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[. RESUMEN

En este estudio se aislo, purificé y caracterizé un isomero de la afinina
proveniente del extracto de Ia raiz de Heliopsis longipes tratado con temperatura alta
en presencia de alto contenido de humedad. La muestra isomerizadé fue analizada por
Cromatografia de Gases acoplada a un detector de Selectivo de Masas (GC/MSD)
analizando el espectro obtenido. En el cromatograma se observd |a presencia de la
afinina y dos estéreo isémeros que se resolvieron en columna capilar analitica de 30 m.
de longitud. Los isémeros del extracto isomerizado fueron fraccionados utilizando una
fase estacionaria activada con plata en Cromatografia en Columna y en forma similar
por Cromatografia en Capa Fina (TLC). Uno de los isomeros se separd y caracterizd
Por espectrometria de masas, IR y RMN. Con este isémero se realizé un bioensayo de
toxicidad con Saccharomyces cerevisiae, Bacillus subtillis y Pseudomonas syringae
helianthi para comparar su actividad biocida en relacion a de Ia afinina. Se utilizaron
para evaluacion dosis de 50, 75, 150, 200 y 250 ug/ml. En los tres microorganismos el
isomero de afinina todo trans aislado mostro tener mayor eficacia como inhibidor de
crecimiento. Para S. cerevisiae a 75 Hg/ml, afinina inhibid un 12% de en comparacion a
un 94% con el isémero: para B. subtillis, 75 ug/ml un 55% de inhibicidn con afinina en
comparacion a un 98% de inhibicién con el iIsomero; y para P. syringae helianthi 50
Hg/ml mostré una inhibicion del 15% con la afinina en comparacion a un 73% de
inhibicion con el isémero. Para sy debida caracterizacion, el isdémero aislado se envi6 a
un estudio de Resonancia Magnética de "*Carbono en un equipo 'HNMR y *CNMR

Modelo Varian Gemini 200 en Ia Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo vy



fue lo que nos confirmé que realmente el isdmero aislado se trata de afinina todo-frans :
Por lo que concluimos que la configuracién trans-cis-trans de {a afinina tiene relacién
con su actividad inhibidora de crecimiento, Y proponemos que se realicen mas estudios

para comprobar si otras propiedades que se le atribuyen a esta molécula tienen

relacion con su configuracion.



Il. ANTECEDENTES

Heliopsis longipes (Gray) Blake
Descripcion taxonémica

El género Heliopsis pertenece a |3 tribu Heliantheae de ig familia Asteraceae.
incluye 14 especies, la mayoriag endémicas a México y aun no todas totalmente
definidas (Garcia-Chavez et al., 2004). La mayor diferencia que separa las especies de
Heliopsis de las de otros generos es la siguiente combinacion de caracteres en su
inflorescencia: La presencia de flores fértiles en ¢ disco, flores liguladas persistentes y
fertiles, corolas sésiles Yy persistentes, aquenios gruesos (3 a 4 angulares) y vilano
ausente.(Figura 1). H. longipes es una planta perenne, ya que completa su ciclo de vida
en tres 0 mas afios. Tiende a crecer de dos formas: erecta y subdecumbente. Es
escasamente ramificada desde sy base. Las raices son gruesas, toscas vy fibrosas. Los
tallos, con internodos de 2.5a5cm. de largo, tienen un grosor de 1 a 1.5 mm., son
glabros en la base y de escasa a densamente escabrosos en su parte superior. Las
hojas miden de 2-3 cm.delargoyde 1a2.3¢cm. de ancho. Tienen una forma que varia
de oblongo-lanceolada a eliptica. Los peciolos son de 1 a 25 mm. de longitud y
estrigosos, con laminas de irregularmente dentadas a enteras arriba y casi igualmente
de agudas a obtusas en el apice. Los pedinculos son de 9-20 c¢cm. de largo,
escasamente pubescente en |a parte de abajo y densamente pubescentes arriba. Los
capitulos, cuando inmaduros, miden de 0.6 5 0.9 cm. de ancho yde 0.9 a 1.2 cm. de
altura. El involucro posee dos series de filarios, de las cuales Jos mas externos son

densamente pubescentes en la parte de atras, glabros en su parte interna y de forma



Figura 1
A) Inflorescencia de Heliopsis longipes, se observan las flores liguladas insertas en el disco.

B) Partes de Ia inflorescencia, se observan los aquenios del disco y las flores con ligutas color amarillo,
oblongo-lineales.

Fotos: cortesia del Dr. Jorge Molina-Torres



obtusa; los filarios internos son mas cortos glabros y acuminados en el 4pice. Se
presentan de 6-8 ligulas (rayos) de color amarillo, oblongo-lineales, con 2 a3
hendiduras, de casi 0.3 ¢cm. de anchoy 1a 1.2 cm. de Iargd, escasamente pubescentes
€N su parte posterior. La corola del disco mide 3 mm. de largo, es glabra y amarillo-café
en su parte superior. Las paleas son lineo-lanceoladas de color café-amarillento, de
casi 1 mm. de ancho y 1 cm. de largo, con 4 nervaduras, acuminadas y glabras. Los
aquenios de las ligulas, cuando inmaduros, soun triangulares y glabros. Los aguenios
del disco, cuando inmaduros, son cuadrangulares, glabros, o pueden presentar 2 a 3

aristas diminutas y membranosas (Fisher, 1957).

Las raices son por lo general en fasciculos o a veces solitarias, ligeramente
suculentas, grises 0 morenas, de 15 3 30 cm. De largo por tres a cuatro mm. de
diametro. Estas raices suculentas no tienen ramificaciones, sino unas cuantas fibras
laterales que se extienden en Ia tierra. Las hojas varian de de ovadas a ovales y de
enteras a claramente dentadas, y las pequenas tienen una pelusa muy densa vy
blanquizca. Aunque generalmente hay solamente uno a dos capitulos, las plantas
grandes tienen hasta 10 o mas. E| epiteto botanico longipes alude a los pedunculos
alargados. Es dificil reconocer al chilcuague en la estacidn seca en invierno porque las
plantas tienen poca altura Y son inconspicuas, con tallos casi secos. kn la primavera
aparecen las hojas pequefias de un cm. de largo en las ramas. El desarroilo de los
tallos y hojas es mas rapido en los meses de junio a septiembre, favorecido por las

lluvias del verano. Florece de julio a septiembre (Little, 1948).



Distribucién en México

La distribucion de esta especie se restringe a la Sierrg Gorda, en el centro de
México; en Ila region de colindancia de los estados de Guanajuato, San Luis Potosi y
Querétaro (Garcia-Chavez et al.,, 2004). l.a zona del chilcuague en Ia parte Noroeste de
Guénajuato tiene de 1825 a 2250 m. sobre el nivel del mar. Esta region montafiosa
esta en la falda oriental de Ia cresta divisoria del continente Y en la cabecera de Ig
vertiente atlantica. Expuestas a ios vientos del Este, las montafias (2020 m. de altura
sobre el nivel del mar) reciben mayor precipitacion que la meseta alrededor de San Luis
de la Paz la cual esta en la zona casi desértica y tiene una precipitacién de 370 mm.
anualmente. La zona forestal de los encinos, donde se encuentra el chilcuague,
desciende por Ia falda oriental a la altura de 1825 m., cerca de Xicha (1400 m.). Esta
especie se ha observado solamente donde hay tierra vegetal fértil y bastante himeda,
usualmente con una capa de hojas viejas de encino y humus. Abajo esta la tierra

mineral arenosa o arcillosa Y a veces pedregosa (Little, 1948).

Usos etnobotanicos

En México es comun el uso de las plantas medicinales en la terapéutica, tanto
en humanos como en animales. Dado el endemismo regional de algunas plantas, estas
son utllizadas en forma similar por la poblacidon humana que habita estas regiones.
Como chilcuague se conoce 3 las raices de la planta Heliopsis longipes (Figura 2), el
cual es un recurso de uso medicinal y culinario en Guanajuato, Querétaro y San Luis
Potosi. Esta especie tiene una larga tradicién en la herbolaria indigena que se puede

apreciar por su nombre de origen nahuatl: chimecat! de chili, chile y mecatf, Mmecate,



Figura 2

A) Fotografia de la planta del genero Hefiopsis
B) Inflorescencia de Heliopsis longipes

Fotos: Cortasia dei Dr, Jorge Molina-Torres



aludiendo a las raices filiformes y al sabor picante de éstas: y chilcuague o chilcuan,

chile de vibora (Martinez, 1933).

La raiz de Heliopsis fongipes, es utilizada como anestésico local a nivel bucal,
para eliminar el pie de atieta,. como antibidtico en las infecciones de los aparatos
respiratorio y digestivo, asi como contra las gusaneras del ganado.’ También se utiliza
para condimentar salsa, frijoles, nopales y otros platilios de |a region (Romero ef af.

1989; Molina-Torres y Garcia-Chavez 2001).

Aunque la planta no se ha localizado en registros precolombinos, se presume
que su uso terapéutico es anterior a la conquista. Los datos referentes a su uso pueden
encontrarse en la literatura de la epoca colonial temprana, por ejemplo en la obra
editada por el fraile Francisco Ximénez en 1615 “Qvatro libros de la Naturaleza” basada

en a obra original de el protomédico Francisco Hernandez (Ximénez, 1615).

Alcamidas

El grupo funcional amida es ubicuo, se encuentra en todos los organismos vivos
constituyendo los enlaces peptidicos, esto es, la unidn entre los aminoacidos para la
formacién de la estructura primaria de las proteinas, moléculas que son la base de Ia
vida como la conocemos hasta ahora. Las aminas como metabolitos secundarios, por

otra parte, no son tan frecuentes (Molina-Torres y Garcia-Chavez, 2001).

Las alcamidas representan una clase singular de productos naturales que, desde
el punto de vista biogénico, se forman al combinarse dos rutas metabolicas: la de los
acidos grasos y la de los amino4cidos. La parte acidica se origina de un 4cido graso de

longitud de cadena de mediana a larga, que puede ser de ocho a dieciocho carbonos,



generaimente alifatica o lineal: éste, al condensarse con un aminoacido y en
descarboxilacion concomitante, resulta en la produccion de una alcamida. Las amidas
Cuya cadena acidica es alifatica, dependiendor de! tipo de enlaces insaturados que
presenten, se pueden separar en dos grupos: las alcamidas olefinicas, con al menos
una doble ligadura; y las alcamidas acetilénicas, con al menos .una triple ligadura
(Greger, 1984). En el género Heliopsis sélo se han encontrado alcamidas alifaticas y

acetilenicas (Molina-Torres y Garcia-Chavez, 2001).

Ademas de la familia de Asteraceae a la que pertenece Heliopsis longipes se
han encontrado reportes de la presencia estructuras de alcamidas acumuladas en
varios tejidos de diferentes especies en un total de diez familias de plantas. A

continuacion se citan éstas con algunos comentarios:

- Aristolochiaceae (Asiasarum heterotropoides): Es una familia tropical y solo hay

reportes de presencia de alcamidas en el género Asiasarum (Yasuda et al,. 1981).

- Brassicaceae (Lepidium meyenii): Una familia importante en [a economia y en
la investigacion, sin embargo solo se han reportado alcamidas en Maca (Lepidium

meyenii) una planta utilizada como afrodisiaco un Peri (Muhammad ef al., 2002).

- Convolvulaceae (Ipomoea aquatica y Merremia quinquefolia): En esta familia se
han reportado dos géneros (Tofern et al., 1999) pero ha sido poco explorada desde el

punto de vista fitoquimico.

- Euphorbiaceae (Phyflanthus fraternus). Sélo existe un reporte en esta familia,
pero probablemente este género presentard especies con alcamidas cuando se

exploren méas detalladamente (Sittie of al., 1998).



- Menispermaceae (Cissampelos glabertima St.-Hil): Sdlo existe un reporte para

esta Familia. Estg especie es ampliamente utilizada en medicina tradicional en Bragj|

(Laurerio-Rosario ef al., 1996).

- Piperaceae (Pjper spp): Una familia predominantemente monogénica de
plantas tropicales Y con una gran cantidad de especies con alcamidas de uso

tradicional alimentario y medicinal en todo el mundo (Parmar et af,, 1997).

- Poaceae (Ctenium aromaticum Panz.): Aun en la familia Poaceae se ha
observado la presencia de alcamidas en las raices de este pasto de las praderas de
Norte América restringida a las areas hamedas de las costas del suroeste de ese pais,
donde se ha utilizado desde le siglo XVIIl para aliviar el dolor de muelas, aunque su
uso ha sido eclipsado por el uso de la corteza de Zanthoxylum americanum Miller,

Rutaceae (Gamboa-Leon y Chilton, 2000).

- Rutaceae (Zanthoxylum Spp): En esta familia varias especies del género
Zanthoxylum presentan alcamidas tanto en corteza, raices como en los frutos. Una de
las primeras alcamidas reportadas se encontré en especies de este género en América.
Es un género ampliamente utilizado en Asia Y especialmente en China y Japon, tanto

Como saborizante como en uso medicinal (Xiong et al., 1997).

- Solanaceae (Capsicum spp, Solanum khasianum): Ademas de las muy
conocidas alcamidas de Capsicum o capsaicinoides, limitadas a este género que se
sintetizan exclusivamente en el fruto, en la estructura denominada placenta, 3 Ia que se
encuentran unidas las semillas conocida popularmente como venas. lLa principal
alcamida en este caso es Ig capsaicina, cuya estructura es la de una bencilamina

sustituida, unida a una cadena acidica 6E-monoen-isodecansico. Existe algunos



reportes de alcamidas no capsaicinoides derivadas de la tiramina en la familia

Solanaceae (Sarmento-Silva et al., 2002).

Alcamidas en la familia Asteraceae

Las alcamidas olefinicas se presentan en dos tribus importantes en |a familia
Asteraceae, en Heliantheae y Anthemideae. Las acil alcamidas se encuentran
ampliamente distribuidas en esta familia, lo que les da importancia taxonémica. Desde
el punto de vista bioquimico, presentan un patrén biosintético interesante de estudiar.
Este grupo de alcamidas se asocia a tejidos especificos de Ia planta, principalmente a
las raices, a las cabezuelas florales y a las semillas, pero en algunas especies se
distribuye en la planta completa. Se pueden subdividir en dos grupos importantes. El
primer y el mas amplio subgrupo esta constituido por alcamidas de cadena acilo lineal
que van de C9 a C18 pero principalmente con cadenas C10 y C14, tanto con némero
par como impar de carbonos en esta cadena, con una o mas uniones acetilénicas. La
mayor parte de las especies que contienen este tipo de compuesto pertenecen a la

tribu Anthemideae v al amplio género Achillea (Christensen, 1992).

El segundo subgrupo esta formado por alcamidas de cadena acilo lineal que van
de C8 a C14, donde la mayoria son C10 o C12 ambos subgrupos presentan
instauraciones en posicion similares: 2£,62,8E 0 2E,47 8E,10E y el sustituyente amida
puede ser isobutilo, 2-metilbutilo o etilfenilo. Estas alcamidas forman en si una clase de

metabolitos secundarios (Molina Torres ef al., 1999).

La familia Asteraceae es en Ia que mas especies con alcamidas se han

reportado y algunas de estas presentan las mas alta concentracion encontrada



especialmente en raices. Quizas donde mas géneros conteniendo alcamidas se
reporten es en la tribu Anthemideae (Christensen, 1992). México es la regién mas
importante de diversificacion de esta familia la cual es una de las mas grandes familias

de plantas también denominada Compositae (Rzedowski, 1991).

Afinina

H. longipes fue la primera especie en la que se determing Ia presencia de una
alcamida olefinica (Acree et al., 1945). Sin embargo, la planta Cuya muestra de raices
fue sometida para su analisis en laboratorio resultd erréneamente identificada como
Erigeron affinis y asi, la amida aislada fue denominada afinina. Mas tarde se aclaro

esta confusion pero el nombre de la amida ya se habia aceptado (Little, 1948).

La afinina también denominada espilantol (N-isobutil 2E,62,8E—decatrienamida), es la
alcamida mayoritaria y principal responsable de los efectos biolégicos observados en
esta planta (Jacobson et al., 1947; Molina-Torres y Garcia-Chavez, 2001). Esta
alcamida es un aceite amarilio palido con una formula empirica C14H23NO (Figura 3A)y
tiene las siguientes propiedades quimicas: punto de ebullicién entre 160-162°C, punto
de fusion 23°C, densidad 1.5128 y es soluble en todos los solventes organicos usuales

e insoluble en agua (The Merck Index, 1996). Esta molécula ha probado tener actividad

insecticida (Romero ef al., 1989), antiinflamatoria (Garrido ef al., 2002), antirnicrobiana

(Molina-Torres et al., 1999) y antifingica (Ramirez-Chavez et al,. 2000), entre otras.
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Isomeria

Se definen como isémeros aquellas moléculas que teniendo formula molecular
idéntica (mismo nimero y tipo de atomos) difieren en sy arreglo. Se pueden considérar
tres clases de isémeros: estructurales, conformacionales y estére.o isbmeros. Estos
ultimos se refieren a moléculas que teniendo los mismos atomos, secuencia y ligaduras
difieren en su arreglo tridimensional.‘ Se pueden dividir en enantiomeros, los que son
moléculas que son imagenes especulares que no se pueden superponer, y diastereo
isbmeros. En este caso nos referiremos a la isomeria que resulta de la presencia de
dobles ligaduras; donde Ia isomeria se refiere a los sustituyentes prioritarios en cada
uno de los carbonos formando estas. El caso del acomodo en el que las dos grupos de
mayor prioridad o los dos de menor prioridad se eclipsen se denomina isémero Z
(Zusammen en aleman juntos). El caso contrario se denomina £ (Entgegen, opuesto).

Esto es similar a | nomenclatura cis y trans, pero dada la ambigliedad de esta

terminologia en olefinas aciclicas esta siendo abandonada (Orchin et al., 1980).

La actividad insecticida que presenta la afinina ha sido encontrada en otras
isobutilamidas que tienen un doble enlace conjugado al grupo carbonilo (Greger, 1984).
Existen evidencias que sugieren que la posicién del doble enlace conjugado, asi como
el isomerismo £ juegan un papel importante en la actividad fisioldgica e insecticida de

las alcamidas (Crombie y Krasinski, 1962).

Trabajos con isobutilamidas insaturadas ha probado que el isomerismo E-Z
juega un papel importante en la actividad fisiologica e insecticida. Por gjemplo: N-

isobutil-2£-45-decadienamida causa paralisis de las membranas mucosas y resultd ser



la mitad de téxico que las piretrinas para la mosca coman, mientras el mismao
compuesto con por lo menos una doble ligadura (o dos) Poseyendo la configuracion 2

resultd comparativamente inactiva (Jacobson, 1954, Elliot ef af 1986).

La determinacién de Ia estructura 2E,6Z,8E de Ia afinina se realizé varios afnos
después de sy aislamiento inicial por Acree (Crombie et al., 1960; Correa ef al., 1971).
De acuerdo a sy configuracion molecular, existen 8 probabilidades distintas de la

molécula’-7 posibles isomeros- €omo puede observarse en I Figura 3.

Microorganismos en este estudio

Para evaluar Ia capacidad inhibitoria de crecimiento se utilizaron tres modeios de
microorganismos: un hongo ascomicete microscopico (Saccharomyces cerevisiae), una
bacteria Gram-positiva (Bacillus Subtilis} y una bacteria Gram-negativa (Pseudomonas
syringae). S. cerevisiae y B.subtilis se eligieron debido a que las dosis efectivas
inhibitorias de crecimiento de la afining sobre estos microorganismos ya se conocen
(Molina-Torres ef al., 1999). P.syringae se utilizo como modeio Gram-negativo y por

tener importancia econdmica, ya que es la bacteria patégena de plantas.

Saccharomyces cerevisige

Dentro dej genero Sacharomyces, |a especie cerevisiae constituye la levadura,
el microorganismo eucarionte mas estudiado. Desde fines del siglo XiX se reconocieron
algunas de las ventajas que ofrece el uso de Saccharomyces cerevisiae, como modelo

biolégico en (a investigacién. Por un lado, la facilidad con |a que se obtienen grandes



» el hecho de que S. cerevisiae posee
un ciclo de vida que al incluir una fase sexual permite abordar estudios con las
herramientas que provee la genética formal. Posee un genoma pequefio, solamente
unas cuantas veces mayor que el de Escherichia coli Y 200 veces menor que el de las
células de mamifero, esto simplifica de manera importante el analisis genetico y

molecular del mismo (Gonzélez y Valenzuela, 2000).

s

Bacillus subtilis

Las caracteristicas generales del género Bacillus son: Producen endosporas,
las que son termoresistentes y tambign resisten a agentes perjudiciales como g

desecacidn, Ia radiacion, los 4cidos y los desinfectantes quimicos. Los bacilos en



Pseudomonas syringae

Las bacterias del género Pseudomonas se caracterizan por ser Gram-negativas,
tienen una forma de hacilo recto o ligeramente curvado, poseer una movilidad mediante
flagelos polares, un metabolismo respiratorio (nunca fermentativo) y utilizar como
medio de catabolismo de glucosa la Via Entner-Doudoroff. ‘Las especies de
Pseudomonas estan distribuidas en el suelo y ecosistemas acuaticos Yy pueden estar
libres o asociados con animales y plantas. En el caso de Pseudomonas syringae, se
trata de una especie de bacterias patdgenas de plantas. En girasol (Heliantus annuus
L.}, la bacteria Pseudomonas syringae pv. helianthi produce la enfermedad conocida

como mancha angular o tizén bacteriano (Atlas, 1998).



VI.  MATERIALES Y METODOS

Material Biol6gico

Heliopsis longipes Gray (Blake): Las raices de HeIIOpSIS longipes que se
utilizaron fueron cultivadas en ki Roblar remoto sitio dentro de Ia Sierra Gorda,

Municipio de Xichu en el estado de Guanajuato.

Extracto etanélico: Los extractos de Heliopsis longipes fueron proporcionados
por el Laboratorio de Fitobioquimica, del Departamento de Biotecnologia y Bioquimica
de Plantas de CINVESTAV Unidad Irapuato; sin embargo, a continuacién se describe el

procedimiento que se realizo para obtenerlos,

Extracto 1.- Ei extracto que en lo sucesivo se denominara Extracto 1 se obtuvo
de la siguiente manera: Se pulverizaron 1.5 kg de raices secas de Heliopsis longipes y
se extrajeron con 10 | de etanol absoluto durante una semana a temperatura ambiente,
se filtré y el filtrado se concentrd €n un rotavapor Bichi 461 a temperatura de 50°C,
hasta reducir el volumen a aproximadamente 500 ml. E| extracto asi obtenido se
sometio a su analisis por GC-MSD para determinar la presencia de afinina y se guardo

a 4°C para su posterior uso.

Extracto 2. - Se obtuvo en Ia industria Altenox Quimica (Toluca, Estado de
México) mediante métodos POCO convencionales, los cuales nos fueron descritos como:
Se pulverizd la misma cantidad de raices secas de Heliopsis longipes y se extrajo con
10 I de etanol/agua (9/1 viv). Se trataron a 80°C por aproximadamente 5 horas. Ef

filtrado y concentrado se realizg bajo las mismas condiciones que el Extracto 1.



Cepas de microorganismos: |as cepas de Saccharomyces Cerevisiae,
Pseudomonas syringae pv. helianthi, Bacillus subtilis fueron Proporcionados por el

Laboratorio de Fitobioquimica. CINVESTAV IPN Unidad Irapuato.

Equipo
Cromatografia en Columna: Para el anilisis de cromatografia en columna, se utilizg

una columna de vidrio de 50 cmde largo, y 2.5 cm de didmetro en un soporte universal.

Cromatografia en capa fina: Se utilizaron placas de vidrio de 20 x 20 cm con una

¢apa de 0.5 mm de silica.

Cromatégrafo de gases/ Espectrémetro de Masas: Para el analisis de las muestras
se utilizé un cromatografo de gases Hewlett Packard GC Mod. 9890 acoplado a un
espectrometro de masas de baja resolucion Hewlett Packard Mod. 5972 MSD, con una
columna HP-5MS (Crosslinked 5% Phenylmethy! Silonane) 30m de longitud, x 0.25mm

diametro interno y 0.25um espesor de pelicula.

Espectrofotometria UV-Visible: Para el analisis de turbidez ge utilizé  un

espectrofotémetro de Iyz UV-Visible Cary Varian modelo 3E de doble rayo con rango

de medicion de 180nm a 800nm.

Espectroscopia Infrarrojo: El espectroscopio de infrarrojo medio de marca Perkin

Elmer 1600 Series FTIR con un rango de 400 a 4000 nm.

Resonancia Magnética Nuclear: Se realizé un estudio de Resonancia Proténica

(Carbono 13) en un equipo "THNMR and *CNMR Modelo Varian Gemini 200.



con luz ultra violeta (UV). La fuente de Iuz ultravioleta utilizada fue |a lampara de
deuterio del espectrofotometro de UV-Visible Cary Varian 3E. La camara consistia en
un ovalo de 30 x 15 cm de aluminio con su respectiva tapa, dentro de elia en uno de los
focos del dvalo se colocs la lampara para radiacion total sin monocromador ni filtros, y
en el otro foco una base de unicel para sostener dos celdas de cuarzo conteniendo ios

extractos (Figura 4).

Métodos

Aislamiento de Ia afinina

Cromatografia en Columna de Silice

Se pesaron 28 g de silice y se solvatd con 100 ml. de hexano, se homogenizo
agitando suavemente de 10 a 15 min. A continuacién se le aplico vacio para quitarle las

burbujas, se monto |a columna y se colocd un sello de algodon en el interior de la

extracto concentrado sin tocar las paredes. Se abrid la llave Y $e agregaron

Suavemente 100 ml. de hexano para que el extracto €mpezara a penetrar el empaque

de la columna.



Figura 4

A) En esta imagen se puede apreciar el foco de luz ultravioleta proveniente del espectrofotémetro de luz
UV-Visible, las dos celdas de cuarzo que fue donde se pusieron los extractos y {a cdmara de aluminio
disefiada para exponer los extractos a ia luz ultravioleta

B) El dispositivo cerrado permite la exposicion a la luz ultravioleta de los extractos.



Se agregaron 250 ml. de hexano con la finalidad de que el extracto se incorpore
totalmente a la fase de la columna. En este momento se agregan diferentes volimenes
de la mezcla solventes de elucidn para separar los compuestos de interés. Se inicio
con 100 ml. de una mezcla hexano:acetato de etilo (9:1), posteriormente se eluyé con
160 ml. de hexano: acetato de etilo (8:2) y asi sucesivamente hasta.llegar a la fraccion
5:5. Por uUltimo se pasan 200 ml. de acetato de etilo solo, para limpiar la columna y
arrastrar lo que se quedo en la silice. Se colectaron fracciones de 50 ml. Las cuales se
concentraron en el rotavapor a 50°C a sequedad con la finalidad de evaporar el hexano
y el acetato de etilo. Cada muestra se resuspendio en 1 mil. de etanol absoluto y con
una pipeta Pasteur, se trasladé a un vial, éste se etiquetd con el nimero de la columna,
de recoleccion y de fraccion para después ser analizado en cromatodgrafo de gases
acoplado a un espectrometro de masas (CG-MSD). Este procedimiento se realizo

varias veces con la finalidad de recolectar la mayor cantidad de extracto purificado

posible.
Cromatografia en Columna de Silice impregnada de AgNO,

Las fracciones que probaron mediante GC-MSD tener presencia de afinina y/o
isbmeros se reunieron y s€ concentraron para volverse a pasar por Cromatografia en
Columna, pero esta ocasion con silice activado con AgNQs;. Para preparar el silice se
pesaron 100 g de silice para cromatografia en columna y se mezclaron con 200 ml. de
agua destilada con AgNO; al 5%. Se mezclo bien, se puso en un cristalizador y se dejo
secar en un horno a 60°C por 26 horas. Se montd la columna siguiendo el mismo

procedimiento y el mismo sistema de solventes detallado en el apartado anterior.



Cromatografia en Placa o Capa Fina (TLC)

Elaboracién de placas: Se pesaron 40 g de sflice para cromatografia en placa
fina, se colocaron en un matraz de 250 ml, y se mezclaron con 90 ml de agua destilada.
En el caso de preparar placas activadas con AgNO3, en este paso se le agrega al agua
destilada 5% de AgNO; correspondiente a 4.5 g. Una vez lista I3 mezcla se agitd hasta
quedar homogénea, luego se vaci6 en un deslizador de silice manuai para hacer placas
de TLC con un espesor de 0.5 mm. y se dejé gelificar y secar, para posteriormente

activarlas en una estufa a 100°C por una hora.

La muestra se aplico en las placas ya frias, utilizando una jeringa Hamilton, y se
PUSO en una camara que contiene un sistema de solventes hexano:acetato de etilo 2:1.
Después de que el sistema de solventes desarrollé [a placa, llegando el solvente g 3
cm. de la parte superior, se retirg de la camara y se dejo en la campana para permitir la
evaporacion del solvente, Posteriormente se asperjo la placa con una solucién
etandlica de fluoresceina al 0.02%, y se observo bajo luz ultravioleta. Se marcaron las

bandas obscuras sobre fondo fluorescente que aparecian y se rasparon para extraer

Sus compuestos.

Elusion de los compuestos del silice: Los compuestos se eluyeron del silice con 3
ml. de acetato de etilo y se centrifugaron a 3000 rpm durante 3 min., el solvente se
pasd a un tubo limpio, y después de repetir Ia operacién el solvente recolectado se
concentrd con una corriente de nitrogeno para evaporar el acetato de etilo, una vez

concentrado el compuesto se resuspendié en 1 ml de etanol, para analizar sy pureza

por GC-MSD.



Purificacion
Lurmicacion

Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometro de Masas (GC-MSD)

monitoreando el proceso.

Caracterizacion

1600 Series FTIR y un estudio de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) con
"*Carbono en un equipo 'HNMR y “CNMR Modelo Varian Gemini 2000. Este tltimo

estudio fue llevado a caho en la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.



Isomerizacion de afinina

Tomando en cuenta el procedimiento reportado por Jacobson (1954) se procedid
a realizar la isomerizacion de I afinina (N-isobutil 2E,62,8E—decatrienamida) a su

isdmero “afinina todo-trans" (N-isobutil 2E.6E,8E-decatrienamida).

Se utilizé la muestra concentrada y purificada de afinin'a como molécula
mayoritaria proveniente del extracto 1, se tomé 1ml., y se concentré con una corriente
de nitrégeno para evaporar el etanol, se agregd 3 mi. de tolueno en una celda de
Cuarzo, y un pequefio cristal de yodo como catalizador; se expuso a la radiacién de la
fuente de luz ultravioleta y € tomaron muestras a las 1, 2, 3, 4 horas para leerse por

GC-MS y observar Ia transformacion.

Ensayos de Actividad Biolbgica

Se preparé medio PDB (caldo papa dextrosa DIFCO 24 g en 11| de agua
destilada) y en matraces de 250 ml. con 10 ml. de medio cada uno se inocularon cepas
de Pseudomonas syringae helianthi (bacteria Gram-negativa), Bacillus subtiflis (bacteria
Gram-positiva), Saccharomyces cerevisiae (ascomicete microscdpico); las cuales se

mantuvieron en agitacién a 250 PmM con una temperatura de 28°C antes de ser

utilizados,

Para Bacillus subtillis y Saccharomyces cerevisiae se utilizaron las dosis que se
ha probado tienen efecto inhibitorio en la afinina (Molina-Torres et al., 1999) y para
Pseudomonas syringae helianthi se realizé una prueba preliminar para determinar las

dosis. Se realizaron tres repeticiones para cada dosis y el grupo control consistio en la



dosis maxima de cada grupo en etanol, solvente en el que se suspendieron las

molécuias utilizadas como tratamiento.
Las dosis utilizadas fueron:
Para Saccharomyces cerevisiae: Control (0), 75, 150, 200 y 250 pg/mt
Para Bacillus subtillis: Control (0), 75, 150, 200 y 250 pg/mi |
Para Pseudomonas syringae helianthi: Control (0), 50, 75, y 150 Ha/mi
Las alcamidas se agregaron al medio PDB antes de ser inoculados,

Para evaluar el crecimiento de los microorganismos en el medio se determing ia
turbidez midiendo densidad dptica en un espectrofotémetro Cary Varian 3E de luz
ultravioleta visible a una absorbancia de 630 nm. Se tomaron dos lecturas: ia primera al

inocular los microorganismos vy la segunda después de permanecer 24 horas a 28 °C y

250 rpm en agitacion.



Vil RESULTADOS

Obtencion de Extractos
———==19n de Extractos

Extracto 1.- Realizando ¢ procedimiento descrito con anterioridad, se obtuvo un

extracto que contiene como molécula Mmayoritaria |a afinina, como Muestra gy

proporcion de los iIones mayoritarios 81 y 141 m/z. E| espectro del pico con R 12.58
min, Figura 6A, presenta m/z = 81 como ion padre (100%) seguido con menor
abundancia Por m/z = 141 (60%). Ei espectro del pico con Rt 12.66 min, Figura 6B,
Presenta m/z = g1 COMo ion padre (100%) Seguido con menor abundancia m/z = 141
(82%). Por lltimo el ©Spectro correspondiente al pico de R, 12.77 min, Figura 6C,

Presenta nuevamente m/iz = 81 como ion padre (100%) seguido casj en idéntica

abundangia por el ién m/z = 141 (91%).
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componentes principales (81, 98 y 126 m/z) asi como a que parte de la molécula correspenden.
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Figura 6.- A) El espectro del pico con R, 12.58 min presenta m/z = 81 como ion Padre (100%) seguido
con menor abundangia por mfz = 141 (60%).B) E| €spectro del pico con R 12.66 min presenta m/z = g1
€omo i6n padre (100%) seguido con menor abundancia m/z = 141 (82%). C) El espectro Correspondiente
al pico de R 12.77 min presenta nuevamenta M/z = 81 como ién padre (100%) seguido casi en idéntica
abundancia por e ion mfz = 141 (91%).



Extracto 2.- La segunda muestra presenta un cromatograma con varias diferencias en
comparacion con el extracto 1. En este caso, los pequenos picos que se observaban en
el extracto 1 estan en mayor abundancia (Figura 7). El tiempo de retencién de la afinina
es 12.59 min (RRty 1.000). Como puede observarse en ésta muestra los isomeros se
encuentran en cantidades mas abundantes en comparacion al Extracto 1 (casi a la par
con la afinina) y con un R; de 12.81 min (RRtas 1.017), 12.86 min (RRty 1.021) y 12.97
min (RRty 1.030). Lus espectros de masas se presentan en la Figura 8, en los cuales
puede observarse que el pico correspondiente a Ride 12.81 min (RRts 1.010) tiene m/z
=81 como ion padre (100%) y seguido en abundancia por m/z = 141 (52.56%) (Figura
8A). El espectro correspondiente al pico de Ry 12.55 (RRty 1.014) nuevamente con i6n
padre m/z = 81 (100%) y seguido en abundancia por m/z = 141 (73.3%) (Figura 8B). Y
por dltimo al espectro de R, 12.65 (RRiy 1.022) como idn padre m/z = 81 {(100%) vy es

seguido en abundancia por m/z = 141 (87.59%).

Aislamiento

Se realizaron varias cromatografias tanto en columna como en placa fina (con
silice comun y con silice activado con AgNQO3) monitoreandose con el GC-MSD con la
finalidad de ir adquiriendo cantidades considerables de las moléculas de interés, cada

vez mas concentradas.

Cromatografia en Columna: Dentro de la Cromatografia en Columna, se
obtuvieron aproximadamente 17 fracciones en cada corrida; las fracciones que por
analisis de GC/MS demostraron tener una cantidad considerable de afinina y/o sus
isomeros fueron de la fraccién 7 a fa 13 en la mayor parte de las elusiones. Estas

fracciones se juntaron para volverse a purificar.
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Figura 7.- Cromatografia de gases correspondiente al extracto 2. E| tiempo de retencion de la afinina es
12.59 {RRty 1.000). Como puede observarse en ésta muestra los isémeros se encuentran en cantidades

mas abundantes en comparacion al Extracto 1 yconun Rtde 12.81, 12.86 y 12.95 min.
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Cromatografia en placa fina: Con respecto a la cromatografia en placa fina, la
afinina aparecié con un Rf de 0.5. Inicialmente se planearon las técnicas de
cromatografia en columna y placa fina para separar muestras de afinina natural con
cualquiera de sus isomeros, sin embargo, al seguir la metodologia, la muestra mientras
se mas se separaba, mas se diluia, por lo que se procedié a utilizar las técnicas
sefialadas para purificar afinina e isomerizarla. La cromatografia en placa fina activada

con AgNOsla utilizamos para limpiar los extractos después de isomerizarlos.

Isomerizacion

Utilizando lampara de deuterio del espectrofotdmetro de Iuz UV-Visible y ta
camara disefiada para exponer a los extractos a la radiacién UV, se procedio a la
radiacion de las muestras mencionadas disueltas en tolueno, y se tomaron alicuotas
cada hora para verificar, por GC-MSD, la evolucidn de la reaccion. Observandose que
después de 3 hora, la reaccion se estabiliza, es decir en los cromatogramas
subsecuentes a las 3 horas ya no se observaron cambios en la muestra, por lo que se
asume que después de ese tiempo la reaccion llega a un equilibrio. En ambos extractos

se abservo un cambio en el tiempo de retencion del pico del componente mayoritario.

El Extracto 1 en el cromatograma de la Figura 9A presenta se observa a la
afinina (Ry 12.47) como molécula mayoritaria Y @ sus isomeros correspondientes en
baja abundancia, antes de comenzar el proceso de isomerizacién. Después de tres

horas de exposicion a la luz ultravioleta se observé un cambio en cuanto a la



A

AtucEros
TC AFEVEBIChD
500000 1247
ASO0000
AO0CC00
35000004
200000
200000
2000000 £
: r
1500000
1o |
500000 lace 1461
[ Pt
[ WA R~ d
dan et Y e ,.f—‘,y.‘.‘..H,..‘.lH..,‘.-‘l.yv—.—rw‘-—ﬁ--,—-—.—v-x—rwﬁ—-—rv—.—
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 Z2D00 2200 21.00 26500 200 00D
Tine——=
B)

Al koo
e (e e & o V2 al=ihte s o =1 Il w
OO0
REES et
FEOH IO
17000010
XXX AXY
VEX XX T
10X}

IS

BOOO00 1240
‘
p=a=g

TESR. O
i (-

d T T T T T T r T T
plale el 1Ei(IJ A O IGO0 ‘IIBLC!D 2000 2200 2,00 2500 EES[CI) OO0 F2oO 31-‘(1)
Tirrao—o

Figura 9.- A) En este cromatograma se observa a la Afinina pura {(y una pequefia cantidad de picos
correspondientes a los isémeros presentes en el Extracto 1 antes de comenzar el proceso de
isomerizacion. La Afinina presenta un R, de 12.47 y €s la molécula mayoritaria. B) Después de tres horas
de exposicion al foco de luz ultravioleta se observa que la molécula mayoritaria es una de ias formas
isoméricas, con R, de 12.77.



distribucion de abundancia: Ja molécula mayoritaria resultante presentd un R; de 12.77

min (RRt, 1.024) como se muestra en Figura 98.

La molécula mayoritaria resultante de] experimento, es probablemente el isémero
afinina todo-trans, ya descrito previamente por Jacobson (1954). Como en ambas
muestras se observaron acompahadas de otras moléculas se realizo una purificacion
por TLC activado con AgNO; para separar el isémero de interés. En este caso el
procedimiento se realizé en un cuarto a 4°C para tratar de mejorar la resolucién de Ia
metodologia. Se eligié el extracto 1 para realizar la TLC por ser el que tenia menor

cantidad de impurezas.

Los resultados de éste procedimiento se ilustran en la Figura 10 donde se observa una
placa con 5 bandas separadas que se visualizaron mediante luz ultravioleta. Las
bandas se separaron, y se extrajeron de la silice para monitorear SU pureza por GC-
MS. La banda correspondiente a el Rf de 0.28 se separo del silice y se sometio a GC-
MS. El cromatograma presentd un R; de 12.80 min (RRtyr 1.030) vy libre de otras

moléculas (Figura 10B).

Caracterizacion

Espectroscopia en Infrarrojo: La molécula aislada se compard mediante un
estudio de infrarrojo con la molécula afinina (Figura 11) donde se puede observar las
pequenas diferencias en la transmitancia de ambas moléculas, coincidiendo con 1o
esperado en una forma isomérica de la misma molécula. Sin embargo, nuestros
resultados difieren a los obtenidos por Jacobson (1954) muy probablemente por ias

diferencias en el equipo y la baja resolucion del equipo utilizado en ese estudio.
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Figura 10.- A) TLC del Extracto 1 despues de isomerizarse. La banda aislada (marcada en recuadro) es
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2205,

200 |

180 |

160 |

140 |

120 ] |

%T 100 )

1096.60
80 |
60 |
0] 0 -
1048.43
20 | —— —
1048.30
-3.13 T T T T T T T T 1
12428 1200 1150 1100 1050 1000 950 900 850 801.0

cm-1

Figura 11.- Comparacion de la afinina (linea negra) y afinina todo-frans (linea rosa) mediante un estudio
de infrarrojo. Se observan pequefias diferencias en sus picos de transmitancia lo que nos sugiere gue se

trata de una forma isomérica de la misma molécula.

1R



Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear: Este resultado nos
mostro la configuracién definitiva del is6mero aislado, en un principio se realizé una
comparacion de los espectros de resonancia mediante el programa ChemDraw (Figura
12) asi como sus tablas de valores, para verificar la zona donde se observaria la
diferencia de la frecuencia de resonancia. La muestra enviada para su caracterizacion
por espectroscopia de resonancia magnéticé se presenta en la Figura 13 nos confirmo
que el isdbmero aislado se trataba de afinina todo-trans ya que ademas que el espectro
resultd muy parecido al propuesto por el programa ChemDraw, los valores de tablas

correspondientes a la configuracion trans coincide.
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Ensayos de actividad Bioldgica

En los resultados de los bioensayos se utilizd el medio PDB solo como blanco y
los controles como 100% de crecimiento. En el caso de Saccharomyces cerevisiae
(Figura 14) se aprecia que la afinina a partir de una dosis de 150 ug/mi tiene una
actividad inhibidora de crecimiento maxima de 50% en comparacion con la afinina todo-
trans que a partir de 75 ug/ml tiene una inhibicion aproximada del 94%. En el caso de
Bacillus subtilis se repite esta tendencia: el isomero a partir de la dosis de 75 Hg/mi
presenta un 98% de inhibicion en comparacion con la afinina que en concentraciones
de 250 pg/ml consigue un maximo de 59% de inhibicion (Figura 15) en el caso de
Pseudomonas syringae también ocurre lo mismo: en las dosis mas aitas (150 ug/ml) la
afinina consiguié inhibir en un 19% aproximadamente, mientras que la afinina todo-

trans en un 91% (Figura 16).

Ademas se observd en los ensayos de Saccharomyces cerevisiae con la afinina
isomerizada que a partir de la dosis de 200 Hg/ml al reinocular el medio con el
tratamiento y dejarlo bajo las mismas condiciones por méas de 72 horas, este no crecio.
Lo mismo ocurrid con Baciflus subtilis (tambien tratado con afinina todo-trans) con las
dosis 150 pg/ml en delante: por lo que en ambos casos se presento algo que con la
afinina no estd reportado que sucede: ademas de inhibir el crecimiento el isémero
afinina todo-trans impide que se reestablezca, lo cual marca una diferencia importante

en la actividad microbiolégica.
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Figura 14.- A) Fotografia de los matraces conteniendo el control ¥y la concentracion 250 pg/ml de afinina
todo-tfrans. A simple vista se detecta la diferencia en densidad Optica. B) En esta grafica pueden
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tratamiento afinina y las que tuvieron su isémero.
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Figura 15.-En esta grafica se aprecian los resultados obtenidos con las cepas de Baciflus subtilis. En
este bioensayo también se observé una marcada diferencia entre las dos moléculas. Comparativamente

el isdimero resultd tener una mayor capacidad en la inhibicién de crecimiento.
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crecimiento de Pseudomonas syringae. De nuevo el isémero  frans-afinina mostro tener una mayor
capacidad de inhibicion de crecimiento.



Vill. DISCUSION

La afinina es una molécula con multiples propiedades y la relacién de esas
propiedades con su configuracion quimica ademas de importante es muy Gtil y tiene
muchas posibles aplicaciones biotecnoldgicas. Al evaluar la mayoria de la actividad
biolégica en diferentes modelos reportadas para afinina no se ha tomado en cuenta la
influencia que puedan tener las formas isoméricas de la misma, debido a que no se ha
puesto atencion a su presencia y frecuentemente los equipos no las detectan por su

alta similitud estructural.

Molina-Torres (1999) propone que las alcamidas insaturadas naturales pueden tener
mas de un mecanismo de interaccion con respecto a distintos tipos de
microorganismos y organismos superiores. En este caso, el experimento previo
demostrd que ia configuracion cis-frans de Ia afinina juega un papel fundamental en la
propiedad inhibitoria de crecimiento en microorganismos. También nos sugiere que ia
configuracion de la afinina todo-trans no solo inhibe el crecimiento, sino a diferencia de
la afinina, esta inhibicion es permanente aun a tiempos prolongados después del

ensayo, lo que podria significar que su actividad antimicrobiana es mas alta.

Hasta ahora, el mecanismo de accion a nivel celular de la afinina es desconocido; sin
embargo, al observar diferencias entre Ia funcionalidad de [a molécula y su estructura
podemos tener pistas de como funciona ésta. Habiendo comprobado por medio de éste
trabajo que si existe diferencia estructura-funcion en una propiedad tan importanté de la
afinina como es la inhibicién de crecimiento se justifica que es necesario comparar la

actividad de otros isémeros con distinta configuracion en este mismo experimento para



poder hacer mas inferencias sobre cual es la funcién de el juego cis-trans en la
actividad inhibitoria de crecimiento y biocida de la afinina comparar la actividad de este
isdbmero con la afinina en otros modelos biolégicos en los que a afinina ha demostrado

poseer propiedades tiles al ser humano.

Con respecto al procedimiento de isomerizacion se puede mencionar que en forma
natural -Extracto 1- la afinina constituye un 97% de los isdbmeros totales posibles,
mientras en la muestra isomerizada por temperatura y 10% de agua constituye un 72%.
Lo cual nos indica que la configuracion E,Z,E de la afinina de forma natural es |a mas
estable, proporcidn que se modifica al exponer al extracto reacciones de alta energia

ya sea alta temperatura o radiacion ultravioleta.

Jacobson en 1954 report6 que la irradiacion producia, por este método 50% de afinina
todo-trans, cuando nosotros observamos en |a isomerizacion por temperatura un 20%
de este isémero. En la muestra isomerizada por radiacion obtuvimos un equilibric con
69% de afinina todo-trans. En forma natural, en el Extracto 1 este isomero constituye
solamente el 1%. No se puede realizar una relacién cuantitativa del posible acomodo
de los isdbmeros en los cromatogramas de gases ya que la separacion en los extractos
difiere de muestra a muestra; sin embargo, las observaciones cualitativas son muy
valiosas y el isomero afinina todo-trans sigue inmediatamente en elusion a la molécula

de afinina.



IX. CONCLUSIONES

En forma natural el isémero todo-frans afinina constituye una parte minoritaria

de las alcamidas en raices de Heliopsis fongipes (Gray) Blake.

Es posible isomerizar la afinina a afinina todo-trans mediante la exposicion a

la luz ultravioleta por 3 horas.

La reaccion de isomerizacion se estabiliza, por lo tanto, el resuitado final

contiene otras moléculas presentes ademas del isémero.

Para obtener el isémero afinina todo-frans puro después del procedimiento

€8 necesario separarla de otras moléculas.

La forma con la que se obtienen mejores resultados para separar la afinina
todo-frans de otras moléculas es utilizando placas para TLC activadas con
AgNO;, al realizar este procedimiento en el cuarto de 4°C la calidad del

recorrido de la placa mejora considerablemente.

La configuracion todo-trans de la afinina es mas efectiva que la afinina para
evitar el crecimiento de microorganismos, o que nos indica que la

configuracion cis-trans juega un papel fundamental en su actividad inhibitoria.

Existe diferencia en las proporciones de afinina y afinina todo-trans dentro del
extracto natural, el extracto isomerizado a alta temperatura y el extracto

isomerizado con luz ultravioleta.
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