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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 la zona pacifico del
departamento de Narifo. En la presente investigacion se realizé 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 realiz6 en los municipios de Cocornd (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 Nina.
Los extractos con mayor efecto antiplasmodial y citotéxico citotoxicidad fueron los
obtenidos en el municipio de Tumaco.

Palabras clave: Solanum nudum, malaria, Plasmodium falciparum, metabolitos
esteroidales, Cocornd, Tumaco.

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 peaceful 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 Cocornd (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,
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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 for the regions extracts and months where the
average precipitation of the site was altered due to the phenomenon of La Nina. The
extracts more antiplasmodial effect and cytotoxicity were obtained in the municipality
of Tumaco.

Keywords: Solanum nudum, malaria, Plasmodium falciparum, steroidal metabolites,
Cocornd, Tumaco.

Resumo: Solanum nudum ¢ uma planta nativa da Col6mbia, ¢ reconhecido e ¢
usado para o tratamento da febre associada & maldria, especificamente na 4rea pacifica
do departamento de Narifio. Nesta pesquisa um estudo comparativo da produgio
fitoquimico de compostos esterdides de S. nudum de duas regides da Colémbia e sua
respectiva actividade antiplasmddica foi realizado. A coleta das folhas de S. nudum foi
realizado nos municipios de Cocornd (Antioquia) ¢ Tumaco (Narifio), nos meses de
novembro de 2010 ¢ junho de 2011. A extragio 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 resolugao em fase reversa. A actividade antiplasmédica 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 regioes e meses em que a precipitagdo média do site foi alterada devido
ao fendmeno do La Nifia. Os extratos mais efeito antiplasmddica e citotoxicidade foram
obtidos no municipio de Tumaco.

Palavras-chave: Solanum nudum, maldria, Plasmodium falciparum, metabdlitos
esteroides, Cocornd, Tumaco.

1. Introduccién

Solanum nudum es un arbusto que se distribuye 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 d4reas abiertas o intervenidas como:
caminos, carreteras y rastrojos (Orozco, et al. 2015). Es una planta
reconocida y usada para el tratamiento de la fiebre asociada a la malaria
por las comunidades humanas de la costa pacifica donde es localmente
conocida como “zapata” o “zapatico”, especialmente en el departamento
de Narino donde el uso de esta planta por médicos tradicionales
del municipio de Tumaco ha despertado el interés por estudiar su
composicion quimica y actividad biolégica (Blair y Madrigal, 2005).

De la planta se han aislado compuestos esteroidales llamados
Tumacona A (SN-1), Tumacona B (SN-2), Tumacosido A (SN-3),
Tumacosido B (SN-5), Tumaquenona (SN-4) y la Diosgenona (Sacz,
et al. 1998). Estos metabolitos mostraron actividad antiplasmodial in
vitro sobre Plasmodium falciparum (Pabén, et al. 2002). Asi mismo,
se ha reportado que los esteroides aislados de S. nudum no presentan
actividad mutagénica (Pabén, et al. 2003), clastogénica (Alvarez, et al.
2004) ni téxica (Londono, et al. 2006). Ademds, extractos acuosos de S.
nudum presentan actividad antimaldrica in vivo en ratones infectados con

Plasmodium berghei (Echeverri, et al. 2001).
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Otros estudios indican que los esteroides de S. nudum disminuyen el
desarrollo esporogdnicos de Plasmodium vivax en Anopheles albimanus
y en células hepiticas 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 composicién quimica y accién
biolédgica de la planta (Lépez, et al. 2011), infiriendo las diferencias en
la actividad antiplasmodial podrian estar relacionadas con la degradacién
bioldgica de la planta (Stafford, et al. 2005; Christos, et al. 2010).

Diferencias en los aspectos ecoldgicos de poblaciones distantes de S.
nudum (produccién de frutos, diversidad de visitantes florales, herbivoros
y pardsitos asociados), asi como diferencias en su habitat (composicién del
suclo, temperatura, humedad relativa y luminosidad), pueden afectar la
actividad bioldgica (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 incremento y/
o disminucién de metabolitos como 4cidos grasos, compuestos volatiles,
entre otros (Boira y Blanquer, 1998). Un ¢jemplo de este efecto es
los estudios sobre la composicién 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 correspondiente
actividad antimicrobiana.

En la presente investigacién se realizdé un estudio fitoquimico
comparativo de la produccién de los compuestos esteroidales (SN-1,
SN-2, SN-3, SN-4, SN-5 y Diosgenona) de la planta S. nudum
provenientes de dos regiones de Colombia y su respectiva actividad
antiplasmodial in vitro.

2. Materiales y métodos
Reactivos

Los solventes: hexano, diclorometano, metanol 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 Fetal
Bovino) y el reactivo MTT [bromuro 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazolio)] fueron obtenidos 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 andlisis, se colecté S. nudum en dos localidades
distantes de Colombia, de forma que el tiempo transcurrido entre en la
colecta y procesamiento fuera el mismo.

La coleccién de las hojas de S. nudum se realizé en dos localidades
con condiciones climdticas y fisiograficas diferentes y en dos épocas del
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afio. Los lugares de colecta fueron en la vereda la Pifiuela, municipio
de Cocorné (Departamento de Antioquia, regién 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 region 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
localidad fue colectado un Voucher, los cuales se encuentran depositados
en el Herbario de la Universidad de Antioquia (HUA) bajo los registros
de herbario N° 179201y 179202.

Tabla 1
Tabla 1
|Pa.1”a'.met1‘us ambientales | Tumaco | Cocoma |
sl
Luminosidad 15392,8 = 0.1 252008 £ 0,1 lux
lux
| Temperatura ambiente | 31,04 £ 0,05°C | 2028+ 0,05°C |
| Temperatura del suclo | 1042+£005¢ |1568+0,05°C |
| Humedad relativa* | 56,80+ 0,02% | 51,042002% |
| Carbono presente en el suelo™ | 1,28+ 0,01% | 326+ 0,01 % |
| Insectos herhivoros |4D Especies |44 especies |
Insectos parasitos permanentes 24 especies 17 especies
Otros insectos (huespedes 00 especies 60 especies
temporales)
Visitantes florales 3 especies 17 especies
sl sl
Cantidad de fiutos 238,5+ 0,1 611,2210,1
frutos/mes frutos/mes

Condiciones ambientales y ecolégicas de las localidades donde fue colectada la planta S. nudum.
Tabla 1 Condiciones ambientales y ecoldgicas de las localidades donde fue colectada la planta S. nudum.

Obtencion de extractos de S. nudum

El material vegetal se sec6 al ambiente y a la sombra (aproximdadmente
a 22 °C), durante 10 dfas y se molié hasta tener un tamano de particula
de 5 mm. Se tomaron 20 gramos del material vegetal seco y molido y se
sometieron a extraccién sucesiva por el método Soxhlet durante cinco
horas, empleando 250 mL de solvente de baja, media y alta polaridad:
hexano (0,08 Debye a 20°C), diclorometano (1,14 Debye a 20°C)
y metanol (1,69 Debye a 20°C). Posteriormente los extractos fueron
concentrados a presién reducida por rotaevaporacion.

Cuantificacion de esteroides en extractos de S. nudum

La cuantificacién de los metabolitos esteroidales presentes en las
hojas colectadas de S. nudum se realizd por cromatografia liquida de
alta resolucién (HPLC) en fase reversa, utilizando un cromatdgrafo
liquido Agilent Technologies 1200 Series (Agilent Technologies,
Wilmington, USA), con degasificador G1322A, bomba cuaternaria
G1311A, inyector automdtico G1329A y detector de arreglo de
diodos (DAD) G1315DHPLC. Las condiciones cromatograficas fueron:
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columna LiChroCART" 250-4 cartridges LiChrospher” 100 RP-18 (5
um), a una temperatura de columna de 25°C, volumen de inyeccién de
20 uL, longitud de onda de 254 nm, flujo de 1,0 ml.min-1 y como fase
movil acetonitrilo/agua por programacién de gradientes. Los extractos
fueron filtrados por medio de filtro de nylon de 0,45 pm (Lépez, et al.
2014). Como compuestos patrones se usaron los metabolitos esteroidales
de S. nudum almacenados en el Laboratorio del Grupo Malaria con
previa caracterizacién molecular mediante un andlisis espectroscopico
de resonancia magnética nuclear, en el que se compararon las senales
presentes en los espectros con los datos reportados en la literatura por
Sacz etal. (1999). Se utiliz6 un espectrémetro Bruker, 300 MHz para 1H
y 75 MHz para 13C, en 1D (RMN- 13C, RMN-1H), utilizando como
solvente cloroformo deuterado (CDCI3).

El tiempo de corrido fue de cuarenta minutos para los cuales
la fase movil acetonitrilo/agua fue programada para los siguientes
gradientes: primeros diez minutos de acetonitrilo/agua en relacién 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 retencién de 12,317; 14,145 y 14,850
minutos respectivamente. Luego siete minutos de acetonitrilo/ agua en
relacién 80:20, en este gradiente eluyeron los compuestos SN-2 y SN-1
con tiempos de retencion de 16,568 y 17,657 minutos. Posteriormente
trece minutos con cambio de gradiente acetonitrilo/agua de 80:20290:10
y finalmente cinco minutos de acetonitrilo/agua en relacién 90:10, donde
eluy6 la Diosgenona con un tiempo de retencién de 37,492 minutos. Por
medio de la aplicacidn de estos gradientes se pueden clasificar 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 construcciéon de la curva de calibracién, se prepararon seis
niveles de concentraciones desde 0,5 ug/ml - 160, paralos 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 prepard a partir de una solucién madre de 1000 pg/mL
de cada compuesto.

Evaluacion de la actividad antiplasmodial in vitro

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

La actividad antiplasmodial in vitro de los extractos obtenidos de la
planta S. nudum se realizaron 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 concentracién

fue evaluada por duplicado (Bravo, et al. 1999; Desjardins, et al. 1979).
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Laactividad c antiplasmodial se evalué en la cepa 3D7 de P. falciparum,
la cual es un clon obtenido a partir de un aislado de paciente en
Holanda. Esta cepa es sensible a cloroquina, pirimetamina, cicloguanil y
atovacuona; pero es resistente a sulfadoxina (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 uCi.mL-1, siguiendo la metodologia
descrita por Desjardins, R et al. 1979

El cultivo con los tratamientos de los diferentes extractos se incubéd a
37 °C durante 48 horas en atmoésfera de 5% CO2, 5% O2 'y 90% de N2.
El plato se llevé a -20 °C y posteriormente se descongelé para provocar
la hemolisis de los eritrocitos, lo cual permite la liberacién de los acidos
nucleicos del pardsito marcados con hipoxantina tritiada. Estas muestras
fueron depositadas en un papel filtro de fibra de vidrio disehado para
contener muestras bioldgicas (PerkinElmer®) con ayuda de un colector
semi-automdtico (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 expresé en
cpm (cuentas por minuto). Los porcentajes de parasitemia se analizaron
mediante una regresién no lineal dependiendo de la pendiente, con el
programa GraphPad Prism™versién 5.01, para hallar la concentracién que
inhibe el 50% del crecimiento parasitario (IC50).

Evaluacion de la actividad citotoxica

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

Para cada ensayo se prepar6 una solucion patrén de cada extracto auna
concentracion de 20 mg/mL en DMSO al 96% (2 mg de cada extracto en
100 L de DMSO). En medio DMEM F-12 completo (10% de SFB), se
prepararon siete diluciones seriadas a partir de la solucién patrén.

En camara de Neubauer se contaron las células HepG-2 y se sembraron
en una placa de 96 pozos de fondo plano 2 x105 células/mL en 100 uL
de medio DMEM-F-12 suplementado con SFB al 10% y se incubaron
a 37°C durante 24 horas en atmosfera de 5% de CO2 para permitir
la formacién de la monocapa. Luego las células fueron lavadas con
solucién salina al 0,85% y se agregaron 100 uL de cada una de las cuatro
concentraciones de los extractos. Cada concentracién del extracto y los
controles se evaluaron por triplicado en 2 ensayos. Posteriormente, las
placas se incubaron a 37°C durante 48 horas, se eliminé el medio de
cultivo y las células se lavaron con solucién salina a 0,85%, se agregaron
30 pL de MTT ((3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) a una concentracién de 2 mg/mL preparado en medio de
cultivo y las células se incubaron nuevamente por 4 horas. Después de
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la incubacién, se agregaron 130 uL de DMSO al 96%. La lectura de la
viabilidad celular se realizé6 mediante la medicién de la produccién de
formazin (producido a partir del metabolismo del MTT), la cual se midié
en un espectofotémetro Multiskan Spectrum Thermo scientific medido
a 570 nm de exitacién y 595 nm de emisién (Mosmann, 1983). Las
densidades 6pticas obtenidas se analizaron con el programa GraphPad
Prism 5 para hallar la concentracién téxica para el 50% de las células de

prueba (TC50).
Analisis estadistico

Para comparar las concentraciones de los compuestos en cada uno
de los extractos y entre las diferentes fechas de colecta se empled la
prueba ANOVA. Cuando se encontraron diferencias estadisticamente
significativas se aplicaron los test de comparaciones multiples por parejas
de compuestos; se usé el test de Tukey cuando las varianzas fueron
igualesy el Test de Games Howell cuando las varianzas fueron diferentes.
Para comparar las concentraciones de los compuestos y las actividades
bioldgicas de los extractos entre los dos municipios se usé la prueba 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
programa estadistico SPSS versién 19 y para las curvas de calibracién se

us6 el software STATGRAPHICS Centurién 5,0.
3. Resultados y Discusion
Recoleccion del material vegetal

En la tabla 2 se presentan los datos geogréficos de los lugares de colecta,
las cuales fueron realizadas en la vereda la pinuela del municipio de
Cocorndy la vereda Inguapi el Guadal del municipio de Tumaco. Nétese
que ambas localidades tambié¢n difieren en varios aspectos ecolégicos y
microcliméticos, descritos previamente en la tabla 1.

Tabla 2
Tabla 2
Colecta  Mumnicipio Vereda Coordenadas msnm
Hov- 6°00'18" I,
2010 Cocoma  La pifiuela J5e08' 6" {V 1150
Jun-2011
Nov- Inevani &l 1°41'13" M,
W10 Tumaco  oob 78°4643" 12
Guadual
Jun-2011 W

Pardmetros de colecta de las hojas de S. nudum.
Tabla 2 Pardmetros de colecta de las hojas de S. nudum.
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Extractos de S. nudum

El porcentaje promedio en masa de los extractos totales obtenidos de
la planta S. nudum fue de 33 + 5 %, para el cual el 1,7 + 0,5 %
corresponde la extraccién 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. nudum proveniente
de los municipios de Cocornd y Tumaco.

Tabla 3
Tabla 3
Fecha de Tipo de Porcentaje de
Vereda extracto
colecta extracto
(/)
Hezano 1.19
MNow-2011 Diclorometano 5,21
. Metanol 31,37
La pifiuela
Hezano 1,70
Jun-2011 Diclorometano 4,81
Metanol 18,54
Hezano 1,52
MNow-2010 Diclorometano 4,71
Inguapi el Metanol 23,10
Guadual Hezxano 2,41

Jun-2011 Diclorometano 6,06
Metanol 19,84

Extractos obtenidos de la planta S. nudum.
Tabla 3 Extractos obtenidos de la planta S. nudum.

Cuantificacion de esteroides en extractos de S. nudum

Los andlisis estadisticos de los patrones esteroidales (SN-1, SN-2, SN-3,
SN-4, SN-5 y Diosgenona) se muestran en la tabla 4. Los valores
obtenidos presentan una correlacién estadisticamente significativa (p-
valor = 0,001), con un nivel de confianza del 95%, los coeficientes de
correlacién para los modelos lineales fueron de 0,999; indicando buena
proporcionalidad entre la concentracidn y el drea (Lépez, et al. 2014).
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Tabla 4
Tabla 4
Rango -~ LD L€ TR
Compuesto  Lineal Ecuacion 2 (Lg/mL) (ug/ml) (min)
(pg/ml) ¢ ¢
"
SN-1 0.5 - 160 fC .1 0,999 0,10 0,33 17,657
=1
SN-2 0.5 - 160 ij 274 0,900 0,09 0,30 16,568
GN-3 0.5- 160 i&; 16.8 0,999 0,14 0.46 14,850
SN-4 3,0- 160 f; 15.7 0,999 0,75 2,50 12,357
—_1
SN-5 0,5 - 160 fC 20.5 0,999 0,15 0,50 14,145
. A=1215
Diosgenona 3,0 - 160 ag 0,099 0,82 2,73 37,4902

Pardmetros cromatograficos para la cuantificacién de esteroides de S. nudum
Tabla 4. Pardmetros cromatogrificos para la cuantificacién de esteroides de S. nudum

A: 4rea, C: concentracidn, r2: coeficiente de determinacidn, LD: limite
de deteccion, LC: limite de cuantificacién y TR: tiempo de retencidn.

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 coelucién entre ellos.

T T T T LT e T
DRDT & Sig=D542 Red=160 100 | SOLANUMES TRAC TOS ENA 201111416 15424 J0e4T o)

Figura 1
En la figura 1 se muestra el cromatograma de los patrones a una concentracién de 120 pug/mL,

donde se observa una definicién y resolucién de los picos sin problemas de coelucién entre ellos.

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

Efecto de la region en la composicion de esteroides en Solanum nudum

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

El contenido de los compuestos esteriodales en los tres 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-5S y Diosgenona son mayores en

Tumaco.
Tabla s
Tablas
Extracto Compuesto  Cocomna  Tumaco
SN-1 353’“ 320,
k]
SN-2 5;1’5 62203
Hexano N3 WD ND
SH-4 WD QI
SH-5 ND WD
Diosgenona 85+ 1 I11+3
-1 06+ 1 07+03
SH-2 19111 85«3
N3 08,6+ 17,1+
. 0,2 0,5
Diclorometano
SH-4 80+ 2 64 + 3
SH-5 07+£05 3841
. 127+
Do ! 552
i0sgenona 04
1,63 +
[N a7 2
SH-1 22+1 0.07
SH-2 33+ 2 06+006
1072+ 233+
o s a
SN-3 0.5 0.7
Metanol SN-4 LI T
0.7
56,5 +
SH-5 161 !
. =1 po
2
Diosgenona 5,5+ 0,3 é‘g’j *

Contenido de compuestos esteroidales en extractos de S. nudum (pg/mg) de

las colectas realizadas en Cocornd y Tumaco en el mes de noviembre de 2010

Tabla 5 Contenido de compuestos esteroidales en extractos de S. nudum (pg/
mg) de las colectas realizadas en Cocornd y Tumaco en el mes de noviembre de 2010

Las diferencias en la cantidad de compuestos esteroidales entre las dos
regiones estudiadas puede ser una consecuencia de la interaccién de las
plantas con su respectivo entorno bidtico (herbivoros y polinizadores)
y abidtico (composicién quimica del suelo y microclima). La diferencia
en el contenido esteroidal entre los extractos de Cocornd y Tumaco
puede explicarse por las diferencias encontradas en algunos aspectos
ecolégicos de las plantas en su respectivo ambiente. Previamente se habia
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reportado que las plantas de S. nudum en Cocornd presentaron una
mayor cantidad de especies de visitantes florales y frutos/mes. Ademas,
se encontré una menor prevalencia de insectos (herviboros, pardsitos
y huéspedes temporales) en las plantas de Cocornd comparado con las
provenientes de Tumaco (Tabla 1).

Para el caso de compuestos quimicos tipo esteroides se ha reportado
que su pico maximo de biosintesis se da en la floracién de las plantasy que
estos pueden ser tOxicos para microorganismos, insectos y otros animales,
actuando como defensa contra depredadores, pardsitos y herbivoros
(Diaz, 2009), pero estos compuestos también pueden actuar como
sustancias atrayentes de polinizadores, favoreciendo de este modo las
ventajas competitivas de la planta frente a otras en cuanto a la mayor
probabilidad de generacién de frutos (Diaz, 2009). De esta manera, la
produccién de metabolitos secundarios influye indirectamente sobre la
sobrevivencia de la planta y la dindmica ecoldgica 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 transmitir las
senales correspondientes y asi iniciar los cambios fisiolégicos y quimicos
necesarios para la biosintesis de metabolitos (Zobayed, et al. 2007).

En este sentido, se ha reportado que los metabolitos que actian como
defensa contra los depredadores 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 Cocornd tienen una mayor
disponibilidad de luz en su entorno, lo que permite que los procesos
fotosintéticos se lleven a cabo de manera favorable y consecuentemente
aporten, en mayor medida, al crecimiento y desarrollo de la planta
y a la produccién 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
planteado una ruta biosintética (Saez, et al. 1998), como se ilustra en la
figura2, donde el compuesto SN-2 es considerado un metabolito sustrato,
SN-1, SN-3y SN-4 metabolitos intermediarios, SN-5 metabolito sustrato
e intermediario y finalmente la Diosgenona como metabolito producto.

35



Acetiacién

Tumacona B (SN-2)
|
| Glugosidacidn
|

*

e sncetilacain

M
Tumsacosido B (SN-5)
I
I w
I
¥

Deglucasidacion

Tumaquenoa (SN-1)

Revista EIA, 2018, vol. 15, num. 30, July-December 2019, ISSN: 1794-1237

Tumscos A (SN-1)

Olocosidacidn

1
1
1
+

Tumacosido A (SN-3)

Drosgenom

Figura 2
Figura 2

Ruta biosintética de esteroides de S. nudum proveniente de Tumaco.

autores

En la figura 3 se ilustra una posible ruta biosintética del metabolismo
de los compuestos esteroidales de la planta de S. nudum colectada
en Cocornd, 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 3

Posible ruta biosintética de esteroides de S. nudum proveniente de Cocornd Fuente:

autores

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
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de La Nifa para algunas regiones de Colombia; “La Nifia” se manifiesta
principalmente por un enfriamiento de las aguas del Océano Pacifico
Tropical central y oriental frente a las costas del Pert, Ecuador y sur de
Colombia, “La Nifia” favorece el incremento de las lluvias en gran parte
del pais en particular sobre las regiones Caribe y Andina (IDEAM, 2010).
Monitoreos realizados por el IDEAM, indicaron que en noviembre de
2010 se evidencid la fase de maduracion 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. Segin
el IDEAM, el mes de junio de 2011, correspondié a la finalizacién de
la primera temporada de lluvia. Sin embargo, para la zona de Cocornd
se registraron lluvias ligeramente por encima de lo normal, mientras que
para Tumaco se observé lo contrario (IDEAM, 2011).

En la tabla 6 se puede apreciar el contenido de esteroides para las
colectas de S. nudum realizada en el mes de noviembre del 2010 y junio
del 2011 en los municipios de Cocornd y Tumaco.

Tabla 6
Tabla 6
Cocorna Tumaco
Extracto Compuesto  Nov- A MNaov- A
2010 Jun-2011 2010 Jun-2011
357+ 10,2+
SM-1 : 52+03 32«02 i
. 0, e T
225+
SN-2 0 4 34+£03 62+03 14=x1
Hezzano SN-3 ND ND ND ND
SH-4 MND ND ND MND
SN-5 MND ND WD WD
Diosgenona 85 1 1241 I11+£3 17942
SM-1 06+ 1 04+01 907+03 22=x1
SN-2 101 £ 11 é”ﬁs’“ 8543 11543
08,6+ 17,1+ 10,9«
SN-3 ! 07+ 2 i i
. - 0.2 0.5 0.9
Diclorometano
24 80+ 2 05+ 12 G4+ 3 47+ 3
SN-5 07+05 ésg’ﬁ *38x1  28s3
) 12,7+ 61,0+
Drias : 3.0£02 55«2 i
i0sgenona 04 0, + 0.7
1,51 % 1,63+
8- 22+ ’ ’ +
SH-1 1 0.02 0.07 50+£04
3,10+
Gh-2 + 7 ? + 20 +
S 33 0.08 D6+06 2043
] bl
SN-3 éns?" * G6=4 53?;3 o 13s3
Iletanol 1’14 - ’
SH-4 IJ?, 472 T1x2 48+ 2
243 56,5 %
SH- i ? "
SM-5 lg=x1 07 0.0 44 £ 2
. 1,01+ 12,3
s + ' i 25+
Diosgenona 5,5+ 0,3 0.08 0.0 5
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Contenido de esteroides en extractos de S. nudum en los municipios de Cocorna y Tumaco (ug/mg de extracto).
Tabla 6 Contenido de esteroides en extractos de S. nudum en los municipios de Cocornd y Tumaco (pug/mg de extracto).

El mayor contenido de metabolitos en los extractos de S. nudum
fue encontrado en noviembre para el municipio de Cocornd y en
junio para el municipio de Tumaco. Posiblemente el cambio fisiolégico
inducido por el estrés provocado por las variaciones de temperatura y
precipitaciones asociadas al fendmeno de La Nifia, promueve produccién
de metabolitos secundarios probablemente para la restauracién de
mecanismo de defensa. Asi también, la tasa de transpiracién de la hoja
estd 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 Cocornd para los extractos de la colecta
del mes de noviembre, los compuestos esteroidales como Diosgenona
es mayoritario en el extracto de 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
embargo, entre los meses de colecta los compuestos SN-4 y SN-5 fueron
mayores para el mes de junio en los extractos de diclorometano y metanol.

Para los extractos de la colecta del mes de junio del municipio de
Tumaco, los compuestos esteroidales como Diosgenona fue mayoritario
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 mayores para el mes de noviembre en
los extractos de diclorometano y metanol.

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

En la tabla 7 se presentan la actividad antiplasmodial (IC50 < 50 pug/mL)
de los extractos de la planta S. nudum colectada en Cocornd y Tumaco.

Tabla7
Actividad antiplasmddica de los extractos (ug/mL) de S. nudum colectada en Cocornd y Tumaco.
TUMACO | cocorRNA |
Ezxtractos MNoviembre | Junio ‘ Salnr , DMoviembre | Juuio ‘ P valor*
Me DS Me DS Me D5 Me D5

4044 = 17,46 + 100,00 +

H 0,0001 23,00 + 3,60 <0,0001
Ao 071 1,35 : : 000 :
_ 3006+ 21074 85,00 +
Dicloromet ’ ’ 0001 23434156 oo 0,032
iclorometaro 410 130 ] A3 1, 20,79 ]
4756+ 1074+ 6470 &
Metanal ’ ’ 0022 50,20+ 1,60 O 0,203
ano 745 150 : L5 :

* Prueba t-student p < 0.05, se compararon las concentraciones inhibitorias 50 (IC50) de
cada extracto entre los meses de noviembre y junio en los municipios de Tumaco y Cocorna.
Me (promedio) y DS (desviacién estindar)
Tabla 7 Prueba t-student p < 0.05, se compararon las concentraciones inhibitorias 50 (IC50)
de cada extracto entre los meses de noviembre y junio en los municipios de Tumaco y Cocornd.
Me (promedio) y DS (desviacién estindar)
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* Prueba t-student p < 0.05, se compararon las concentraciones
inhibitorias 50 (IC50) de cada extracto entre los meses de noviembre y
junio en los municipios de Tumaco y Cocorna.

Me (promedio) y DS (desviacién estindar)

Se observan diferencias estadisticamente significativas en la actividad
antiplasmodial (p < 0,05), entre los meses de colecta. Para Cocorna,
los extractos con mayor efecto antiplasmodial (IC50 més baja) fueron
los de hexano (IC50 Hexano 24 + 4 pg/mL) y diclorometano
(IC50 Diclorometano 23 + 2 pg/mL) de la colecta noviembre, los
cuales no presentaron 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 mds activo, no se presentd diferencia
estadisticamente significativa entre los componentes SN-3 y SN-4 con el
extracto de la colecta de junio

Respecto a Tumaco se presentd mayor efecto antiplasmodial en los
extractos de la colecta de junio (IC50 Hexano: 17 + 1 pg/mL; IC50
Diclorometano 21 + 1 pg/mL; IC50 Metanol 30 + 2 pg/mL), para los
cuales se tiene un mayor contenido de compuestos SN-1 y diosgenona,
principalmente Diosgenona la cual se presenta en mayor cantidad (tabla
6).

Una mejor actividad antiplasmodica en Cocornd y Tumaco se observéd
en los periodos de lluvia de cada localidad, cuando se presenté la mayor
concentracién de los compuestos SN-1 y Diosgenona (Tabla 8), a los
cuales se les atribuye la actividad antiplasmodial (Pabén, et al. 2002;
Loépez, et al. 2009).

Laactividad antiplasmodial del extracto de diclorometano de Cocornd
colecta noviembre (IC50 Diclorometano 23 + 2 pg/mL) y el extracto
de diclorometano de Tumaco colecta junio (IC50 Diclorometano 21 +
1 pg/mL) no presentaron diferencias estadisticamente significativa (p-
valor = 0,001), teniendo en cuenta que SN-1 fue mayor para Cocornd y
Diosgenona para Tumaco (Tabla 8).

Tabla 8
Tabla 8
Cocoma  Actividad Tumaco Actividad
Extracto Compuesto MNaov- antiplasmoadica Jun- antiplasmoadica
2010 (pg/mL) 2011 (pgiml)
5M-1 0g+ 1 ERE
SN-2 191 = 1153
11
N3 g%ﬁ + éﬂg,g +
Diclorometano . 23+ 2 ' 2M=+1
S-4 802 47+ 3
07+
BM-5 ’ 28+£3
" 0.5
Diosgenona 1.7+ 61,0+
°8 04 07

Actividad antiplasmédica (ug/mL) de los extractos de S. nudum colectada en Cocornd y Tumaco.
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Tabla 8 Actividad antiplasmddica (ug/mL) de los extractos de S. nudum colectada en Cocornd y Tumaco.
Actividad citotdxica de los extractos obtenidos de la planta S. nudum

En la tabla 9 se presentan la actividad citotdxica de los extractos de la
planta S. nudum. Se observa diferencias estadisticamente significativas (p
< 0,05), tanto en las localidades como entre los meses de colecta.

Tabla 9
Concentracién citotdxica 50 (CC50) de los extractos (de S. nudum
colectada en Tumaco y Cocornd en el mes de noviembre y junio.

TUMACO | COCORNA |
. P
- T r 7
Extractos NOVIEMBRE | JUNIO |+ e, NOVIEMBRE | JUNIO \*ALOR
Me +DS Me Me DS Me DS
DS
10,87 200,00
a 3 L] :
Hesano 4646+892 oo 008 6131077 n 0 <0001
. 41,02 136,15
] N . 5 e BEI
Diclorometano 36,38 + 6,38 £531 0,324 17,48+ 276 +32.08 0.0001
126,43 + 02,45 111,37
Metanol : : 0,051  84.55+871 >0 054
ano 21,02 £565 : o v

* Prueba t-student p < 0,05; se compararon las concentraciones téxicas 50 (TC50) de cada
extracto entre los meses de noviembre y junio en los municipios de Tumaco y Cocorna.
Me (promedio) y DS (desviacién estdndar)
Tabla 9 * Prueba t-student p < 0,05; se compararon las concentraciones téxicas 50 (TC50) de
cada extracto entre los meses de noviembre y junio en los municipios de Tumaco y Cocorna.

Me (promedio) y DS (desviacién estandar)

Los extractos con mayor efecto citotdxico (TC50 < 100 ug/mL),
fueron los obtenidos con hexano y diclorometano provenientes de
la localidad de Tumaco colecta del mes de junio. Para Cocorna los
extractos con mayor efecto citotdxico fueron los obtenidos con hexano
y diclorometano de la colecta noviembre 2010. Aunque los extractos de
Cocorna de la colecta de junio 2011 no presentaron actividad cititdxica

(TC50 > 100 ug/mL), estos no tienen actividad antiplasmodial.
4. Conclusiones

Ladiferencia en la composicién de los extractos obtenidos de de S. nudum
se debe a las diferencias en algunos aspectos ecoldgicos de las plantas en su
respectivo ambiente. A demas el contenido de compuestos esteroidales y
la actividad antiplasmodial fue superior para los extractos de las regiones
Cocornd y Tumaco en los meses de noviembre 2010 y junio 2011 donde
la precipitacion promedio del lugar fue alterada debido al fenémeno de
La Nifa el cual promovié 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 periodo donde
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no estuvo presente el fendmeno de la Nina, 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
extractos que presentaron mayor actividad antiplasmodial puede deberse
a componente diferentes a los compuestos estereoidales trabajados en
este estudio. Los extractos obtenidos con metanol tanto para Cocornd
y Tumaco en los meses de noviembre 2010 y junio 2011, presentaron
menor actividad antiplasmodial, comparados con los otros extractos, pero
fueron menos citotdxicos.
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