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RESUMEN

La planta Solanum nudum (Solanaceae)
es las más usada por los curanderos de
Tumaco (Colombia) para tratar la mala-
ria. De las hojas y tallos secos de la
planta se prepararon varios extractos, y
del extracto hexánico obtuvimos la sa-
pogenina diosgenona (C27H4003);(25(R)
espirostan-4-en-3-ona). El tratamiento
de la diosgenona (compuesto I) en un
tubo sellado con anhídrido acético, a
200°C durante 6 horas, condujo a la ob-
tención de una mezcla de los compues-
tos ~ y ~. La elucidación estructural de los
compuestos se llevó a cabo mediante el
análisis espectroscópico de RMN-W y
RMN-C13 Los compuestos 2 y 3 son de
tipo furostano; el compuesto 2 es
26-0-acetil-colestan-4-en- 22-hidroxi -3-
ona (C29H4405), y el compuesto 3 co-
rresponde a 26-0-acetil-colestan-4,22-
dien-3-ona (C29H4204). En dos experi-
mentos independientes, se evaluó la ac-

tividad antiplasmodial de la mezcla de los
compuestos 2 y 3 contra la cepa colom-
biana de Plasmodiumfalciparum FCB-2,
y se halló que, en ambos experimentos, y
comparada con sendos controles negati-
vos, la mezcla de los compuestos ~ y ~
presentó actividad antimalárica in vitro
estadísticamente significativa. El porcen-
taje de inhibición del crecimiento parasi-
tario fue de 37 % en un experimento (IC5o
de 5,1 ppm [12,4 ¡,¡M]) Y de 64% en el
otro ensayo (IC5o de 12,8 ppm [31,2
¡,¡M]). Aunque se requiere de más inves-
tigación sobre estos compuestos deriva-
dos de la S. nudum, es claro que ellos
tienen actividad antiplasmodial in vitro.

ABSTRACT

Treatment of sapogenine diosgenone
(compound .!) in a sealed tube with
acetic anhidride, at 200°C for 6 hours,
led to obtention of compounds ~ and J.
Structural elucidation of the com-
pounds was carried out by RMN-H1

and RMN-C13 spectroscopy. The mix
of the compounds 2 and 3 was signifi-
cantly effective against Plasmodium
falciparum FCB-2.
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INTRODUCCIÓN

En el mundo y en Colombia, la malaria
representa un grave problema de salud
pública (1). Por otra parte, el fenómeno
de la resistencia del parásito a las drogas
antimaláricas es creciente (2,3,4,5,6),
motivo que hace indispensable la bús-
queda de nuevos medicamentos, para lo
cual las plantas ofrecen grandes posibili-
dades.

Nosotros encontramos que los médi-
cos tradicionales de las zonas endémicas
de malaria emplean numerosas plantas
para prevenir y tratar la enfermedad; en
Tumaco (Colombia), la más utilizada de
todas las plantas es la Solanun nudum
(Solanaceae), con cuyas hojas y tallos se
preparan infusiones, luego de recoger la
planta en determinadas condiciones que
define el curandero (día, noche; verano,
invierno; etc.). La planta es conocida
con los nombres vulgares de "zapata" o
"zapatico", A partir de las hojas y tallos
secos de la planta, nosotros preparamos
diversos extractos, y del extracto hexá-
nico pudimos demostrar una potente ac-
tividad antimalárica in vitro contra la
cepa colombiana FCB-2 de Plasmodium
falciparum (7). A partir del extracto he-
xánico de S. nudum, obtuvimos la dios-
genona, una sapogenina con fórmula
C27H4oü3, cuya denominación es 25(R)
espiros-tan- 4-en-3-ona (8,9), la cual es
insoluble en agua.

Con el fin de procurar obtener deri-
vados hidrosolubles de la diosgenona
con los cuales se pudiesen hacer ensayos
de actividad antimalárica, la menciona-
da diosgenona fue sometida a tratamien-
to con anhídrido acético. El presente
trabajo informa sobre la elucidación es-
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tructural y la actividad antimalárica in
vitro contra la cepa FCB-2 de Plasmo-
dium falciparum de la mezcla de los
compuestos ~ y }, obtenidos de la dios-
genona (8).

PARTE EXPERIMENTAL

Materiales y métodos

La diosgenona se obtuvo de la planta S.
nudum según una metodología ya em-
pleada anteriormente (7, 8); la planta está
registrada en el herbario de la Universi-
dad de Antioquia con el código 554.

Apertura y acetilación del anillo F de
la diosgenona

Se pusieron 200 mg de diosgenona
(compuesto 1) en un tubo sellado, di-
sueltos en 2 mL de anhídrido acético, y
se sometieron a calentamiento a 200°C
durante 6 horas. Estando frío, el pro-
ducto de reacción se vertió en 50 mL de
agua acidulada (HCI al 2%); luego se
extrajo tres veces con porciones de 50
mL de diclorometano (CH2Clz). La so-
lución orgánica total se lavó con agua,
se secó sobre sulfato de sodio anhidro,
se filtró y se concentró a presión reduci-
da, para obtener un residuo; al monito-
rear este último por cromatografía de
capa delgada (cromatoplacas de alufo-
lien kieselgel 60 F. 254), se halló la
presencia de varios compuestos. La pu-
rificación por cromatografía en columna
(sílica gel 60 H) eluida con la mezcla de
hexano:acetato de etilo (6:4) condujo a
la obtención de 15 mg de mezcla de los
compuestos ~ y }, con prevalencia del
compuesto ~ (ver figura 1). No pudo 10-
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grarse la separación de los compuestos
~ y ~ mediante cromatografía normal y
rápida, por lo cual se tomó la mezcla
para los estudios de actividad antimalá-
rica.

La elucidación tentativa de la estruc-
tura química de los componentes 2 y 3
obtenidos de la diosgenona por acetila-
ción se hizo por métodos espectroscópi-
cos de RMN-Hl y RMN-C13.

Condiciones experimentales
de los bioensayos

Los experimentos se realizaron a partir
de cultivos continuos según la técnica
de Trager y Jensen (10) y según el mé-
todo de Rieckman (11), una microtéc-
nica en la cual se determina la actividad
de los compuestos contra estados ase-
xuados eritrocíticos de Plasmodiumfal-

o
Diosgenona 1

26-0-acetil-colestan-4-en-22-hidroxi-3-ona
(C29H4405)

Figura 1: Apertura del anillo F de la diosgenona

ciparum, utilizando volúmenes de culti-
vo y del compuesto del orden de micro-
litros. La técnica original recibió
algunas modificaciones por parte de
Cruz-Mancipe y Fuenmayor (12), y por
parte nuestra (8). Las condiciones ex-
perimenta~es fueron:

• Cepa FCB-2 de Plasmodiumfalcipa-
rum, parasitemia de 1,0% (13)

• Hematócrito del 5% con glóbulos ro-
jos 0+

• Microplatos de 96 pozos, marca
Falcon, de fondo plano. Por cada
experimento se usaron dos micro-
platos.

• El control negativo de cada experi-
mento consistió en pozos que sólo te-
nían Plasmodium falciparum.

o
3

26-0-acetil-colestan-4,22-dien-3-ona
(C29H4zÜ4)
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Evaluación in vitro de la
actividad antimalárica de la
mezcla de los compuestos 2 y 3

En dos experimentos independientes se
evaluó la acción parasiticida de la mez-
cla de los compuestos ~ y ~ sobre Plas-

modium falciparum (cepa FCB-2). Las
concentraciones empleadas de la solu-
ción madre de la mezcla de los compues-
tos 2 y 3, Y las concentraciones cuya
actividad antiplasmodial se examinó,
fueron las siguientes, según el experi-
mento:

Exp. Solución madre Rango de concentraciones evaluadas en bioensayos

1 1053.3 rng/lOO rnL 95,76 a 0,19 rng/100 rnL, haciendo diluciones seriadas dobles

2 300 rng/l 00 rnL 27,27 a 0,05 rng/lOO rnL, haciendo diluciones seriadas dobles

Previamente se demostró que las
concentraciones examinadas de la mez-
cla de los compuestos ~ y ~~carecían de
efecto citotóxico, empleando para ello el
protocolo de Maron y Ames (14), el cual
usa como blanco la cepa TA-100 de Sal-
monella typhimurium.

En cada experimento, en el primer
pozo se depositaron 20 ttL de la mezcla
de los compuestos ~ y ~ sobre 200 ttL de
cultivo de Plasmodium falciparum; a
partir del primer pozo se realizaron dilu-
ciones al doble, hasta un total de diez di-
luciones o concentraciones de la mezcla
de los compuestos ~ y ~. De cada dilu-
ción se realizaron doce réplicas, para un
total de 120 observaciones por experi-
mento. Cada vez, los pozos del control
negativo sólo contenían 100 ttL de pará-
sitos en cultivo; el número de observa-
ciones del control negativo fue de 72.

La lectura de la parasitemia fue rea-
lizada en extendidos de sangre tomados
del contenido de cada pozo, coloreados
con Giemsa. Se utilizó un microscopio
de luz blanca con objetivo 100x. En
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once campos microscópicos se contaron
los parásitos asexuados, discriminados
por estadio (anillos, trofozoítos y esqui-
zontes); la cifra de parásitos en cada esta-
dio se multiplicó por tres. La parasitemia
se expresó en porcentaje.

El efecto antimalárico (antiplasmo-
dial) se definió como el porcentaje de inhi-
bición de crecimiento del parásito en los
pozos tratados con la mezcla de los com-
puestos ~ y ~, comparado con el de los po-
zos sin tratamiento (control negativo). El
porcentaje de inhibición de crecimiento
del parásito o porcentaje de inhibición de
la parasitemia se calculó de acuerdo con
Deharo y colaboradores (15): diferencia
entre la parasitemia del control negativo y
la parasitemia con la mezcla, dividida por
la parasitemia del control; el resultado se
multiplica por 100.

Análisis estadístico

En cada experimento se realizaron los
siguientes análisis con el programa Stat-
graphics 7.0:
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a) Comparación de los promedios de
parasitemia de los dos grupos (con-
trol y mezcla de los compuestos 2 y
3) mediante una prueba t para mues-
tras independientes.

b) Comparación de los promedios de
parasitemia de las once concentra-
ciones de la mezcla de los compues-
tos 2 y 3, considerando como
concentración cero la correspon-
diente al control negativo y como
concentraciones 1 a 10 las ya descri-
tas para la diosgenona acetilada. Se
aplicó para ese fin la prueba no para-
métrica de Kruskal y Wallis. Esta
prueba se escogió porque, si bien las
curvas de distribución de parásitos
en cada dilución tuvieron una distri-
bución normal (según se demostró
con el análisis de Kolmogorov-Smir-
nov), las varianzas de las once dilu-
ciones no fueron iguales (según la
prueba de homocedasticidad de las
varianzas de Bartlet), lo cual impidió
aplicar la prueba paramétrica de aná-
lisis de varianza (anova).

c) Se realizó un análisis de rango múlti-
ple por el método de Newman y
Keuls al 95 % para identificar cuáles
promedios diferían de los otros.

d) Se hizo un análisis de correlación y
de regresión lineal para establecer si
existía correlación entre el número
de parásitos y la concentración de la
mezcla de los compuestos 2 y 3 a fin
de establecer la relación dosis-res-
puesta.

En todas las pruebas y estimaciones
se aplicó un nivel de confianza del 95%
(2 < 0,05).

RESULTADOS y DISCUSIÓN

Identificación de los compuestos 2 y 3

Compuesto 2: 26-0-acetil-colestan-
4-en-22-hidroxi-3-ona (C29H440S).

Espectro de RMN-HI (CDCh, 200
MHz) 8 (ppm): 0,80 (s, C-18); 1,24 (s,
C-19); 0,77 (d, C-27); 0,96 (d, C-21);
5,67 (s, C-4); 3,39 (dd, C-16); 2,1 (s,
CH3-CO).

Espectro de RMN-13C (CDCh,
75,5 MHz) 8 (ppm): 200,1 (C-3);
179,8 (C-5); 123,8 (C-4); 80,6 (C-16);
109,0 (C-22).

Compuesto ;!: 26-0-acetil-colestan-
4, 22-dien-3-ona (C29H4204).

Espectro de RMN-13C (CDCh, 75,5
MHz) 8 (ppm): 200,1 (C-3); 179,8
(C-5); 123,8 (C-4); 80,6 (C-16); 109,3
(C-22).

El componente mayoritario ~ pre-
senta cuatro señales: dos dobletes a
0,77 y 0,96 ppm, y dos singletes a
0,80 y 1,24 ppm, asignados a los meti-
los de los carbonos C-27, C-21, C-18
y C-19, respectivamente. Una señal a
5,67 ppm del protón vinílico del siste-
ma 4-en-3-ona (16,17), justificado por
las señales RMN-C13 a 123,8, 179,8 Y
200,1 ppm. Una señal a 2,1 ppm se
asigna a un grupo acetilo, lo cual im-
plica la apertura del anillo F, ya que la
señal en el espectro de RMN -C 13 a
109,2 ppm es característica de estero-
les tipo furostano (18,19,20). El com-
puesto 2 conserva la estructura de tipo
furostanol, ya que la señal 3,39 ppm
puede asignarse al protón del C-16, co-
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rroborado con la señal a 80,69 ppm
(18,19).

El compuesto l sólo se detectó en
vestigios, y, por las señales en el espec-
tro de RMN-Ci3 a 109,3 y 153,4 ppm,
se corrobora el doble enlace entre los
carbonos C-20 y C-22. De acuerdo con
los datos espectrales obtenidos por
RMN-C13, RMN-HI Y el análisis reali-
zado a éstos, se pueden proponer las es-
tructuras como las correspondientes a
los compuestos obtenidos por degrada-
ción de la diosgenona en las condiciones
dadas (ver figura 1).

Actividad antimalárica de la mezcla
de los compuestos 2 y 3

Comportamiento de los
controles negativos

Debido a que el análisis final de esta in-
vestigación comparó el promedio de pa-
rasitemia de los pozos tratados con la

mezcla de los compuestos 2 y 3, con el
promedio de parasitemia de los pozos
con control negativo, es importante
analizar el comportamiento de dicho
control, cuyos datos estadísticos se pre-
sentan en la tabla 1. De un experimento
a otro hubo notoria oscilación y una di-
ferencia estadísticamente significativa
entre los promedios de parásitos de los
dos controles (F= 571,22; p= 0,0000),
motivo por el cual los resultados de los
dos experimentos se presentan por se-
parado: los datos del ensayo con la
mezcla de los compuestos 2 y 3 en el
experimento 1 se contrastan con el
control 1, Y en el experimento 2 se
comparan con el control 2. Estas dife-
rencias en el comportamiento del pará-
sito en los controles eran esperadas,
según nuestra experiencia de más de
diez años de trabajo con la cepa
FCB-2, por lo cual siempre se usa un
control actual para cada experimento;
esto parece ser parte de la variación
biológica del parásito.

Tabla 1. Porcentaje de parasitemia en los controles negativos de los dos experimentos con la
mezcla de compuestos 2 y 3 obtenidos de diosgenona (compuesto 1)

Variable Control! Control 2

Tamaño de la muestra 72 72

Media aritmética 1,438 2,835

Varianza 0,095 0,151

Desviación estándar 0,308 0,388

Error estándar 0,036 0,045

Coeficiente de variación 21,5% 13,7%
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Comportamiento de la mezcla de los
compuestos 2 y 3

En la tabla 2 se aprecian las estadísticas
sobre la parasitemia cuando los parási-
tos fueron tratados con la mezcla de los
compuestos 2 y 3, en cada uno de los
dos experimentos. En el experimento
2, el promedio de parásitos en los pozos
con tratamiento fue de más del triple
del promedio en el experimento 1, con
una diferencia estadísticamente signifi-
cativa (F= 106,14; p= 0,0000).

Los resultados obtenidos en los ex-
perimentos 1 y 2 muestran un efecto
antimalárico para la mezcla de los
compuestos 2 y 3: en el experimento 1,
el control tiene 1,43 %, Ylos pozos tra-
tados poseen en promedio 0,523 %;
por su parte, en el experimento 2, los
controles tienen 2,83 %, Y los pozos
tratados presentan en promedio 1,784 %.
Esta diferencia entre los promedios de los
controles y de los pozos tratados es muy
significativa en ambos experimentos (ex-

perimento 1: F= 191,51; P = 0,0000;
experimento 2: F= 48,48;p= 0,000).

Al considerar la parasitemia en fun-
ción de la dosis o concentración de la
mezcla de los compuestos 2 y 3, se ob-
tienen los resultados que se presentan en
la tabla 3, en la cual puede apreciarse
que en cualquiera de los diez pozos, la
concentración de la mezcla de los com-
puestos 2 y 3 es mucho mayor en el ex-
perimento 1 que en e12, en una relación
de 3,5 a 1. En el experimento 1, es claro
que hasta el pozo 9 (la mezcla de los
compuestos ~ y l: 0,38 mg/lOO mL) el
promedio de cada concentración tiene
una gran diferencia con respecto al con-
trol negativo. En el experimento 2, es
evidente que hasta el pozo 5 (concentra-
ción de la mezcla de los compuestos ~ y
l: 1,17 mg/lOO mL) el promedio de
cada concentración difiere en forma
marcada con respecto al control negati-
vo. Además, debe apreciarse que la di-
ferencia entre los pozos control y los
pozos tratados oscila en torno a la mis-

Tabla 2. Porcentaje de parasitemia en los pozos tratados con la mezcla de compuestos 2 y 3,
obtenida de la diosgenona (compuesto 1), según experimento

Medida Experimento 1 Experimento 2

Muestra 120 120

Promedio 0,523 1,784

Varianza 0,254 1,544

Desviación estándar 0,504 1,243

Error estándar 0,046 0,113

Coeficiente de variación 96,4% 69,6%
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ma concentración: 1,17 a 1,50 mg/lOO
mL. Las diferencias de parasitemia por
concentración son estadísticamente sig-
nificativas, es decir, debe aceptarse que
el promedio de parásitos no es el mismo
en todas las concentraciones (experi-
mento 1: F= 90,317;p= 0,0000; expe-
rimento 2: F= 200,610; p= 0,0000).

El análisis de correlación (en cada
uno, n= 192, con 11 concentraciones,
incluyendo la concentración cero) mues-

tra que en cada experimento hay correla-
ción negativa entre las variables de
parasitemia y de concentración de la
mezcla de los compuestos ~ y 1, lo cual
indica que, a medida que aumenta la
concentración del antiparasitario, se re-
duce la parasitemia. Las ecuaciones de
regresión lineal ajustadas (Y = a - bX) a
los datos de cada experimento son las si-
guientes, donde Y es parasitemia y C es
concentración de la mezcla de los com-
puestos ~ y 1:

Exp. Ecuación r R2

1 Parasitemia = 1,047 - [0,015 (Concentración)] -0,603 36%

2 Parasitemia= 2,116 - [0,128 (Concentración)] -0,809 65%

Los valores del estadígrafo F para
los coeficientes "a" y "b" de cada expe-
rimento fueron altamente significativos
(experimento 1: para a: F = 26,1681,
P = 0,0000; para b: F = -10,4431,
P = 0,0000; experimento 2: para a:
F = 49,0354, P = 0,0000; para b:
F = -18,9676, P = 0,0000).

Llama la atención que la pendiente
(coeficiente "b") del experimento 1
tiene la mitad del valor de la del expe-
rimento 2, lo cual concuerda con el he-
cho de que la concentración de la
mezcla de los compuestos 2 y 3 en el
experimento 1 es 3,5 veces mayor que
la del experimento 2.

Si Y = a + b.C, entonces
C = (Y - a)/b. Si se recuerda que la pa-
rasitemia inicial fue de 1%, puede calcu-
larse la concentración de compuestos
que se requiere para reducir la parasite-
mia en un 50% (rebajarla a 0,5%), o

sea, calcular la concentración inhibitoria
50 (CIso). Hechas las operaciones, se
obtiene que la CIso en el experimento 1
es de 1,28 mg/lOO mL, que equivalen a
12,8 ppm (31,19 11M), mientras en el
experimento 2 es de 0,51 mg/lOO mL, o
5,1 ppm (12,4 11M).

En resumen, la mezcla de los com-
puestos 2 y 3 mostró actividad antimalá-
rica in vitro contra la cepa FCB-2 de
Plasmodium falciparum, expresada en
una reducción del crecimiento parasita-
rio de 37 a 64 %, a la cual corresponde
una ICso de 5,1 a 12,8 ppm (12,4 a 31,2
11M). A pesar del comportamiento no
homogéneo de la mezcla de los com-
puestos ~ y 1en los dos experimentos,
en ambos hay aspectos comunes de
suma importancia, como que la activi-
dad antimalárica se observó inequívoca-
mente en ambos y que en los dos hay una
clara relación dosis-respuesta, de tal
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forma que al incrementarse la dosis de
los compuestos, se reduce la parasite-
mia. Es claro que se requiere de más in-
vestigación que permita aclarar
problemas existentes. Sin embargo, no
caben dudas sobre el carácter prom iso-
rio de la planta Solanum nudum como
posible fuente de antimaláricos y, en
particular, de sus productos la diosgeno-
na y sus derivados.
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