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Abstract

Malariais a public health problem worldwide due to their morbidity and mortality. It 15 a
leading parasite disease in the tropics and subtropics including Latin America. Most cases
of malaria are due to Plasmodium vivax y Plasmodium falciparwm. Current treatments are
becoming less effective due to the development of resistance by the protozoan; therefore 1t
1 necessary to search lor new effective therapeutic alternatives. In this studyweevaluated
the biocide activity of threealkamidesandborneolesterfromH.  longipesroots  against
F.falciparumin vitro.TheN-1sobutyl-2E, 6Z, 8Edecatrienamide showedbiocide activity at
72.39pM, while its partially reducedmoleculeN-1sobutyl-2Edecamonoenamidewas  at
133.3pM.For theN-isobutyl-2Z-monoen-8, 10-diinundecamide the biocide activity was at
1 7.02pMand2E,6Z,8 Ebornyldecatrienoatewasat 52.98uM. The  resultssuggestthatalkamides
of H. longipesA.BlakeGrayhavebiocide activity, which is influenced bythe presence ofN-
isobutyl substituent, double bondsat 6.2, 8Epositionsand long chain.

Introduccion

El paludismo o malaria es una enfermedad parasitaria causadapor protozoarios del género
Flasmodiumque se transmiten al hombre a través de la picadura delas hembras infectadas
de los mosquitos del géneroAnopheles(Zhang et al. 2001, Kinami et al. 2002).Las especies
causantes de la enfermedad son P.ovale, P. malariae, P. vivax y P. falciparum; siendo estas
dos dltimas las de mayor distribucion en el mundo: vy P. falciparum el agente causal del
paludismo  severo gue ocasiona altos indices de mortalidad. El paludismo afecta
aproximadamente al 40% de la poblacion mundial, principalmente en los paises pobres de
las regiones tropicales de Africa, Asia y América Latina. El paludismo se caracteriza por la
presencia de fiebre, escalofrios y malestar general, siendo la sintomatologia variable en
funcidn de la especie dePlasmodiumcausante de la enfermedad (WHO, 1998).

El tratamiento del paludismo depende principalmente de la administracion de
farmacos tales como cloroguina, guinina, meflogquina y pirimetamina, los cuales interfieren
con la digestion de la hemoglobina en las etapas eritrociticas del pardsito, siendo hasta hace
unas décadas los tratamientos de eleccion (Foley y Tilley 1998, Menting et al. 1997). Sin
embargo, el uso indiscriminado levd a la aparicion de cepas resistentes en gran parte del
mundo, principalmente a la cloroguina (Bernaola v Marcoteguir 2001). Debido a la
disminucion de la eficacia de estos medicamentos es necesaria la basqueda de nuevas
alternativas para contrarrestar la enfermedad.Las plantas medicinales utilizadas en la
medicina tradicional para el tratamiento del paludismo representan una alternativa para la
bisqueda de nuevos compuestos con actividad antiparasitaria. Al respecto se han aislado
lactonassesquiterpénicas de especies de la familia Asteracea, las cuales muestran actividad
parasiticida contra F. falciparum. Los compuestos Neurelin A y NeurelinB obtenidos de
Neurolaenalobata muestran efectos comparables con los farmacos de referencia, artemisina

y quinina (Caniato y Puricelli 2003).



En algunos extractos de Simaroubaceasp se encontraron triterpenosbrucein A,
brucein B, brucein D y brusantol, los cuales poseen actividad in vitro contra P. falciparum,
sin embargo son citotoxicos y poco especificos (Caniato y Puricelli 2003).

Otro  grupo de compuestos bivactivos  denominados  alcamidashan  mostrado
actividad parasiticida in vitro. Zanthoxylumgilleties una planta utilizada para el tratamiento
del paludismo en la medicina tradicional de Tanzania, a partir de la cual se aislaron dos
alcamidas sustituidas (con grupo N-isobutil): la N-isobutl-2E 4FE-decadienamida v la N-
isobutil-3-(3,4-metilendioxyfenil)-2E-propenamida, que poseen actividad biocida contra P,
falciparum, atribuyendo dicha actividad a la insaturacion 2 Epresente en la estructura de las
alcamidas (Weenen et al. 1990).En un trabajo similar con Phyllantusfrate rnus,utilizada en
Ghana para el tratamiento del paludismo, se aislaron dos alcamidas no sustituidas: la
2E 4E-octadienamida y 2E 4Z-decadienamida, las cuales poseen moderada actividad contra
F. falciparum, donde los autores sugieren que no es necesaria la presencia del grupo N-
isobutil, siendo sdlo necesaria la insaturacion 2E para el efecto observado (Sittie et al,
1998). Sin embargo, en ambos trabajos faltd considerar la longitud de cadena de las
alcamidas, asi como la presencia de enlaces triples. Heliopsislongipes A. Gray Blake es una
planta endémica de la Sierra Gorda del Estado de Guanajuato, encuyas raices acumula
alcamidassiendo la N-1sobutil-2E,6Z,8Edecatnenamida (afinina) el compuesto mayoritario
al cual se atribuyen las actividades bioldgicas de la planta (Ximénez 1615, Martinez 1994,
Molina-Torres et al. 1999). Una de las caracteristicas de la afinina vy de las alcamidas
sintetizadas por H. longipes A. Gray Blake es la presencia de lainsaturacion 2E en su
estructura, la cual se ha demostrado desempena una funcién importante en la actividad
bactericida, fungicida v como hormona de crecimiento de Arabidposisthaliana (Molina-
Torres et al. 1999, Molina-Torres et al. 2004, Ramirez-Chavez et al. 2004).
Heliopsislongipes A. Gray Blake posee ademds alcamidas con longitud de cadena variable,
dos o mds dobles enlaces, asi como triples, por lo que esta planta representa un buen
modelo para llevar a cabo estudios de relacion estructura funcion. Asi mismo, se ha
demostrado que los extractos etandlicos de las raices de la planta no muestran efectos
citotoxicos en cultivos celulares in vitro, m en un modelo de raton in vive (Carino-Cortés et
al. 2010). Lo gue valida su uso como modelo de estudio, asi como fuente de moléculas con
potencial farmacoldgico.En base a lo anterioren este trabajo se evalud el efecto de tres
alcamidasy un éster, aislados de H. longipesA. Gray Blake contra P. falciparum in vitro,
con el objetivo de determinar la relacion estructura-actividad de las alcamidas.

1.1 Método

Recoleccion del material vegetal: Se recolectaron raices de H. longipesA. Gray Blake, en el
municipio Puerto de Tablas, Xichil en la Sierra Gorda del Estado de Guanajuato, a altitudes
entre 2589 msn, en terrenos alterados de bosque de encinos (Quercussp) v con pendientes
pronunciadas. La autenticidad del material fue realizada por el Dr. JerzyRzedowski del
Instituto de Ecologia de Pdtzcuaro, Michoacin donde se depositaron especimenes de
referencia ( Garcia-Chévez et al. 2004).
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Obtencion de extractos: El extracto etandlico de las raices de H. longipesA. Gray
Blake se obtuvo a partir de 1.5 Kg de raices secas, las cuales fueron pulverizadas y
maceradas con 10 L de etanol absoluto durante una semana a temperatura ambiente,
transcurrido este periodo el extracto se filtrd con papel filro Whatman No. 2 para eliminar
particulas suspendidas.

El extracto obtenido se concentrd hasta aproximadamente 1 L, wtlizando un
evaporador rotatorio Biichi 461 a una temperatura de 50 °C, posteriormente el extracto se
guardd a 4 °C hasta su wso. Las muestras del extracto etandlico fueron analizadas en un
Cromatogralo de Gases (GC Hewlett-Packard modelo 5890) equipado con una columna
capilar HP-IMS (30 m x 0.25 mm, 1d.: 0.25 /im flm thickness) acoplado a un
Espectrometro de Masas (Hewlett-Packard, modelo 5972 MSD). El equipo fue programado
con las siguientes condiciones de operacidn: la temperatura del inyector se mantuvo a 200
°C, mientras que la temperatura inicial del hormno a 150 °C durante 3 minutos, con
incremento de 4 °C por minuto hasta lograr una temperatura final de 300 °C, la cual se
mantuvo durante 20 minutos. Se utilizé Helio como gas acarreador con un flujo constante
de 1 mL/min.

Purificacion de las alcamidas del extracto de H. longipesA. Gray Blake:El extracto
etandlico fue fraccionado mediante cromatografia en columna utilizando silica gel 60G
(J.T. Baker) como soporte. El extracto fue eluido utilizando 100 mL de hexanoy mezclas de
he xano:acetato de etilo (Hex: AcoEt) con polaridad creciente: 100 mL (90:10 v/v), 200 mL
(80:20 w/v), 100 mL (70:30 w/v), 100 mL (60:40 v/v), 100 mL (50:50 v/v) y 100 mLde
acetato de etilo.Se colectaron fracciones de 50 mL, las cuales fueron evaporadas, disueltas
en 1 mL de etanol v analizadas mediante CG-EM para determinar el perfil de compuestos
en cada fraccion. Las fracciones que mostraron compuestos aislados a partir del extracto se
purificaron mediante cromatografia en capa fina, utilizando placas de vidrio de 20 em X 20
cm 1impregnadas con 0.5 mm de silica gel 60G (Merk). Las placas se desarrollaron en una
cdmara de vidrio con el sistema de solventes Hex: AcoEt 2:1 (v/v) durante 45 minutos.
Posteriormente se secaron al aire y se asperjaron con una solucion etandlica de fluoresceina
al 0.02%. Las placas se observaron bajo luz ultravioleta, de las cuales se eluyeron las
bandas mayoritarias utilizando AcoEt como eluato. El AcoEt se evapord a sequedad vy las
bandas purificadas se resuspendieron en etanol y se analizaron mediante CG-EM, el
procedimiento se repitid hasta obtener un solo pico en los cromatogramas. La N-i1sobutil-
2E.6Z 8Edecatrienamida fue sometida a reduccion catalitica siguiendo el procedimiento
descrito por Rios-Chivez (2003), a 10 mg de la molécula pura se le adicionaron 10 mg de
oxido de platino como catalizador. La mezcla se mantuvo a 80 °C y se burbujed Hidrogeno
durante 7 minutos. La mezcla de reaccion se purificd mediante cromatografia en capa fna.

Bioensayos contra Plasmodiumfalciparum: Los ensayos se realizaron en cajas de
cultivo celular de 24 pozos (Nuaire) colocando 990 pLL de cultivo de P. falciparma una
parasitema de 2 % y hematocrito del 5 %. A cada pozo se adicionaron 10 pLL de la solucidn
de compuestos a fin de obtener concentraciones de 2, 4, 6, 8, 16, 20, 25, 30 y 35 pg/mL.
Como control positivo se utilizaron dosis del,5, 10, 15 y 20 pg/mL de Pirimelﬂminum}r
como control negativo se utilizaron 10 pL. de etanol.



Ademids se utilizd un control de eritrocitos al 5 % mis 10pL de etanol y como
blanco 990 pL del cultivo de P. falciparum mas 10 pL de medio RPMI 1640. La caja del
bioensayo fue expuesta durante un minuto a una mezcla de gases 1% O3, 3% CO; y 96 %
Nz y se Incubaron a 37°C durante 24 horas. Transcurrido el periodo de incubacion se
tomaron alicuotas de 100 pLL para realizar un frotis, el cual fue tefildo con colorante Giemsa
y se observd en el microscopio para determinar el porcentaje de parasitemia.Los datos
obtenidos fueron analizados utilizando el programa de disenos experimentales FAUANL
version 2.5 (Ohvarez-Sdenz, 1994). La dosis letal media se determind mediante analisis de

regresion (Zhang et al. 2001).
1.2 Resultados

Perfil cromatogrifico del extracto etandlico de las raices de H. longipesA. Gray Blake: A
partir del extracto concentrado a presion reducida se recuperd un aceite color amarillo,cuyo
aspecto correlaciona con la naturaleza lipidica de las alcamidas. El aceite se disolvid en
etanol absoluto y se analizé mediante CG-EM. El anilisis del cromatogramamuestravarios
compuestos los cuales se identificaron en base a la biblioteca NIST (Grafico 1).

Grafico 1 Perfil cromatogrifico del extracto etandlico de las raices de H. longipes AGray
Blake
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El pico mds alto corresponde a la (a) N-isobutil-2E.6Z 8FEdecatrienamida, el
compuesto bioactivo presente en las raices de la planta. El resto de los picos corresponden a
las  diferentes  alcamidas  presentes en el extracto, (b)  N-(2-metilbutil)-
2E.64 REdecatnenamuda, (¢) N-1sobutil-2Z-monoen-8,10 diin-undecamida, (d) N-isobutil-
2E-monoen-8,10 diin-undecamida y (e) 2E,6Z 8E decatrienoato de bornilo.
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El anilisis del cromatograma revela un compuesto mayoritario que eluye con un
tiempo de retencidn de 11.53 minutos (Figura 1); y un patron de fragmentacion por EM m/z
(masalcarga) = 221 (10), 192 (4), 141 (100), 126 (39), 98(26), 81 (94), 68 (14), 53 (12): el
cual al ser comparado con la biblioteca NIST, confirma que el compuesto mayoritario en
las raices de H. longipesA. Gray Blake es la (a) alinina (N-isobutil-2E,6Z8E
decatrienamida), cuyos picos m/z= 221 y 141 corresponden al 16n molecular y al 16n padre,
respectivamente (Figura 2).

Por otro lado el cromatograma, muestra que ademdis de la alinina, el extracto
contiene compuestos minoritarios (Figura 1) cuyo patron de [ragmentacion por EM
comparado con la base de datos, sugiere que corresponden a distintas alcamidas: (b) N-(2-
metilbutil)-2E,6Z 8E decatrienamida, (c) N-1sobutil-2Z-monoen-8,10 diin-undecamida y (d)
N-isobutil-2E-monoen-8,10 diin-undecamida; y el éster (e) 2E,6Z8E decatrienoato de
bornilo (Tabla 1, grafico 1.2), lo cual demuestra que el extracto etandlico estd formado por
una mezcla de alcamidas. Finalmente, con el andlisis por CG-EM se determind la
concentracion del extracto, estimada como 142.2 mg/mL en base a la alcamida mayoritaria;
la afinina, considerada como parimetro indicador de la eficiencia del proceso de extraccion.

Grafico 1.1 Patrdn de fragmentacion por Espectrometria de Masas de la afinina, N-
1isobutil-2E, 67, 8Edecatnienamida.
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Tabla 1. Perfil cromatogrifico del extracto etandlico de las raices de H. longipes A. Gray Blake

Compuesto TR EM (mv/z)
( a)N-1sobutil- 1153 | 221 (1), 192 (), 141 (1000, 126 (39), 98(26), &1 (%), 68
2E. 67 8 Edecatrienamida (14), 53(12)
(b)N-( 2-metilbutil )- 1362 0 235 (12), 53 (1), 69 (18), 81 (100), 86 (30), 9% (14), 126
2E.6Z 8 Edecatnenamida | (12), 155 (88)
(cN-isobutil-2Z-monoen-8,10  diin- | 1453 | 230 (1), 146 (1), 141 (9, 131 (73), 117 (76), 103 (27).
undecamda Ol (95), 57 (100}
(d)N-isobutil-2E-monoen-8.10  diin- | 1497 | 231 (17), 57 (45), 63(35), 79 (21), 91 (100}, 103 (41), 116
undecamida (45). 131 (58)
(e)2 E, 67,8 Edecatrienoato de bornilo L1801 0 302 (0.2), 137 (76), 121 (9), 109 (13), 93 (14), &1 (1040),

L 69(7). 55(6.1)

TR= Tiempo de retencion; EM= Patrdn de fragmentacion por espectrometria de masas
Figura 1.2 Estructura de las alcamidas aisladas del extracto etandlico de H. longipes A. Gray Blake: (A)

N-1sobutl-2FE .62, 8Fdecatrenamida, (B) N-wsobutil-2E.62.8E decamonoenanuda (C) N-sobutil-22-
monoen-8,10 diin-undecamiday (D) 2E,6Z8E decatnienoato de bornilo
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1.3 Aislamiento v purificacion de las moléculas del extracto etanolico de H. longipes A. Gray
Blake.

Las fracciones eluidas con la mezcla de solventes Hex:AcoEt 90:10, 70:30 y 50:50 mostraron
compuestos aislados, por lo que se procedid a realizar la purificacion mediante cromatogralia en capa
fina. A partir de la mezcla 90:10 se obtuvo el 2E.6Z 8Edecatrienoato de bornilo, mientras que de las
mezclas 70:30 y 50:50, la molécula mayoritana del extracto N-isobutil-2E,6Z,8 Edecatrienamida v la N-
isobutil-2Z-monoen-8, 10-diin-undecamida, respectivamente. Las moléculas se resuspendieron en etanol
y se cuantificaron mediante CG-EM hasta su uso. Ademads, la N-1isobutil-2£,6Z,8 Edecatrienamida fue
sometida a reduccion catalitica para obtener una molécula reducida parcialmente, la N-isobutil-
2Edecamonoenamida, cuya identidad fue confirmada por CG-EM y Resonancia Magnética Nuclear
(datos no mostrados).



1.4 H. longipes A. Gray Blake muestra efecto antiparasitario contra P. falciparum in vitro.

Los resultados obtenidos muestran que el extracto etandlico y alcamidas de H. longipes A. Gray Blake
ejercen actividad contra P. falciparuminvitro(Tabla 2). La parasitemia disminuye en relacion directa con
la concentracion del las moléculas evaluadas, asi se observd deformacion de la membrana parasitéfora,
colapso v muerte de trofozoitos y esquizontes, siendo estos los estadios mds alectados por las alcamidas.
Los compuestos pueden ordenarse en base a la actividad mostrada: 2E,6Z, 8Edecatrienoato de bomilo =
N-1sobutil-2Z-monoen-8, | -diin-undecamida = N-isobutil-2E.6Z, 8Edecatnienamida > N-1sobutil-
2Edecamonoenamida.

Tabla 1.1 Dosis Letal 50 de las alcamidas evaluadas contra P. faleiparum

Molécula DL:quM
Extracto etandlico o). 49
N-izobutil-2 E, 64 8 Edecatnenamida 2.3
N-1sobutil-2 Edecamonoenamida 133.30
N-izobutil-2Z-monoen-8, 10-din-undecamida 5208
2E 6 REdecatriencato de bomilo 17.02
Pinmetamina 12.00)

1.5 Discusion

Previamente se ha demostrado la actividad parasiticida de las alcamidas aisladas de dos plantas
medicinales utilizadas en la medicina tradicional de Africa, ZanthoxyllumguilletiyPhyllantusfraternus,
dicha actividad se ha atribuido a la insaturacion 2E presente en la estructura de las alcamidas
independientemente de la presencia del sustituyente N-isobutil (Weenen et al. 1900, Sittie et al. 1998).
Sin embargo en estos estudios no fue considerada la longitud de cadena, la cantidad de dobles enlaces, la
presencia de triples enlaces y la longitud de la cadena. Heliopsislongipes A. Gray Blake sintetiza varias
alcamidas, cuyas caracteristicas son la presencia del sustituyente N-isobutil e insaturaciones, siendo la
mds comin la 2E, variedad de longitud de cadena y la presencia de triples enlaces en la evaluacion
biologica.

Estas caracteristicas la hacen un buen modelo para estudiar la relacion estructura funcion de las
moléculas sintetizadas por la planta. La N-1sobutil-2E,6Z,8 Edecatrienamida, es la alcamida mayoritaria
presente en las raices de esta planta, la cual es responsable de los efectos bactericida, fungicida, entre
otros (Molina-Torres et al. 1999, Molina-Torres et al. 2004).

El extracto etandlico de H. longipes ejerce efecto contra P. falciparum de manera dependiente de
dosis, el cual puede ser atribuido al efecto sinérgico de las alcamidas presentes en las raices. La N-
isobutil-2 E,6Z,8 Edecatrienamida, alcamida mayoritaria, con longitud de 10 dtomos de carbono muestra
efectos similares parasiticidas. Sin embargo su derivado, la molécula parcialmente reducida la N-
i1sobutil-2 Edecamonoenamida, en la cual se eliminaron las insaturaciones 62, 8E; disminuyen la
actividad bioldgica demostrando la importancia de estos dobles enlaces para dicha actividad.
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Por otro lado la moléculaN-isobutil-22-monoen-8, 10-diin-undecamida, con longitud de 11
atomos de carbono, dos triples enlaces en las posiciones 8 y 10, ejerce efecto a menores concentraciones
que la N-1sobutil-2E .67, 8 Edecatrienamida.

Mientras que el 2E.6Z 8FEdecatriencato de bornilo, con longitud de cadena de 10 dtomos de
carbono y como sustituyente el borneol, ejerce efecto a menores concentraciones gue las alcamidas
anteriormente mencionadas. Los resultados obtenidos sugieren en orden de importancia para la actividad
contra P. falciparum, el tpo de sustituyente conjugado a las insaturaciones 2E,6Z8E; la longitud de
cadena, triples enlaces: la insaturacion 2E conjugada con 6Z,8E. Ademis la importancia del N-1sobutil
puede estar asociada a las insaturaciones conjugadas 2E.6Z.8Ey a la longitud de cadena carbonada.

1.6 Conclusiones

Las alcamidas de H. longipes A. Gray Blake ejercen actividad parasiticida contra P. falciparumin vitro,
esta actividad estd relacionada con el tipo de sustituyente presente en la estructura molecular, asi como
la longitud de cadena carbonada, los triples enlaces y las insaturaciones 2E,678E.
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