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nucledsido trifosfato para romper los puentes de hidrégeno
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RESUMEN

El mosquito Aedes aegypti es el principal vector de los virus del dengue,
chikungunya y Zika. Actualmente, no existen vacunas disponibles o tratamientos
para estas enfermedades, por lo cual se buscan alternativas para controlar al vector
mediante el desarrollo de nuevos insecticidas. Los terpenos son un grupo de
compuestos organicos sintetizados por plantas y algas marinas, que son
empleados para el control de plagas debido a su actividad insecticida; actian como
repelentes. Por lo tanto, el objetivo del trabajo fue aislar e identificar terpenos de
macroalgas activos contra Aedes aegypti. Adicionalmente, se considerd el
mecanismo de accidn enziméatico como una herramienta de bioprospeccion para
identificar compuestos insecticidas. Para ello, se obtuvieron extractos hexanicos y
etandlicos de las macroalgas Sargassum horridum, Acanthophora spicifera y
Laurencia johnstonii, los cuales fueron fraccionados y evaluados en bioensayos de
actividad insecticida con larvas del Ill estadio de Ae. aegypti cepa Nueva Orleans.
Las fracciones de L. lajolla presentaron mayor actividad insecticida, donde la mayor
correspondié a la fraccion 13-02-40 ESL1 F2 ESL2 F1 (DLso= 240 ug mL-1). En A.
spicifera, se identificO mayor actividad en la fraccion 16-02-10 CC1 F3 (DLs0=770
pug mL-1) y en S. horridum solo se identificé actividad en la fraccién 16-01-40 CC1
F5 (DLs0=1360 pg mL-1). Respecto a los ensayos in vitro de inhibicién enzimatica,
la fraccion 13-02-40 ESL1 F2 ESL2 F1 de L. lajolla presento la mayor actividad
inhibitoria contra la acetilcolinesterasa (ICs0=201.7 ug mL-1), tirosinasa (IC50=960.9
pgmL-1) y angiotensina (ICs0=890.8 pgmL-1). Posteriormente, se aislaron los
compuestos activos de la fraccion en columna cromatogréfica y mediante un
analisis de GC/MS se identificé la presencia de tres sesquiterpenos halogenados;
laurinterol (86.3%), debromolaurinterol (9.0%) e isolaurinterol (4.7%). Se purificé el
laurinterol y se confirmd su estructura quimica mediante analisis de RMN.
Asimismo, se identifico la presencia de otros sesquiterpenos caracteristicos del
género Laurencia. Finalmente, se realiz6 una ficha de actividad biologica del
laurinterol y se consideré su posible efecto multi-inhibitorio de enzimas como
mecanismo de accion insecticida. Se realiz6 una base de datos de todas las
fracciones evaluadas, y se concluyd que dada la diversidad quimica y actividad
biolégica identificada en esta especie, Laurencia johnstonii representa una fuente
de compuestos con actividad insecticida.
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ABSTRACT

The mosquito Aedes aegypti is the main vector of the dengue, chikungunya and
Zika viruses. Currently, there are no vaccines available or treatments for these
diseases, so alternatives are being sought to control the vector through the
development of new insecticides. Terpenes are a group of organic compounds
synthesized by plants and marine algae, they are used for pest control due to their
insecticidal activity; they act as repellents. Therefore, the objective of the work was
to isolate and identify terpenes from macroalgae active against Aedes aegypti.
Additionally, the enzymatic mechanism of action was considered as a
bioprospecting tool to identify insecticidal compounds. Hence, hexane and ethanolic
extracts of the seaweeds Sargassum horridum, Acanthophora spicifera and
Laurencia johnstonii were obtained, fractionated, and evaluated on insecticidal
activity assays with larvae of the Ill stage of A. aegypti strain New Orleans. The L.
lajolla fractions showed higher insecticidal activity, where the highest corresponded
to the 13-02-40 ESL1 F2 ESL2 F1 (LDso= 240 ugmL-1) fraction. In A. spicifera,
higher activity was identified on fraction 16-02-10 CC1 F3 (LDso = 770 pgmL-1), and
in S. horridum activity was only identified on fraction 16-01-40 CC1 F5 (LDso = 1360
pgmL-1). Regarding in vitro enzymatic inhibition assays, L. lajolla fraction 13-02-40
ESL1 F2 ESL2 F1 showed greater inhibitory activity against acetylcholinesterase
(ICso= 201.7 pgmL-1), tyrosinase (ICso= 960.9 pgmL-1), and angiotensin
(IC50=890.8 pgmL-1). Subsequently, the active compounds of the fraction were
isolated on a chromatographic column and the presence of three halogenated
sesquiterpenes was identified by GC/MS analysis; laurinterol (86.3%),
debromolaurinterol (9%) and isolaurinterol (4.7%). Laurinterol was purified and its
chemical structure was confirmed by NMR analysis. Likewise, the presence of other
sesquiterpenes characteristic of the genus Laurencia was identified. Finally, a
biological activity sheet of laurinterol was described and its possible multi-inhibitory
effect of enzymes as a mechanism of insecticidal action was considered. A
database of all the evaluated fractions was made, and it was concluded that due
chemical diversity and biological activity identified on this specie, Laurencia
johnstonii represent a source of compounds with insecticidal activity.
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1. INTRODUCCION

Los problemas de gran impacto en la humanidad implican la produccion de
alimentos y el control de enfermedades, los cuales estan asociados con el aumento
de la poblacién humanay el control de plagas de artropodos. Particularmente, estos
ultimos son los responsables de pérdidas del 20 al 50% de la produccién agricola y
son los principales organismos vectores que transmiten enfermedades al humano
(Tabla I) (Thacker, 2002).

Tabla I. Principales enfermedades transmitidas por artropodos (WHO, 1998). Datos para
la regién de las Américas (m = millones), *PLISA, 2019). Modificado de Thacker (2002).
ND, no determinado.

Enfermedad Vector Agente Casos Muertes
Malaria Mosquito Protozoa 300-500 m 15-2.7m
(Plasmodium)
Filariasis Mosquito Nematodos 120 m ND
“filarias”
Dengue Mosquito Virus 50 m 0.5m
Oncocercosis Mosca negra Nematodos 18 m ND
“filarias”
Chagas Chinche Protozoa 16-18 m 20 000 - 50
(Trypanosoma) 000
Leishmaniasis Mosca de la Protozoa 12m ND
arena (Trypanosoma)
Tripanosomiasis Mosca tsetsé Protozoa 300 000—-500000 ND
africana (Trypanosoma)
Fiebre amarilla Mosquito Virus 200 000 30 000
Chikungunya Mosquito Virus 169 757* 87*
Zika Mosquito Virus 31921* 4*

Por lo cual, existe un esfuerzo por parte de diversas instituciones del sector salud y
agricola dirigido a su control y erradicacion. En las ultimas décadas, se ha
identificado un aumento indiscriminado en el uso de plaguicidas y mas alla de
resolver y evitar afectaciones, se han generado problemas globales que incluyen
contaminacion en el ambiente, acumulacion de residuos téxicos en alimentos,
efectos nocivos en insectos benéficos, en la salud humana, organismos no objetivo
y la aparicion de plagas secundarias (Silva et al.,, 2002; Devine et al., 2008;

Montesino-Valdés et al., 2009; Benitez-Leite, 2012). Respecto a las plagas



secundarias, estas ocurren al utilizar plaguicidas de amplio espectro que también
danan a los depredadores naturales y desencadena brotes posteriores de otras
especies de plagas. Tal es el caso del cultivo de algodon, donde la principal plaga
son las chinches del género Lygus; como medida de control se utilizan insecticidas
de amplio espectro, lo que ha provocado brotes secundarios de gusanos del género
Spodoptera, larvas de lepiddpteros e inclusive acaros del género Tetranychus
(Gross & Rosenheim, 2011).

Adicionalmente, se ha identificado un incremento significativo de la resistencia a
insecticidas. De 1984 a 1990 se registré un aumento del 13% del nimero de casos
documentados (504) de resistencia por especies de insectos y acaros. Debido a
estos problemas asociados, se ha identificado una mayor presion social y legislativa
para reemplazar o reducir el uso de plaguicidas sintéticos en el control de plagas
(El Sayed et al., 2000).

Por ello, existe una busqueda constante de compuestos selectivos, con efecto
dirigido a los organismos objetivo. Algunos plaguicidas de uso convencional han
sido sustituidos por plaguicidas biorracionales que representan un menor riesgo al
tener baja toxicidad en organismos no objetivo (humanos y animales) y en el
ambiente (Hara, 2000). La gran mayoria de los insecticidas convencionales
funcionan a nivel sistema nervioso, enfocadndose en un nimero bastante limitado de
sitios blanco (Georghiou, 1983), por lo cual es necesario encontrar insecticidas
novedosos con mecanismos de accidn que no presenten resistencia cruzada con

los insecticidas ya existentes (Horowitz & Ishaaya, 2004).

Agroquimicos de compuestos marinos: insecticidas

En los océanos se encuentra gran diversidad de plantas y animales. La defensa

guimica de estos organismos marinos representa una fuente de quimiotipos que

ayudan al descubrimiento de compuestos lider con aplicaciones farmacéuticas y



agroquimicas (El Sayed et al., 2000) (Figura 1). Sin embargo, en comparacion con
las investigaciones realizadas en el area farmacéutica, se ha dedicado un menor
esfuerzo en la exploracibn de nuevas fuentes de compuestos agroquimicos
(Fenical, 1997) y consecuentemente, la busqueda de productos naturales marinos
enfocada al desarrollo de agroquimicos se encuentra rezagada (Crombie, 1990).
Posiblemente, la nereistoxina asilada del anélido marino (Lumbriconereis
heteropoda) y sus analogos bensultap, cartap y thiocyclam (Figura 1) sean los
Unicos agentes agroquimicos marinos que se usan como insecticidas en algunas
partes del mundo (Llewellyn & Burnell, 2000).
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3. Cartap 4. Thiocyclam

Figura 1. Nereistoxina y derivados con actividad insecticida de origen marino. (Realizado
con ChemDraw, 2019).



Las investigaciones realizadas para el aislamiento de insecticidas prototipo de
origen marino han obtenido alrededor de 40 compuestos activos correspondientes
a diversas clases de estructuras quimicas: monoterpenos polihalogenados,
metabolitos C15 polihalogenados, diterpenos, péptidos y aminoacidos, ésteres

fosforicos, derivados de compuestos azufrados y macrolidos (El Sayed et al., 2000).

En la literatura de productos naturales marinos existen varios ejemplos acerca de la
defensa quimica contra la herbivora y depredacion. Asimismo, se han identificado
patrones similares en las relaciones planta-insecto. Entonces, ¢ Un compuesto con
actividad inhibitoria o anti-alimentaria contra invertebrados marinos podria tener el
mismo efecto (o similar) en invertebrados terrestres?, para responder a este
cuestionamiento se han realizado diversas investigaciones con extractos de algas
marinas con la finalidad de evaluar su efecto en bioensayos con insectos
(Cardellina, 1986). El objetivo principal de estos trabajos fue identificar nuevas
fuentes de compuestos bioactivos, lo cual se logra a partir de un proceso extenuante
de extraccidén, aislamiento, purificaciébn, pruebas de actividad bioldgica,
identificacion quimica, desarrollo y comercializacién (Figura 2). Estos procesos
requieren de varios afios/décadas para su ejecucion y una inversion de cientos de
millones de ddlares para nuevos farmaceéuticos y decenas de millones de dolares
para agroquimicos (Petroski & Stanley, 2009; McChesney, 2000). Sin embargo, ain
falta mucha informacion respecto a la identificacion y elucidacion estructural de los

compuestos marinos con actividad insecticida.
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En diversos estudios con algas marinas, se ha identificado el potencial insecticida
contra diversas plagas de insectos, especificamente, mosquitos vectores de
enfermedades humanas (Yu et al., 2014), donde la especie Aedes aegypti ha sido
el principal objetivo, Ae. aegypti es considerado un vector biolégico de gran
importancia médica, debido a su capacidad de transmitir distintos arbovirus que
afectan al humano como; dengue, chikungunya, zika, fiebre amarilla, Nilo Occidental
y mayaro (Gémez-Garcia, 2018). Por ello, las investigaciones se han centrado en
controlar el vector y evitar la transmision de las enfermedades. Actualmente, existen
distintos enfoques, donde el uso de productos naturales de algas marinas

representa una alternativa poco explorada en México.



1. ANTECEDENTES

Diversos extractos de algas marinas han sido evaluados en ensayos con larvas de
mosquitos; se han establecido porcentajes de mortalidad y dosis letales (DLso) de
cada extracto organico (Yu et al.,, 2014). En estos trabajos se han obtenido
resultados prometedores con algunas especies de macroalgas (Tabla Il), por ello se
enfatiza en la necesidad de continuar con el aislamiento, purificacion y evaluacién

de los compuestos activos.

Esta actividad insecticida ha sido relacionada con la presencia de metabolitos
secundarios especificos; alcaloides, saponinas, esteroles y terpenos (Yu et al.,
2015), sin embargo, aun falta mucha informacion respecto a la identificacion y

elucidacioén estructural los compuestos responsables.

Tabla Il. Trabajos recientes de actividad insecticida con extractos crudos de algas marinas
(DLso, dosis letal al 50% calculada a las 24 horas de exposicion. ND, no determinado.
Modificado de Yu et al., 2014).

DLso (ug-mL-1) por

Macroalga Extractos Insecto objetivo : Referencias
estadio larval
) Estadio II: 86.13
Metanol Aedes aegypti }
Acrosiphonia Estadio Ill: 125.43  Manilal et al.,
orientalis Culex Estadio II: 94.42 2011a
Metanol . : _
quinquefasciatus  Estadio Ill: 131.82
Aedes aegypti  Estadio IV: 0.055
Caulerpa Culex .
racemc?sa 3:1 Etanol-agua  quinquefasciatus Estadio IV: 0.056 Alietal., 2013
Anophele_s Estadio IV: 0.066
stephensi
Acetona Culex pipiens Estadio Il: 338.91 Cetin etal,
2010
Caulerpa /ée:ies aegypti  Estadio IV: 0.070
i i ulex Lo
Scalpelllformls 31 Etanol-agua quinquefascia‘[us Estadio IV: 0.067 Ali et a.l., 2013
Anopheles
stephensi Estadio 1V: 0.066
Enteromorpha . . . ) Beula et al.,
intestinalis 3:1 Etanol-agua  Aedes aegypti Estadio IV: 0.0744 2011
. . Drosophila Posser et al.,
Prasiola crispa Metanol melanogaster ND 2014



Aedes aegypti
Culex

Estadio 1V: 0.082
Estadio 1V: 0.082

3:1 Etanol-agua quinquefasciatus Ali et al., 2013
Ulva lactuca
Anopheles Estadio IV: 0.091
stephensi
Metanol Dysdercus Estadio Ill: 399.27 Asha et al.,
cingulatus (96 hrs) 2012
Metanol 515.88
Culex Poonguzhali &
) Acetona quinquefasciatus 504.47 Nisha, 2012
Ulva fasciata Etanol 478.66
Metanol Dysdercus Estadio Ill: 313.59 Asha et al.,
cingulatus (96 hrs) 2012
Dictyota dichotoma 3:1 Etanol-agua  Aedes aegypti Estadio IV: 0.083 Egﬂa etal,
Dictyota linearis Etanol Aedes aegypti Estadio 1V: 60,000 gggoto & Dy,
Padina minor Etanol Aedes aegypti Estadio 1V: 5,.800 gggoto & Dy,
_ Estadio II: 97.41
Aedes aegypti ]
Padina Estadio I1: 199.34  \anijlal et al.,
. Metanol i
tetrastromatica Culex Estadio II: 97.94 2011a
quinquefasciatus  Estadio III: 226.31
i . Cloroformo Dysdercus Estadio Il 1,387 Sahayaraj &
Padina pavonica . ) \
Benceno cingulatus Estadio Ill: 330 Kalidas, 2011
Saraassum Aedes aegypti Estadio IV: 0.086
9 3:1 Etanol-agua  cylex . Ali et al., 2013
myriocystum . : Estadio IV: 0.098
guinguefasciatus
Sargassum Benceno Dysdercus Estadio Ill: 574 Sahayaraj &
tenerrimum Cloroformo cingulatus Estadio IIl: 667.7 Jeeva, 2012
. Estadio Il: 84.82
Aedes aegypti .
Sargassum wightii Metanol Estadio III: 97.28 Manilal et al.,
’ ’ Culex Estadio II: 87.09 2011a
quinquefasciatus  Estadio Ill: 107.15
) Estadio 1l: 81.28
Metanol Aedes aegypti i
Spatoglossum Estadio Ill: 96.13 Manilal et al.,
asperum Culex Estadio II: 83.17 2011a
Metanol : . ]
quinquefasciatus  Estadio Ill: 97.71
Metanol Aed i Estadio Il: 82.95
etano edes aegyPl Estadio 1ll: 97.83 .
Stoechospermum Manilal et al.,
marginatum Culex Estadio II: 85.11 2011a
Metanol . .
quinquefasciatus  Estadio I1: 98.59
Metanol Aed i Estadio Il: 91.54
etano edes ae i i
Centroceras ayp Estadio IIl: 158.26 Manilal et al.,
clavulatum 2011a
Metanol Estadio II: 97.72




Culex
guinquefasciatus

Estadio Ill: 178.76

Aedes aegypti Estadio IV: 0.087
Culex Estadio IV: 0.091
Gracilaria corticata 3:1 Etanol-agua  quinquefasciatus e Alietal., 2013
Anopheles Estadio IV: 0.091
stephensi
Gratelouni Metanol cul 431.9 b hali &
rateloupia ulex oonguzhali
lithophila Acetona quinquefasciatus 2074 Nisha, 2012
Etanol 425.45
Metanol Sitophilus oryzae 3.7 mg cm2
Laurencia Metanol Sarcophagasp  Estadio II: 43,000 Manilal et al.,
brandenii i 2011b
Metanol Microtermetes , 509
obesi
Laurencia 2D:iilorometano- Aedes aeqvpti Estadio IV, Bianco et al.,
dendroidea ayp CL100=100 2013
metanol
L ] Estadio Il: 57.6 AbOUE] )
aurencia - N ou-Elnaga e
papillosa Apolar Culex pipiens Estad!o lll: 64.5 al., 2011
Estadio IV: 70.1
_ Estadio II: 70.38
Metanol Aedes aegypti . ]
Lobophora Estadio Ill: 95.52 Manilal et al.,
variegata Culex Estadio II: 79.43 2011a
Metanol

quinquefasciatus

Estadio Ill: 96.52

Particularmente, las algas rojas del género Laurencia son aceptadas por la mayoria,

como una de las fuentes mas abundantes de nuevos metabolitos secundarios. La

plasticidad morfoanatémica de las especies han contribuido a constantes revisiones

taxonémicas del género y actualmente, se incluyen en el llamado “complejo

Laurencia”, junto a los géneros Chondrophycus, Osmundea, Palisada, Yuzurua y

Laurenciella. La distribucion cosmopolita y la variacion quimica determinada por

factores ambientales y genéticos, da como resultado una gran variedad de

metabolitos Unicos con mdltiples sitios de halogenacién (Harizani et al., 2016).

10



El proceso de halogenacion consiste en la integracion de elementos como el Bromo
(Br), Cloro (CI), lodo (i) y Fluor (F) disponibles del medio marino en la biosintesis de
compuestos organicos. La gran mayoria de los metabolitos secundarios de
Laurencia contienen uno o mas atomos de Br, dos atomos de Br y Cl, e inclusive I.
A pesar de que el medio marino contiene una mayor concentracion de iones de Cl
(559 mM) que iones de Br (0.86 mM), son mas abundantes los compuestos
bromados y como resultado existe una gran variedad de metabolitos secundarios
unicos y especificos con diversas actividades biologicas (insecticida, antifungica,

anti-epifita, anti-alimentaria) (Cabrita et al., 2010; Harizani et al., 2016).
Compuestos con actividad insecticida aislados de macroalgas

La actividad insecticida en macroalgas del género Laurencia ha sido identificada en
compuestos organicos (Figura 3). Inclusive, algunos compuestos aislados, han sido
evaluados en bioensayos con larvas de mosquitos; laurepinnacin, isolaurepinnacin
(acetogeninas Cis; Fukuzawa & Masamune, 1981), Z-laureatin, Z-isolaureatin
(acetogeninas Cis; Watanabe et al., 1989), desoxiprepacifenol (sesquiterpeno,
Watanabe et al.,, 1990), elatol (sesquiterpeno, Bianco et al., 2013), obtusol
(sesquiterpeno, Salvador-Neto et al., 2016) y laurinterol (sesquiterpeno, Ishii et al.,
2017).

— Br
RN H
S0 T, ) 07 -, | H,C CH,
[ Cl o]
AN K\ Br

Cl
CH,
Laurepinnacin Isolaurepinnacin Desoxiprepacifenol Z-laureatin

OH

Z-isolaureatin Elatol Obtusol Laurinterol

Figura 3. Compuestos con actividad insecticida de macroalgas del género Laurencia
(Relizado con PowerPoint con iméagenes obtenidas de Kim et al., 2019).
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Asimismo, estudios realizados con el género Plocamium, han identificado actividad
insecticida y se han aislado monoterpenos polihalogenados activos contra plagas
de insectos de interés agricola y doméstico (Figura 4); ejemplo de esto son la
telfairina y el aplisiaterpenoide A (Watanabe et al., 1990) activos contra la
cucaracha alemana (Blatella germanica) y larvas de mosquito (Anopheles gambiae).
Otros ejemplos son el violaceno, mertenseno, dibromomertenseno vy
dihidromertenseno activos contra el afido verde (Schizaphis graminum) que afecta
cultivos de trigo y cereales, asi como la polilla del tomate (Tuta absoluta) (Argadofia
et al., 2000).

Br Cl

Telfairina Aplisiaterpenoide A Violaceno

Br Cl

H,C j/\ H,C
Cl } - CH, Cl CH,
CI\‘ ‘s, ‘.

Br ct “Br

Mertenseno Dibromomertenseno Dihidromertenseno

Figura 4. Monoterpenos con actividad insecticida de macroalgasl del género Plocamium.

Relizado con PowerPoint con imagenes obtenidas de Kim et al., 2019).

En algunos casos, ha sido posible determinar la dosis letal media (DLso) de estos
compuestos activos (Tabla 1ll) y con ello tener evidencia especifica acerca del
potencial insecticida mediante comparaciones con otros compuestos y/o plaguicidas

gue se utilizan comunmente.
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Tabla Ill. Compuestos de algas marinas con actividad insecticida. ND, no determinado. DLso, dosis letal al 50% calculada a las 24

horas de exposicion.

Clasificacion del

Compuesto compuesto Macroalga Insecto Mortalidad DLso Referencia
Alcaloid Estadio 1I: 3.04 ppm
o . caloide - . .
Acido caulerpinico rc;ilélﬁqfsa Culex pipiens ND Estadio lll: 3.90 ppm Alarif et al., 2010
Estadio I1V: 4.89 ppm
Monot _ BIateIIa_ [6 ng/insecto]=60% ND
Aplisiaterpenoide A onoterpeno Plocamium germanica Watanabe et al.,
P P polihalogenado  teffairiae Anopheles ND 0.1 ppm 1990
gambiae = PP
Estadio II: 1.42 ppm
! Caulerpa - . .
Caulerpin Alcaloide racemcl)asa Culex pipiens ND Estadio lll: 1.81 ppm  Alarif et al., 2010
Estadio IV: 1.99 ppm
. . Sesquiterpeno Laurencia - Watanabe et al.,
Desoxiprepacifenol halogenado nipponica Culex pipiens ND 6.83 ppm 1989
Sesquiterpeno Laurencia . — 070 :
Elatol halogenado dendroidea Aedes aegypti  [20 ppm]=97% 10.70 ppm Bianco et al., 2013
Isolaurepinnacin Sesquiterpeno
P halogenado Laurencia ND ND ND Fukuzawa &
. . Sesquiterpeno pinnata Masamune, 1981
Laurepinnacin halogenado
Sesquiterpeno i iculi
Laurinterol halocé]enago rl;%lijfriigma SRpeeterl:ﬂgermes ND 2.20 pglinsecto Ishii et al., 2017
Monoterpeno T | 2 = 100% ND
Mertenseno halogenado Plocamium Uta_l abs9 uta [250 ppm]= 100% Argandofa et al.,
cartilagineum  Schizaphis [100 ppm]= 22% ND 2000
graminum
Sesquiterpeno i -
Obtusol hamgenago I&Zﬁ;‘?g%ia Aedes aegypti  [5 ppm]= 60% Estadio II: 3.50 ppm ggllv(aador Neto et al.,
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Watanabe et al.,

Culex pipiens [10 ppm]= 100% ND 1989
Monoterpeno Blatella . — ano
Telfairina polihalogenado  Plocamium germanica [8 ngfinsecto]=80%  ND Watanabe et al.,
telfairiae Anopheles ND 1.10 pom 1990
gambiae 0 PP
Monoterpeno — 200
. olihalogenado  Plocamium Tuta absoluta  [250 ppm]= 30% ND Argandofia et al.,
Violaceno P ’ telfairiae Schizaphis 2000
-ap [100 ppm]= 70% ND
graminum
. Acetogenina Watanabe et al.,
Z-laureatin halogenada Laurencia - 2.86 ppm 1989
- ; : Culex pipiens ND
Z_isolaureatin Acetogenina nipponica 6.14 ppm Watanabe et al.,
halogenada ' 1989
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A pesar del potencial insecticida de los productos naturales de macroalgas, aun falta
informacion respecto a sus mecanismos y modos de accion. El mecanismo de
accion hace referencia a las interacciones bioquimicas especificas que interfieren
en un proceso biologico vital del insecto objetivo, usualmente, el mecanismo actta
sobre una proteina (enzimas, receptores, canales idnicos, proteinas estructurales),
acidos nucleicos o biomembranas de caracter especifico que logran interferir en

diversos procesos bioldgicos (ElI-Wakeil, 2013).

Insecticidas y mecanismos de accion

Un insecticida es un agente quimico o biolégico que ayuda a controlar o erradicar
plagas de insectos que interfieren en el crecimiento y desarrollo de cultivos de
interés y/o valor comercial (plantas, arboles, arbustos, madera) y el control de
poblaciones de insectos vectores de enfermedades que afectan al humano. Los
insecticidas actlan sobre una plaga objetivo, sin embargo, la mayoria son
considerados de amplio espectro y tienen efecto sobre diversas formas de vida
inofensivas o benéficas (El-Wakeil, 2013; Ghosal, 2018).

Los insecticidas, son considerados una herramienta importante util para asegurar el
control de insectos a largo plazo (Ghosal, 2018). Existen diferentes mecanismos de
accion por los cuales funcionan, al respecto, el comité de accion de resistencia a
insecticidas (IRAC) establece una clasificacion basada en la alteracion de funciones
fisiolégicas (Tabla 1V); a la fecha se han registrado 30 mecanismos de accion
diferentes y cinco grupos adicionales que incluyen compuestos de origen natural,

esencias, bacterias y hongos con mecanismos desconocidos y/o multidiana.
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Tabla IV. Clasificacién de los mecanismos de accion de insecticidas establecidos por el
Comité de Accién de Resistencia a Insecticidas (IRAC, 2020).

Mecanismo de accion Descripcion
del insecticida
Nervioso y muscular Insecticidas que actian de manera rapida sobre el sistema nervioso

y/o muscular.

Crecimiento Reguladores del crecimiento que actdan de manera lenta. Controlan
la hormona juvenil y ecdisoma para evitar o limitar la
formacion/deposicion de la cuticula o sintesis de lipidos.

Respiracion Interfieren en la respiracion celular mediante la inhibicion del
transporte de electrones y/o la fosforilacion oxidativa.

Intestino medio Toxinas microbianas especificas de lepidopteros que se aplican o
expresan en variedades de cultivos transgénicos.

Desconocido o no Insecticidas que afectan sitios o funciones no definidas o no actian

especifico de manera especifica y tienen multiplos sitios de accion.

Mecanismo de accién de insecticidas: inhibicién enzimatica

Las enzimas son el principal blanco de muchos farmacos y plaguicidas, su
efectividad influye en funciones biolégicas importantes y esenciales en los
organismos. Las enzimas son moléculas de origen proteico que catalizan
reacciones quimicas, su velocidad de reaccion es elevada (aumento de velocidad
de 106 veces o superior) y son altamente especificas (McKee & McKee, 2003). Estan
involucradas en todos los procesos bioquimicos de los organismos; degradacién de
nutrientes, transformacion de energia quimica y formacion de macromoléculas
biolégicas (Nelson & Cox, 2009).

Las enzimas pueden ser inhibidas mediante la unién de pequefias moléculas
organicas especificas y por iones (Berg et al., 2002), lo que evita la utilizacion del
sustrato y la formacion del producto, esto se refleja en la disminucién de su actividad
(Stenersen, 2004), esta inhibicion reduce o elimina la actividad enzimatica. Existen
dos tipos de inhibicion: reversible o irreversible, donde el inhibidor irreversible se
une de forma estrecha mediante enlaces covalentes a los residuos de aminoacidos

del sitio activo de la enzima, con lo que se inactiva de modo permanente, contrario
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al inhibidor reversible, el cual puede disociarse de la enzima debido a que se une

mediante enlaces no covalentes (Hames & Hooper, 2014).

Considerando el papel crucial de las enzimas en casi todos los procesos
bioquimicos, se ha implementado la busqueda de inhibidores enzimaticos que
alteren la actividad catalitica y con ello regular o eliminar rutas metabdlicas

especificas (Cromartie, 1986; Guerrero & Rosell, 2005) para el control de insectos.

La inhibicion enzimatica es un mecanismo de accion de insecticidas ampliamente
utilizado para el control de insectos en la agricultura y el hogar. La enzima
acetilcolinesterasa (AchE) ha sido el principal blanco de muchos insecticidas
(organofosforados y carbamatos) que actlian a nivel del sistema nervioso. La AchE
se encarga de regular la sefial sinaptica en el sistema nervioso central y periférico
mediante la hidrdlisis del neurotransmisor acetilcolina en acetato y colina (Wiesner
etal., 2007). Por lo tanto, su inhibicion genera un aumento de acetilcolina en la unién
sinaptica y la eventual interrupcion de la transmisién normal del impulso nervioso
(Figura 5) (Siegfried & Scott, 1990), lo que causa una sobreestimulacion, temblores
y muerte del insecto (Pang, 2006). Es la enzima mas estudiada en el campo
agroquimico y actualmente existen varios insecticidas en el mercado formulados

con compuestos activos que disminuyen su capacidad catalitica.
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Figura 5. Proceso de inhibicibn de la acetilcolinesterasa causada por insecticidas
(carbamatos y organofosforados). Modificado de Vargas-Bernal, et al., 2012.

A pesar del extraordinario potencial, la investigacion de nuevos inhibidores
enzimaticos en el campo agroquimico se encuentra rezagado y su aplicacion se ha
limitado a la busqueda de inhibidores de la acetilcolinesterasa, restandole atencién
a otras enzimas involucradas en procesos fisioldgicos en insectos. Nuevos
enfoques consideran la evaluacién de diversas enzimas involucradas en diferentes
aspectos fisiolégicos, cuya inhibicion podria ser clave para el manejo de plagas.
Existen otras enzimas que pueden considerarse como blanco de inhibicién,
particularmente, aquellas involucradas en procesos especificos de los insectos
(Tabla V); procesos de muda, esclerotizacion de la cuticula y/o alimentacién, esto
las convierte en objetivos de estudio interesantes e invaluables, por ende, el
desarrollo de nuevos inhibidores deberia enfocarse en la inhibicion de la tirosinasa,
dopa-descarboxilasa y proteasas, por mencionar algunas. Sin embargo, son

necesarios conocimientos previos para su correcta aplicacion biotecnolégica.
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Tabla V. Clasificacion de IRAC de plaguicidas con mecanismo inhibitorio de enzimas.

Enzima Funcién en el insecto
Sistema nervioso Acetilcolinesterasa Regula la sefial sinaptica

ATP sintasa Sintesis de ATP
Metabolismo Biosintesis de acidos grasos

Acetil CoA carboxilasa )
(malonil-CoA)

Tirosinasa Esclerotizacion de la cuticula
Desarrollo, crecimiento y - .

DOPA-descarboxilasa Union de proteinas estructurales de
proteccioén la cuticula

Quitin sintasa Sintesis de quitina

) » ) _ Proteasas Hidrolisis de enlaces peptidicos

Alimentacion y digestion i o o

a-amilasas Hidrdlisis de polisacaridos
Reproduccioén Convertidora de angiotensina Fertilidad en machos

Inhibidores enziméaticos de algas marinas con potencial insecticida

Con el objetivo de aislar compuestos insecticidas de origen marino cuyos
mecanismos de accion sean similares a los insecticidas comerciales, existen nuevos
enfoques dirigidos a la busqueda de un compuesto con actividad insecticida y

actividad inhibitoria de enzimas objetivo.

El sesquiterpeno elatol aislado del alga roja Laurencia dendroidea es un larvicida
efectivo (DLso= 10.7 ppm), causé mortalidad de todas las larvas ensayadas de
Aedes aegypti cepa Rockefeller en menos de 24 horas (Bianco et al., 2013), también
tiene actividad antiparasita contra Tripanozoma cruzi, causante de la enfermedad
de Chagas y debido al dafio celular observado en la microscopia electrénica, se
concluy6 que el posible mecanismo de accion interferia en una ruta metabdlica
especifica en la mitocondria del parasito (Veiga-Santos et al., 2010).
Posteriormente, se relacion6 la actividad tripanocida del elatol con una
despolarizaciébn de la membrana mitocondrial seguido de un aumento en la

produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) en la cadena de transporte de
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electrones, lo que sugiere una reduccion de la actividad enzimatica antioxidante del
parasito (Desoti et al., 2012). Paralelamente, estudios realizados con la finalidad de
encontrar compuestos con actividad antitumoral, han identificado que el elatol es un
inhibidor especifico de la hidrdlisis de ATP de la helicasa el F4Al, una enzima
fundamental en el inicio del proceso de traduccion de ARN mensajero a proteinas,
lo que ocasiona una pérdida en la traduccion de proteinas y la eventual interrupcion
del crecimiento y apoptosis de un amplio espectro de células tumorales (Peters et
al., 2018).

Otro sesquiterpeno de reciente interés es el laurinterol aislado de Laurencia nidifica,
gue tiene actividad repelente contra el gorgojo del maiz Sitophilus zeamais (DLso=
12.65 pg/cmz) y actividad insecticida moderada contra la termita Reticulitermes
speratus (DLso= 2.20 pg/insecto). Ademas, se evalué la inhibicion de la
acetilcolinesterasa como posible mecanismo de accion, donde el laurinterol tuvo un
efecto inhibitorio superior (DLso= 46.85 ug-mL-1) a los insecticidas control; rotenona,
fenitrotion y piretrinas. Los autores enfatizan la necesidad de evaluar la relacion
estructura-actividad del laurinterol con la finalidad de modificar la molécula y

aumentar su actividad insecticida (Ishii et al., 2017).

Respecto a la relacion estructura-actividad, se ha evaluado el efecto insecticida de
dos sesquiterpenos con estructura similar: elatol y obtusol (Figura 6), la Unica
diferencia entre ambas moléculas es un bromo adicional en el obtusol, lo que le
confiere una mayor actividad larvicida. En los ensayos realizados con larvas de Ae.
aegypti se identificO mayor porcentaje de mortalidad a las 24 horas de exposicion;
obtusol 10 ppm=90% y elatol 10 ppm=30% (Salvador-Neto et al., 2016).
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Posteriormente, se evaluaron los efectos fisioldgicos y citotoxicos del obtusol
mediante analisis histoldgicos del intestino medio de las larvas, donde se observé
un cambio en la forma de las células; las células del tratamiento control mantuvieron
una forma rectangular, contrario a la forma ovoide con una barrera menos

organizada de las células expuestas al obtusol (Salvador-Neto et al., 2016).

(-)-elatol (+)-obtusol

Figura 6. Sesquiterpenos con actividad larvicida aislados de Laurencia dendroidea
(Salvador-Neto et al., 2016).

Ademas, debido a la similitud estructural de ambos sesquiterpenos, los autores
realizaron un analisis comparativo de los niveles de produccion de especies
reactivas de oxigeno (ERO) e identificaron un aumenté en relacién con el control
(Salvador-Neto et al., 2016). Estos resultados coinciden con el efecto del elatol
identificado en Tripanozoma cruzi, lo que indicaria un dafio a nivel mitocondrial,

posiblemente a nivel enzimatico.

Asimismo, existen lineas de trabajo enfocadas en la busqueda de compuestos de
algas marinas con actividad inhibitoria de enzimas asociadas a enfermedades y
afectaciones del humano: Alzheimer, Parkinson (inhibidores de la
acetilcolinesterasa; Hutchinson & Fazzini, 1996, McGleenon et al., 1999),
anticancerigenos (inhibidores de la ATP sintasa; Huang et al., 2008) sindrome
metabdlico (inhibidores de la acetii CoA carboxilasa;, Harwood Jr, 2004),
hiperpigmentacion de la piel (inhibidores de la tirosinasa; Chang, 2009), diabetes
(inhibidores de la a-amilasa; Tundis et al., 2010) e hipertension arterial (inhibidores

de la angiotensina; Ondetti et al., 1977).

21



Diversos extractos de algas marinas tienen actividad inhibitoria contra algunas
enzimas objetivo de insectos: la acetilcolinesterasa (Ghannadi et al., 2013), la
tirosinasa (Cha et al., 2011) y convertidora de angiotensina (Jung et al., 2006). Esta
actividad se ha asociado con compuestos especificos y en algunas investigaciones
se ha establecido su concentracion inhibitoria media (Clso) en ensayos in vitro (Tabla
VI).

Se han identificado 86 inhibidores enzimaticos de algas marinas con actividad
farmacoldgica. Inclusive, algunos de los compuestos han demostrado tener mayor
efectividad en comparacion con farmacos comerciales (Rengasamy et al., 2014).
Estos inhibidores enzimaticos, también podrian tener efecto sobre las enzimas

objetivo de los insectos y de ser posible utilizarse para el control de plagas.

Por lo tanto, la busqueda de compuestos con actividad insecticida con mecanismo
inhibitorio de enzimas es una alternativa importante para el control de insectos
(Miyazawa & Tamura, 2007). Dada la diversidad quimica identificada en el medio
marino y los resultados prometedores obtenidos en los bioensayos de actividad
insecticida, las algas marinas representan un recurso con gran potencial insecticida.
Aunado a los constantes cambios legislativos que buscan fomentar el desarrollo de
insecticidas de menor impacto, mas seguros y efectivos, los productos naturales de

algas marinas tendran un papel fundamental en el control de plagas.
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Tabla VI. Compuestos de algas marinas con actividad inhibitoria de enzimas. CI50,
Concentracién inhibitoria media (AchE: Acetilcolinesterasa, Tyr: Tirosinasa, ECA: Enzima
convertidora de angiotensina).

Compuesto Macroalga En_zw_na Clso Referencias
objetivo
2-phloroeckol Ecklonia stolonifera AchE 38.13 Yoon et al., 2008
24-hydroperoxy 24- - g 00ia stolonifera AchE 389.10  Yoon et al., 2008
vinylcholesterol
7-phloroeckol Ecklonia stolonifera Ache 21.11 Yoon et al., 2008
Ecklonia cava ECA 1091.50 \Viesinghe etal.,
2011
Dieckol AchE 17.11 Yoon et al., 2008
Ecklonia stolonifera ECA 25.43 Jung et al., 2006
Tyr 2.16 Kang et al., 2004
Ecklonia cava ECA 84508  \Viesingheetal,
2011
AchE 20.56 Yoon et al., 2008
Ecklonia stolonifera ECA 26.37 Jung et al., 2006
Tyr 33.20 Kang et al., 2004
Eckol Wijesinghe et al
Ecklonia cava ECA 1092.20 jesinghe et al.,
2011
AchE 42.66 Yoon et al., 2008
Ecklonia stolonifera ECA 151.81 Jung et al., 2006
Tyr 126 Kang et al., 2004
Sargassum wightii a-amilasa 103.83 Lakshmanasenthil et
9 9 ' al., 2015
Fucoidan Ascophyllum a-glucosidasa 13 Kim et al., 2014
nodosum
Fucus vesiculosus a-glucosidasa 49 Kim et al., 2014
Fucosterol Ecklonia stolonifera AchE >500 Yoon et al., 2008
Laurinterol Laurencia nidifica AchE 46.85 Ishii et al., 2017
AchE 4.89 Yoon et al., 2008
Ecklonia stolonifera ECA 7.68 Jung et al., 2006
Tyr 177 Kang et al., 2004
Phlorofucofuroeckol-A Ecklonia cava ECA 324.10 \z/\gielsmghe etal.,
AchE >500 Yoon et al., 2008
Ecklonia stolonifera ECA 51.71 Jung et al., 2006
Tyr 92.80 Kang et al., 2004
Ecklonia cava ECA 749.73 \2’\(’)”1915'”9“6 etal,
Triphlorethol-A Eckionia siolonifera ACNE 5500 Yoon etal., 2008
ECA 261.44 Jung et al., 2006
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2. JUSTIFICACION

Durante las ultimas décadas se ha incrementado el uso de plaguicidas quimicos de
origen sintético para el control de plagas. Sin embargo, su uso desmedido ha
generado consecuencias significativas en el ambiente, en los alimentos de consumo
humano y en la salud. Ademas, derivado de su aplicacion constante y sin medidas
de control se ha identificado un incremento en los casos de resistencia en insectos,

lo que agudiza el problema.

Actualmente, se han duplicado los esfuerzos enfocados en la busqueda de nuevos
plaguicidas biorracionales; de menor impacto y baja toxicidad a organismos no
objetivo, cuyos tiempos de degradacion sean menores. Diversas fuentes naturales
de compuestos insecticidas han sido exploradas, donde se destaca la diversidad de
los organismos marinos. A pesar de que existen trabajos donde se evidencia el
potencial insecticida y larvicida de extractos de macroalgas, aun no se ha
establecido el aislamiento e identificacion de los compuestos responsables de la

actividad y en algunos casos se desconocen sus mecanismos de accion.

El mecanismo de inhibicion enzimatica puede ser un método dirigido a
investigaciones de bioprospeccién, donde se logre una identificacion de
compuestos inhibidores de enzimas objetivo, las cuales estén involucradas en
procesos cataliticos especificos en los insectos. Bajo este enfoque enzimatico, los
compuestos de algas marinas tendran un papel prometedor en el desarrollo de

alternativas viables, seguras y efectivas para el control de plagas.
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3. HIPOTESIS

Las macroalgas sintetizan compuestos terpenoides con actividad insecticida que
inhiben enzimas objetivo involucradas en procesos fisiolégicos vitales para los
mosquitos. Dada la diversidad de terpenoides identificada en macroalgas, se espera
obtener compuestos con actividad insecticida con mecanismo de inhibicion

enzimatico contra una y/o multiples enzimas obijetivo.

4. OBJETIVOS

Objetivo general:

Aislar e identificar terpenos activos de extractos de macroalgas contra el

mosquito Aedes aegypti.

Objetivos particulares:

e Extraer la fraccion terpénica de las macroalgas Sargassum horridum,
Laurencia johnstonii y Acanthophora spicifera.

e Aislary purificar terpenos mediante fraccionamientos cromatograficos.

e Evaluar la actividad insecticida de extractos crudos y/o fracciones de
macroalgas contra larvas de Aedes aegypti.

e Evaluar la inhibiciébn enzimatica de tres enzimas objetivo: acetilcolinesterasa,
tirosinasa y enzima convertidora de angiotensina.

e |dentificar la estructura quimica de los terpenos activos mediante técnicas
espectroscopicas.

e Determinar la concentracion letal de los terpenos aislados contra larvas de

Aedes aegypti.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Recolecta del material algal

En este estudio se trabajé con tres especies de macroalgas: Sargassum horridum,
Laurencia johnstonii y Acanthophora spicifera. Se recolecté material en fresco
(aproximadamente, 10 kg peso humedo) de cada especie. Sargassum horridum se
recolect6 en la playa El Sauzoso, San Juan de la Costa, B.C.S. (24° 18' 52.9" N
110° 38' 26.0" W), Acanthophora spicifera se recolecté en la playa de Marina Costa
Baja (24°12'55.6" N 110°18'08.1" W) y Laurencia johnstonii recolectada en playa El
Coyote, B.C.S. (24° 21' 09.2" N-110° 16’ 23.5" W) (Figura 7).

La identificacién taxondmica se realizé en el laboratorio de Botanica Marina de la
UABCS a cargo del Dr. Juan Manuel Lopez Vivas. En el caso de los ejemplares de
Laurencia, se utilizaron caracteres morfolégicos para su identificacién. Sin embargo,
se almacend material en seco para confirmar la identificacion de la especie L.

johnstonii mediante analisis moleculares.
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El material algal se transporté al laboratorio de quimica de algas en IPN-CICIMAR,
y se lavd con agua corriente para eliminar arena y epifitos asociados.

Posteriormente, se sec6 al sol y se almacend hasta su extraccion.

24.6°4 A

Isla Espiritu Golfo de California
Santo

24.4°4

® Playa El Coyote

. Playa El Sauzoso

Q
. . Q.
. Marina Costa Baja 3)
24.2° Z,

La Paz
0 10 km

1 ] ]
110.6° 110.2° 109.8°
Figura 7. Area de recolecta de las especies de macroalgas en la Bahia de La Paz, B.C.S,
México.
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6.2 Extraccion de la fraccion terpénica a partir del material algal

Tres kilogramos de alga seca y molida de Sargassum horridum y Acanthophora
spicifera fueron extraidos con hexano destilado (2 litros) tres veces consecutivas.
Posteriormente, se realiz6 una segunda extraccion con etanol destilado (2 litros)
tres veces consecutivas. Ambos extractos fueron filtrados y concentrados en un
rotavapor Yamato R500 a una temperatura de 40°C a presion reducida. Los
extractos hexanicos y etandlicos fueron almacenados a 8°C hasta su analisis

posterior.

En el caso de la especie Laurencia la jolla, se trabaj6é con el extracto etandlico 13-
02-40. Se recuperd la fraccién terpénica mediante una extraccion solido-liquido en
un embudo de separacion. Para ello, 115 g del extracto fueron adsorbidos en 345 g
de silica gel de fase norma, y posteriormente, se realizaron tres lavados
secuenciales con cada disolvente organico en gradiente de polaridad: hexano, CH2-
Clz, etanol y H20. Las fracciones se analizaron por cromatografia en capa finay se
unieron segun su afinidad cromatografica. Finalmente, se obtuvieron tres

fracciones: hexanica, etandlica y acuosa de Laurencia johnstonii.
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6.3 Aislamiento y purificacion de terpenos mediante fraccionamientos

cromatograficos

Con la finalidad de aislar y purificar los terpenos de los extractos hexanicos y
etanolicos de cada especie, se utilizaron dos técnicas cromatograficas: extraccion
sélido-liquido (ESL) y fraccionamiento en columna cromatografica (CC) empacada
con silica gel fase normal. De manera independiente, cada extracto fue tratado con
base a la polaridad identificada en placas de cromatografia en capa fina (Merk, silica
gel 60 F2s4), rendimientos obtenidos y actividad biolégica, por lo que se utilizaron
distintos esquemas de separacion para cada macroalga. Todas las fracciones (F)
obtenidas fueron analizadas por cromatografia en capa fina y se unieron segun su
afinidad cromatogréfica. Se utilizaron claves y nimeros para identificar a la fraccién
obtenida en cada uno de los procesos de separacidn. Se etiquetaron segun su clave
de identificacion; extraccion solido-liquido (ESLn), columna cromatogréfica (CCn),
y numero de fraccion obtenida (Fn) en cada etapa del proceso. Las fracciones

fueron almacenadas a -10°C hasta su analisis posterior.
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6.3.1 Aislamiento de terpenos de Sargassum horridum

De la muestra de Sargassum horridum Unicamente, se fracciond el extracto

hexanico (Figura 8). Para ello, se tomaron 11.7 g de extracto previamente disuelto

en etanol destilado y se adsorbieron en 35 g de silica gel fase normal. La muestra

se coloco en humedo en una columna de vidrio empacada con 100 g de silica gel

fase normal. Se realizaron lavados secuenciales con solventes organicos en

gradiente de polaridad: hexano (5 volimenes), CH2-Cl2 (2 volimenes), etanol (1

volumen) y metanol: H20 50:50 (1 volumen).

Sargassum horridum
3.150 kg (peso seco)

16-01-10

11.740 g

CC1
Adsorcién 1:3 Hexano, CH2-Clz,

Silica 100 gramos | EtOH, EtOH:H20

l | | | | |
16-01-10  16-01-10 16-01-10 16-01-10 16-01-10 16-01-10
CC1F1 CC1F2 CC1F3 CC1F4 CC1F5 CC1F6

77 mg 31 mg 6.6 mg 13 mg 371 mg 5,972.4 mg

| |
16-01-10 16-01-1C
CC1F7 CC1F8
5,634 mg 1,216 mg

Figura 8. Esquema de fraccionamiento en columna cromatografica del extracto hexanico

de Sargassum horridum.
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6.3.2 Aislamiento de terpenos de Acanthophora spicifera

Para Acanthophora spicifera se realiz6 un fraccionamiento cromatografico con el
extracto hexanico (Figura 9). Para ello, se tomaron 2.75 g de extracto previamente
disuelto en hexano y se adsorbi6 en 8.2 g de silica (1:3). La muestra se colocé en
hamedo en una columna de vidrio empacada con 109 g de silica (1:40). Se
realizaron lavados secuenciales con: Hexano (4 volumenes), CH2-Cl2 (2

volumenes), etanol (2 volimenes) y etanol: H20 50:50 (1 volumen).

Acanthophora spicifera
2.700 kg (peso seco)

16-02-10

2.850 g

CC1
Adsorcion 1:3
Silica 1:40

Hexano, CH2-Cl2,
EtOH, EtOH:H20

| | | | | | | |
16-02-10  16-02-10 16-02-10 16-02-10 16-02-10  16-02-10 16-02-10  16-02-10
CC1F1 CC1F2 CC1F3 CC1F4 CC1F5 CC1F6 CC1F7 CC1F8
305 mg 7.6 mg 13,226 mg 77 mg 50.8 mg 58.4 mg 1,274 mg 174.4 mg

Figura 9. Esquema de fraccionamiento en columna cromatogréafica del extracto hexanico
de Acanthophora spicifera.

31



Con respecto al extracto etandlico, se realizé una extraccidn sélido-liquido a partir

de 90 g de extracto, se adsorbio en silica gel (1:3) y se realizaron lavados con
solventes en gradiente de polaridad: hexano, CH2-Cl2 y etanol-H20 50:50 (Figura

10).

Acanthophora spicifera
2.700 kg (peso seco)

16-02-40
915¢g
ESL1 o Hexano, CH2-Cl2,
Adsorcion 1:3 EtOH, EtOH:H20

Silica 90 gramos

|
16-02-40
ESL1 F1
1.37g

16-02-40 16-02-40 16-02-40
ESL1 F2 ESL1F3 ESL1 F4
1.33 g 7.07 g 81.5¢

Figura 10. Esquema de extraccién solido-liquido del extracto etandlico de Acanthophora

spicifera.
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6.3.3 Aislamiento de terpenos de Laurencia johnstonii

Para Laurencia johnstonii se realizaron varias extracciones sélido-liquido de su
fraccion hexéanica (Figura 11). Se tomaron 3 g previamente disueltos en hexano
destilado y se adsorbié en 5 g de silica gel (1:3). La muestra se colocé en seco en
una columna de vidrio empacada con 120 g de silica (1:40) y se realiz6 un percolado
con solventes organicos: hexano (3 volumenes), CH2-Clz2 (2 volumenes), etanol (2

volumenes).

Laurencia johnstonii

Extracto etandlico 13-02-40
115 gramos

ESL1
Adsorcion 1:3
Silica 345 gramos

13-02-40 ESL1 F1

39
CC1
Adsorcion 1:3 gtegano’ CHz-Clz,
Silica 1:40

| l I I l
13-02-40 ESL1F1 13-02-40 ESL1F1 13-02-40 ESLIF1 130040 ESL1F1 13-02-40 ESL1F1
CC1F1 CC1F2 CC1F3 CC1F4 CC1F5
234 mg 120 mg 2,512 mg 42 mg 176 mg

Figura 11. Esquema de extraccion del extracto hexanico de Laurencia johnstonii.
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A la fraccién etandlica de Laurencia johnstonii se le realizdé una extraccion solido-
liquido. Se tomaron 50 g de extracto previamente disuelto en etanol destilado y se
adsorbi6 en 150 g de silica gel (1:3). La muestra se coloc6 en seco y se realizaron
lavados con solventes en gradiente de polaridad: hexano, CH2-Cl2, etanol y agua.
Posteriormente, se realizé un fraccionamiento en columna a partir de 3 g de extracto
adsorbidos en 9 g de silica (1:3). La muestra se colocé en humedo con hexano a
una columna de vidrio empacada con 150 gramos de silica gel. Se realizaron
lavados secuenciales en gradiente de polaridad: hexano (4 volumenes), hexano-
CH2-Cl2 95:5 (3 volumenes), hexano-CH2-Cl290:10 (2 volumenes), hexano-CHz2-Cl2
70:30 (1 volumen), CH2-Cl2 (1 volumen), metanol (1 volumen). Se seleccioné la
fraccidn con mayor rendimiento y se realizé una segunda cromatografia en columna,
se tomaron 550 mg y se adsorbieron en 1.65 g de silica gel (1:3). La muestra se
coloco en una columna empacada con 55 g de silica (1:100) y se realizaron lavados
en gradiente de polaridad: CH2-Clz (5 volumenes), CH2-Cl2-metanol 95:5 (3
voliumenes), CH2-Cl-metanol 90:10 (2 volumenes), CH2-Clz2-metanol 85:15 (2
volumenes), CH2-Cl2-metanol 80:20 (2 volumenes) y metanol (1 volumen) (Figura
12).
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Laurencia johnstonii

Extracto etandlico 13-02-40
115 gramos

ESL1
Adsorcion 1:3
Silica 345 gramos

13-02-40 ESL1F2

509
ESL2
Adsorcion 1:3 Hexano, CH2-Cl2,
Silica 150 g EtOH, EtOH:H20

I
13-02-40 ESL1F2
ESL2 F1
13¢g

CCl3g
Adsorcioén 1:3
Silica 1:40

Hexano, CH2-Clz2,
MeOH

I
13-02-40 ESL1F1

ESL2 F2
16 g

13-02-40 ESL1F2 13-02-40 ESL1F2 13-02-40 ESL1F2 13 02.40 ESL1F2 13-02-40 ESL1F2 13.02-40 ESL1F2 13—02E—;182I:T:SiL1F2

ESL2F1 ESL2F1

ESL2F1 ESL2F1 ESL2F1
CC1F5 CC1F6

ESL2F1
CC1F2 CC1F3 CC1F4

CC1F1

Figura 12. Esquema de extraccion del extracto etandlico de Laurencia johnstonii.

CC1F7

35



6.4 Evaluacion de la actividad insecticida contra larvas de Aedes aegypti

Se aplicd el protocolo de susceptibilidad a insecticidas en larvas de mosquito
propuesto por la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 1981). Se utilizaron larvas
del tercer estadio tardio-cuarto temprano de Aedes aegypti cepa Nueva Orleans,
obtenidas del insectario del Centro Regional de Investigacion en Salud Publica en

Tapachula, Chiapas en colaboracién con el Dr. José Luis Torres Estrada.

Para determinar la concentracion letal de las fracciones terpénicas obtenidas, se
utilizoé un gradiente de concentracion de cada extracto y/o fraccion; 2, 1, 0.5, 0.25y
0.125 mg-mL1. Se realiz6 un stock de cada concentracién y se aplicé 1 mL a la
unidad experimental. Cada unidad experimental consisti6 en un vaso de plastico

transparente que contenia 199 mL de agua.

Para el bioensayo se realizaron cuatro réplicas, 10 larvas por unidad experimental
(40) por cada concentracién evaluada (200). Adicionalmente, se incluy6 el control
negativo (etanol) y blanco (agua). Se evalud la mortalidad de las larvas a las 24
horas de exposicién y con los datos obtenidos se realizé un analisis de regresion
probit (Finney, 1964) para establecer la dosis letal media (DLso) de las fracciones

activas.
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6.5 Evaluacion del mecanismo de accién: Inhibicién de enzimas objetivo

Se evaluaron tres mecanismos de accion de insecticidas basados en la inhibicién
de enzimas objetivo de insectos: acetilcolinesterasa, tirosinasa y enzima
convertidora de angiotensina. Para ello, se siguieron protocolos colorimétricos
establecidos para cada enzima, las evaluaciones se realizaron en un
espectrofotometro Thermo Scientific Multiskan FC y se utilizaron microplacas pozos
BRANDplatese, pureGrade 96 pozos, 350 pL. Para los ensayos, se realizé un stock
de 10 mg-mL.1 de cada muestra a evaluar y posteriormente, se realizaron diluciones
a distintas concentraciones (2, 1, 0.5, 0.25y 0.125 mg-mL.1). Se consideraron cuatro

réplicas, un blanco (buffer) y un inhibidor comercial especifico para cada enzima.

Se determind el porcentaje de inhibicion de cada extracto y fraccién, sin embargo,
debido al poco rendimiento obtenido de algunas fracciones, no se determiné (nd) su
actividad. De igual manera, se determiné la concentracion inhibitoria media (Clso)

en las fracciones con mayor rendimiento.

6.5.1 Protocolo de Inhibicion de la Acetilcolinesterasa (Rhee et al., 2003).

La inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa (AchE) se realiz6 mediante el
protocolo de Rhee et al. (2003). Este método colorimétrico se basa en el protocolo
de Ellman et al. (1961), y el principio de hidrdlisis del sustrato acetiltiocolina (o
sustratos relacionados) por la actividad de la enzima acetilcolinesterasa, esta
reaccion libera un grupo tiol que reacciona con el cromoéforo, el acido 5,5’-ditiobis-
2- nitrobenzoico (DTNB; reactivo Ellman), para producir un dianién, 5-tio-2-
nitrobenzoato de coloracion amarilla, cuyo valor de absorbancia se encuentra entre
los 405 y 420 nm, con un 6ptimo en 412 nm, por lo que el aumento de los valores
de absorbancia son proporcionales a la actividad de la enzima (Jiménez-Diaz &
Martinez-Monge, 2000; Wilson, 2001).
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El ensayo de inhibiciébn se realizd con la enzima acetilcolinesterasa de anguila
eléctrica (Electrophous electricus, EC 3.1.1.7, Tipo V-S, Sigma-Aldrich C2888),
sustrato acetilcolina yodada (Sigma-Aldrich A5751), reactivo DTNB (Sigma-Aldrich
D8130) y el inhibidor Donepezilo (Sigma-Aldrich A5751 D6821) como control

positivo.

Se utilizaron tres buffers: Buffer A (50 mM Tris-HCI, pH 8), Buffer B (BSA 0.1%) y
Buffer C (Buffer A + 0.1 M NaCl + 0.02 M MgCl2). La acetilcolinesterasa fue diluida
con el buffer A para obtener un stock de 1000 U-mL-1. Posteriormente, se utilizo el
buffer B para realizar una segunda dilucion y obtener alicuotas de 0.22 U-mL-1 para
el ensayo. El sustrato se diluy6 con agua destilada a una concentracion de 15 mM.
El reactivo DTNB se prepar6 al momento y se utilizé el buffer C para una
concentracion 3 mM. El donepezilo fue diluido con DMSO a una concentracion de 1

mg-mL.1.

El volumen de reaccién contenia: 50 yL de buffer A [50 mM Tris-HCI], 25 yL de la
muestra y 25 uL de AchE [0.22 U-mL-1]. Se realiz6 una preincubacién a temperatura
ambiente por 10 minutos, y se realizé una primera lectura a 405 nm. Posteriormente,
se afladieron 125 yL de DTNB [3 mM] y 25 L de sustrato [15 mM]. Se realizé una

incubacion a 30°C por 25 minutos y se realizé una segunda lectura a 405 nm.

El porcentaje de inhibicion fue calculado mediante la ecuacion:

(Ao-A1)

% inhibicion = [T] x100

Donde, Ao = absorbancia del control (buffer A) y Ai1=absorbancia de la muestra
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6.5.2 Protocolo de Inhibicidon de la Tirosinasa (Momtaz et al., 2008).

La tirosinasa (Tyr) también llamada polifenol oxidasa, cataliza dos reacciones
consecutivas; hidroxilacion de monofenoles a o-difenoles y oxidacion de o-difenoles
a o-quinonas. Su variedad de sustratos y alta reactividad de o-quinonas determinan
su actividad en diversos procesos fisioldgicos, como la sintesis de melanina y la
esclerotizacion de la cuticula en artrépodos (Ortiz-Ruiz, 2016). La primera actividad
catalitica inicia con la hidrdlisis del sustrato L-tirosina a L-DOPA, seguido de una
segunda reaccion, donde se oxida la L-DOPA para producir o-dopaquinona. Sin
embargo, la o-dopaquinona no es un compuesto estable y se oxida para formar
dopacroma, un cromaoforo con valores de absorbancia entre 305 y 475 nm (Galindo
& Bernabeu, 1984).

Por lo cual, la absorcion de la dopacroma es utilizada para medir la actividad de la
tirosinasa. Para ello, se puede utilizar L-tirosina o L-DOPA como sustratos y la
actividad enzimética es monitoreada mediante la formacién de dopacroma
(Cabanes et al., 1982). El ensayo de inhibicion se realizé con la enzima tirosinasa
de champiiién (EC 1.14.18.1, Sigma-Aldrich T3824), sustrato L-tirosina (Sigma-
Aldrich T3754) y acido kojico (Sigma-Aldrich K3125) como inhibidor positivo. El
stock de cada extracto fue diluido en DMSO y posteriormente, se realizd una dilucién

a la concentracion deseada con buffer fosfatos 50 mM (pH 6.5).

El volumen de reaccién contenia: 70 pL de la muestra'y 30 yL de Tyr [333 U-mL-1,
diluido en buffer fosfatos 50 mM]. Se realiz6 una preincubacién a 30 °C por 5
minutos, y se realiz6 una primera lectura a 450 nm. Posteriormente, se afiadieron
110 pL de sustrato L-tirosina [2 mM]. Se realizé una incubacién a 30°C por 30

minutos y se realizé una segunda lectura a 450 nm.

El porcentaje de inhibicion fue calculado mediante la ecuacion:

A

‘B)] x100

% inhibicién = [ .

Donde, A = absorbancia del control (blanco) y B=absorbancia de la muestra
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6.5.3 Protocolo de Inhibicién de la convertidora de angiotensina (Jimsheena &
Gowda, 2009).

La enzima convertidora de angiotensina (ACE) es una peptidil dipeptidasa que
separa dos aminoacidos (His-Leu) del decapéptido Angiotensina | para formar al
octapéptido Angiotensina I, el cual es un vasoconstrictor eficiente. La ACE es una
enzima clave en el sistema renina-angiotensina que ayuda a regular la presion
arterial (Ahmad et al., 2017).

La ACE cataliza la hidrélisis del sustrato Hipuril-L-Histidil-L-Leucina (HHL) y produce
acido hipurico (HA) e His-Leu (HL), por lo cual, la cantidad de acido hipurico es
directamente proporcional a la actividad de la enzima. El método colorimétrico
considera la cuantificacion de HA al formar un complejo con piridina y cloruro de
bencensulfonilo (BSC), con una coloraciéon amarilla con un valor de absorbancia de
410 nm (Jimsheena & Gowda, 2009).

El ensayo de inhibicion se realizd con la enzima convertidora de angiotensina de
pulmén de conejo (EC 3.4.15.1, Sigma-Aldrich A6778), sustrato HHL (Sigma-Aldrich
H1635) y captopril (Tableta 25 mg) como inhibidor positivo. Las muestras para
evaluar fueron diluidas en etanol destilado al 1%, se utiliz6 buffer borato de sodio
pH 8.2 que contenia NaCl 0.3 M, piridina (Sigma-Aldrich 270970) y cloruro de
bencensulfonilo (BSC) (Sigma-Aldrich 108138).

El volumen de reaccion contenia: 125 yL de buffer borato de sodio, 10 uL de la
muestra, 10 yL de la enzima ACE [1U-mL-1, diluido en buffer borato de sodio] y 50
ML de sustrato HHL [5 mM]. Se realizé una incubacién a 37°C por 30 minutos y se
detuvo la reaccion al afiadir 75 yL de HCI [1 M]. Posteriormente, se afiadieron 150
ML de piridinay 75 yL de BSC. Se agité y enfrié en un bafio de hielo. Finalmente, se
tomaron 200 uL de la mezcla y se transfirieron a una microplaca de 96 pozos. La

cantidad de HA liberado durante la reaccion se medio a los 410 nm.
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El porcentaje de inhibicion se calcul6 segun la ecuacion:

o, (Ac — As)
% de inhibicion = e Ab x100

Donde Ac= absorbancia del control (captopril), As= absorbancia de la muestra, Ab=

absorbancia del blanco (buffer).

6.6 Identificacién de la estructura quimica de los terpenos activos

Después de analizar los resultados obtenidos de los ensayos biolégicos, se
seleccionaron las fracciones mas activas, con mayor pureza y rendimiento. Se
enviaron a servicio externo para realizar un analisis de cromatografia de gases
acoplado a espectrofotometria de masas (GC/MS) al laboratorio de cromatografia
de Gases/Masas en el Centro de Investigaciones Quimicas de la Universidad

Autonoma de Morelos, a cargo de la Dra. Iris Montoya.

La identificacion de los compuestos se realizé con base al patron de fragmentacion,
y la masa molecular de cada pico del cromatograma. Se realizaron busquedas en

bases de datos digitales disponibles e informacion cientifica publicada.

Adicionalmente, se realizaron espectros de Resonancia Magnética Nuclear de
protdon y carbon 13 (RMN+H,13C) mediante servicio externo por el Centro de
Nanociencias y Micro y Nanotecnologias del Instituto Politécnico Nacional. Las
sefales de los espectros de resonancia fueron comparadas con bases de datos e

informacion cientifica especifica del género de macroalga.
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6.7 Andlisis estadisticos

Para el analisis de la actividad insecticida, se utilizaron los datos de mortalidad de
las larvas y se realiz0 una regresion Probit al 95% de confianza para obtener las
DLso para cada fraccion evaluada. Se utilizé el software estadistico SPSS (IBM,
2017).

Para el andlisis de la inhibicibn enzimatica, se obtuvo la base de datos de las
absorbancias en Excel y se calculo el porcentaje (%) de inhibicion con su respectivo
error estandar. El calcul6 de la Clso se realizé en el programa PRISM 8 (GraphPad,
2019).
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7. RESULTADOS

7.1 Extraccion de la fraccion terpénica de macroalgas

Se realizaron las extracciones respectivas para cada extracto hexanico y etandlico
de las especies de macroalgas (Tabla VII). EI mayor rendimiento (22.92%)
correspondié al extracto etandlico de Sargassum horridum, Laurencia johnstonii
present6 rendimientos alrededor del 3% en todos sus extractos y Acanthophora
spicifera correspondi6 al menor rendimiento en su extracto hexanico (0.10%).

Tabla VII. Fracciones terpénicas obtenidas a partir de extractos organicos de las
macroalgas Sargassum horridum, Acanthophora spicifera y Laurencia johnstonii.

Macroalga Clave Extracto Solvente Cantidad (g) Rendimiento (%)
Sargassum 16-01-10 Hexano 11.74 0.37
horridum 16-01-40 Etanol 721.90 22.92
Acanthophora 16-02-10 Hexano 2.85 0.10
spicifera 16-02-40 Etanol 91.50 3.39
13-02-40 ESL1 F1 Hexano 60.30 3.02
Laurencia 13-02-40 ESL1 F2 Etanol 70.30 3.52

johnstonii

13-02-40 ESL1 F3 Agua 65.80 3.30

7.2 Aislamiento y purificacion de terpenos

Se utilizaron extracciones solido-liquido y separaciones en cromatografia en
columna para cada extracto. Las condiciones de aislamiento para cada especie
dependieron de la disponibilidad de muestra, analisis en cromatografia en capa fina
y resultados positivos en pruebas de actividad biolégica, por tal motivo, se realizé
un mayor esfuerzo de aislamiento con fracciones de Laurencia johnstonii donde se

obtuvieron 14 fracciones de ambos extractos (Tabla VIII).
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Tabla VIII. Fracciones obtenidas de las macroalgas Sargassum horridum,
Acanthophora spicifera y Laurencia johnstonii mediante técnicas de aislamiento
cromatografico.

Macroalga Extracto Extraccion ~ Cromatografia Total de
. Solido-liquido  en columna fracciones

Sargassum 16-01-10 - 1 8
horridum 16-01-40 i ] .
Acanthophora 16-02-10 - 1 :
spicifera 16-02-40 1 ] .
Laurencia 13-02-40 ESL1 F1 - 1 5
johnstonii 13-02-40 ESL1 F2 1 1 o

7.3 Evaluacion de la actividad insecticida: Susceptibilidad de larvas de
Aedes aegypti

Para realizar los ensayos de actividad insecticida se utilizé un stock inicial de 2
mg-mL.1 de cada fraccion a evaluar. Por ello, se descartaron algunas fracciones con
bajo rendimiento. En total se evaluaron 18 fracciones; 4 de Sargassum horridum, 7

de Acanthophora spicifera y 7 de Laurencia johnstonii (Tabla IX).

En comparacion, se identific6 mayor actividad larvicida en L. johnstonii, en la
mayoria de las fracciones evaluadas [2 mg-mL.1] mostraron mortalidad del 100% de
las larvas después de 24 horas de exposicion. Respecto a la dosis letal media
(DLso), se determinaron valores inferiores a los 500 yg-mL-1 en las fracciones mas
activas. Particularmente, se identific6 mayor actividad larvicida en la fraccion 13-02-
40 ESL1 F2 ESL2 F1 con una DLso= 240 ug-mL-1, esta fraccion se distinguié durante
los ensayos in vitro, ya que la mortalidad observada ocurrié en las primeras tres
horas de exposicion, a diferencia de otras fracciones, cuyos valores de mortalidad

fueron observados durante el tiempo total del ensayo (24 horas).
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Tabla IX. Mortalidad de larvas de Aedes aegypti con fracciones de las macroalgas
Sargassum horridum, Acanthophora spicifera y Laurencia johnstonii. Porcentaje de
mortalidad calculado con stock de 2 mg-mL-1. (DL50, dosis letal media (mg mL-1), E.S, error
estandar, - no determinado).

Mortalidad Intervalo de
Fraccidn (%) DLso E.S. confianza X
(95%)
13-02-40 100 0.35 0.32 0.31-0.39 8.11
= 13-02-40 ESL1 F1 100 0.34 0.80 0.31-0.36 2.85
o
7 13-02-40 ESL1 F2 100 0.50 0.54 0.36-0.72 156.82
c
S 13-02-40ESL1F3 86.50 1.47 0.60 - 12177.19
© 13-02-40 ESL1 F1 CC1
= F3 100 0.34 0.63 0.30-0.39 37.32
g 13-02-40 ESL1 F2
3 ESL2 F1 100 0.24 0.73 0.22-0.25 2.35
13-02-40 ESL1 F2
ESL2 F2 64.80 1.80 0.70 1.55-2.19 33.90
% c 16-01-40 2.50 - - - -
g 3 16-01-40CC1F5 98.80 1.36 0.43 - 10.75
o = _01-
% 5 16-01-40 CC1 F6 240 B . 3 15.34
16-01-40 CC1 F7 45 2.71 0.28 2.03-4.29 11.21
g 16-02-40 6.30 1.28 0.65 0.74 - 5.96 10.14
5 16-02-10 CC1F3 100 0.77 0.44 0.70-0.85 21.41
o
@ 16-02-10 CC1 F7 22 6.08 0.31 3.48 - 19.87 9.45
S 16-02-40ESL1F1 60 180  0.26 147-238 1182
§ 16-02-40 ESL1 F2 100 0.78 0.25 0.61-1.01 58.56
= 16-02-40 ESL1 F3 0 B . 3 .
[&]
< 16-02-40 ESL1 F4 100 1.23 0.99 1.14-1.34 7.58

Por otra parte, tres de las siete fracciones evaluadas [2 mg-mL1] de A. spicifera
causaron 100% de mortalidad en las larvas. Los valores de dosis letal media fueron
superiores a los 700 ug-mL-1, donde en la fracciéon 16-02-10 CC1 F3 se obtuvo la
dosis mas baja (DLso=770 ug-mL-1). Sin embargo, en la mayoria de las fracciones
no se identificé actividad larvicida, inclusive la fraccién 16-02-40 ESL1 F3 no mostré
actividad. Finalmente, solo una de las cuatro fracciones de S. horridum mostro

actividad larvicida con una dosis letal media de 1360 pug-mL-1.
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7.4 Evaluacion del mecanismo de accién por inhibicién enzimética

Para continuar con la evaluacion de las actividades biologicas de los extractos y sus
fracciones, se realizaron ensayos de inhibicién de las enzimas acetilcolinesterasa y
tirosinasa. En ambos ensayos se considero el rendimiento y la disponibilidad de la
muestra. Por ello, se evaluaron 29 fracciones; 4 de S. horridum, 14 de A. spiciferay
11 de L. johnstonii. Posteriormente, se realizé una seleccion de las fracciones mas
activas contra ambas enzimas y se evaluaron en el ensayo de inhibicion de la

angiotensina.

7.4.1 Inhibicién enziméatica: Acetilcolinesterasa

De manera general, se identificd inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa con las
fracciones de las tres especies de macroalgas a una concentracion de 2 mg-mL-1
(Tabla X). Donde, los mayores porcentajes de inhibicion correspondieron a las
fracciones de A. spicifera (>80%), seguido por las fracciones de L. johnstonii (70-
20%). Respecto a las fracciones de S. horridum, se identificaron porcentajes de
inhibicion bajos (<57%)).

Sin embargo, los valores de ICso, indicaron una mayor actividad de inhibicion con
las fracciones de L. johnstonii, ya que se identificaron los valores de concentracién
inhibitoria media inferiores a 633 pg-mL-1, particularmente, la fraccion 13-02-40
ESL1 F2 ESL2 F1 fue la mas activa con un ICso de 201.7 ug-mL-1, seguido de las
fracciones 13-02-40 ESL1 F1 CC1 F3 y 13-02-40 ESL1 F1 CC1 F4, ambas con
valores inferiores a los 300 pg-mL-1.
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Tabla X. Inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa con fracciones de extractos de las
macroalgas Sargassum horridum, Acanthophora spicifera y Laurencia johnstonii. Porcentaje
de inhibicion calculado con stock de 2 mg-mL-1. (IC50, concentracion inhibitoria media, E.S,
error estandar, - no determinado).

Fraccién Inhibicién (%) (M'_Cr;"l__l) E.S.

13-02-40 70.18 632.60 0.37

13-02-40 ESL1 F1 72.05 482.70 0.45

13-02-40 ESL1 F2 42.30 : 0.38

E 13-02-40 ESL1 F3 33.17 : 0.37
g 13-02-40 ESL1 F1 CC1 F1 28.21 : 0.46
2 13-02-40 ESL1 F1CC1 F2 27.92 : 0.37
2 13-02-40 ESL1 F1 CC1 F3 59.80 272.20 0.51
§ 13-02-40 ESL1 F1 CC1 F4 52.51 292,50 0.41
13-02-40 ESL1 F1 CC1 F5 22.07 : 0.36

13-02-40 ESL1 F2 ESL2 F1 72.15 201.70 0.62

13-02-40 ESL1 F2 ESL2 F2 71.81 813.40 0.00

- 16-01-40 4213 1412 0.44
SE  16.01-40CCLF5 29.69 1786 0.30
ég 16-01-40 CC1 F6 49.76 582.30 0.52
G 16-01-40 CC1 F7 57.24 857.40 0.29
16-02-10 81.48 1412 0.93

16-02-40 83.52 1413 0.45

16-02-10 CC1 F1 83.02 1213 0.36

o 16-02-10 CC1 F3 83.76 1223 0.32
% 16-02-10 CC1 F4 86.99 706.70 0.54
S 16-02-10 CC1 F5 86.52 716.60 0.99
:;g 16-02-10 CC1 F6 85.46 907.80 0.95
§  16-02-10CC1F7 84.43 926.80 0.44
% 16-02-10 CC1 F8 82.37 1170 0.52
< 16-02-40 ESL1 F1 84.25 249.10 0.23
16-02-40 ESL1 F2 84.40 730.50 0.16

16-02-40 ESL1 F3 83.74 922.30 0.37

16-02-40 ESL1 F4 86.58 854.90 0.36
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La fraccibn mas activa de A. spicifera correspondié a la fraccion derivada del
extracto etandlico: 16-02-40 ESL1 F1 con una ICsode 249.1 ug-mL-1. El resto de las
fracciones mantuvieron valores de concentracion inhibitoria superiores a 700 pg-mL-
1, inclusive, algunas fracciones tienen concentraciones inhibitorias mayores a 1
mg-mL-1, lo que evidencia su baja capacidad inhibitoria. Finalmente, de las cuatro
fracciones evaluadas de S. horridum, se identific6 una mayor actividad en la fraccion
16-01-40 CC1 F6 con una ICso de 582.3 ug-mL-1, sin embargo, el resto de las
fracciones mantiene valores superiores a los 800 ug-mL-1, con valor de ICso maximo
de (1.78 mg-mL-1) con la fraccién 16-01-40 CC1 F5.

7.4.2 Inhibicién enziméatica: Tirosinasa

En comparaciéon a los resultados positivos obtenidos en la inhibicion de la
acetilcolinesterasa, no se identifico inhibicion de la enzima tirosinasa en todas las
fracciones de las macroalgas evaluadas a una concentracion de 2 mg-mL-1 (Tabla
XI). Por ello, no fue posible establecer los valores de ICso, ya que el porcentaje de
inhibicion en la mayoria de las fracciones fue inferior al 30%, inclusive, cinco
fracciones de A. spicifera no presentaron actividad inhibitoria a una concentracion

de 10 mg-mL-1.

Las fracciones con actividad inhibitoria correspondieron a las obtenidas a partir del
extracto etanolico de L. johnstonii, donde se identific6 un porcentaje de inhibicion
superior al 80% en tres fracciones, por lo cual fue posible establecer la
concentracion inhibitoria media para cada fraccién. La fraccibn mas activa
correspondi6 a 13-02-40 ESL1 F1 CC1 F1 con un valor de 906 pgmL-1, seguido de
la fraccion 13-02-40 ESL1 F2 ESL2 F1 con un valor de ICso de 961 pg-mL-1.
Finalmente, la fraccion 13-02-40 ESL1 F1 presento un valor ICso de 1015 pg-mL-1.
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Tabla XI. Inhibicién de la enzima tirosinasa con fracciones de extractos de las macroalgas
Sargassum horridum, Acanthophora spicifera y Laurencia johnstonii. Porcentaje de
inhibicién calculado con stock de 2 mg-mL-1. (* Calculado con stock de 1 mg-mL-1. IC50,
concentracion inhibitoria media, E.S, error estandar, - no determinado, n.a, sin actividad

inhibitoria).
Fraccion lnh'(k;/'o():'on (ng-Crr510L.1) E.S.
13-02-40 11.46 0.04
13-02-40 ESL1 F1 83.37 1015 0.59
- 13-02-40 ESL1 F2 34.18 - 1.59
S 13-02-40 ESL1 F3 20.55 - 0.30
E 13-02-40 ESL1 F1 CC1 F1 81.58* 206 0.40
% 13-02-40 ESL1 F1 CC1 F2 31.19 - 0.30
% 13-02-40 ESL1 F1 CC1 F3 21.34 - 0.34
5 13-02-40 ESL1 F1 CC1 F4 6.69 - 0.25
- 13-02-40 ESL1 F1 CC1 F5 17.40 - 0.27
13-02-40 ESL1 F2 ESL2 F1 87.03 960.90 0.22
13-02-40 ESL1 F2 ESL2 F2 24.56 - 0.29
16-01-40 29.10 - 0.53
§ E 16-01-40 CC1 F5 10.20 - -
@g 16-01-40 CC1 F6 9.80 - -
(r;rs 2 16-01-40 CC1 F7 8.60 - -
16-01-40 CC1 F8 3.00 - -
16-02-10 9.80 - 0.03
16-02-40 3.48 - 0.19
16-02-10 CC1 F1 n.a - -
g 16-02-10 CC1 F3 7.50 - 0.13
5 16-02-10 CC1 F4 n.a - -
§ 16-02-10 CC1 F5 na - ;
S 16-02-10 CC1 F6 n.a - -
S 16-02-10 CC1 F7 4 - 0.23
cg% 16-02-10 CC1 F8 n.a - -
< 16-02-40 ESL1 F1 15.30 - 0.55
16-02-40 ESL1 F2 20.75 - 0.65
16-02-40 ESL1 F3 8.55 - 0.38
16-02-40 ESL1 F4 8.72 - 0.49
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En los ensayos de actividad inhibitoria con las enzimas acetilcolinesterasa y
tirosinasa se identificé actividad en la fraccion 13-02-40 ESL1 F2 ESL2 F1 de L.
johnstonii. En ambos ensayos esta fraccién presenté porcentajes de mortalidad
superiores al 70% y valores de ICso inferiores a 1 mg-mL-1, lo que sugiere que los
compuestos presentes en la fraccion podrian tener actividad inhibitoria contra mas
de una enzima objetivo. Por lo que se seleccioné esta fraccion para determinar su

inhibicion en el ensayo de inhibicién de la enzima angiotensina.

7.4.3 Inhibicion enzimética: Angiotensina

La fraccion 13-02-40 ESL1 F2 ESL2 F1 de Laurencia johnstonii inhibié la
angiotensina (Tabla Xll), con un porcentaje de inhibicion del 55.23% a una
concentracion del stock de 2 mg-mL-1 y un valor de concentracién inhibitoria media
de 890.80 uyg-mL-1.

Tabla XIlI. Inhibicién de la enzima angiotensina con la fraccién 13-02-40 ESL1 F2 ESL2 F1
de Laurencia johnstonii. Porcentaje de inhibicion calculado con stock de 2 mg-mL-1. (IC50,
concentracion inhibitoria media, E.S, error estandar).

Fraccion % Inhibicion ICs0 (Mg-mL-1) E.S.

13-02-40 ESL1 F2 ESL2 F1 55.23 890.80 0.68
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7.5 Identificacién de la estructura quimica de los terpenos aislados de
Laurencia johnstonii

Debido a los resultados positivos en todos los ensayos de actividad biolégica y al
rendimiento de la fraccidn, se procedi6 al analisis de los compuestos presentes en
la fraccion 13-02-40 ESL1 F2 ESL2 F1 de L. johnstonii. Particularmente, en esta
fraccion se identificd la formacion de cristales blancos, lo que pudiera indicar algun
grado de pureza en la muestra, como consecuencia de los procesos de purificacion
y aislamiento. Por ello, se realizé un analisis de cromatografia de gases acoplado a

masas.

7.5.1 Cromatografia de gases acoplado a masas

En la fraccion de L. johnstonii denominada 13-02-40 ESL1 F2 ESL2 F1 se
identificaron tres picos correspondientes a compuestos distintos. En el
cromatograma (Figura 13) se observé un compuesto mayoritario (86.3%) con un
tiempo de retencion de 20.56 min. En menor proporcion, se identificé un segundo
compuesto (9%) con un tiempo de retencion de 17.53 min y el tercer compuesto

(4.7%) con un tiempo de retencion de 18.07 min.

Posteriormente, se analizaron los patrones de fragmentacion de cada compuesto,
con la finalidad de identificarlos en literatura publicada. EI compuesto mayoritario,
presentd un RT de 20.56 y una masa molecular de 295.22 g-mol-1. El patron de
fragmentacion coincidié con lo reportado para el sesquiterpeno laurinterol (Irie et al.,
1990), un terpeno abundante en especies del género. Por ello, se procedi6 a realizar
una purificacién del laurinterol y determinar su estructura quimica mediante

resonancia magnética nuclear.

51



X107 20 56
2 - "

1.8 S |
1.6 1
1.4+

17.53

1.2 4

Abundancia

0.8 4

0.6 1

0.4 4

|

L 1 il

! ! | ! !
10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0 22.0 24.0 26.0 28.0

Tiempo de retencién (min)

Figura 13. Cromatograma de gases de la fraccion 13-02-40 ESL1 F2 ESL2 F1 de Laurencia
johnstonii.

También se identifico al sesquiterpeno debromolaurinterol con un RT de 17.53 y una
masa molecular de 216 g-mol1. Finalmente, se identific6 la presencia de
sesquiterpeno isolaurinterol con un RT del18.07 y una masa molecular de 294 g-mol-
1. Los patrones de fragmentacién de ambos compuestos coincidieron con lo

reportado por Irie et al. (1990).

Adicionalmente, se analizaron otras fracciones activas de L. johnstonii y con la
informacion obtenida se realiz6 una base de datos (Tabla XllII), que consisti6 en la
basqueda de la masa molecular, y patron de fragmentacion de cada cromatograma
y se realizaron comparaciones con literatura publicada y bibliotecas gratuitas de
GC/MS (Dictionary of Marine Natural Products, PubChem). En algunos casos fue
posible identificar a los compuestos (10 sesquiterpenos), sin embargo, las

proporciones relativas fueron bajas y por ello no fue posible purificarlos.
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Tabla Xlll. Andlisis de GC/MS de fracciones cromatograficas de Laurencia johnstonii. ND;
no determinado. (RT, tiempo de retencion, MM, masa molecular, - compuesto no

identificado).
Fraccion RT (min) MM (g/mol) Abun_dancia Posible compuesto
relativa (%)
16.33 216 3.015 Debromoisolaurinterol
13.02.40 ESLL E2 18.06 294 3.68 Debromolaurinterol
ESL2 F1 CC1 F2 19.73 284 3.23 -
20.56 295 88.76 Laurinterol
34.02 ND 1.3 -
17.53 216 8.99 Debromolaurinterol
13-02-40 ESL1 F2 .
ESL2 E1 CC1 F3 18.07 294 4.68 Isolaurinterol
20.56 295 86.32 Laurinterol
17.09 230 1.12 -
13-02-40 ESL1 F2 17.56 216 16.07 Debromolaurinterol
ESL2 F1 CC1F4 18.07 294 3.71 Isolaurinterol
20.56 295 79.01 Laurinterol
15.08 204/189 1.82 -
15.62 216 2.29 Debromolaurinterol
15.76 216 6.49 Laur-11-en-10-ol
16.04 200 6.33 -
16.19 232 2.53 Laur-11-en-1,10-diol
16.31 220 455 -
16.39 218 4.22 -
13-02-40 ESL1 F2 16.44 220 1.26 -
ESL2 F1 CC1F6 16.58 232 2.63 Debromoaplysin
17.04 232 6.59 Debromoaplysinol
17.81 232 3.31 -
19.54 310 4.71 -
19.71 310 3.40 Aplysinol
20.41 295 17.54 Isoaplysin
20.50 295 7.07 Laurinterol
20.88 123 25.26
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En todas las fracciones de Laurencia se identificé la presencia de laurinterol y
debromolaurinterol (Tabla XllII). En la mayoria de las fracciones el laurinterol fue el
sesquiterpeno mayoritario (70-88%), seguido del debromolaurinterol (3-16%).
Ambas moléculas tienen estructura similar, a excepcion del halégeno de bromo
ausente en el debromolaurinterol. Adicionalmente, se logré la identificacion de otros

sesquiterpenos en menor proporcion.

En la fraccion 13-02-40 ESL1 F2 ESL2 F1 CC1 F6 se reconocieron 16 sefiales que
posiblemente correspondan a diferentes compuestos, sin embargo, su proporciéon
relativa fue inferior al 7%, lo que dificultaria su aislamiento e identificacion mediante
RMN. Particularmente, en esta fraccion se observo la diversidad de sesquiterpenos

halogenados del género Laurencia.
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7.5.2 Identificacion del laurinterol y su actividad biologica

Se identifico al sesquiterpeno laurinterol purificado de la fraccion 13-02-40 ESL1 F2
ESL2 F1 de L. johnstonii con un rendimiento de 0.019%. Las sefiales identificadas
en los espectros de resonancia magnética nuclear (tH NMR, 13C NMR)

correspondieron a lo reportado previamente (Ishii et al. 2017).

Laurinterol: (cristal blanco), CisH19BrO, m/z 295.22 1H NMR (400 MHz, CDClIs)
7.60, 6.61, 5.11, 2.29, 2.08, 1.95, 1.66, 1.42, 1.32, 1.28, 1.15, 0.59, 0.55, 13C NMR
(101 MHz, CDCI3) & 153.27, 136.00, 134.02, 132.38, 118.87, 114.97, 77.33, 77.02,
76.70, 48.04, 35.98, 29.63, 25.31, 24.43, 23.56, 22.21, 18.63, 16.23

Figura 14. Sesquiterpeno laurinterol aislado de Laurencia johnstonii (Realizado con
ChemDraw, 2019)

Respecto a su actividad biolégica (Tabla X1V), se evalud la inhibicién enzimatica del
laurinterol contra las enzimas objetivo: acetilcolinesterasa, tirosinasa y angiotensina.
Se identificé inhibicidn en las tres enzimas, sin embargo, se establecié un valor ICso
menor (590 + 0.43 ug-mL-1) en el ensayo con la acetilcolinesterasa, lo que indica una

mayor actividad inhibitoria sobre esta enzima en particular.
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Tabla XIV. Actividad bioldgica del laurinterol aislado de la fraccion 13-02-40 ESL1 F2 ESL2
F1 de la macroalga L. johnstonii (**Resultado de la fraccion).

Compuesto Laurinterol
Clasificacion Sesquiterpeno
Fuente Laurencia johnstonii
Lugar y fecha de recolecta Punta Coyote, B.C.S, México. Abril, 2013
Rendimiento 0.019%
Inhibicién enzimética (ICso)

Acetilcolinesterasa 590 + 0.43 ug-mL-1
Tirosinasa 1410 £ 0.27 ug-mL-1
Angiotensina 890.8. £ 0.68 pg-mL-1

Actividad Insecticida** (LDso)
Aedes aegpyti 240 £ 0.73 pg-mL-1
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8. DISCUSION

Las macroalgas tienen diversas aplicaciones en la agricultura: fertilizantes,
bioestimulantes, fungicidas, antibacterianos, antivirales, nematicidas e insecticidas
(Hamed et al., 2018). Respecto a los insecticidas, el control se enfoca en dos
grandes problematicas; plagas agricolas que interfieren en la disponibilidad de
alimentos y el control de insectos vectores de enfermedades humanas. Sin
embargo, el descubrimiento y desarrollo de insecticidas a partir de productos
naturales de macroalgas ha sido lento, a pesar del gran potencial identificado en
extractos organicos, aun no existe una base de datos que refleje la diversidad

guimica del medio marino.

Hasta el momento, sélo se han identificado 14 compuestos de macroalgas con
actividad insecticida; cuatro sesquiterpenos y cuatro acetogeninas del género
Laurencia, cuatro monoterpenos del género Plocamium, y dos alcaloides del género
Caulerpa. En este trabajo se identificé el sesquiterpeno laurinterol aislado de
Laurencia johnstonii recolectada en Punta Coyote, Baja California Sury es el primer
registro de la actividad insecticida contra larvas del mosquito Aedes aegypti (DLso=
240 pyg-mL-1) Anteriormente, este compuesto fue aislado de Laurencia nidifica y se
evaluo su actividad insecticida en gorgojos del maiz (DLso= 2.20 pg/insecto) (Ishii et
al., 2017). Aunque estos datos no son comparables debido a la forma de aplicacion
del extracto en cada ensayo, se puede identificar la actividad insecticida del

laurinterol sobre distintas plagas de insectos.

Respecto a la actividad insecticida de las macroalgas Sargassum horridum, y
Acanthophora spicifera se identificaron valores de dosis letal media altos, lo que
indic6 una menor actividad insecticida en comparacion con L. johnstonii. Pero
independientemente de los valores de obtenidos, se observd un efecto insecticida
a las 24 horas de exposicion en la fraccién 16-01-40 CC1 F5 (DLso= 1360 ug-mL-1)
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de S. horridum. Particularmente, especies del género Sargassum han sido
evaluadas en ensayos previos con larvas de Ae. Aegypti, el extracto etanol:agua de
S. myriocystum ha sido el mas efectivo en el IV estadio (DLso= 0.086 ug-mL-1 Ali et
al., 2013), asimismo, en diferentes estudios con el extracto metandlico de la especie
S. wightii es activo contra larvas del Il estadio: (DLso= 97.28 pg-mL-1 Manilal et al.,
2011a), (DLso=154.71 yg-mL-1 Achary et al., 2014). Es notoria la diferencia entre los
de dosis letal media obtenidos y los reportados por diversos autores. Sin embargo,
estas variaciones entre especies del mismo género puede atribuirse a factores
geograficos y ecologicos, ya que estos tienen un efecto directo sobre la sintesis de

los metabolitos secundarios (Yu et al., 2015).

Adicionalmente, en este trabajo se utiliz6 hexano y etanol para la extraccion de
terpenos, contrario a los solventes de mayor polaridad utilizados en otros estudios,
lo que indica una diferencia en la composicién quimica de las fracciones (Tiwari et
al., 2011). y consecuentemente, variaciones en su actividad insecticida. Un ejemplo
de ello son las saponinas, Achary y colaboradores (2014) atribuyen la actividad
insecticida de S. wightii a la presencia de saponinas esteroidales en todos sus
extractos evaluados, estos compuestos son extraidos facilmente con metanol y
agua. Particularmente, este grupo de metabolitos secundarios es conocido por su

actividad insecticida contra diversas plagas de insectos (Chaieb, 2010).

En el caso de Acanthophora spicifera, se identifico actividad insecticida en las
fracciones: 16-02-10 CC1 F3 (DLso= 770 ug-mL-1), 16-02-40 ESL1 F2 (DLso= 780
Mg-mL-1) y 16-02-40 ESL1 F4 (DLso= 1230 ug-mL-1), a pesar de que estos valores
obtenidos indican una baja actividad, se observé mortalidad del 100% en algunas
fracciones evaluadas a la mayor concentracion de 2 mg-mL-1. Esta informacion,
contrasta los datos obtenidos con un extracto etandlico de A. spicifera recolectada
en la costa de la India, donde no se indetificO mortalidad de larvas de Ae. eegypti

en ninguna conentracién evaluada por los autores (Ravikumar et al., 2011).
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Ademas de la evaluacion de la actividad insecticida, en este trabajo se considero la
inhibiciébn de enzimas como mecanismo de accién. Derivado de los problemas
asociados al uso indiscriminado y desarrollo de resistencia de plaguicidas quimicos,
la industria de plaguicidas se ha enfocado en la basqueda de nuevos sitios de accion
y descubrir compuestos que inhiban solo un sitio o diana en especifico, con la
finalidad de disminuir o evitar una resistencia cruzada (Horowitz & Ishaaya, 2004).
Inclusive, el proceso de registro de un plaguicida que posee solo un sitio de accién
conocido es mas sencillo. No obstante, la evolucion de la resistencia a insecticidas
desde una perspectiva epidemioldgica, identifica a los plaguicidas con mdultiples
sitios de accion como los mas adecuados para evitar o prolongar el desarrollo de

resistencia (Gressel, 2019).

Existen muchas publicaciones cientificas que enlistan productos naturales con
actividad plaguicida y la mayoria de sus sitios de accién aln son desconocidos (Yu
et al., 2014). Estos estudios reconocen la utilidad de inhibidores con multiples sitios
de acciéon como parte de las estrategias de manejo de la resistencia. Por ello, la
basqueda de productos naturales insecticidas deberia estar enfocada en
compuestos multi-inhibidores (multi-target), donde los ensayos bioprospectivos de
inhibicion enzimatica in vitro tienen un papel fundamental para su desarrollo. Los
productos naturales tienen multiples aplicaciones, y no es extrafio encontrar un
compuesto quimico con mas de una actividad biolégica, con mdltiples sitios de
inhibicién, cuya actividad ha persistido por muchos afios sin presentar sefiales de
resistencia evolutiva (Gressel, 2019). Tal es el caso de muchos compuestos
marinos, especificamente, el sesquiterpeno laurinterol, que ha sido aislado de varias

especies del género Laurencia.

En un estudio realizado con L. nidifica se evalud la inhibicibn enzimatica del
laurinterol, especificamente, se considero a la acetilcolinesterasa (ICso= 46.85

pug-mL-1) como posible mecanismo de accién insecticida. En comparaciéon con los
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resultados de inhibicion enzimatica obtenidos, el valor de ICso fue superior a lo
reportado, sin embargo, estas diferencias pudieran relacionarse a cambios
metodoldgicos, ya que la acetilcolinesterasa evaluada en el estudio de Ishii y
colaboradores (2017) fue obtenida a partir de un macerado de termitas, contrario a
la enzima evaluada en este estudio cuya fuente es de una anguila eléctrica. Por lo
cual, seria conveniente evaluar la inhibicion enzimética a partir de una fuente similar

para tener una comparacion adecuada.

En este trabajo se identific la actividad bioldgica del laurinterol: insecticida e
inhibicion enzimatica de tres enzimas objetivo; acetilcolinesterasa (ICso= 590
Mg-mL-1), tirosinasa (ICso= 1410 ug-mL-1) y angiotensina (ICso= 890.8 pg-mL-1), por
ello se considera al sesquiterpeno laurinterol un compuesto multi-inhibidor, cuyo
mecanismo de accion insecticida es la inhibicién de multiples enzimas involucradas

en distintos procesos fisiologicos del insecto.

No obstante, también es necesario analizar los posibles efectos sinérgicos. De
manera general, con el laurinterol se identificaron valores ICso mas altos en
comparacién con los obtenidos con su fraccion 13-02-40 ESL1 F2 ESL2 F1;
(IC50=201.7 pg-mL-1), tirosinasa (IC50=960.9 pg-mL-1) y angiotensina (IC50=890.8
Mg-mL-1). Esta fraccion, ademas de presentar laurinterol (86.3%), también se
identific6 en menor concentracion debromolaurinterol (9.0%) e isolaurinterol (4.7%).
A pesar de encontrarse en menor proporcion, es posible que la presencia e
interaccion entre los tres sesquiterpenos contribuyeron a que el efecto multi-
inhibitorio de la fraccion 13-02-40 ESL1 F2 ESL2 F1 fuera superior al compuesto

puro.

Este efecto sinérgico ha sido previamente reportado por diversos autores, inclusive

se consideran mezclas de compuestos que logren afectar a mas de un sitio de
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accion. En un estudio (Kumar et al., 2012) se evalu6 el efecto combinado de
extractos organicos de la macroalga Sargassum wightii y la bacteria Bacillus
thuringensis, la cual produce toxinas con actividad insecticida; se identifico una
mayor mortalidad de larvas del mosquito Anopheles sundaicus cuando se aplico el
tratamiento que contenia la mezcla de toxinas de la bacteria y los compuestos
guimicos presentes en el extracto metandlico de la macroalga. Ademas, se observo
mortalidad en adultos y una inhibicién en el crecimiento y desarrollo de las pupas.
Los autores concluyen que los plaguicidas que poseen una mezcla de
toxinas/compuestos funcionalmente diversos ejercen un mayor efecto que solo uno
y el uso de mezclas ayudarian a disminuir o ralentizar la resistencia en los insectos.
Esto también ha sido comprobado en un bioensayo realizado con el afido Myzus
persicae, donde se aplicé el compuesto activo azadiractina y extracto organico de
plantas de neem que contenia la misma concentracion del compuesto activo
azadiractina. Se encontré6 que los insectos tratados con el compuesto activo
desarrollaron resistencia en generaciones posteriores, caso contrario a los insectos
tratados con el extracto de neem, los cuales no mostraron indicios de resistencia
(Feng & Isman, 1995).

Otro aspecto para considerar en los compuestos marinos es la presencia de
halégenos caracteristicos del género Laurencia (Harizani et al., 2016). En gran
medida la ausencia/presencia y niumero de halégenos determinaran la actividad
biologica. Por ejemplo, el laurinterol y elatol tienen estructuras quimicas similares,
ambos poseen un halégeno de bromo, por otro lado, el sesquiterpeno obtusol posee
dos halégenos de bromo, esta “pequefia” diferencia le confiere mayor actividad
insecticida al compuesto. Salvador-Neto et al. (2016) evaluaron la mortalidad de
larvas de Ae. aegypti y establecieron una DLso para ambos sesquiterpenos: elatol
(DLso= 10.7 pg-mL-1) y obtusol (DLso= 3.5 pg-mL-1), donde el obtusol presento la
mayor mortalidad a una menor concentracion. Estos resultados coinciden con lo

observado en la fraccion 13-02-40 ESL1 F2 ESL2 F1 que contiene dos compuestos
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bromados: laurinterol e isolaurinterol, posiblemente, el aumento en el nimero de

bromos de la fraccién, aumenté su efectividad.

Por otro lado, los ensayos de inhibicidbn enzimatica son una herramienta de
busqueda de compuestos potencialmente insecticidas. Con los resultados
obtenidos en los ensayos in vitro se logro una seleccion de las fracciones activas y
la eventual identificacion del compuesto multi-inhibitorio. Respecto a la tirosinasa,
pocas fracciones lograron la concentracion inhibitoria media y solo se identificaron
tres fracciones de Laurencia, con valores de ICso superiores a los 900 pg-mL-1. Una
alternativa a considerar para tener una inhibicién mas efectiva de la tirosinasa, seria
evaluar otro grupo de compuestos, los florotaninos, los cuales son abundantes en
macroalgas pardas del género Ecklonia y Sargassum. En estudios independientes
con enfoques médicos, se ha evaluado la inhibicion enzimética de los florotaninos
eckol y dieckol con la tirosinasa (Kang et al., 2004) angiotensina (Jung et al., 2006)
y acetilcolinesterasa (Kannan et al., 2013). Ambos compuestos inhiben de manera
eficiente las enzimas objetivo, lo que podria convertirlos en candidatos para un

bioensayo con larvas de mosquitos.

Otra opcion viable, seria considerar nuevas enzimas objetivo, con la finalidad de
encontrar mas compuestos multi-target. En el caso de plagas agricolas, se podrian
considerar enzimas digestivas (proteasas y a-amilasas) que interfieran sobre la
alimentacion (Rocha-Estrada y Garcia-Carreno, 2008) o inhibidores de la sintesis
de quitina que interfieran en el deasarrollo de la cuticula (Retnakaran & Wright,
1987).

Finalmente, la disponibilidad de macroalgas y produccibn a mayor escala
representa un gran obstaculo para el desarrollo de insecticidas derivados de

productos naturales. Una alternativa es la sintesis quimica, mediante la modificacién
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de moléculas y rutas metabdlicas, o el empleo de las estructuras quimicas con la
finalidad de sintetizar moléculas similares que conserven la actividad (Llewellyn &
Burnell, 2000). Sin embargo, es necesario evaluar de manera independiente a cada
insecto objetivo, ya que se podria obtener un mejor efecto insecticida con fracciones
cuyos compuestos podrian tener un efecto sinérgico significativo y menor tiempo y

costo de produccion.

El mecanismo de inhibicion enzimatica puede ser un método dirigido a
investigaciones de bioprospeccién, donde se logre la identificacion de compuestos
inhibidores de enzimas involucradas en procesos cataliticos especificos de los
insectos. Los productos naturales de macroalgas, particularmente, a partir del
género Laurencia, representan una fuente de compuestos quimicos con actividad
insecticida, cuya multi-inhibicién enzimatica podria ser la clave para prolongar el
desarrollo de la resistencia, y con ello obtener alternativas biorracionales mas

seguras y efectivas para el control de insectos.
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9. CONCLUSIONES

Se identificd la actividad insecticida en fracciones de las tres especies de
macroalgas evaluadas contra larvas de Aedes aegypti cepa Nueva Orleans. El
mayor porcentaje de mortalidad y valores de dosis letales medias inferiores
correspondieron a la fracciéon activa de Laurencia johnstonii 13-02-40 ESL1 F2 ESL2
F1. Asimismo, esta fraccion mostr6 un mayor porcentaje de inhibicién con las
enzimas objetivo. Se identificaron tres sesquiterpenos, de los cuales el laurinterol
fue el compuesto mayoritario. Adicionalmente, se evalud la actividad inhibitoria del
laurinterol contra las tres enzimas objetivo (acetilcolinesterasa, tirosinasa y
angiotensina) y se identific6 un efecto multi-inhibitorio. Lo que indicaria un

mecanismo de accién enzimatico.

Respecto a Sargassum horridum y Acanthopora spicifera, se identifico actividad
insecticida en al menos una fraccion evaluada, aunque los valores de dosis letal
media fueron considerados altos en comparacion con L. johnstonii, posiblemente, la
actividad insecticida aumente si se continua con el aislamiento de los compuestos

activos.

Los ensayos de inhibicion de enzimas clave para el control de insectos resultaron
adecuados para la busqueda de nuevos compuestos insecticidas. Particularmente,
las fracciones terpénicas de las macroalgas mostraron una mayor actividad
inhibitoria sobre la acetilcolinesterasa y en menor proporcion a la tirosinasa, sin
embargo, dada la diversidad quimica de las macroalgas, posiblemente, otros
compuestos halogenados tendran potencial para el desarrollo de nuevos

plaguicidas.

64



10. RECOMENDACIONES

Es necesario establecer la dosis letal media del laurinterol en bioensayos con
mortalidad de larvas. Adicionalmente, evaluar el compuesto y/o fraccion sobre otras
cepas susceptibles y resistentes del mosquito Aedes aegypti. Asimismo, evaluar un

posible efecto repelente en bioensayos con adultos.

Para futuros trabajos, se sugiere una busqueda dirigida de compuestos o fracciones
gue presenten un mayor numero de grupos halogenados, especificamente bromo,

lo cual le confiere una mayor actividad insecticida contra Aedes aegypti.

Respecto al ensayo bioprospectivo de inhibicion enzimatica, es recomendable
utilizar formas enzimaticas aisladas o derivadas de insectos. Con la finalidad de

obtener una concentracion inhibitoria media adecuada para el organismo objetivo.

Adicionalmente, se sugiere la evaluacién de otros compuestos (florotaninos) con
potencial insecticida; eckol, dieckol y Phlorofucofuroeckol-A. Dada su actividad
inhibitoria sobre enzimas objetivo de insectos, cuyo mecanismo multi-inhibitorio

representa una alternativa para el desarrollo de plaguicidas biorracionales.
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