como, el de hojas
de Solandra longiflora exhibieron indices de selectividad aceptables (9,4; 8,7; y 4,0).
La parte aérea de Physalis solanaceus y las hojas de S. seaforthianum y S.
myriacanthum mostraron la menorselectividad.



Tabla 2. Actividad anti-plasmaodial y citotoxicidad de los extractos de Solanaceae

ESPECIE

Brunfelsia
undulata
SwW.

Datura
stramomum
L. var.
tatula (L.}

Torr.

Physalis
solanaceus
(Schitdl.)
Axelius

Solandra
longifiora
Tuss.

Solanum

myriacanthu

m Dunal

Solanum

seaforthianu

m And.

Solanum
umbellatum
Mill.

ORGANO

Hojas

Raiz

Tallos

Hojas

Partes
aéreas
con
flar y
fruto

| Raiz

| Raiz

Tallos

' Hojas

Hojas
Tallos
Tallos
Hojas

Hojas

| Tallos

| Frutos

verdes

EXTRACTO

m =

m e m>mE2mPe

mm>P> m> mEm>B22m>mP>mP>mbBam>P>m>P>

Clso
Plasmodium
berghei
(pg/mL)

=100
=100

=100
40,9 £ 4,8
=100
=100
=100
19,0 £ 0,7
=100
28,4 £ 1,3

=100
=100
=100
=100
=100
=100
=100
32,7 20,9
=100
286 %29
=100
=100
=100
3,9+0,3
=100
30,8 £ 2,7
=100
=100
=100
=100
=100

CCso Indice
MRC-5 de
{(pg/mL) Selecti
vidad
(18)
384,8 £ 23,1 9.4
164,7 £ 22,3 8,7
31,326 | 1,1
130,384 | 4,0
64,2 £ 5,5 2.2
71,0 = 4,2 18,2
68,4+6,1 | 2.2



DISCUSION

El género Solanum agrupa alrededor de 1400 especies.?° Plantas conocidas por su
valor alimenticio como la papa (Solanum tuberosum), la berenjena (S. melongena) y el
tomate (S. lycopersicon esculentum) integran este género. Existe una numerosa
cantidad de trabajos que demuestran las propiedades farmacolégicas de este grupo de
plantas. Atraen nuestro interés estudios recientes sobre la accion

leishmanicida,?! trypanocida’® y antimalarica??'* de diversas especies de Solanum. En
este trabajo evaluamos la actividad anti-plasmodial de extractos de varios 6érganos de
tres especies de Solanum para las cuales no existen antecedentes de estudios
similares (S. myriacanthum, S. seaforthianum y S. umbellatum). Hasta el momento
soloS. nudum,?? S. americanum,?? S. surattense®* y, en el presente estudio, S.
myriacanthum y S. seaforthianum muestran actividad anti-plasmodial. Entre los
compuestos activos frente a Plasmodium aislados de especies del

géneroSolanum sobresalen glicoalcaloides,*®?4 esteroides?? y una sapogenina
esteroidal.1® Las sapogeninas y saponinas esteroidales estan presentes en muchas
especies de Solanum.*! Lo mismo ocurre con los alcaloides esteroidales cuyo contenido
es muy elevado en este género, entre ellos 118 glicoalcaloides y 115 no glicosilados o
alcaminas.!! La potente actividad y buena selectividad exhibida por el extracto de tallos
de S. seaforthianum, asi como, el hecho de ser una especie nativa de nuestro pais, de
relativa abundancia y sinantropa motivan la continuidad de su investigacion hasta
determinar sus principos activos.

Datura es un género de plantas herbaceas que cuenta con 12 especies y un

hibrido.?® Incluye numerosas especies utilizadas como medicinales. Extractos de
plantas de este género muestran actividades farmacoldgicas importantes.?® Se
demostré accidon antibacteriana,?® antifiingica,?® antihelmintica®® y muy reciente se
detect6 actividad frente a Leishmania major.?” Es posible, que este trabajo sea el
primer hallazgo de accion esquizonticida en una especie de Datura y, en lo particular,
en D. stramonium. El género Datura cobré importancia desde el punto de vista
medicinal y toxicolégico por la presencia de alcaloides tropanicos,sin embargo, se aislé
un pirrol con actividad antifiingica?® y lactonas esteroidales con destacada accién anti-
proliferativa?® de la especie D. metel. Algunos compuestos de este Ultimo grupo,
aislados de especies de otros géneros de Solanaceae, muestran actividad frente a
diferentes especies de Plasmodium?3° por lo que la presencia de compuestos similares
en D. stramonium pudiera justificar la actividad detectada en nuestro estudio.

Solandra comprende solamente 10 especies de plantas.?®> No se hallé informacién sobre
propiedades farmacoldgicas de las especies de este género. No obstante, las hojas

de S. longiflora parecen contener metabolitos activos frente a Plasmodium. P.
solanaceus pertenece a un género compuesto por 74 especies.?®Algunas de ellas, se
destacan por ser fuente de metabolitos secundarios con propiedades
antitumorales.'?También son significativos los estudios sobre la actividad anti-
bacteriana.®':32 Las propiedades anti-protozoarias solo se han investigado en extractos
y metabolitos de P. angulata y P. minima. La primera especie demostré accion frente
a P. falciparum,3°:32 P, berghei,®* T cruzi,'® T. brucei rhodesiense,3* L.

amazonensis®® y L. braziliensis.®® Mientras, P. minima exhibié actividad frente a L.
major.3% El extracto de la parte aérea de P. solanaceus mostré accion anti-plasmodial
poco selectiva. Un resultado similar se obtuvo al evaluar extractos de hojas de P.
angulata; no obstante, los extractos de esta especie inhibieron la parasitemia in

vivo en un modelo de malaria de roedores.3® No se encontré informacién de algun



estudio fitoquimico de P. solanaceuspero sepudiera sugerir la presencia de compuestos
similares a las fisalinas anti-plasmodiales?® que justifiquen la actividad detectada.

En el género Brunfelsia se reconocen cerca de 42 especies.® Entre los escasos estudios
farmacoldgicos de especies de este género consta la actividad leishmanicida de una
saponina de la especie B. grandiflora.®® Sin embargo, no se encontré ningin
antecedente de actividad anti-plasmodial en este grupo de plantas. El estudio de los
extractos de las hojas de B. undulatano reveld la presencia de metabolitos activos
frente a P. berghei.

Con este trabajo se demostr6 la actividad anti-plasmodial de extractos de cinco
especies de Solanaceae sin antecedentes de esta accion farmacoldgica. Se identifico un
extracto con potente actividad esquizonticida frente a P. berghei y con buena
selectividad. Este extracto etandlico de tallos de S. seaforthianum se evaluara in vivoy
se investigaran sus componentes activos.
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