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RESUMEN

Los mosquitos constituyen la principal via para la transmision del paludismo que afecta la salud humana y ocasiona un
impacto negativo en la economia dado que los tratamientos son costosos e imposibilitan laboralmente a los individuos
enfermos. Una de las estrategias para minimizar la transmision de esta enfermedad o constituye €l uso de insecticidas
quimicos los cuales a pesar de ser excelentes métodos para disminuir la poblacién de insectos, ocasionan efectos adversos
en el ser humano y en e medio ambiente. Por esta razdn es necesario explorar otras aternativas, de bajo costo y
amigables con € medio ambiente, como el uso de extractos de plantas, los cuales son fuente potencial de insecticidas de
origen natural. En este trabgjo se determind el efecto insecticida de una planta endémica del estado de Guanajuato,
Heliopsis longipes A. Gray Blake contra el mosquito Anopheles albimanus, vector del paludismo. Los resultados
obtenidos demuestran que H. longipes A. Gray Blake tiene potencial insecticida para ser utilizada como una aternativa en
€l control e insecto-vector del paludismo.

Palabras clave: Heliopsis longipes A. Gray Blake, Alcamidas, |nsecticidas naturales.

SUMMARY

Mosquitoes are involved in transmission of infectious diseases like malaria which affect human health, causing economic
losses due to expensive treatments and job incapacity of patients. Strategies to minimize transmission of this disease are
the employ of chemical insecticides that are excellent methods to reduce insect populations; however it causes deleterious
effects on human health and environmental damage. Therefore is necessary to explore harmless aternatives, such as plant
extracts which are potential source of natural insecticides. In this work we evaluated insecticidal properties of Heliopsis
longipes A. Gray Blake against third instar larvae of Anopheles albimanus, malaria vector. Results showed that H.
longipes A. Gray Blake has insecticide properties to control insect involved in malariatransmission.

Key words. Heliopsislongipes A. Gray Blake, Alcamides, Natural insecticides.

INTRODUCCION

Los mosquitos constituyen un problema de salud publica debido a que actlian como vectores parala
transmision de enfermedades infecciosas como € paludismo, € denguey lafilariasis;, ademés de ser
plaga causante de respuestas alérgicas como reaccion cutanea local y reacciones sistémicas como
angioedema y urticaria en los seres humanos (Sen-Sung et al., 2003). En México los mosquitos
hembra de Anopheles albimanus, A. pseudopunctipennis, A. quadrimaculatus y A. aztecus son los
principales transmisores del paludismo, afectando regiones con abundante vegetacion, terrenos
cenagosos, zonas inundadas y valles pantanosos, entre otras regiones favorables para € desarrollo
del vector; en donde no ha sido posible erradicar la enfermedad (Velazquez-Monroy et al., 2003).
Las estrategias de las instituciones de salud publica para el control del paludismo consisten en la
aplicacion de insecticidas quimicos dedl tipo organofosforados y piretroides, 1os cuaes a pesar de
disminuir la poblacion del insecto-vector, representan un riesgo potencia para la salud del hombre
y un grave problema para e medio ambiente debido a que afectan la biodiversidad de los
ecosistemas (Anénimo, 2008). Por otro lado, € uso continuo de estos productos ha ocasionado €
desarrollo de resistencia en los mosquitos, lo cua dificulta el control del vector y conlleva a la
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recurrencia de la enfermedad. Por estas razones surge la necesidad de explorar otras aternativas
para controlar la poblacion de insectos, minimizando los efectos adversos en el medio ambiente
(Hay et al., 2002; Mahargj et al., 2011).

Las plantas representan una excelente aternativa para la busqueda de insecticidas de mayor
eficacia, rentabilidad y amabilidad con el medio ambiente; debido a que constituyen una fuente
importante de compuestos bioactivos, algunos de los cuales se ha demostrado que pueden actuar
como insecticidas contra los estadios larval y adulto de los mosquitos; o bien como insectistéticos,
inhibiendo el desarrollo normal de los insectos, minimizando asi la poblacion del vector. Dentro de
las plantas con propiedades insecticidas se ha demostrado que € piretro, extraido de las flores de
crisantemo Chrysanthemum cinerariaefolium, es eficaz para el control de insectos plaga (Casida,
1980); € arbol de neem Azadarachta indica, utilizado paratratar una amplia gama de enfermedades
en el hombre y el ganado, posee actividad mosquitocida por lo cua se ha empleado para erradicar
insectos-vectores de diferentes enfermedades (Shaalan et al., 2005). Por otro lado, especies del
género Tagetes han mostrado ser efectivas como insecticidas contra los estadios larval y adulto de
mosquitos; asi mismo Eclipta paniculata muestra actividad larvicida; mientras que Polyalthia
longifolia ambos efectos, larvicida e inhibidor del crecimiento de los mosquitos (Mittal et al.,
2003).

En México se estima gque existen 300,000 especies vegetales siendo uno de los paises con mayor
riqueza floristica en el mundo y uno de los més arraigados a uso de las plantas medicinaes para €
tratamiento de diferentes padecimientos (Toledo, 1994). Dentro de la diversidad de plantas del pais,
se ha demostrado que los extractos de la higuerilla Ricinus communis, € floripondio Datura
candida, el poleo Satureja laevigata, el romero Rosmarinus officinales y la ruda Ruta graveolens
controlan insectos plaga anivel de huerto familiar en cultivos de tomate, calabazay frijol (Vézquez,
2005). En lo que respecta a la diversidad vegetal del estado de Guangjuato, se encuentra Heliopsis
longipes A. Gray Blake, cuyas raices son utilizadas en la medicina tradicional como vermifugo,
saborizante de alimentos, anestésico local para el tratamiento del “dolor de muela”, tratamiento para
aftas bucales y € pie de atleta; entre muchas otras aplicaciones tradicionales en diferentes
municipios de la Serra Gorda del Estado de Guangjuato, donde se le conoce como Chilcuague o
hierba de la muela (Ximénez, 1615; Martinez, 1994; Molina-Torres et al., 1999). En las raices, esta
planta acumula afinina, una molécula formada por un écido graso de cadena alifatica de 10
carbonos conteniendo tres insaturaciones, € cual estd unido a una isobutilamida (Figura 1). La
afinina (N-isobutil-2E,6Z,8E decatrienamida) pertenece a grupo de acamidas olefinicas, es €
compuesto mayoritario que representa hasta el 90% del total de los metabolitos presentes en las
raices y la responsable de los efectos biol6gicos atribuidos a esta planta. Al igual que €l piretro, los
extractos de laraiz de H. longipes A. Gray Blake muestran el mismo grado de accién paraizante y
toxicidad contra insectos como la mosca doméstica (Crombie y Krasinki, 1962), € lepidoptero
Diaphania hyalinta y contra € diptero Aedes aegipty vector del dengue (Jacobson, 1971); por lo
que gracias a estas propiedades, ha sido utilizada como insecticida durante la segunda guerra
mundial (Little, 1948). Por otra parte estudios realizados en especies del mismo género, se ha
demostrado que la escabrina aislada de Heliopsis scabra Dunal es un insecticida més potente que
las piretrinas, sin embargo debido a su toxicidad para los mamiferos, se desistio en su uso para €
control de insectos (Roark, 1951).
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Figura 1. Férmula estructural de la afinina, N-isobutil-2E, 6Z, 8E decatrienamida. Principal componente
bioactivo del extracto etandlico de H. longipes A. Gray Blake. C14H13NO; peso molecular 221 gr / mal.

En los Ultimos afios laresistencia alos insecticidas asi como |os cambios climaticos han contribuido
al resurgimiento del paludismo, aunado a ello no se dispone de una vacuna contra esta enfermedad.
Por lo cua es necesaria la blsqueda de dternativas para controlar las poblaciones de vectores
transmisores de enfermedades infecciosas. Con base en o anterior en este trabgjo se determind el
potencia insecticida de H. longipes A. Gray Blake, contra larvas de A. albimanus, principal vector
del paludismo en México.

MATERIALESY METODOS

Recoleccion del material vegetal

Se recolectaron raices de H. longipes A. Gray Blake (Figura 2), en e municipio Puerto de Tablas,
Xicht en la Sierra Gorda del Estado de Guangjuato, a atitudes entre 2589 msn, en terrenos
aterados de bosgue de encinos (Quercus sp) y con pendientes pronunciadas. La autenticidad del
material fue reaizada por € Dr. Jerzy Rzedowski del Instituto de Ecologia de Patzcuaro Michoacén
donde se depositaron especimenes de referencia (Garcia-Chéavez et al. 2004).

Figura 2. Raicesde H. longipes A. Gray Blake.
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Obtencion de extractos

El extracto etandlico de las raices de H. longipes A. 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 € extracto se filtr6 con papel filtro
Whatman No. 2 para eliminar particulas suspendidas. El extracto obtenido se concentré hasta
aproximadamente 1 L, utilizando un evaporador rotatorio Biichi 461 a una temperatura de 50 °C,
posteriormente el extracto se guardé a4 °C hasta su uso.

Andlisisdel extracto de H. longipes A. Gray Blake

Las muestras de extracto etandlico fueron analizadas en un Cromatografo de Gases (GC Hewlett-
Packard modelo 5890) equipado con una columna capilar HP-IMS (30 m x 0.25 mm, i.d.; 0.25 im
film thickness) acoplado a un Espectrometro de Masas (Hewlett-Packard, modelo 5972 MSD). El
equipo fue programado con las siguientes condiciones de operacién: la temperatura del inyector se
mantuvo a 200 °C, mientras que la temperaturainicial del horno a 150 °C durante 3 minutos, con
incremento de 4 °C por minuto hasta lograr una temperatura final de 300 °C, la cua se mantuvo
durante 20 minutos. Se utilizé Helio como gas acarreador con un flujo constante de 1 mL / min. El
extracto se cuantificd en base a la curva de cdibracién de afinina reaizada previamente en €
laboratorio.

Colonia de Anophées albimanus

La colonia del mosquito A. albimanus fue establecida en € Insectario del Cinvestav Unidad
Irapuato, a partir de huevecillos donados por € Dr. Humberto Lanz Mendoza del Instituto Naciona
de Salud Publica de Cuernavaca, Morelos; los cuales fueron eclosionados en bandejas con agua de
lallave libre de cloro y posteriormente fueron incubados a 28 °C, 75% de humedad relativay ciclos
de 12 hluz: 12 h obscuridad.

Ensayo larvicida contra Anopheles albimanus

Para este ensayo se realizo el procedimiento recomendado por la Organizacién Mundia de la Salud
(OMS). En recipientes de pléstico conteniendo 50 ml de agua de la llave libre de cloro se colocaron
10 larvas de tercer estadio larval de A. albimanus, posteriormente se agregaron diferentes
concentraciones (0-200 ppm) del extracto etandlico, ademas se utilizaron € insecticida comercia
Abate® y etanol absoluto como controles positivo y negativo, respectivamente; realizando 3
repeticiones por tratamiento. Los tratamientos mas los controles fueron incubados en las mismas
condiciones de mantenimiento de la colonia. El efecto larvicida se determind a las 48 h,
considerandose positivo cuando las larvas se observaban muertas 0 no presentaban movimiento.
Los valores de la dosis letal media (DLsy) fueron calculados utilizando el programa Probit
(Raymond, 1985).

RESULTADOSY DISCUSION

La afinina es el compuesto mayoritario del extracto etandlico delaraizde H. longipes A. Gray
Blake.

Para la elaboracion del extracto se reaizaron dos rondas de maceracion con etanol a 96% con €
objetivo de extraer la mayor cantidad de los compuestos presentes en las raices de H. longipes A.
Gray Blake; obteniéndose aproximadamente 10 L de extracto etandlico. Una muestra del extracto se
concentrd bajo presion reducida para eliminar e solvente y recuperar un aceite color amarillo, cuyo
aspecto correlaciona con la naturaleza lipidica de las al camidas. Para determinar su composicion, €
aceite se disolvio en etanol absoluto y se anaiz6 mediante Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas (CG-EM); con lo cua se identificaron los compuestos presentes en las
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raices de H. longipes A. Gray Blake. El andlisis del cromatograma revela un compuesto mayoritario
que eluye con un tiempo de retencion de 11.53 minutos (Figura 3); y muestra un patron de
fragmentacion por EM myz (masa/carga) = 221 (10), 192 (4), 141 (100), 126 (39), 98(26), 81 (94),
68 (14), 53 (12); €l cua a ser comparado con la biblioteca NIST, confirma que & compuesto
mayoritario en las raices de H. longipes A. Gray Blake es la (a) afinina (N-isobutil-2E,6Z,8E
decatrienamida), cuyos picos m/z= 221 y 141 corresponden a ion molecular y a i6n padre,
respectivamente (Figura 4). Por otro lado € cromatograma, muestra que ademés de la afinina, €
extracto contiene compuestos minoritarios (Figura 3); cuyo patron de fragmentacion por EM
comparado con la base de datos, sugiere que corresponden a distintas alcamidas: (b) N-(2-
metilbutil)-2E,6Z,8E decatrienamida, (¢) N-isobutil-2Z-monoen-8,10 diin-undecamida y (d) N-
isobutil-2E-monoen-8,10 diin-undecamida; y €l éster () 2E,6Z,8E decatrienoato de bornilo (Cuadro
1), lo cual demuestra que €l extracto etandlico estd formado por una mezcla de acamidas.
Finalmente con € andlisis por CG-EM se determiné la concentracion del extracto, estimada como
142.2 mg/mL en base a la acamida mayoritaria; la afinina, considerada como parametro indicador
de laeficienciadel proceso de extraccion.

Abundancia
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Figura 3. Composicion del extracto etandlico de las raices de H. longipes A. Gray Blake. Cromatograma
obtenido mediante CG-EM del extracto etandlico de las raices de H. longipes A. Gray Blake. El pico més alto
corresponde a la (a) N-isobutil-2E,6Z,8E decatrienamida, € 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,6Z,8E decatrienamida, (c) N-isobutil-2Z-monoen-8,10 diin-undecamida, (d) N-isobutil-2E-
monoen-8,10 diin-undecamiday (e) 2E,6Z,8E decatrienoato de bornilo.

El extracto etandlico de las raices de H. longipes A. Gray Blake posee actividad insecticida
contra A. albimanus.

Previamente se ha demostrado el efecto de H. longipes A. Gray Blake contra insectos que causan
perjuicio a ser humano (Crombie y Krasinki, 1962; Jacobson, 1971); lo cua constituye a esta
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planta como una fuente potencial de compuestos con propiedades insecticidas. Con el objetivo de
demostrar el potencial de esta planta contra e diptero transmisor del paludismo, se determiné €l
efecto larvicida contra @ tercer estadio larval de A. albimanus, evaluando distintas concentraciones
de extracto 0, 2.5, 5, 7.5 y 10 ppm. Se determiné una mortalidad de 100% a partir de 5 ppm,
concentracion a la cual las larvas se observaron inmdviles en el fondo del recipiente y en algunos
casos signos de necrosis. Con base en estos resultados se procedié a evaluar concentraciones de 0 a
4 ppm de extracto con € fin de ampliar los tratamientos e incrementar la confiabilidad y soporte
estadistico de los ensayos. Con este rango de concentracion, se obtuvieron distintos valores de
mortalidad en los tratamientos, los cuales fueron sometidos a andlisis estadistico en e programa
Probit y encontrando que ladosis letal media (DLso) del extracto son 2.85 ppm, correspondiente ala
cantidad de extracto etandlico necesaria para eliminar a 50% de las larvas de A. albimanus. Se ha
sugerido que € efecto insecticida de H. longipes A. Gray Blake esta dado por las insaturaciones en
las posiciones 2E, 6Z y 8E de la &finina, la acamida mayoritaria (Figura 1). Sin embargo es
necesario realizar méas experimentos que validen laimportancia de las insaturaciones en la actividad
insecticida. Por otra parte es probable que la actividad del extracto se deba no sdlo d efecto de la
afininag, sino también ala accion sinérgica de las otras alcamidas identificadas en el extracto.

Abundancia
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Figura 4. Patrén de fragmentacion por Espectrometria de Masas de la afinina, N-isobutil-2E, 6Z, 8E
decatrienamida.

Al redizar la comparacion las DLs, del extracto de H. longipes A. Gray Blake y del control
positivo, € insecticida comercial Abate® (Cuadro 2), se encontrd que se requiere mas cantidad de
extracto etandlico para la obtencién del mismo resultado. Sin embargo debemos destacar que los
mosquitos dispersos en el medio ambiente, han desarrollado resistencia a los insecticidas utilizados
en las campafias de prevencion, entre ellos e Abate®, por lo que ha sido necesaria la aplicacion
constante de cantidades cada vez mayores del insecticida, lo que es una grave amenaza parala salud
del hombre y para la biodiversidad de los ecosistemas. Ante este panorama la aplicacion del
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extracto como insecticida puede ser una excelente alternativa para e control de las poblaciones
resistentes de mosquitos, contribuyendo a disminuir la incidencia de enfermedades transmitidas por
vector, lo cual constituye una alternativa ecol égica dado que disminuye la aspersion de quimicos a
medio ambiente.

Cuadro 1. Alcamidas presentes en €l extracto etandlico de lasraicesde H. longipes A. Gray Blake.

Coppiesto TR Eh {mz)

(&) Aomobunl-2E 6788 decatrienaguda 11.5% FALCLON 19304, DAL (100N, L3G (39, 9R26 81 (94, 680140, S5
(BNl metallbun]y-2E 62 8E decatnetanida 13.62 JEE(120 53 (18, 69015081 {1000, 860300, 05 (14), 126412), 155(8R)
() Nesobobl-2Z-meonoen-8 L0 dunamdecamda 1453 230011 146 (100, 141 (90, 130 (T3, D17 (Ta), 103 (271, 91 {9353, 37 (100)
(i) Neazobutil-2 E-monoen-8,10 dim-undecanuda 1497 IILCLTH AT (45, 65350, 70020, 00 (100 LO3 (410 116 (45), 131 (38)
|-:|:.':'!1E_ﬂ£||-:|.#|'|:1u-nlu||.|.-|||1|'.||Ll|- 18.01 3020020 1374760, 121090, D09 (L 3y, 93 {140 81 (1007 62 (71, 5546.1)

TR= Tiempo de retencion; EM= Patron de fragmentacidn por espectrometria de masas.

Cuadro 2. Dosis Letal Media (DLsy) del extracto etandlico de H. longipes A. Gray Blake contra
Anopheles albimanus.

Clompuesto Dl_qﬂ pPpHn b L
Extracto etanolico X85 1 98- 09
Abate® | iy | )

La mortalidad se determind a las 48 horas post-exposicion a los compuestos evaluados. DE=Desviacion
estandar; |C= Intervalo de confianza 95%; ND=No determinado

CONCLUSIONES

El extracto de raices de H. longipes A. Gray Blake constituye una fuente potencia de insecticidas
para ser utilizado como alternativa para controlar las poblaciones del mosquito transmisor del
paudismo, el cua tiene la ventgja de estar constituido por una mezcla de alcamidas que pueden
gjercen un efecto sinérgico, de manera que no es necesario llevar a cabo procesos de purificacion de
las alcamidas.
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