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Resumen

Solanum nudum es una planta nativa de Colombia, reconocida y usada para el tratamiento de la fiebre asociada a
la malaria, especificamente en el area del pacifico del departamento de Narifio. En la presente investigacion se realizd
un estudio fitoquimico comparativo de la produccién de los compuestos esteroidales de S. nudum provenientes de dos
regiones de Colombia y su respectiva actividad antiplasmodial. La coleccién de las hojas de S. nudum se realizé en los
municipios de Cocorna (Antioquia) y Tumaco (Narifio) en los meses de noviembre 2010 y junio 2011. La extraccién de
los metabolitos esteroidales presentes en las hojas colectadas de S. nudum se efectud con solventes de baja, media y alta
polaridad. El contenido de los metabolitos esteroidales se determind por cromatografia liquida de alta resolucién en
fase reversa. La actividad antiplasmodial de los extractos fue evaluada en la cepa 3D7 de Plasmodium falciparum y su
posible citoxicidad en la linea celular HepG-2. El contenido de compuestos esteroidales y la actividad antiplasmodial fue
superior para los extractos de las regiones y los meses donde la precipitacién promedio del lugar fue alterada debido al
fenémeno de La Nifia. Los extractos con mayor efecto antiplasmodial y citotéxico citotoxicidad fueron los obtenidos en

el municipio de Tumaco.
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Actividad antiplasmodial in vitro de metabolitos secundarios de Solanum nudum provenientes de dos regiones de Colombia

Palabras claves: Solanum nudum; malaria; Plasmodium falciparum; metabolitos esteroidales; Cocorna; Tumaco.

Antiplasmodial activity in vitro of secondary
metabolites of Solanum nudum from two regions
of Colombia

Abstract

Solanum nudum is a plant native to Colombia, is recognized and is used for the treatment of fever associated with
malaria, specifically in the Pacifico area of Narifio department. In this research a comparative study of phytochemical
production of steroidal compounds of S. nudum from two regions of Colombia and their respective antiplasmodial activity
was carried out. The collection of the leaves of S. nudum was conducted in the municipalities of Cocorna (Antioquia) and
Tumaco (Narifio) in the months of November 2010 and June 2011. The extraction of steroid metabolites present in
the leaves were collected from S. nudum was performed with solvents low, medium and high polarity. The content of
steroidal metabolites was determined by high resolution liquid chromatography in reverse phase. The antiplasmodial
activity of the extracts was evaluated in 3D7 strain of Plasmodium falciparum and its potential cytotoxicity on the cell
line HepG-2. The content of steroidal compounds and antiplasmodial activity was higher on extracts from regions and
months where the mean precipitation was influenced due to La Nifia phenomenon. The extracts more antiplasmodial

effect and cytotoxicity were obtained from Tumaco municipality.

Keywords: Solanum nudum; malaria; Plasmodium falciparum; steroidal metabolites; Cocorna; Tumaco.

Actividade in vitro antiplasmodica de metabolitos
secundarios de Solanum nudum a partir de duas
regioes da Colombia

Resumo

Solanum nudum é uma planta nativa da Colombia, é reconhecido e é usado para o tratamento da febre associada
a malaria, especificamente na area pacifica do departamento de Narifio. Nesta pesquisa um estudo comparativo da
producdo fitoquimico de compostos esterdides de S. nudum de duas regides da Colombia e sua respectiva actividade
antiplasmddica foi realizado. A coleta das folhas de S. nudum foi realizado nos municipios de Cocorna (Antioquia) e
Tumaco (Narifio), nos meses de novembro de 2010 e junho de 2011. A extracdo de metabdlitos esterdides presentes nas
folhas foram coletadas de S. nudum foi realizada com solventes de baixa, média e alta polaridade. O teor de metabolitos
esterdides foi determinada por cromatografia liquida de alta resolugdo em fase reversa. A actividade antiplasmddica
dos extractos foi avaliada em 3D7 estirpe de Plasmodium falciparum e a sua citotoxicidade potencial na linha de células
HepG-2. O teor de compostos esterdides e atividade antiplasmédica foi maior para os extratos regides e meses em
que a precipitagio média do site foi alterada devido ao fendmeno do La Nifia. Os extratos mais efeito antiplasmaddica e

citotoxicidade foram obtidos no municipio de Tumaco.

Palavras-chave: Solanum nudum; malaria; Plasmodium falciparum; metabdlitos esteroides; Cocorna; Tumaco.
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1. Introduccion

Solanum nudum es un arbusto que se distribu-
ye desde México hasta Paraguay incluyendo las islas
del Caribe y se encuentra desde cero hasta 2500
msnm. En Colombia se encuentra en 16 de los 32
departamentos, habitando principalmente en areas
abiertas o intervenidas como: caminos, carreteras y
rastrojos (Orozco, et al. 2015). Es una planta recono-
cida y usada para el tratamiento de la fiebre asociada
ala malaria por las comunidades humanas de la cos-
ta pacifica donde es localmente conocida como “za-
pata” o “zapatico”, especialmente en el departamento
de Narifio donde el uso de esta planta por médicos
tradicionales del municipio de Tumaco ha desperta-
do el interés por estudiar su composicién quimica y
actividad biolégica (Blair y Madrigal, 2005).

De la planta se han aislado compuestos este-
roidales llamados Tumacona A (SN-1), Tumacona B
(SN-2), Tumacosido A (SN-3), Tumacosido B (SN-5),
Tumaquenona (SN-4) y la Diosgenona (Saez, et al.
1998). Estos metabolitos mostraron actividad an-
tiplasmodial in vitro sobre Plasmodium falciparum
(Pabon, et al. 2002). Asi mismo, se ha reportado que
los esteroides aislados de S. nudum no presentan ac-
tividad mutagénica (Pabdn, et al. 2003), clastogénica
(Alvarez, et al. 2004) ni téxica (Londofio, et al. 2006).
Ademas, extractos acuosos de S. nudum presentan
actividad antimalarica in vivo en ratones infectados
con Plasmodium berghei (Echeverri, et al. 2001).

Otros estudios indican que los esteroides de
S. nudum disminuyen el desarrollo esporogoénicos
de Plasmodium vivax en Anopheles albimanus y en
células hepaticas HepG2 (Londofio, et al. 2006). Sin
embargo, se ha establecido que el tiempo entre la
colecta, el almacenamiento y el procesamiento del
material afectan la composiciéon quimica y accién
bioldgica de la planta (Loépez, et al. 2011), infirien-
do las diferencias en la actividad antiplasmodial
podrian estar relacionadas con la degradacion bio-
légica de la planta (Stafford, et al. 2005; Christos,
etal. 2010).

Diferencias en los aspectos ecoldgicos de po-
blaciones distantes de S. nudum (produccién de
frutos, diversidad de visitantes florales, herbivoros
y parasitos asociados), asi como diferencias en su
habitat (composicion del suelo, temperatura, hume-
dad relativa y luminosidad), pueden afectar la acti-
vidad biolégica (Morales, 2011), dado que factores
ambientales como la altitud, temperatura, humedad
y el tipo de suelo, generan alteraciones en las rutas
bioquimicas de las plantas, produciendo un incre-
mento y/o disminucién de metabolitos como acidos
grasos, compuestos volatiles, entre otros (Boira y
Blanquer, 1998). Un ejemplo de este efecto es los
estudios sobre la composicion quimica del romero
(Rosmarinus officinalis) en el cual la localidad como
la fecha de colecta (Celiktas, et al. 2007) afectan la
produccién de aceites esenciales y su correspon-
diente actividad antimicrobiana.

En la presente investigacion se realiz6 un es-
tudio fitoquimico comparativo de la producciéon de
los compuestos esteroidales (SN-1, SN-2, SN-3, SN-
4, SN-5 y Diosgenona) de la planta S. nudum prove-
nientes de dos regiones diferentes de Colombia y su
respectiva actividad antiplasmodial in vitro.

2. Materiales y métodos

Reactivos

Los solventes: hexano, diclorometano, me-
tanol y dimetilsulfoxido (DMSO) de Pueza = 99%
fueron obtenidos de Merck. Los medios RPMI-
1640 (Roswell Park Memorial Institute), DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium), SFB (Suero Fe-
tal Bovino) y el reactivo MTT [bromuro 3-(4,5-dime-
tiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolio)] fueron obteni-
dos de Sigma-Aldrich Chemical Co. Ltd., Proanalysis.

Recoleccion del material vegetal

Con el fin de disminuir el efecto de los tiempos
de procesamiento del material vegetal en los anali-
sis, se colectd S. nudum en dos localidades distantes
de Colombia, de forma que el tiempo transcurrido
entre en la colecta y procesamiento fuera el mismo.
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La coleccidn de las hojas de S. nudum se reali-
z6 en dos localidades con condiciones climaticas y
fisiograficas diferentes y en dos épocas del afio. Los
lugares de colecta fueron en la vereda la Pifiuela,
municipio de Cocorna (Departamento de Antioquia,
region Andina, 6°00°18” N; 75°08’16” W, 1150 m de
altitud) y la vereda Inguapi el Guadual, municipio
de Tumaco (Departamento de Narifio, en la regiéon
Pacifica 1°41’ 03” N; 78°47’ 01”W, 12 m altitud). La
colecta del material vegetal se realizé en noviembre
2010 y junio 2011 en ambos lugares. De cada locali-
dad fue colectado un Voucher, los cuales se encuen-
tran depositados en el Herbario de la Universidad
de Antioquia (HUA) bajo los registros de herbario
N° 179201y 179202.

Obtencion de extractos de S. nudum

El material vegetal se sec6 al ambiente y a la
sombra (aproximdadmente a 22 °C), durante 10
dias y se molié hasta tener un tamafo de particula
de 5 mm. Se tomaron 20 gramos del material vegetal
seco y molido y se sometieron a extraccion sucesi-
va por el método Soxhlet durante cinco horas, em-
pleando 250 mL de solvente de baja, media y alta
polaridad: hexano (0,08 Debye a 20°C), diclorome-
tano (1,14 Debye a 20°C) y metanol (1,69 Debye a
20°C). Posteriormente los extractos fueron concen-
trados a presion reducida por rotaevaporacion.

Cuantificacion de esteroides en ex-
tractos de S. nudum

La cuantificaciéon de los metabolitos esteroida-
les presentes en las hojas colectadas de S. nudum se
realizé por cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC) en fase reversa, utilizando un cromatégrafo
liquido Agilent Technologies 1200 Series (Agilent
Technologies, Wilmington, USA), con degasificador
G1322A, bomba cuaternaria G13114, inyector au-
tomatico G1329A y detector de arreglo de diodos
(DAD) G1315DHPLC. Las condiciones cromatografi-
cas fueron: columna LiChroCART® 250-4 cartridges
LiChrospher® 100 RP-18 (5 um), a una temperatura
de columna de 25°C, volumen de inyeccion de 20 pL,
longitud de onda de 254 nm, flujo de 1,0 mlLmin!y
como fase movil acetonitrilo/agua por programacion
de gradientes. Los extractos fueron filtrados por me-
dio de filtro de nylon de 0,45 pm (Ldpez, et al. 2014).
Como compuestos patrones se usaron los metaboli-
tos esteroidales de S. nudum almacenados en el Labo-
ratorio del Grupo Malaria con previa caracterizacion
molecular mediante un andlisis espectroscépico de
resonancia magnética nuclear, en el que se compara-
ron las sefales presentes en los espectros con los da-
tos reportados en la literatura por Saez et al. (1999).
Se utilizé un espectrometro Bruker, 300 MHz para 1H
y 75 MHz para 13C, en 1D (RMN- 13C, RMN-1H), uti-
lizando como solvente cloroformo deuterado (CDCL,).

TABLA 1. CONDICIONES AMBIENTALES Y ECOLOGICAS DE LAS LOCALIDADES DONDE FUE COLECTADA LA PLANTA S.

nudum
Parametros ambientales Tumaco Cocorna

Luminosidad 15392,8 £ 0,1 lux 25299,8 £0,1 lux
Temperatura ambiente 31,04 £ 0,05°C 29,28 +0,05°C
Temperatura del suelo 19,42 + 0,05C 15,68 + 0,05°C
Humedad relativa 56,89 + 0,02% 51,94 +0,02%
Carbono presente en el suelo 1,28 +0,01% 3,26+ 0,01 %
Insectos herbivoros 49 especies 44 especies
Insectos parasitos permanentes 24 especies 17 especies
Otros insectos (huéspedes temporales) 90 especies 69 especies
Visitantes florales 3 especies 17 especies
Cantidad de frutos 238,5+ 0,1 frutos/mes 611,2+0,1 frutos/mes
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El tiempo de corrido fue de cuarenta minutos
para los cuales la fase mévil acetonitrilo/agua fue
programada para los siguientes gradientes: prime-
ros diez minutos de acetonitrilo/agua en relacion
35:65, continuando cinco minutos con cambio de
gradiente acetonitrilo/agua de 35:65 a 80:20, para
este gradiente eluyeron los compuestos SN-4, SN-5
y SN-3 con tiempos de retencion de 12,317; 14,145
y 14,850 minutos respectivamente. Luego siete
minutos de acetonitrilo/agua en relacion 80:20,
en este gradiente eluyeron los compuestos SN-2 y
SN-1 con tiempos de retencién de 16,568 y 17,657
minutos. Posteriormente trece minutos con cambio
de gradiente acetonitrilo/agua de 80:20 a 90:10 y
finalmente cinco minutos de acetonitrilo/agua en
relaciéon 90:10, donde eluyé la Diosgenona con un
tiempo de retencion de 37,492 minutos. Por medio
de la aplicacion de estos gradientes se pueden cla-
sificar los patrones de esteroides en tres grupos:
polaridad alta (SN-4, SN-5 y SN-3) polaridad media
(SN-2 y SN-1) y polaridad baja (Diosgenona).

Para la construccién de la curva de calibra-
cion, se prepararon seis niveles de concentraciones
desde 0,5 ug/ml - 160, para los compuestosug/mL
para los compuestos SN-1, SN-2, SN-3 y SN-5 y para
SN-4 y diosgenona las concentraciones evaluadas
fueron: 3,0, y 160 pg/mL. Cada concentracion se
preparo a partir de una solucién madre de 1000 pg/
mL de cada compuesto.

Evaluacion de la actividad antiplas-
modial in vitro

De cada extracto se prepararon soluciones
concentradas para la evaluaciéon de la actividad
antiplasmodial de 10 mg/mL en dimetilsulféxido
(DMSO). A partir de esta solucién se tomaron 50 pL
y se ajustaron hasta 1000 pL con medio RPMI-1640
completo sin hipoxantina, obteniendo una concen-
tracion final de 0,5 mg/mL.

La actividad antiplasmodial in vitro de los ex-
tractos obtenidos de la planta S. nudum se realiza-
ron en placas de 96 pozos de fondo plano marca
Falcon®. Se evaluaron 7 concentraciones de cada

extracto (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 y 1,56 pg/
mL), preparadas a partir de diluciones seriadas de
la solucién concentrada de 0,5 mg/mL. Cada con-
centracidn fue evaluada por duplicado (Bravo, et al.
1999; Desjardins, et al. 1979).

La actividad c¢ antiplasmodial se evalu6 en la
cepa 3D7 de P. falciparum, la cual es un clon obte-
nido a partir de un aislado de paciente en Holanda.
Esta cepa es sensible a cloroquina, pirimetamina,
cicloguanil y atovacuona; pero es resistente a sul-
fadoxina (Walliker et al. 1987). Para llevar a cabo
los experimentos se prepard una una suspension de
glébulos rojos parasitados con un hematocrito del
2%, parasitemia del 1% e hipoxantina tritiada por
pozo de 0,8 pCi.mL " siguiendo la metodologia des-
crita por Desjardins, R et al. 1979

El cultivo con los tratamientos de los diferen-
tes extractos se incub6 a 37 °C durante 48 horas en
atmosfera de 5% CO,, 5% 0,y 90% de N... El plato se
llevé a -20 °C y posteriormente se descongel6 para
provocar la hemolisis de los eritrocitos, lo cual per-
mite la liberacién de los 4cidos nucleicos del parasi-
to marcados con hipoxantina tritiada. Estas mues-
tras fueron depositadas en un papel filtro de fibra de
vidrio disefiado para contener muestras biolégicas
(PerkinElmer®) con ayuda de un colector semi-au-
tomatico (PerkinElmer®) y la reactividad, la cual es
dependiente de la parasitemia en cada tratamiento
fue leidos en un contador de centelleo beta Perkin
Elmer, 2450 microplate counter. La lectura se expre-
s6 en cpm (cuentas por minuto). Los porcentajes de
parasitemia se analizaron mediante una regresion
no lineal dependiendo de la pendiente, con el pro-
grama GraphPad Prism™ versién 5.01, para hallar
la concentracién que inhibe el 50% del crecimiento
parasitario (IC; ).

Evaluacion de la actividad citotoxica

La evaluacion de la toxicidad de los extractos
obtenidos de la planta S. nudum, se determiné
mediante la medicion de la viabilidad y proliferacion
in vitro de la linea celular HepG-2, como modelo
para evaluar el potencial efecto téxico sobre los
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hepatocitos, que constituyen la primera célula
hospedera para el P. falciparum en el humano y la
Unica célula que invade el parasito en este hospedero
con capacidad de dividirse.

Para cada ensayo se prepar6 una solucién pa-
tron de cada extracto a una concentracion de 20
mg/mL en DMSO al 96% (2 mg de cada extracto en
100 pL de DMSO). En medio DMEM F-12 completo
(10% de SFB), se prepararon siete diluciones seria-
das a partir de la solucién patron.

En cdmara de Neubauer se contaron las células
HepG-2 y se sembraron en una placa de 96 pozos de
fondo plano 2 x10° células/mL en 100 pL de medio
DMEM-F-12 suplementado con SFB al 10% y se
incubaron a 37°C durante 24 horas en atmosfera de
5% de CO, para permitir la formacion de la mono-
capa. Luego las células fueron lavadas con solucion
salina al 0,85% y se agregaron 100 pL de cada una
de las cuatro concentraciones de los extractos. Cada
concentracion del extracto y los controles se eva-
luaron por triplicado en 2 ensayos. Posteriormente,
las placas se incubaron a 37°C durante 48 horas, se
elimin6 el medio de cultivo y las células se lavaron
con solucion salina a 0,85%, se agregaron 30 uL de
MTT ((3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenylte-
trazolium bromide) a una concentracién de 2 mg/
mL preparado en medio de cultivo y las células se
incubaron nuevamente por 4 horas. Después de la
incubacion, se agregaron 130 pL de DMSO al 96%.
La lectura de la viabilidad celular se realiz6 median-
te la medicion de la produccién de formazan (pro-
ducido a partir del metabolismo del MTT), la cual se
midié en un espectofotdmetro Multiskan Spectrum
Thermo scientific medido a 570 nm de exitacién y

595 nm de emisién (Mosmann, 1983). Las densida-
des Opticas obtenidas se analizaron con el programa
GraphPad Prism 5 para hallar la concentracién toxi-
ca para el 50% de las células de prueba (TC,).

Analisis estadistico

Para comparar las concentraciones de los com-
puestos en cada uno de los extractos y entre las dife-
rentes fechas de colecta se empled la prueba ANOVA.
Cuando se encontraron diferencias estadisticamen-
te significativas se aplicaron los test de comparacio-
nes multiples por parejas de compuestos; se usé el
test de Tukey cuando las varianzas fueron iguales y
el Test de Games Howell cuando las varianzas fue-
ron diferentes. Para comparar las concentraciones
de los compuestos y las actividades biologicas de los
extractos entre los dos municipios se usé la prue-
ba T de Student para muestras independientes. En
todos los casos se usé un valor p de significancia
menor a 0,05. Estas pruebas se hicieron con el pro-
grama estadistico SPSS versidn 19 y para las curvas
de calibracién se usé el software STATGRAPHICS
Centurion 5,0.

3. Resultados y Discusion

Recoleccion del material vegetal

En la Tabla 2 se presentan los datos geogra-
ficos de los lugares de colecta, las cuales fueron
realizadas en la vereda la pifiuela del municipio de
Cocornd y la vereda Inguapi el Guadal del municipio
de Tumaco. Né6tese que ambas localidades también
difieren en varios aspectos ecolégicos y microclima-
ticos, descritos previamente en la Tabla 1.

TABLA 2. PARAMETROS DE COLECTA DE LAS HOJAS DE S. nudum

Colecta Municipio Vereda Coordenadas msnm
Nov-2010
Cocorna La pifiuela 6°00'18"N; 75°08'16" W 1150
Jun-2011
Nov- 2010
Tumaco Inguapi el Guadual 1°41"13"N; 78°46'43"W 12
Jun-2011
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Extractos de S. nudum

El porcentaje promedio en masa de los ex-
tractos totales obtenidos de la planta S. nudum fue
de 33 +5 %, parael cualel 1,7 £ 0,5 % correspon-
de la extraccion realizada con hexano; 5,2 + 0,6 %
a la realizada con diclorometano y 26 + 5 % a la
realizada con metanol. En la Tabla 3 se expresan
los porcentajes de extracto de la planta de S. nu-

dum proveniente de los municipios de Cocorna y

Tumaco.

Cuantificacion de esteroides en ex-
tractos de S. nudum

Los andlisis estadisticos de los patrones este-
roidales (SN-1, SN-2, SN-3, SN-4, SN-5 y Diosgeno-
na) se muestran en la Tabla 4. Los valores obteni-
dos presentan una correlacién estadisticamente
significativa (p-valor = 0,001), con un nivel de con-
fianza del 95%, los coeficientes de correlacién para
los modelos lineales fueron de 0,999; indicando
buena proporcionalidad entre la concentracion y el
area (Lopez, et al. 2014).

TABLA 3. EXTRACTOS OBTENIDOS DE LA PLANTA S. nudum

Municipio Vereda Fecha de colecta Tipo de extracto Porcentaje de extracto (m/m)
Hexano 1,19
Nov-2011 Diclorometano 5,21
Metanol 31,37
Cocornd La pifiuela
Hexano 1,70
Jun-2011 Diclorometano 4,81
Metanol 28,54
Hexano 1,52
Nov-2010 Diclorometano 4,71
Metanol 23,10
Tumaco Inguapi el Guadual
Hexano 2,41
Jun-2011 Diclorometano 6,06
Metanol 19,84

TABLA 4. PARAMETROS CROMATOGRAFICOS PARA LA CUANTIFICACION DE ESTEROIDES DE S. nudum

TR: tiempo de retencion.

Compuesto Rango Lineal Ecuacion r? LD Lc TR
(ng/mL) (ng/mL) (ug/mL) (min)
SN-1 0,5-160 A=247*C 0,999 0,10 0,33 17,657
SN-2 0,5-160 A =27,4*C 0,999 0,09 0,30 16,568
SN-3 0,5-160 A=16,8*C 0,999 0,14 0,46 14,850
SN-4 3,0-160 A=157*C 0,999 0,75 2,50 12,357
SN-5 0,5-160 A=20,5*C 0,999 0,15 0,50 14,145
Diosgenona 3,0-160 A=21,5*C 0,999 0,82 2,73 37,492

A: area, C: concentracion, r%: coeficiente de determinacién, LD: limite de deteccién, LC: limite de cuantificacion y
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En la Figura 1 se muestra el cromatograma
de los patrones a una concentraciéon de 120 pg/mL,
donde se observa una definicién y resolucion de los
picos sin problemas de coelucion entre ellos.

Efecto de la region en la composi-
cion de esteroides en Solanum nudum

En la Tabla 5 Se evidencia que en los extrac-
tos obtenidos con solvente hexano hay presencia de
los esteroides de polaridad media (SN-1 y SN-2) y
polaridad baja (Diosgenona). Los compuestos de
polaridad alta como SN-4, SN-5 y SN3, no fueron
detectados. Para los extractos obtenidos con diclo-
rometano y metanol de detectaron todos los este-
roides de interés, predominando los compuestos de
polaridad media (SN-1 y SN-2) en diclorometano y
los compuestos de polaridad alta (SN-4, SN-5 y SN3)
en metanol.

El contenido de los compuestos esteriodales
enlostres extractos de los dos municipios, conserva
la tendencia, respecto al efecto de la polaridad del
solvente en la extraccion, difiere significativamente

en la cantidad de los compuestos, es decir SN-1,
SN-2, SN-3 y SN-4 son menores en Tumaco que en
Cocorna, pero SN-5 y Diosgenona son mayores en

Tumaco.

Las diferencias en la cantidad de compues-
tos esteroidales entre las dos regiones estudiadas
puede ser una consecuencia de la interaccion de
las plantas con su respectivo entorno biético (her-
bivoros y polinizadores) y abiético (composicion
quimica del suelo y microclima). La diferencia en el
contenido esteroidal entre los extractos de Cocor-
nd y Tumaco puede explicarse por las diferencias
encontradas en algunos aspectos ecolégicos de las
plantas en su respectivo ambiente. Previamente se
habia reportado que las plantas de S. nudum en Co-
cornd presentaron una mayor cantidad de especies
de visitantes florales y frutos/mes. Ademas, se en-
contr6 una menor prevalencia de insectos (hervibo-
ros, parasitos y huéspedes temporales) en las plan-
tas de Cocorna comparado con las provenientes de
Tumaco (Tabla 1).

Figura 1. Cromatograma de la mezcla de patrones: SN-1, SN-2, SN-3, SN-4, SN-5, Diosgenona

Fuente: autores
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TABLA 5.CONTENIDO DE COMPUESTOS ESTEROIDALES
EN EXTRACTOS DE S. nudum (ug/mg) DE LAS COLECTAS

REALIZADAS EN COCORNA Y TUMACO EN EL MES DE
NOVIEMBRE DE 2010

Extracto Compuesto| Cocorna | Tumaco
SN-1 357402 | 32+0,22
SN-2 225+04 | 62+0,3
SN-3 ND ND
Hexano
SN-4 ND ND
SN-5 ND ND
Diosgenona 85+1 111+3
SN-1 96 + 1 97+03
SN-2 191 £ 11 85+3
SN-3 98,6+02 |17,1+0,5
Diclorometano
SN-4 89+2 64+3
SN-5 9,7+0,5 38+1
Diosgenona| 12,7 £0,4 55+2
SN-1 22+1 1,63 £0,07
SN-2 33+2 9,6+0,6
SN-3 107,2+0,5 | 23,3+0,7
Metanol
SN-4 1141+0,7 | 71+2
SN-5 16+ 1 56,5+0,9
Diosgenona| 55+03 |123+0,9

Para el caso de compuestos quimicos tipo es-
teroides se ha reportado que su pico maximo de
biosintesis se da en la floracién de las plantas y que
estos pueden ser toxicos para microorganismos,
insectos y otros animales, actuando como defensa
contra depredadores, parasitos y herbivoros (Diaz,
2009), pero estos compuestos también pueden ac-
tuar como sustancias atrayentes de polinizadores,
favoreciendo de este modo las ventajas competitivas
de la planta frente a otras en cuanto a la mayor pro-
babilidad de generacion de frutos (Diaz, 2009). De
esta manera, la produccion de metabolitos secunda-
rios influye indirectamente sobre la sobrevivencia
de la planta y la dinamica ecolégica de esta planta en

su ecosistema (Granados, et al. 2008; Wink, 2003).
Sin embargo, la supervivencia de las plantas bajo
condiciones de ataque depende de la capacidad de
las mismas de percibir el estimulo, generar y trans-
mitir las sefiales correspondientes y asi iniciar los
cambios fisiologicos y quimicos necesarios para la
biosintesis de metabolitos (Zobayed, et al. 2007).

En este sentido, se ha reportado que los meta-
bolitos que actiian como defensa contra los depre-
dadores de las plantas reducen el rendimiento, la
supervivencia y la reproduccién de estos atacantes
y, por tanto, se espera que las plantas que tengan
la capacidad de producir mayor cantidad de estos
metabolitos sean menos atacadas por este tipo de
plagas (Steppuhn, et al. 2004; Kamel y Souad, 2009).

Respecto a la luminosidad, las plantas de Co-
corna tienen una mayor disponibilidad de luz en su
entorno, lo que permite que los procesos fotosinté-
ticos se lleven a cabo de manera favorable y conse-
cuentemente aporten, en mayor medida, al creci-
miento y desarrollo de la planta y a la produccion
de sus metabolitos (Briskin yGawienowski, 2001;
Mosaleeyanon, et al. 2005) si se compara con las
plantas de Tumaco (Tabla 1).

Para los compuestos SN-1, SN-2, SN-3, SN-4,
SN-5 y la Diosgenona aislados inicialmente de la
planta S. nudum colectada en Tumaco se ha plan-
teado una ruta biosintética (Saez, et al. 1998), como
se ilustra en la Figura 2, donde el compuesto SN-2
es considerado un metabolito sustrato, SN-1, SN-3
y SN-4 metabolitos intermediarios, SN-5 metabolito
sustrato e intermediario y finalmente la Diosgenona

como metabolito producto.

En la Figura 3 se ilustra una posible ruta bio-
sintética del metabolismo de los compuestos este-
roidales de la planta de S. nudum colectada en Co-
corna, donde el compuesto SN-2 es considerado un
metabolito sustrato, SN-1, SN-5 y SN-4 metabolitos
intermediarios, SN-3 y Diosgenona son metabolitos

producto.
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Figura 2. Ruta biosintética de esteroides de S. nudum proveniente de Tumaco.

Fuente: autores
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Efecto del mes de recoleccion de S.
nudum en la composicion de esteroides

En los meses de noviembre de 2010 y junio de
2011 correspondientes a las colectas del material
vegetal coincidieron con la presencia del fenémeno
de La Nifa para algunas regiones de Colombia; “La
Nifia” se manifiesta principalmente por un enfria-
miento de las aguas del Océano Pacifico Tropical
central y oriental frente a las costas del Pert, Ecua-
dor y sur de Colombia, “La Nifia” favorece el incre-
mento de las lluvias en gran parte del pais en par-
ticular sobre las regiones Caribe y Andina (IDEAM,
2010). Monitoreos realizados por el IDEAM, indi-
caron que en noviembre de 2010 se evidencid la
fase de maduracién del fenémeno de La Nifia, y se

registraron lluvias moderadamente por encima del
promedio para la zona de Cocornd, mientras que
para la zona de Tumaco se registraron un régimen
de lluvias moderadamente por debajo de lo normal.
Segun el IDEAM, el mes de junio de 2011, corres-
pondié a la finalizacién de la primera temporada
de lluvia. Sin embargo, para la zona de Cocorna se
registraron lluvias ligeramente por encima de lo
normal, mientras que para Tumaco se observo lo
contrario (IDEAM, 2011).

En la Tabla 6 se puede apreciar el contenido
de esteroides para las colectas de S. nudum realiza-
da en el mes de noviembre del 2010 y junio del 2011

en los municipios de Cocorna y Tumaco.

TABLA 6. CONTENIDO DE ESTEROIDES EN EXTRACTOS DE S. nudum EN LOS MUNICIPIOS DE COCORNA Y TUMACO (ug/

mg DE EXTRACTO)

Cocorna Tumaco
Extracto Compuesto
Nov-2010 Jun-2011 Nov-2010 Jun-2011
SN-1 357+0,2 52+0,3 32+0,2 10,2+0,8
SN-2 22,5+04 34+03 6,2+0,3 14+1
SN-3 ND ND ND ND
Hexano
SN-4 ND ND ND ND
SN-5 ND ND ND ND
Diosgenona 85«1 121 111+£3 179+2
SN-1 96 + 1 94+0,1 97+03 22+1
SN-2 191+ 11 105,4+0,6 85+3 115+3
SN-3 98,6 £0,2 97 +2 171+0,5 10,9+0.9
Diclorometano
SN-4 89+2 95+2 64+3 47 +3
SN-5 9,7+0,5 18,6 £0,9 38+1 28+3
Diosgenona 12,7+04 3,9+0,2 55+2 619+0,7
SN-1 22+1 1,51+0,02 1,63 +£0,07 59+0/4
SN-2 33+2 3,19+0,08 96+0,6 29+3
SN-3 107,2+0,5 66+ 4 233107 13+3
Metanol
SN-4 114,1+0,7 147 £2 71+2 46+ 2
SN-5 16+ 1 243+0,7 56,5+0,9 44 +2
Diosgenona 55+03 1,01 £0,08 123+£09 25+2
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El mayor contenido de metabolitos en los ex-
tractos de S. nudum fue encontrado en noviembre
para el municipio de Cocornd y en junio para el mu-
nicipio de Tumaco. Posiblemente el cambio fisiol6-
gico inducido por el estrés provocado por las varia-
ciones de temperatura y precipitaciones asociadas al
fenomeno de La Nifia, promueve produccion de me-
tabolitos secundarios probablemente para la restau-
racion de mecanismo de defensa. Asi también, la tasa
de transpiraciéon de la hoja esta significativamente
influenciada por la temperatura contribuyendo al
aumento en las concentraciones de los compuestos
quimicos de la planta (Zabayed, et al. 2005).

Respecto al municipio de Cocorna para los
extractos de la colecta del mes de noviembre, los
compuestos esteroidales como Diosgenona es ma-
yoritario en el extracto de hexano, SN-1y SN-2 en el
extracto de diclorometano y SN-3, SN-4 y SN-5 en el
extracto de metanol. Sin embargo, entre los meses
de colecta los compuestos SN-4 y SN-5 fueron ma-
yores para el mes de junio en los extractos de diclo-
rometano y metanol.

Para los extractos de la colecta del mes de ju-
nio del municipio de Tumaco, los compuestos este-
roidales como Diosgenona fue mayoritario hexano,
SN-1 y SN-2 en el extracto de diclorometano y SN-3,
SN-4 y SN-5 en el extracto de metanol. Sin embar-
go, entre los meses de colecta los compuestos SN-4
y SN-5 fueron mayores para el mes de noviembre en
los extractos de diclorometano y metanol.

Actividad antiplasmodial de los ex-
tractos obtenidos de la planta S. nudum

En la Tabla 7 se presentan la actividad anti-
plasmodial (IC,, < 50 ug/mL) de los extractos de la
planta S. nudum colectada en Cocorna y Tumaco.

Se observan diferencias estadisticamente sig-
nificativas en la actividad antiplasmodial (p < 0,05),
entre los meses de colecta. Para Cocorna, los ex-
tractos con mayor efecto antiplasmodial (IC,, mas
50 Hexano 24 £ 4 pg/
23 + 2 ug/mL)
de la colecta noviembre, los cuales no presentaron

baja) fueron los de hexano (IC
mL) y diclorometano (IC, ..~
diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05),
atribuyendo a los compuestos SN-1 y Diosgenona la
actividad antiplasmodial, dado que comparando las
actividades entre los extractos de diclorometano en
los dos meses de colecta, para los cuales el extracto
de noviembre que es 10 veces mas activo, no se pre-
sentd diferencia estadisticamente significativa entre
los componentes SN-3 y SN-4 con el extracto de la
colecta de junio.

Respecto a Tumaco se presenté mayor efecto
antiplasmodial en los extractos de la colecta de ju-
010 (1Cs) anet 17 % LHE/MLICs) 5 pmerano 21 % 1 18/
mlL; IC 30 + 2 pg/mlL), para los cuales se tiene
un mayor contenido de compuestos SN-1 y diosge-

50 Metanol

nona, principalmente Diosgenona la cual se presen-

ta en mayor cantidad (Tabla 6).

TABLA 7. ACTIVIDAD ANTIPLASMODICA DE LOS EXTRACTOS (ug/mL) DE S. nudum COLECTADA EN COCORNA Y

TUMACO
TUMACO COCORNA
Extractos Noviembre Junio P valor* Noviembre Junio P valor*
Me DS Me DS Me DS Me DS
Hexano 40,44+ 0,71 17,46 + 1,35 0,0001 23,99 + 3,69 100,00 + 0,00 <0,0001
Diclorometano 39,06 + 4,12 21,22 +1,30 0,001 23,43 +1,56 88,00 + 20,79 0,032
Metanol 47,56 + 7,45 29,74 +1,50 0,022 50,29 + 1,60 64,79 + 13,50 0,203

* Prueba t-student p < 0.05
meses de noviembre y junio en los municipios de Tumaco y Cocorna.

Me (promedio) y DS (desviacién estandar)

, se compararon las concentraciones inhibitorias 50 (IC50) de cada extracto entre los
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Una mejor actividad antiplasmodica en Cocor-
na y Tumaco se observé en los periodos de lluvia de
cadalocalidad, cuando se present6 la mayor concen-
traciéon de los compuestos SN-1 y Diosgenona (Ta-
bla 8), a los cuales se les atribuye la actividad anti-
plasmodial (Pabon, et al. 2002; Lopez, et al. 2009).

La actividad antiplasmodial del extracto de
diclorometano de Cocorna colecta noviembre (IC,,
23 + 2 ug/mL) y el extracto de diclorome-
211

pg/mL) no presentaron diferencias estadisticamen-

Diclorometano

tano de Tumaco colecta junio (IC, . "
te significativa (p-valor = 0,001), teniendo en cuen-
ta que SN-1 fue mayor para Cocorna y Diosgenona
para Tumaco (Tabla 8).

Actividad citotoxica de los extractos
obtenidos de la planta S. nudum

En la Tabla 9 se presentan la actividad citot6-
xica de los extractos de la planta S. nudum. Se obser-

va diferencias estadisticamente significativas (p <
0,05), tanto en las localidades como entre los meses

de colecta.

* Prueba t-student p < 0,05; se compararon las
concentraciones toxicas 50 (TC, ) de cada extracto
entre los meses de noviembre y junio en los munici-

pios de Tumaco y Cocorna.
Me (promedio) y DS (desviacién estandar)

Los extractos con mayor efecto citotoxico (TC,,
< 100 ug/mL), fueron los obtenidos con hexano y
diclorometano provenientes de la localidad de Tu-
maco colecta del mes de junio. Para Cocorna los
extractos con mayor efecto citotéxico fueron los
obtenidos con hexano y diclorometano de la colecta
noviembre 2010. Aunque los extractos de Cocorna
dela colecta de junio 2011 no presentaron actividad
cititoxica (TC,, > 100 ug/mL), estos no tienen activi-

dad antiplasmodial.

TABLA 8. ACTIVIDAD ANTIPLASMODICA (ug/mL) DE LOS EXTRACTOS DE S. nudum COLECTADA EN COCORNA Y

TUMACO.
Cocorna I:\ctivida’d' Tumaco I:\ctividalld'
Extracto Compuesto Nov-2010 antiplasmédica JUn-2011 antiplasmoédica
ov- (ng/mL) un- (ng/mL)
SN-1 96 + 1 22+1

o
£ SN-2 191+ 11 115+3
3y SN-3 98,6+ 0,2 10,9+09
5 232 2141
5 SN-4 89+2 47 £3
a SN-5 9,7+0,5 28+3

Diosgenona 12,7+04 619+0,7

TABLA 9. CONCENTRACION CITOTOXICA 50 (CC,,) DE LOS EXTRACTOS DE S. nudum COLECTADA EN TUMACO Y

COCORNA EN EL MES DE NOVIEMBRE Y JUNIO.

TUMACO COCORNA
Extractos NOVIEMBRE JUNIO P VALOR* NOVIEMBRE JUNIO P VALOR *
Me DS Me +DS Me DS Me +DS
Hexano 46,46 = 8,92 19,87 £ 0,81 0,028 61,31+0,77 200,00 £ 0,00 <0,0001
Diclorometano 36,38 6,88 41,02 +5,31 0,326 17,48 +2,76 136,15+ 32,08 <0,0001
Metanol 126,43 £ 21,92 92,65 £ 5,65 0,051 84,55 £ 8,71 111,37 £17,79 0,054
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4. Conclusiones

La diferencia en la composicion de los extrac-
tos obtenidos de de S. nudum se debe a las diferen-
cias en algunos aspectos ecolégicos de las plantas
en su respectivo ambiente. A demas el contenido de
compuestos esteroidales y la actividad antiplasmo-
dial fue superior para los extractos de las regiones
Cocorna y Tumaco en los meses de noviembre 2010
y junio 2011 donde la precipitacion promedio del
lugar fue alterada debido al fenémeno de La Nifia
el cual promovid la produccién de los metabolitos
esteroidales.

El incremento de las lluvias en los municipios
de Cocorna y Tumaco favorecieron la productividad
de los componentes SN-1, SN-2, SN-3 y Diosgenona,
sin embargo, es importante resaltar que en el perio-
do donde no estuvo presente el fenémeno de la Nifia,
los compuestos SN-4 y SN-5 fueron los mayoritarios

Aunque se ha reportado que los esteroides
aislados de S. nudum no presentan actividad téxica,
posiblemente la toxicidad encontrada en los extrac-
tos que presentaron mayor actividad antiplasmo-
dial puede deberse a componente diferentes a los
compuestos estereoidales trabajados en este estu-
dio. Los extractos obtenidos con metanol tanto para
Cocornay Tumaco en los meses de noviembre 2010
y junio 2011, presentaron menor actividad antiplas-
modial, comparados con los otros extractos, pero
fueron menos citotoéxicos.
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