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1.- Introduccion

La historia del hombre ha estado infimamente unida a su medio
ambiente que le ha proporcionado los elementos necesarios para su mejor

desarrollo.

Tanto los productos terrestres como los marinos han sido determinantes
en la evolucion de la humanidad. Los vegetales son productos renovables que
proporcionan alimentos, fibras textiles y también son utilizados come
medicamentos. Los productos marinos son una importante fuente de
metabolitos secundarios utilizados por el hombre y puestc que la poblacion
mundial se incrementa constantemente es necesaria la busqueda de nuevas
fuentes de alimentacion y materias primas de diversas industrias, asi como de
compuesios de origen natural que presenten actividad bioldgica como
bactericidas, fungicidas o larvicidas para especies vectoras de enfermedades

como la malaria, dengue, encefalitis y otras.

Los seres humanos han ido aprendiendo finalmente a mantener su
poblacién dentro de ciertos limites y a vivir, no obstante la contaminacion del
aire y del agua pero finalmente se han dado los pasos apropiados para aliviar

estas problemas.

Los vegetales en sus diversas formas han sido un factor decisivo €n los
fenomenos sociales y economicos determinantes en la evolucion de la
humanidad. Los botanicos clasificaban las plantas en funcion de si producian
frutas, vegetales, fibras 0 madera y aquellas que se utilizaban como medios

curativos.

Ciencias como la Biologia y la Quimica han hecho posible el estudio del



mundo vegetal y en la actualidad del mundo marino, pues el mar ha sido un
importante aporte de beneficios para el hombre.

Las algas marinas son las plantas mas primitivas y estan ampliamente
distribuidas en agua dulce y salada, en cuanto al tamafno van desde algas
microscopicas unicelulares hasta gigantes que miden mas de 100 metros. y son
utilizadas como fuente directa de alimento, fertilizantes, cosméticos, forrajes,
farmacos, energia, y otros.

Aprovechando las propiedades de las algas se han utilizando extractos
acuosos, polvos y residuos de estas para inhibir el desarrollo de plagas, reducir
el dano y aumentar la resistencia a enfermedades, aunque esto se ha venido
quedando en el abandono debido al uso de productos quimicos sintéticos que

provocan un desajuste bioldgico y ecologico.

Meéxico es un pais extraordinariamente rico en productos mannos y por
tal motivo se realizan estudios e investigaciones para el maximo
aprovechamiento de los mismos y ante la apremiante necesidad de encontrar
alternativas para resolver la problematica ambiental es importante estudiar los
extractos de las aigas marinas y una vez reconocidas sus propiedades, se
podran utifizar como medidas de control ecolégico de: parasitos de plantas,
microorganismos patoégenos del hombre y animales y plagas de insectos de
interés econdmico y médico-veterinario, con énfasis en la problematica que
representa el control de vectores como A. aegypti con la finalidad de aportar
alternativas viables en el control de mosquitos culicidos con metabolitos
vegetales se propuso llevar a cabo la determinacion de la actividad larvicida de
extractos de Enferomorpha prolifera en Aedes aegypli .

El dengue de A. aegypti trasmite padecimientos que en America cobra

cada vez mayor importancia debido a la circulacion de moltiples serotipos del



virus y representa una enfermedad con mayor impacto en el pais, a partir de
1980, las instituciones de salud han diseffado un sistema de vigilancia
epidemiolégica, que permite interpretar el comportamiento de la enfermedad y
la influencia de medidas mas adecuadas de prevencion y control, Dicho
programa contempla un sistema conjunto de factores determinantes en casos
de dengue: aspectos clinicos, virologicos, entomoldgicos y factores de riesgo
( Montesanos-Castellanos, 1995).

El noreste de México (Coahuila, Tamaulipas, Nuevo Ledn, San Luis
Potosi) es la regién que observa un patrén endémico mas acentuado, después
del mayor numero de casos para 1980. El control de dengue en Nuevo Ledn, se
hace basicamente con el combate; personal técnico aplica el larvicida,
principalmente cuando se registran brotes de la enfermedad aln cuando estas
herramientas son caras y laboriosas { Rodriguez Tovar, 2000)



1.2- Antecedentes

Aunque los andlisis del mar se iniciaron a comienzos del siglo XIX, fue
hasta 1873-1876 cuando la Quimica Marina se colocd sobre una base cientifica
y el estudio de los productos naturales ha empezado a ser apreciado como una
de Ias principales fuentes de la Quimica Organica.

El uso de los productos marinos, hablando particularmente de las algas
marinas se ha ido extendiendo hacia la industria mederna ( Biclogia Marina,
1862 y 1966 ). Un gran numero de productos cuya base son las algas marinas
se ha introducido en el mercado mundial. En la medicina se ha usado por siglos
como auxiliares en las ciencias farmacéuticas (Hope, 1979) y recientemente
coma constituyentes de medicamentos asi como en Fitoterapia, Farmacologia y
areas relacionadas con {os vegetales. Existen mas de 30,000 especies y se
clasifican en: Chiorophytas (algas verdes), Rodophytas (algas rojas),
Phaeophytas (algas cafés) y Cianophytas (algas verde-azul) son plantas
bastante antiguas, se han encontrado fésiles del periodo precambrico (1 a 3
millones de anos)

El uso de las algas se ha incrementado en estos ultimos anos pues se
han ampliado sus areas de acciéon. Productos como el agar y el carragenano de
las algas rojas y como el acido alginico y aiginatos de las algas cafés son

constituyentes que atraen la atencion cientifica.

Constantine en 1977, escribe sobre los aspectos farmaceéuticos de los
productos algales, los efectos medicinales indirectos y en la nutricién del
hombre, ya que se debe considerar que el 60% al 70% de las sustancias que
las forman son proteinas y esto es de enorme importancia para la industria de la
nutricion.



En estudios realizados por Lewin en 1974 se sugiere que los
carotenoides de los cloroplastos tienden a ser una caracteristica filogenética
conservativa de las algas y Djarlan y Aguilar en 1976 encontraron que los
carotenoides mas obtenidos fueron los alfa, beta carotenos, luteina vy
zeaxantina. Ademas contienen lipidos (Boyd, 1981) y esteroles tales como
Chondrilosterol. Ergosterol, colesterol,encontrados en Clorophyta y Rhodophyta
y fucosterol en Phaeophyta (Scheuer, 1979).

Los constituyentes de las algas marinas incluyen: acidos, alcaloides,
aminas, sustancias con actividad: antibacteriana, antibiética, antifungales y
antivirales, celulosa, enzimas, glicdsidos, lipidos, esteroles, asteroides,
compuestos fendlicos, aminoacidos, proteinas, vitaminas, alcoholes, péptidos,
minerales y sustancias taxicas ( Scheuer,1979).

Los productos algales son de gran interés en las investigaciones
cientificas y se han encontrado usos realmente importantes como el agar usado
como laxante, en la produccion de supositorios, emulsiones, sustrato para
cultivos en bacteriologia y la agarosa se usa en la electroforesis, filtracion en
gel y en inmunclogia para separar sustancias de gran peso molecular. El
carragenano es una mezcla de polisacaridos usado como anticoagulante y
agente antitrombotico usado en la terapia de ulceras (Hope, 1979) y es un
potente inflamatoric in vivn {Abraham et al 1985; Selin y Orzarzahal, 1988) se
probd en intestino de animales y provocé efectos inflamatorios y produjo efectos
en Sistema Inmune (Thomson, 1981).

El pnmer reporte acerca de las propiedades antibidticas de las algas
marnas fue hecho pos Shirahoma en 1942 (citado por Pratt et al 1951) que
aisld una sustancia de Cystophyillum hakodantese gue tenia efectos sobre

Lactobacillus bulgaricus y L. helvecticus .



Burkholder y colaboradores en 1969 estudiaron algunas especies algales
de Puerto Rico y encontraron que mas de 150 especies presentaban actividad
antibidtica. Otros frabajos mas recientes en este campo son ios de Naqui en
1980, Campos-Takaki en 1988 y Oranday en 1998.

Con respecto a las Phaeophytas, Levring en 1979 reportd un excelente
potencial marino de las especies de algas europeas y Martinez, L.S.J. en 1974
determind componentes quimicos tales como los ficocoloides, B-carotenos y
vitamina B-12 de algunas algas de la Peninsula de Yucatan y en Baja California
en la Republica Mexicana e identifico carotenos y determind que Turbinana

turbinana, presentaba alto contenido de R-caroteno.

En 1973 Abdel y colaboradores obtuvieron de las algas del género
Sargassum, acido glucordnico y reportaron la presencia de manosa , galactosa
y xilosa. Tiempo después Dominguez en 1979, menciona que las algas de este
mismo género son fuente de esteroles y metilesteroles. Del alga café Dictyota
dichotoma colectada en Okinawa se aislaron 4 lactonas que son téxicas para
las células de melanoma 13-16 (Ishitsuka et al, 1988).

Recientemente se aislaron algunos compuestos quimicos del alga café
Turbinana conoides  tales como un fucosterol y un acido carboxiiico con
actividad citotéxica y algunos estercides presentan citotoxicidac sobre leucemia
linfocitica en ratén y en carcinoma nasofaringec humano (Homg Sheu, 1988).

Craigie y Mac Lachlan (1964) encontraron en Phaeophyta Fucus
vesfculosus que libera una sustancia amarilla en el medio y sugirieron que
debian ser flavonoides los gque presentaban actividad inhibitoria en el
crecimiento de otras algas. Conover y Sieburth (1964) observaron que
Sargassum natans y S. fluitans inhiben el desarrollo de parésitos y de especies
de vibrio (Rice,1984).



Rao y Shelat (1979) estudiaron 27 especies de algas entre ellas
Sargassum tenemmimum y S. cinctum y probaron extractos crudos en varas
especies de hongos entre los que se encontraba Candida albicans y C.
Tropicalis y encontraron que inhibian sus crecimientos. Scheuer en 1980
menciona que la especie Sargassum contiene compuestos azufrados con
importancia bactericida sobre todo contra Escherichia coli y Staphylococcus
aureus (Hope.1982) y Sargassum natans presenta actividad antibacterial y
antifingica (Garcia,1995), también se ha demostrado que en cuanto a la
actividad inhibitoria el acido lineico y linolénico inhiben el crecimiento de las
algas del género Chiorella (Noguchi et al 1978).

Se ha estudiado el desamollo, crecimiento y reproduccion de las algas
rojas y su relacion con la produccion de ceélulas especificas y carbohidratos
antivirales (Fetter y Neushul, 1988). Con el descubrimiento del primer antiviral y
su uso clinico en 1962, se dejé claro que podian utilizarse y ain mas se podian
obtener (Bauer1985). Se ha descubierto que el agar obtenido de las algas rojas
es usado como antiviral (Gonzalez et al, 1987) ya que este inhibe la infeccion
celular y protege a los embriones de pollo del virus B de la influenza
(Hope,1982). En trabajos recientes con extractos acucsos de carragenanos y
polisacaridos sulfatados realizados por Baba et al 1988; Mitsuya et al y Kuno en
1987, sugieren que estas moléculas pueden inhibir las infecciones virales y que

operan dentro y fuera de las células infectadas.

En Uruguay han aislado una amida del alga roja Chondria atropurpurea
cuya actividad es antihelmintica y se ha encontrado que esta especie es una
fuente rica en terpenoides, acidos y polisulfidos ciclicos (Davyt, 1988).

En [a busqueda de agentes antimicrobianos, los constituyentes lipidicos
de algunas algas rojas como las del género Ceramium juegan un pape!
importante.



Se ha patentado el usc de estas algas usando exiractos acuosos de
Neodelsea americana y N. Integra (Calvin y Ellis,1979). También se ha
patentado el extracto de Cryptosiphoria wodii (Nonomu,1985) y el uso de
carragenanos y polisacaridos sulfatados para tratamiento de enfermedades
inciuyendo AIDS causados por retrovirus (Neushui, 1988).

Scheuer en 1980 menciona que la especie Ulva fasciola contiene
compuestos azufrados con importancia bactericida. Este género ha demostrado
evidencia de actividad inhibitona al igual que Enteromorpha prolifera , frente a
algas planctonicas y otras pudiendo influir en su crecimiento y aun en el de su
misma especie. Sin embargo también presenta inhibidores que otras algas no
presentan Pratt, 1944, nombré a esta sustancia Chiorelin, determind sus
propiedades y estudio los factores que afectan su produccion y acumulacion.

Una de las algas que presenta actividad antiinflamatoria es el alga verde
Enteromorpha profipera que contiene feofitina A que provoca efectos
supresores en tuna bacteria y supnme la produccién de superoxido en
macréfagos de raton e induce la quimiotaxis de leucocitos polimorfonucileares
humanos (Okai.1997) y en especies enconiradas en la India presenta
actividad diurética (Nagui, 1981).

También se han aislado sesquiterpenos halogenados que causan
inactividad celular, este es el caso de Neomens annulata que es un alga verde
(Barnehow et al, 1989).

Munro et al (1987) revisé gran cantidad de componentes aislados de
fuentes marinas que poseen gran citotoxicidad. Antitumorales marinos
estudiados por el mismo Munrc incluyen un gran numero de diterpenos lineales
caracterizados por 1-4 diacetoxibutadieno, que es comun en algas verdes
(Faulkner,1991) y Fenical y Paul (1984) lo asocian con una gran actividad



biologica. Tres de estos diterpenos inhiben la division celular de los huevos de
enzo de mar fertilizados, la fuente de estos compuestos son las Chiorophytas:
Udotea argtentea, Tidemania expediotionis Yy Chlorodesmis fastigiata (Paul y
Fenical, 1985).

También presentan actividad insecticida y antimalanal, tal es el caso de
Laurencia papiflosa de la que fueron aislados dos compuestos aromaticos
(Wright,1966). Cuando los extractos de las algas Myrophyllum y Potamogeton
se probaron contra larvas de Aedes occidentalis y Culex pipiens , este ultimo
mostré gran resistencia para los dos tipos de extractos (Graham y Schooley ,
1984) . También fueron probadas toxinas de las algas Rhizoctonium
heiroglyphicum y Chiorella ellipsoidea contra Aedes aegypti Culex
quinquefasciatus y Culceta incidens, las mas suceptibles fueron C. indinans y
C. gquinquefasciatus y los extractos de Chiorella son los mas toxicos
(Dhillon, 1982).

En el caso particular de Chiorella ellipsoidea, presenta actividad
insecticida contra larvas del mosquito Culex quinquefasciatus y ademas
muestra actividad inhibitoria en ofras especies algales.

Con respecto a ia especie Enteromorpha prolifera en estudio presenta
accion frente a algas planctonicas ya que influye en su crecimiento, a este
efecto Rice (1984) lo liama alelopatia quien lo define como un efecto dafiino,
directo o indirecto por una planta (incfuyendo microorganismos) sobre todo a
través de la produccion de compuestos que son fiberados al medio por lo que
puede pensarse que esta especie contiene compuestos toxicos con accion
sobre larvas de mosquito, la actividad que nos interesa es contra insectos
vectores de enfermedades y existen antecedentes que nos guian a la

realizacion de esta investigacion.

En México los estudios en este campo son muy escasos, ya que la



investigacion ficolégica se ha enfocado principalmente a estudios taxonémicos,
ecologicos y de distribucion; los pocos reportes que se tienen acerca de la
actividad bioldgica de las algas colectadas en las costas mexicanas han sido
realizados generaimente por investigadores extranjeros.

Con este trabajo se pretende impulsar la investigacion en este campo y
contribuir al conocimiento de la actividad biolégica de las algas marinas de
nuestro hermoso pais e incrementar las fuentes de obtencién de insecticidas
naturales.



Hipdtesis

Los extractos de diferente polaridad de algas marinas muestran actividad
biologica sobre larvas del mosquito Aedes aegyptr.

Objetivo General

Caracterizacion de metabolitos secundarios de algas marinas con actividad
biolégica sobre larvas de Aedes aegypti .

Objetivos Particulares

1. Obtencion de extractos con solventes de polaridad creciente.

2. Ensayos de actividad bioldgica de los extractos en larvas de Aedes aegyp!i,

en condiciones de laboratorio.

3. Caracterizacion de metabolitos secundarios de las algas marinas:

Sargassum filuitans y Enteromorpha prolifera var flexuosa.



2. Material y Métodos

2.1- Material Biologico

2.1.1 Material Vegetal

2.1.2 Clasificacién y descripcion botanica de Enferomorpha profifera

REINO: Protista
DIVISION: ~ Chlorophyta
CLASE: Ulvophyceae
ORDEN: Utvales
FAMILIA: Ulvaceae
GENERQ:  Enteromorpha
ESPECIE.  prolifera

VARIEDAD: flexuosa (Wulfer)



Descripcién de la planta:

La morfologia de Enteromorpha prolifera var. flexuosa (Fig.No.1) es
unica, su cuerpo es hueco y su tallo puede ser largo de varios centimetros
hasta 2 metros, es tubuiar y graduaimente dilatado a la base y muy ramificado.

Su color es desde el verde oscuro hasta el luminoso debido a los pigmentos
fotosintéticos celulares.

Esta alga no siempre ha tenido este nombre. En 1778, O.F. Muller lo
clasifico como Ulva prolipera, y en 1797, Roth nombré a este mismo organismo
como Conferva clathrata después en 1811 un ficologo importante Carl Agardh
decide aclarar esta confusién y lo renombra como Ulva clathrata aunque

después fue su propio hijo quien la reclasificé como Enteromorpha prolitera.

Su distribucién es comunmente en las orillas, escolleras y costas. Crece
sobre las conchas, rocas y objetos sdlidos donde el nivel es bajo y pueden flotar
libres. En Marzo y Junio es estéril es decir no es su época de reproduccion y
presenta 2 generaciones : gametofita y esporofita.
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Enteromorpha prolifera

Fig. No 1



2.1.3 Clasificacion y descnipcién botanica de: Sargassum fluitans.

REINO: Protista
DIVISION:  Phaeophyta
CLASE: Cyciosporae
ORDEN: Fucales
FAMILIA: Sargassaceae
GENERO: Sargassum

ESPECIE: fluftans (Borgesen)

Descripcion de la planta:

Planta pelagica, usualmente de hasta 15 ¢cm de alto, color café dorado,
sin apéndices dominantes, tallo suave y un poco espinoso, hojas delgadas a
lanceoladas, tallo corto, ampliamente dentado de 2-6 cm de largo y 3-8 mm de
ancho, presencia de vesiculas globosas a ovaladas de 4-5 cm de didmetro
sobre tallos de 2-3 mm de largo, los tallos son frecuentemente alados,
receptaculos no conocidos, (Fig. No.2).

Distribucion geografica:



Asociados con Sargassum natans, es comun en las aguas de la costa
del Atlantico Noerte-Oriente y el Golfo de México.
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2.1.4 Colecta

Colecta de Enferomorpha prolifera

La recoleccion se llevo a cabo en Puerto Vallarta, Jalisco en los meses
de Julio de 1997 y 1998, en este lugar Enteromorpha crece en las escolleras
de la playa sobre las rocas que ahi se encuentran, se colecté por la mafiana
usando una espatula para separarlas de las rocas, es importante mencionar
que unicamente crece ella en ese fugar lo que puede significar que inhibe el
crecimiento de otras especies, después se guardaron en bofsas de plastico y se
pusieron en hielo para su transportacion.

Colecta de Sargassum fluitans:

La recoleccion se llev6 a cabo en Julio de 1994 y en Agosto de 1996 en
la Laguna Madre de San Fernando Tamaulipas, esta colecta fue realizada por ia
Dra. Azucena Oranday Cardenas.

Una vez colectadas las algas marinas fueron puestas en hielo para su
transportacion para después ser lavadas y puestas a secar, una muestra se
separo y se llevd para su clasificacién botanica al Laboratorio de Ficologia, del
Departamento de Botanica de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la UA.N.L
la que fue realizada por el Dr. Salomén Martinez Lozano.



2.2 Extraccion del material vegetal

Las algas fueron procesadas por separado utilizando la misma
metodologia y después de lavar y secar al sol, las muestras de algas se
procesaron en un molino tipo Wiley y el material seco y molido se dividié en dos
partes; una de ellas la extraccion se hizo por agitacion en fric y la ofra por
maceracion con disolventes de polandad creciente (Dominguez, 1988).

2 2.1 Maceracion

En esta técnica el material seco y molido se introdujo en un recipiente
con aproximadamente 1 Litro de solvente con 250 gr de planta seca, los
solventes usados fueron; eter de petroleo y metanol. El recipiente se dej6 a
temperatura ambiente( 30-35 °C) por un periodo de 7 dias, se dren el solvente
y se anadic mas solvente repitiendo la misma operacion 2 veces mas para cada

uno de los mismos.
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2.3. Separacion

2.3.1 Preparacion de placas

Las placas cromatogréficas utilizadas en la presente investigacién fueron
preparadas en el laboratorio de Fitoquimica de la Facultad de Ciencias
Biolégicas de la Division de Estudios de Postgrado. Sobre placas de vidrio de
10 x 5 cm con 1 mm de grosor para cromatografia en placa fina de E. Merck A.
G. Para elaborar {as placas se suspendié silica-gel 60 g en agua en una
proporcién de1 a 3, se aplico sobre el vidrio con grosor variable, se dejo reposar
30 minutos a temperatura ambiente y se activaron en una estufa a 100 °C por
una hora.

Para el calculo de Rf ( relacion de frente) se midio la distancia del punto
de aplicacion al centro de la mancha estudiada y se dividié este valor, entre la
distancia del punto de aplicacion y e! frente del solvente.



2.3.1.2 Agentes Cromogénicos.

Las manchas separadas en las placas se detectaron usando una
vanedad de agentes cromogénicos.

UV ( Uttravioleta). Después de examinar las placas con luz visible se
observaron en una camara de luz ultravioleta de onda larga y corta.

Vapores de Yodo: Se colocd en un vaso de precipitado conteniendo
cristales de yodo y tapado con un vidrio de reloj, después de 20 minutos se
observaron las manchas que aparecieron.

Reactivo de Dragendorff : Para esta prueba se cormrié una cromatografia
en capa delgada y se rocié el cromatograma con el reactivo, se considera

positivo si persiste por 24 horas las manchas rojas o naranjas.



2.3.2 Cromatografia en columna

2321 Cromatografia en columna seca invertida.

Para llevar a cabo ta cromatografia se tapé unc de los extremos de la
columna con un tapén de hule y se afadid en pequefias porciones el
adsorbente que en este caso fue el gel de silice-60 g para cromatografia en
capa fina (Merck), se golped suavemente el extremo tapado contra [a mesa
para asegurar su asentamiento uniforme, hasta aproximadamente 2 cm del
extremo superior de la columna, se colocs un disco de pape! filtro y se ajusto a
la superficie de la silica con un tapdn adecuado. Sobre este disco se anadio la
muestra que fue disuelta en solventes volatiles en un mortero mezclandola con
la silica en una proporcion de 2:1 respectivamente y al evaporarse el solvente
se colocd el otro disco de papel filtro y se llend hasta el extremo can silica, se
cubnd con papel filtro y se le hicieron orificios con un alfiler, este extremo se
coloco en un recipiente que contenia el eluente y se dejd ascender. Se saco la
silica del tubo y se corté con una espatula, teniendo cuidado de fraccionar
segun los colores desarrollados o los R.f obtenidos en CCF hechas

previamente.
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2.4 Caracterizacion de metabolitos secundarios.

2 4.1 Pruebas para grupos funcionales y metabolitos secundarios

2.4.1.1 Prueba de la Flama.

Se utiliza para diferenciar un compuesto organica de uno inrorganico. Se coloca
una pequena muestra en una asa de platino y se lleva a ia flama, si quedan
cenizas se concluye que el compuesto es inorganico.

2 4.2 Prueba de Insaturaciones.

2.4 2 1 Prueba de Permanganato de potasio: Se disoivié una pequefia parte de
la muestra en agua, acetona o metanol y se agrega KMnO, al 2% en agua, ia
prueba es positiva si se Observa decoloracion o formacién de precipitado café.
2.4.2.2 Prueba del Bromo: Se disuelve 1-2mg. de la muestra en 1 mi. de CClq
y se agrega gota a gota una solucion al 2% de Bromo en CCi, . La prueba es
positiva si el bromo se decolora.

2.4.3 Prueba para fenoles.

2.4.3.1 Prueba del Cloruro Férrico: Se hace disolviendo 1-2 mg. de la muestra
en 1 ml.de agua o etanol y después se le afaden unas gotas de cloruro férrico.
La aparicion de un precipitado rojo. azul violeta 6 verde se considera positiva.

2.4 4 Prueba para Esteroles.

2441 Prueba de Lieberman Burchard: Se disuelve una pequefa cantidad de

muestra en Cloroformo para luego anadir el reactivo que se prepara agregando



una gota de acido sulfirico a una mezcla de 1 mil. de cloroformo, la aparicién de
una coloracion ( desde azul hasta morado) en el lapso de 1 hora determina que
la prueba es positiva.

2.4.4.2 Prueba de Salkowski: Similar a la anterior, la muestra en 1 ml. de
cloroformo se pone en contacto con 1 mlde acido sulfirico, desarrollando
colores amarillo 6 rojo, para esteroles y metilesteroies.

2.4.5 Prueba para grupo Furano.

2.4.5.1 Prueba de Ehrlich: La muestra se disuelve en etanol y se agrega una
solucion al 5% de p-dimetilaminobenzaldehido en etanol y se coloca en una
camara conteniendo vapores de acido clorhidrico, es positiva al aparecer

coloracion naranja.

2.4.6 Prueba para Carbohidratos.

2.4.6.1 Prueba de Molish: En un tubo de ensayo se coloca 1 mg. de la muestra
y se anade el reactivo de Molish, el cual se prepara afadiéndo 1 g. de alfa
naftol en 100 mi. de alcohol etilico, se inclina el tubo y se agrega 1 ml de acido
sulfurico concentrado por las paredes. La prueba es positiva al formarse un
anillo coloreado en {a interfase.

2 4.7 Prueba para Cumarinas.

Se disuelve 1-2 mg. de la muestra en solucion de hidroxido de sodio al 10%, si

aparece color amarillo que desaparece atl acidular la prueba es positiva.

2.4 8 Prueba para Sesquiterpenlactonas.
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2.4.8.1 Prueba de Baljet: Se utilizan 2 soluciones que se mezclaran en iguales
voliumenes antes de usarse; Solucion A: 1 g. de acido picrico en 100 mi. de
etanol y Solucion B:10 g. de hidréxido de sodio en 100 mi. de agua. Para esta
prueba se ponen 2-3 mg. de [a muestra y de 3 a 4 gotas del reactivo. Es

positiva si se forma una coloracién naranja 6 roja oscura.

2.4.9 Prueba para Quinonas.

2.4.9.1 Prueba de Bomtrager: Se hierve por 10 minutos un poco de matenal con
hidroxido de potasio al 2-5%, se enfria la solucion y se acidula, extrayéndose
posteriormente con benceno. La capa de benceno se separa y se agrega
solucidn de hidroxido de potasio Si la fase de benceno se decolora y la alcafina
se torna roja, la prueba es positiva.

2.4.10 Prueba para Flavonoides.

2.4.10.1 Prueba de Shinoda: La muestra se disuelve en etanol y se trata con
limaduras de magnesio, se aplica calor (60°C) y después unas gotas de acido
clorhidrico concentrado, ia prueba se considerara positiva si se presenta color

naranja, rojo, rosa, azul y violeta.

2.4.11 Prueba para Alcaloides.

24.11.1 Prueba de Dragendorff. Consta de 2 soluciones; Solucidon A: se
preparara disolviendo 0.85g de nitrato de bismuto en una mezcla de 10 mi. de
acido acético glacial y 40 ml. de agua, y la Solucion B: se disuelven8 g. de



Yoduro de potasio en 20 mi. de agua. Para el reactivo se mezclaran 5 ml. de
solucién A y 4 ml. de solucion B y 100 ml. de agua. Se corre una cromatografia
en capa delgada para esta prueba y se rocia el cromatograma con el reactivo,
sera positiva si persisten por 24 horas, manchas rojas 0 naranjas.
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2.5.1 Métodos espectroscdpicos

Los espectros de Resonancia Magnético Nuclear fueron determinados en
el Departamento de Farmacologia de la Facultad de Medicina de la U.A.N.L por
la Dra. Noemi Waksman.

Espectroscopia infrarroja: Los espectros se determinaron en un
espectréometro Perkin Elmer,Paragon 2,000 FTIR.

Espectroscopia de resonancia magnético nuclear: Fueron realizades en
un espectrometro Brucker DPX 400 dei Departamento de Farmacologia y
Toxicologia de la Facultad de Medicina de U.A.N.L.

Espectroscopia de RMN doble dimension: Espectrometro Brucker DPX

400, del Departamento de Farmacologia y Toxicologia de la Facuitad de
Medicina de U.AN.L.
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2.6 MATERIAL ENTOMOLOGICO

2.6.1 Establecimiento de colonias de mosquitos Aedes aegypti para los
bioensayos.

Clasificacion sistematica del mosquito Aedes aegypti

ORDEN: Diptera

SUBORDEN: Nematocera

FAMILIA: Culicidae

SUBFAMILIA:  Culicinae

TRIBU: Culicini

GENERO: Aedes

ESPECIE: aegypti (Linnaeus)
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En América el unico vector del dengue comprobado es A. aegypti, aun
cuando recientemente se ha introducido Aedes albopictus, el cual puede
trasmitir el virus (Vector topics, 1980).

Aedes aegypti (Fig. No. 3) esta distribuido en regiones tropical y
subtropical del mundo (Carpenter y Le Casse, 1971}, aunque su origen es
incierto es considerado endémico del Africa y se establecid en América al
introducirse en los viajes de Cortés. Es un mosquito cosmopolita y las hembras

se alimentan de sangre preferentemente humana.

Establecimiento de Colonia

Para el inicio de la colonia se llevaron a cabo colectas de farvas y
pupas en casas habitacion ubicadas en Escobedo, N.L. en el mes de mayo de
1987. El material fue trasladado al Laboratorio de Entomologia y Artropodos de
la Facultad de Ciencias Biologicas de la U.ANN.L y las larvas ya identificadas
fueron colocadas en charoias de plastico dentro de una jaula preparada para la
obtencion de adultos y se alimentaron diariamente con un pulverizado a base
de croquetas de perro previamente molidas. Una vez obtenidos los adultos, los
machos y hembras se alimentaron con miel diluida en agua (10%) aplicada en
torundas de algodén y la alimenracidn de las hembras fue complementada con
sangre cada tercer dia, es importante mencionar que aun cuando se¢ ha
demostrado que A. aegypli se alimenta en un porcentaje variable de
hospederos diferentes al hombre se tratdé de alimentarlas usando un conejo y
despues un polio pero no resultd la toma de sangre, asi que la unica dieta que
aceptaron fue sangre humana, También fue importante la hora de alimentacion
y la temperatura ya que en dias frios ( debajo de los 20 %C ) no se acercaban y

la hora adecuada para alimentarlas fue por {as mananas.

En las charolas de plastico se colocaron tirillas de terciopelo rojo como
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Sustrato de oviposicion y eran retiradas después de 3 dias y se secaban para
su uso posterior.

Cuando fue requerido el material bioldgico ( larvas del tercer y cuarto
estadio) las bandas de huevecillos almacenadas fueron puestas a eclosionar
en agua reposada, y las larvas alimentadas con la dieta ya descrita ; las larvas
de los estadios requeridas para los bioensayos eran separadas y el resto
fueron mantenidas para continuar la colonia.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Estudio de Sargassum fluitans

3.1.1 Preparacion de Exiractos

Se colocaron 130 gr de alga seca y molida en un recipiente cerrado y se
extrajeron por maceracién en éter de petrdleo por 7 dias a temperatura
ambiente, se filtré y en la parte no soluble se repitid la operacidn una vez mas
con éter de petrolec y después con metanol por 7 dias mas, al término de este
procedimiento fos solventes se evaporaron a temperatura ambiente hasta

obtener el extracto, se realizd el mismo procedimiento para el metodo por
agitacion usando 280 gr de S. fluitans.

Para el extracto preparado por agitacion se pesaron 280 gr de S.
fluitans usando éter de petrolec por 7 dias a temperatura ambiente y metanol

por 7 dias mas, después los solventes se evaporaron a temperatura ambiente
para obtener el extracto.
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3.1.2 DIAGRAMA DE FLUJO
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3.2 Estudio de Enteromorpha prolifera

3.2.1 Preparacion de extractos

Se usaron 290 gr de E. prolifera en un recipiente cerrado para la
extraccion por maceracion a temperatura ambiente con éter de petroleo por 7
dias y después de filtrar se repitio la operacion con metanol, al término de los
cuales los solventes se evaporaron para la obtencion del extracto.

En la extraccién por agitacion se utilizaron 375 gr de la muestra seca y
molida usando éter de petroleo por 7 dias y después metanol por 7 dias mas,
después los solventes se evaporaron a temperatura ambiente para obtener el
extracto.
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3.2.2 DIAGRAMA DE FLUJO
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3.3 Ensayo de Actividad

Se prepararon 5 dosis de cada extracto de las algas Sargassum fluitans
y Enteromorpha prolifera que fueron establecidas en un rango de respuesta
(Mortalidad) en los preliminares de 10-90% como minima y maxima
respectivamente, se usaron 20 larvas de Aedes aegypti del tercer y cuarto
estadio fueron colocadas en vasos desechables transparentes conteniendo 100
m! de agua y la dosis respectiva.

Cada dosis se hizo con 4 réplicas y un testigo por dosis. La mortalidad
fué registrada a las 24 horas de exposicion y los datos obtenidos son
analizados por el método Probit (Finney,1971) para obtener la concentracion
letal 50 y 90%, y el analisis de varianza con un disefic completamente al azar
para la comparacion de diferentes extractos (Zar,1974).



4 RESULTADOS

4.1 METODOS DE EXTRACCION

Se realizaron los dos métodos de agitacién y de maceracién para
ambas especies, en el caso de Sargassum se obtuvo una cantidad de 1.83 gr
procesados de 280 gr por el método de agitacion y con respecto al método de
maceracion se obtuvieron 0.7 gr procesados de 130 gr la muestra.

Para Enteromorpha se utilizaron 290 gr para el método de maceracién
de los cuales se obtuvieron 1.10 gr de ta muestra y por el método de agitacion
se procesaron 375 gr y se obtuvieron 2.98 gr de la muestra.

Se observd en los resultados que el extracto obtenido por el método de
agitacion, resulté con mayor actividad en ambas especies y particularmente en
el caso de Sargassum con esa cantidad obtenida solo se efectuaron los

Bioensayos preliminares y finales.
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42 BIOENSAYOS PRELIMINARES

Se analizaron extractos metandlicas de una rodophyta, fres pheophytas
y una chlorophyta para probar su actividad bioldgica con la metodologia descrita
en el punto 3.3 y se encontré que solo 2 de ellos: la chiorophyta Enteromorpha
prolifera y la phaeophyta Sargassum fluitans presentaron actividad sobre las
larvas del mosquito Aedes aegypti. El extracto de Sargassum fluitans presento
actividad en {a concentracion de 100 ppm en la que se observd el 100 % de
mortalidad y en la dosis de 50 ppm fue el 30%.

El segundo extracto fue de una Chlorophyta o© alga verde cuyo género es

Enteromorpha prolifera cuya dosis de 100 ppm presentd un 100% de
mortalidad y aun en la de 50 ppm la mortalidad que se presento fue del 70%.
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4.3 BIOENSAYO FINAL

Los bioensayos finaies se efectuaron con 5 dosis ( punto 3.3) , tomando
como referencia los bicensayos preliminares, las dosis seleccionadas para S.
fluitans que fueron en el rango de 12.5 ppm y de 90.0 ppm como minima y
maxima respectivamente. La mortalidad de las larvas se observd a las 24
horas post tratamiento y fue registrado el 30 % de mortalidad en ia dosis de
50 ppm y del 80 % en la dosis de 80 ppm respectivamente.

DOSIS MORTALIDAD
12.5 ppm 0%
25.0 ppm 0%
50.0 ppm 30%
70.0 ppm 60%
90.0 pcm 80%
Testigo 0%

Tabla No. 1 Resultados del bioensayo de S. fiuitans en el extracto metandlico

Después de 24 horas de exposicion.
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4.3.1 ANALISIS PROBIT DE Sargassum fluitans

DOSIS No.De |Concentra | Mortalidad Mortalidad Probits
Insectos | cion (ppm) Bruta corregida Calculada
80 50 30 30 5.48
2 80 70 60 60 5.25
3 80 90 80 80 5.84

Tabla No. 2. Bioensayo de S. fluitans

De acuerdo a los resultados de la tabla anterior se obtuvieron ios siguientes

datos procesados por andlisis Probit obteniendo:

LCsp =62.158 ppm ; 1.C. = 67.725 ppm (Superior) y 57.049 ppm (Inferior)

LCoo = 115.998 ppm ; I.C. = 140.667 ppm (Superior) y 95.325 ppm (Inferior)

Ecuacion de regresion = Y=-13.26 + 4.81x

X? Calculada = 2.75

X? (5%) = 3.841

Testigo = 0 muertos

Los resultados indican que la poblacién es homogeénea pues la X? calculada es

menor que la X% a (5%).
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£n los bioensayos preliminares, las dosis seleccionadas para E. profifera
que fueron en el rango de 5.0 ppm y de 50.0 ppm como minima y maxima
respectivamente. La mortalidad de las larvas se observé a las 24 horas post
tratamiento y fue registrado el 10 % de mortalidad en [a dosis de S ppm y del
100 % en la dosis de 35.5 ppm yde 50 ppm.

DOSIS MORTALIDAD

5.0 ppm 10%

12.5 ppm 30% ]

25.0 ppm 50%

35.5 ppm 100%

~ 50.0 ppm 100%

Testigo 0%
Tabla No. 3 Resultados del bicensayo de E. profifera en el extacto metanolico
después de 24 horas de exposicion.

En estos resultados se observo la elevada mortalidad causada desde la
concentracion de 5 ppm con un 10% hasta la de 50 ppm con un 100% por tal
motivo se realizd otro bioensayo en |0s que se prepararon concentraciones
desde 3 ppm hasta 35 ppm, los resultados aparecen en la tabla No. 4.
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Las dosis seleccionadas para E. prolifera fueron en el rango de 5.0 ppm y
de 50.0 ppm como se mostrd en la tabla No. 3 y la mortalidad de las larvas se
cbservd a las 24 horas post tratamiento y fue registrado el 10 % de
mortalidad en la dosis de 5 ppm y del 100 % en la dosis de 35.5 ppm y de 50
ppm debido a esa elevada mortalidad se realizé un Gltimo bioensayo cuyos

resultados se presentan en la tabla No.4

DOSIS MORTALIDAD
3.0 ppm Todas vivas
11.5 ppm Todas vivas
18.0 ppm Todas vivas
27.5 ppm 32 Muertas
35.0 ppm 48 Muertas

Testigo Todas vivas

‘Tabla No.4 Bioensayo de E. profifera en el extracto metandlico despues de 24

horas de exposicion.

Los resultados obtenidos en la tabla anterior mostraron que en las dosis
de 27.5 ppm y de 35 ppm presentaron actividad larvicida no asi en las dosis
de 3 ppm. 11.5 ppm y 18 ppm cuyos resultados mostraron que en dosis

pequenas las larvas de A. aegypti permanecieron vivas al igual que el testigo.

Los analisis de Probit para estos datos no pudieron efectuarse porque

solo se obtuvieron 2 datos de mortalidad.
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4.3.2 ANALISIS PROBIT DE Enteromorpha prolifera

DOSIS| No.de |Concentracién| Mortalidad | Mortalidad Probits
Insectos (ppm) Bruta corregida Caiculada

1 80 5 10 10 3.72

2 80 125 30 30 4.48

3 80 25 50 50 5.00

4 80 50 100 100 6.42

TablaNo. § Bioensayo de Enteromorpha prolifera

De acuerdo a los datos establecidos en esta tabla se obtuvieron los siguientes

resultados:

LCso = 18.732 ppm ; 1.C.= 21.375 ppm (Superior) y 16.381 ppm (inferior)

]

LCoo = 57.97 ppm ; I.C. = 75.542 ppm (Superior) y 47.428 ppm (Inferior)
Ecuacion de regresion: Y= -3.67+ 2.65 x
X? Calculada = 10.771

X? (5%) = 5.991

Testigo= 0 muertos

La heterogeneidad de la poblacion es relativamente alta ya que el resultado de

la X? calculada superd ala X* a(5%).



ANALISIS DE COMPARACION

Desde el punto de vista de comparacién de ambas especies de acuerdo
a los valores de las LCso que para S. fluitans fue de 62.158 ppm y para E.
prolitera de 18.732 ppm se observd que no hubo mucha diferencia en la
sensibilidad de la poblacion, lo que indica que ambas especies tienen funciones
muy idénticas para el control del mosquito.

En el caso de las L.Coo que para que para S. fluitans fue de 115.998
ppm y para E. prolifera de 57.97 ppm se observé una diferencia marcada para
ambas especies resuftando mas efectiva ia dosis de LCqq para la E. profifera
puesto que requiere menor dosis para matar a la poblacion.

41



4.4 Pruebas quimicas del extracto metandlico de Enteromorpha prolipera

Los resultados de las pruebas quimicas realizadas se resumen en |2

tabla No. 5; resultando positivas las efectuadas para insaturaciones, oxhidrilos
fendlicos, y las pruebas que establecen la presencia de metabolitos secundarios
fueron positivas para: cumarinas, sesquiterpenlactonas y de alcaloides.

PRUEBAS RESULTADO

il Prueba de kMnO, Insaturaciones Positiva

Prueba de FeCls Oxhidrilos Positiva
Fendlicos

Prueba de Salkowski Esteroides Negativa

Prueba de NaOH Cumarinas Positiva

Prueba de Baljet Sesquiterpen- Positiva
lactonas

Prueba de H,50, Flavonoides Negativa

Prueba de Dragendorff Alcaloides Positiva

del extracto metanalico.

Tabla No. 6 . Pruebas guimicas para la identificacion de los grupos funcionales
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45 METODOS CROMATOGRAFICOS

4 5.1 Separacién de fracciones por cromatografia preparativa del exiracto
metandlico de E. prolifera.

Se prepararon placas cromatograficas como se explicd en el punto
No.2.3.1.1, una pequefa cantidad del extracto metandlico se depositdé en la
placa usando un capilar 6 micropipeta y se colocd en una en una camara de
vidrio conteniendo un eluente determinado seqin la polaridad requerida( de
acuerdo a la naturaleza de los componentes del extracto).

En la CCD se utilizé el eluente CHCI;-Metanol en una proporcion de 7:3 y
los agentes cromogeénicos utilizados fueron: LUV, Vapores de lodo y reactivos
especificos como Dragendorff.

Los resultados de ta separacion cromatografica del extracto metandiico

se presentan en [a tabla No. 6

MANCHA VISIBLE uv RF
1 VERDE ROJA 0.8
2 AMARILLA AMARILLA 0.58
3 CAFE CELESTE 0.3 '

Tabla No. 7. Rf y coloracion de las diferentes fracciones obtenidas
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Se realizé la evaluacion de la actividad larvicida en las tres fracciones
dando mejores resultados la mancha roja con un Rf de 0.8 a la que se le
realizaron pruebas quimicas y espectroscopicas dando positivo para aicaloides
con el reactivo de Dragendorff, lo cual fue comprobado con el espectro IR de la
figura No. 4



4.6 ESPECTROS
Espectro IRen cm™ : Fig. No.4

3000 - 3600 (F)

1640 (F)
1400 (D)
1000 (M)

500-690 (F)

Espectro RMN ‘H en ppm : Fig. No.5

080 (d) 3 'H
118 (s) 4 +H
144 (s) 37'H
295 (s)
303 (s)
314 (s)
366 (m)



Espectro RMN  *C en ppm: Fig. No.6

Este espectro presentd las siguientes sefiales a:

1- 1411

1- 2297

1-25.15

1-24.56

3 -28.59, 28.82, 29.15
1-31.41

1-33.50

1-61.00

1-51.00
10-Entre 70y 80
1-81.00

1-92.96

2-102y 107
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Espectro DEPT en ppm: Fig. No.7

1 metilo - 14.11

1 metileno - 22.97

1metilo -26.15

1 metileno - 24.56

3 metileno - 28.59, 28.82, 29.15
1 metileno - 31.41

1 metileno -33.50

1 metileno -61.00

1 metino -51.00

10 metino - Entre 70y 80

1 metino -81.00

1 metino -92.96

2 carbonos cuatemarios - 102 y 107
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5. DISCUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos, los extractos metandlicos de
Sargassum fluitans y de Enteromorpha prolifera presentan actividad biologica
sobre larvas 3° y 4° estadio del mosquitc Aedes aegypti El método de
extraccion por agitacién da mejores resultados que la simple maceracion en
cuanto a la evaluacion de la actividad larvicida pues proporciona mayor
cantidad de extracto esto concuerda con los reportes sobre sstudios de
productos marinos y su actividad biologica como los realizados por Rao en 1979
en fos cuales los extractos acuosos de Sargassum presentaban poca actividad
debido a que tales exiractos se obtuvieron por el método de maceracion. Se
han realizado un gran numero de investigaciones utilizando extractos acuosos
con actividad tal es el caso de las diatomeas ( Gnassia-Barelli 1979) cuyo
extracto acuoso presentaba actividad antibidtica, antifingica e inhibitoria. En el
caso de £. profffera no se encontrd ningun reporte de extraccion por fo que no
se tienen antecedentes sobre la actividad de tales extractos.

Las pruebas quimicas y la cromatografia en capa fina revelada con el
reactivo de Dragendorff realizadas en la fraccion activa dieron positivas para:
alcaloides cuyos antecedentes demuestran ser larvicidas y reguladores de
crecmiento  y actividad quimioesterilante en mosquitos, ademas muestran
reduccion en la fecundacion y fertilidad en las hembras de Anopheles stephensi
en ese trabajo Saxena (1993) utiiz6 concentraciones de 50 a 200 ppm
observandc el 58 % de mortalidad larval en la dosis de 50 ppm y el 74 % de
mortalidad en la dosis de 200 ppm, también existen reportes de aislamientos de
alcaloides de los extractos metandlicos de organismos marinos (Prinsep, 1991)

qgue presentaban actividad antimicrobiana y antifungal.

La fraccion mas activa con Rf 0.8 dio una coloracién perdurable naranja

marron con el reactivo de Dragendorff lo que nos hizo suponer la presencia de
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un alcaloide por lo que se realizé una cromatografia preparativa en placa y la
mancha con el citado Rf fue raspada y purficada para su estudio
espectroscopico, lo cual nos confirmd la presencia de alcaloides ya que en el
IR (Fig. No.4) aparece una banda a 1400 cm’” de estiramiento C-N y un pico
ancho caracteristico de flexion de enlace N-H entre 700-500 cm”, como lo
indica Silverstein (1990).

En el RMN “H (Fig. No. 5) encontramos los desplazamientos quimicos
a 5.22 ppm que corresponden a un enlace proton —nitrégeno y el de los metilos
20.80y 1.02 ppm

En el espectro "°C (Fig. No. 6), el pico a 51.00 ppm caracteristico de C-
N, este pico aparece en el DEPT (Fig. No.7) como un metino por lo que se llegé
a la conclusién que el nitrégeno esta unido a un carbono secundario, en este
mismo espectro se encontraron picos a 14.11 ppm y a 2513 ppm
correspondientes a 2 metilos, 23 metilenos en un rango entre 22.97 y 98.26
ppm. Los picos de 102 y 104 ppm no aparecen ya que pertenecen a carbonos

cuaternarios.

Estos resultados nos hicieron suponer y concluir que la fraccion activa
RF 0.8 es un alcaloide con el nitrégeno unido a un carbono secundario con 27

carbonos.

Los resultados del bicensayo realizado para E. prolifera indican que Ia
heterogeneidad de la poblacion fue relativamenie alta y en el de S. flutans la
poblacion es homogénea y haciendo una comparacion de ambas especies de
acuerdo a la LCsp N0 existe mucha diferencia lo que indica que ambas especies
tienen funciones muy idénticas para el control del mosquito mas sin embargo E.
prolffera requiereé menos dosis y presenta mayor mortalidad que la de S.

fluitans .
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Los extractos de plantas se han utilizado para avitar el establecimiento y
desarrollo de plagas que limitan la produccion de los cultivos, como practica
para reducir el daflo de sus parasitos 6 para aumento de la resistencia a
enfermedades de plantas; ante la problematica ambiental actual y con la
finalidad de encontrar alternativas de solucidn, las algas pueden utilizarse
como un medio de control idoneo en diversas dreas que presentan
complicaciones en el equilibrio ecoldgico.
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6. CONCLUSIONES

Los extractos metandlicos obtenidos por el método de agitacion fueron los
responsables de la actividad efectiva sobre (as larvas de Aedes aegypti.

En las dosis LC 90-50 de Enteromorpha prolifera resultaron ser mas
efectivas que las dosis de S. fluitans ya que se requiere menor cantidad de
extracto para matar a la poblacion.

El extracto metandlico de E. profifera di6 positivo para las pruebas de
cumarinas, sesquiterpenlactonas y de alcaloides cuyos antecedentes

demuestran que son los responsables de la actividad larvicida.

La fraccién activa separada por cromatografia dio positiva para alcaloides lo

que se confirmé con los espectros de IR y RMN
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