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Resumen 

El mosquito Aedes aegypti L. [Diptera: Culicidae] es un reconocido vector de 

enfermedades, pues es el responsable de la transmisión del dengue, chikungunya, zika 

y fiebre amarilla. En los últimos años ha habido varios brotes epidémicos de algunas 

de estas enfermedades, tanto en Colombia como a nivel mundial, por lo que su control 

es fundamental. Dentro de las estrategias planteadas, una que puede ser exitosa es el 

control de las larvas del insecto. Así, en esta tesis de maestría en Ciencias-Química se 

propuso la búsqueda de compuestos larvicidas contra Ae. aegypti a partir de 

cianobacterias del Caribe colombiano. El primer paso fue seleccionar las muestras a 

estudiar, y para esto se realizó el screening de 16 mats de cianobacterias que fueron 

extraídos con diclorometano DCM/MeOH (1:1). El Los extractos crudos fueron 

sometidos a particiones L-L, obteniendo una fracción de DCM (FD), una butanólica 

(FB) y un residuo acuoso. Luego, las fracciones FD y FB se evaluaron como larvicidas 

contra Ae. aegypti, se les determinó su ecotoxicidad frente a  Artemia salina, y se 

ensayaron como inhibidores de aceticolinesterasa, para establecer si el posible modo 

de acción va por la inhibición de esta enzima. En general, se observó que las fracciones 

FD mostraron mejores resultados en los tres bioensayos que las fracciones FB. Se 

observaron diferencias en la actividad biológica de las muestras recolectadas en años 

diferentes (mats de Phormidium submembranaceum / Symploca hynoides), como 

también según locación (mats de Moorea producens). De esta manera, se seleccionaron 

3 mats para realizar su estudio químico debido a los resultados obtenidos en los 

bioensayos. 

 

El mat identificado como Phormidium sp. (IBUN-02224) fue fraccionado 

cromatográficamente, y la fracción FIII mostró actividad larvicida; una muy baja 
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mortalidad en A. salina, lo que sugeriría que no es ecotóxico; y no inhibió la AChE, 

sugiriendo una ventaja en cuanto a su uso pues ya hay insectos que han mutado su 

enzima AChE y por tanto son resistentes a compuestos que inhiben esta enzima. 

Mediante su estudio químico se obtuvieron dos depsipeptidos cíclicos nuevos CB1 

ciclo(NMe-(Ala)-(ácido 2-hidroxiisovalérico)-(ácido 2-metil -3-butanóico)-(Ileu)- 

(ácido 2-hidroxi -3-fenilpropanoíco)) y CB2 ciclo(NMe-(Ala)-(ácido 2-

hidroxiisovalérico)-(ácido 2-metil -3-aminobutanóico)-(Leu)-(ácido 2-hidroxi -3-

fenilpropanoíco)), compuestos nuevos análogos de dolastatina D. Estos compuestos 

mostraron actividad larvicida (58% de mortalidad a 0.09 mM), con baja toxicidad 

contra A. salina, por lo tanto son poco ecotóxicos, y no inhibieron AChE. También se 

identificó por GC-MS el ácido mirístico (1), ácido palmítico (2) y palmitato de metilo 

(3). Se ensayaron estos compuestos donde solo 1 mostró actividad larvicida (55% de 

mortalidad a 0.22 mM), pero presentó toxicidad contra A. salina y por tanto puede ser 

ecotóxico. 

 

También se seleccionó el mat identificado como Lyngbya sp. (IBUN-02213), debido a 

que fue el único mat cuya fracción FB mostró actividad larvicida contra Ae. aegypti, con  

una baja toxicidad contra A. salina. Adicionalmente, las condiciones ambientales de la 

colecta de este mat fueron interesantes ya que crecía sobre pasto marino a 0.3 m de 

profundidad, causando necrosis al pasto. La fracción FB resultó ser un compuesto 

puro, identificado por RMN y LC-(+)-HRESIMS, conocido como el (2R,5S)-ácido seco 

malyngólido (CB3). Este compuesto ha sido reportado como un intermediario 

sintético, y como producto de hidrólisis básica del malyngólido. Por lo anterior, este es 

el primer reporte de este compuesto como un producto natural, aislado en grandes 

cantidades (845 mg, a partir de 725.5 g de material seco). La fracción FD también fue 

estudiada y se logró aislar el malyngólido (CB4). Adicionalmente, se sugiere que este 

mat podría ser parte de un posible nuevo género cianobacteriano, productores de 

malyngólidos, en la reclasificación del género Lyngbya. También se identificaron por 

GC-MS los compuestos 1- 3, el miristato de metilo (4), el heptadeceno (5) y la fitona 

(6). Por LC-(+)-HRESIMS se identificó también el 1-acetoxi-3-acetoximetil-7, 11, 15-

trimetilhexadeca-2, 6, 10, 14-tetraeno (7). En cuanto a la actividad biológica, se 
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ensayaron CB3, CB4 y patrones de  1-4, observando que el ácido seco malyngólido 

(CB3) fue el que presentó mejor actividad larvicida (58% a 0.17 mM), no fue tóxico 

contra A. salina, por lo que no es ecotóxico, e inhibió la AChE, que podría indicar su 

modo de acción. El malyngólido (CB4) fue inactivo contra las larvas, y muy tóxico 

contra A. salina, por lo que no es promisorio como insecticida. 

 

Finalmente, se realizó el estudio químico del mat IBUN-03496 (Moorea producens), 

debido a que su FD resultó ser de las más activas como larvicida, mostrando una 

mortalidad del 100% a 50 ʈÇȾÐÏÚÏ (30% de mortalidad a 10 ʈÇȾÐÏÚÏ). Se 

identificaron los ácidos grasos y ésteres metílicos 1-4, el estereato de metilo (8), el 

palmitoleato de metilo (9), el oleato de metilo (10) y el crionasterol (12). También se 

aisló colesterol (11), clionasterol (13) y campesterol (14), los cuales fueron 

identificados por GC-MS y RMN. Adicionalmente, se aisló un ácido graso insaturado 

(UFA) en la fracción FIV-1 con un sólo doble enlace con geometría cis que es el 

responsable de la potente actividad larvicida de la fracción. Se identificó por RMN y 

LC-(+)-HRESIMS la neodysidenina (CB5), que es un lipopéptido hexaclorado, y un 

nuevo compuesto identificado como 10-decloroneodysidenina (CB6). De la fracción 

más activa (FVII) se logró aislar CB8 (1mg), identificado como ciclo((Dhoya)-(Thr) -

NMe-(OMe-Tyr) -(Val)-(ácido 3,5-diaminopentanóico)-NMe-(Ileu) -(ácido leúcico)), 

que resultó ser un depsipéptido nuevo, del cual sobresalen el residuo Dhoya, que es 

un hidroxiácido poco común pero que se ha encontrado en compuestos de origen 

cianobacteriano, y el ácido 3,5-diaminopentanóico que es un ̡-aminoácido reportado 

por primera vez en este trabajo. En cuanto a la actividad larvicida, se observó que los 

ácidos grasos insaturados, como el ácido oléico, presentaron una actividad larvicida 

alta, con baja toxicidad frente a A. salina y no inhibieron la AChE. Lo anterior sugiere 

que los ácidos grasos insaturados son larvicidas promisorios. Adicionalmente, la 

neodysidenina no presentó una mortalidad larvaria alta, pero si un retraso en el 

desarrollo larvario, manteniendo las larvas en instar II después de 6 días, lo cual indica 

que actua como un disruptor de desarrollo. 
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Este trabajo de investigación demuestra la diversidad de compuestos 

cianobacterianos con potencial uso como controladores de larvas de Ae. aegypti. 

Además, contribuye con el conocimiento quimiotaxonomico de mats de cianobacterias 

del Caribe, demostrando la importancia de esta aproximación taxonómica en estudios 

de bioprospección. 

 

Palabras clave: cianobacteria, Lyngbya, Moorea, Aedes aegypti, péptidos, AChEI, 

Artemia salina.  
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 Abstract  

Aedes aegypti L. [Diptera: Culicidae] is the disease vector mosquitoe for dengue, 

chikungunya, zika and yellow fever. Recently, several epidemic outbreaks occurred in 

Colombia and worldwide . Control strategies focused on vector larvae control and are 

a global concern for these diseases prevention. Therefore, in this study, our aim was 

to isolate larvicide compounds against Ae. aegypti from Colombian Caribbean 

cyanobacterial mats. As a first step, 16 cyanobacterial mats were extracted with 

DCM/MeOH (1:1). Then, crude extract was fractionated by L-L partition in order to 

obtain a dichlorometane (FD) and buthanol (FB) fractions. All FD and FB fractions 

were evaluated in 3 different bioassays: larvicide assay against Ae. aegypti; ecotoxicity 

assay against Artemia salina and acetylcholinesterase inhibition  assay as an approach 

to describe the possible action mode. In general terms, FD fractions showed to be more 

active than FB fractions. In addition, mats from the same species collected in different 

years exhibited different larvicide bioactivity ( i.e. Phormidium submembranaceum 

/ Symploca hynoides mats), as well as the ones that were collected at the same time in 

different locations (i.e. Moorea producens mats). As a result, three mats were selected 

for chemical studying according to bioassays results. 

A cyanobacterial mat identifyed as Phormidium sp. (IBUN-02224) was fractionated 

using a DIOL cartridge (mixtures hexane/ethyl acetate/MeOH, FI-FV), and FIII fraction 

showed larvicide activity along with a low letalithy over A. salina nauplii. This suggest 

that this fraction could control larvae with no ecotoxical effects. On the other hand, FIII 

did not show acetylcholinesterase inhibition, which is an advantage because insects 

have already developed insecticide resistance by AChE modification. FIII  fraction 

purification  yielded two new cyclic depsypeptides identifyed as cyclo(NMe-(Ala)-(2-
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hydroxyisovaleric acid)-(2-methyl-3-aminobutanoic acid)-(Ileu) -(2-hydroxy-3-

phenilpropanoic acid)) CB1 and cyclo(NMe-(Ala)-(2-hydroxyisovaleric acid)-(2-

methyl-3-aminobutanoic acid)-(Leu)-(2-hydroxy-3-phenilpropanoic acid)) CB2. 

These peptides are new dolastatin D analogs. CB1 and CB2 showed a moderated 

larvicide bioactivity (58% mortality, 0.09 mM), low ecotoxicity ( low A. saline 

mortality ) and were not AChE inhibitors. In addition, miristic acid (1), palmitic acid 

(2) and methyl palmitate (3) were identified by GC-MS from FI and FII fractions. Only 

compound 1 exhibited a moderated larvicide activity, but resulted to be toxic for A. 

saline. 

A second cyanobacteria mat identifyed as Lyngbya sp. (IBUN-02213) was also studied. 

From the active BuOH fraction (FB) a single compound was identified as (2R,5S)-

malyngolide seco acid (CB3) by NMR and LC-(+)-HRESIMS data. This compound was 

previously obtained as a product of malyngolide basic hydrolysis, but was never 

reported as a natural product before. Then, this is the first time malyngolide seco acid 

is isolated as a secondary metabolite. In addition, malyngolide (CB4) was also isolated 

from this mat FD fraction. Malyngolide mat producer could be a new cyanobacterial 

gender among Lyngbya gender taxonomical reclassification. Compounds 1-3, methyl 

miristate (4), heptadecene (5) and phytone (6) were identified by GC-MS from FD. 

Compound 7 1-acetoxy-3-acetoxymethyl-7,11,15-tri methylhexadec-2,6,10,14-

tetraene was detected by LC-HRESIMS of the same mat. The bioactivity assays for 

these compounds showed a moderated larvicide activity of CB3 along with a low 

toxicity against A. salina and probably AChE inhibition is its action mode. CB4 was not 

larvicide but showed a high A. saline lethality . This suggest that CB3 could be a good 

larvicida with no ecotoxic effects and it is obtained in high yields. 

Finally, the FD fraction of Moorea producens mat (IBUN-03496) exhibited a high larvae 

mortality (100% at 50 ʈÇȾwell and 30% at 10 ʈÇȾwell). Chemical analysis by GC-MS 

allowed identifing compounds 1-4 (also isolated from IBUN-02213), methyl stearate 

(8), methyl palmitoleate (9), mehtyl oleate (10) and crinasterol (12). Cholesterol (11), 

clionasterol (13) and campesterol (14) were isolated and elucidated by NMR and GC-

MS analysis. Additionally, a cis monounsaturated fatty acid showed a potent larvicide 
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activity. Two peptides named neodysidenin (CB5) and the novel 10-

dechloroneodysidenine (CB6) were isolated and their structures were proposed by 

NMR and LC-(+)-HRESIMS. From the most active fraction, a new compound CB8 (1mg) 

was isolated. It was identified as a cyclic depsipeptide cyclo((Dhoya)-(Thr) -NMe-

(OMe-Tyr) -(Val)-(3,5-diaminopentanoic acid)-NMe-(Ileu) -(Leucic acid)). Dhoya is a 

very uncommon hydroxiacid that has been previously reported in cianobacterial 

compounds, and -̡aminoacid 3,5-diaminopentanoic acid is found in a marine natural 

product for the first time. Regarding the results in the bioactivity tests 

monounsaturated fatty acids, as oleic acid, exhibited potent larvicide activity with low 

A. saline toxicity and no activity in AChE inhibition test. Neodysidenina showed a low 

larvicide activity but a larvae development disruption was observed. 

This research work shows the high biodiversity of cyanobacterial compounds with 

potencial use as larvicides controllers. Additonally, this thesis results contribute to 

chemiotaxonomy of Caribbean cyanobacterial mats, showing the importance of this 

taxonomical approach in biorpospection studies. 

Keywords: Cyanobacteria, Lyngbya, Moorea, Aedes aegypti, peptides, AChEI, Artemia 

salina. 
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Introducción  
Las cianobacterias son bacterias autotróficas cuya larga historia evolutiva ha permitido su 

diversificación morfológica, fisiológica y metabólica. Durante las últimas décadas han sido 

ampliamente estudiadas químicamente y se han aislado gran variedad de compuestos con 

estructuras complejas, algunas de ellos han mostrado potencial en aplicaciones biomédicas1,2. 

El cultivo de estos microorganismos es relativamente sencillo ya que necesitan medios sólo 

con sales, minerales y una fuente lumínica3, por lo que se espera un gran desarrollo 

biotecnológico de su cultivo para producir moléculas bioactivas.  

 

De otro lado, enfermedades como el dengue, chicungunya, la fiebre amarilla y actualmente 

zika, son un problema de salud pública a nivel mundial y en particular para paises de América 

Latina debido a su ubicación geográfica. Las cuatro enfermedades son producidas por 

arbovirus, cuya transmisión se da por medio del mosquito vector Aedes aegypti L. [Diptera: 

Culicidae]4. Actualmente, la fiebre amarilla cuenta con una vacuna que ha permitido controlar 

la enfermedad5, la vacuna para el dengue está en fases clínicas con miras a su aprobación6. Sin 

embargo para el chikungunya y zika no se han desarrollado vacunas para su control. En 

cualquier caso una estrategia transversal para el control de las cuatro enfermedades está 

asociada a la vía de transmisión y por tanto al control del mosquito vector Aedes aegypti. 

Entonces, lograr el control del vector podría reducir el número de contagios y las epidemias7. 

 

En el contexto anterior, en la presente tesis de maestría nos propusimos estudiar algunas 

cianobacterias del Caribe colombiano como fuente de compuestos capaces de controlar la 

población de las larvas de Ae. Aegypti. Como objetivo general nos propusimos aislar e 

identificar compuestos con actividad insecticida contra el mosquito Aedes aegypti, vector de 

enfermedades, a partir de cianobacterias marinas del Caribe colombiano, y como objetivos 

específicos: evaluar la actividad insecticida (mediante un screening preliminar) de al menos 10 

mats de cianobacterias marinas; aislar e identificar los compuestos responsables de dicha 
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actividad en por lo menos uno de los mats seleccionados; y evaluar la actividad insecticida y/o 

larvicida contra el mosquito Aedes aegypti de los compuestos puros aislados. 

 

La tesis se presenta en cinco capítulos autocontenidos, por facilidad para el lector. En el primer 

capítulo se realiza una revisión bibliográfica de cianobacterias e insecticidas, que sirve de 

marco teórico para toda la tesis. En el segundo capítulo, escrito a manera de artículo, se 

describe la selección de las muestras a estudiar a partir de una evaluación usando tres 

bioensayos, el de actividad larvicida contra Ae. aegypti, el de letalidad contra Artemia salina 

como cirterio de ecotoxicidad y el de inhibición de acetilcolinesterasa (AChE) como un posible 

modo de acción. El capítulo tres, cuatro y cinco describen el estudio químico del mat IBUN-

02224, identificado como Phormidium sp. y está escrito a manera de artículo, con una breve 

introducción, la parte experimental y la discusión de los resultados allí descritos. El capítulo 

cuatro describe el estudio químico del mat IBUN-02213, identificado como Lyngbya sp., y 

también se presenta como artículo. Finalmente, en el capítulo cinco se presenta el estudio 

químico del mat IBUN-03496 identificado como Moorea producens usando el formato de los 

dos capítulos anteriores. 

 



 

 

1. #ÁÐþÔÕÌÏ ρȡ %ÓÔÁÄÏ ÄÅÌ ÁÒÔÅ 

A continuación, se presenta la revisión bibliográfica que se divide en cuatro secciones. La 

primera trata del rol del mosquito Aedes aegypti como vector de enfermedades; la segunda 

habla sobre los controles para dicho vector, centrándose en el control químico y 

microbiológico. La tercera trata sobre las generalidades de las cianobacterias y la cuarta 

sección es sobre el uso de cianobacterias, sus extractos y metabolitos secundarios como 

posibles controladores del Aedes aegypti. 

1.1 El vector de enfermedades Aedes aegypti 

El Ae. aegypti es un mosquito del orden Diptera y la familia Culicidae, que es el responsable de 

la transmisión de al menos cuatro enfermedades virales: la fiebre amarilla, el dengue, el 

chikungunya y el zika. Estas enfermedades son producidas por arbovirus y el contagio en 

humanos se da a través de la picadura de la hembra del mosquito, que requiere sangre como 

fuente de proteínas y nutrientes para la formación de huevos y posterior ovoposición4. 

La fiebre amarilla es una enfermedad hemorrágica que afecta alrededor de 200.000 personas 

por año a nivel mundial, con una mortalidad de cerca de 60.000 personas al año. En África se 

reporta casi el 90% de los casos. No existe tratamiento para esta enfermedad; sin embargo, se 

cuenta con una vacuna preventiva que ha permitido disminuir la incidencia de esta 

enfermedad en el mundo5. El dengue, o fiebre de dengue, es una infección provocada por un 
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virus y puede ser asintomática o sintomática. Cuando se presentan síntomas leves se denomina 

fiebre de dengue, en los casos graves recibe el nombre de dengue severo o hemorrágico. En la 

actualidad no hay tratamientos disponibles para el dengue, y sólo se dispone de manejo 

paliativo de síntomas, por lo que la atención médica oportuna es fundamental para no 

desencadenar en la muerte de la persona infectada. Se estima que anualmente hay 390 

millones de personas infectadas, siendo interesante notar que los brotes epidémicos son cada 

vez más frecuentes. Actualmente, cerca de 100 países ubicados principalmente en la zona 

tropical, son afectados por estas enfermedades4. Los esfuerzos por desarrollar una vacuna 

eficiente contra el dengue han prosperado en los últimos años y en diciembre del 2015 se 

registró en México la primera vacuna tetravalente (debido a que son 4 serotipos del virus) 

llamada Dengvaxia (CYD-TDV), desarrollada por Sanofi Pasteur. Dicha vacuna se encuentra en 

el momento en estudios clínicos de fase III y se deben administrar 3 dosis espaciadas por seis 

meses cada una. La vacuna está licenciada por las autoridades regulatorias para ser usadas en 

varios países con alta endemicidad del mosquito y puede ser una solución a la problemática 

desencadenada por estas enfermedades6. 

Por otro lado, la fiebre de chikungunya es una enfermedad que genera síntomas gripales 

acompañado de fuertes dolores articulares y musculares. En el 2014 hubo un brote epidémico 

en Latinoamérica, reportando para la región cerca de 1 millón de casos (no confirmados). Sin 

embargo, las cifras han disminuido en 2015 a cerca de 700000 casos, y en 2016 a 350000 para 

la misma región. No existe vacuna para su prevención, pero algunos esfuerzos se están 

realizando en el mundo académico para su desarrollo8.  

Finalmente, la fiebre de zika es una enfermedad también transmitida por Ae. aegypti, aunque 

en algunos países se han reportado casos de transmisión persona a persona vía contacto 

sexual. Hasta el 2014 esta enfermedad no había sido llamativa debido a que el reporte de 

pacientes infectados era escaso. No obstante, a finales de 2015 se presentó un brote epidémico 

que encendió las alarmas globales. La PAHO (Pan American Health Organization) y a la WHO 

(World Health Organization) tomaron medidas drásticas no solamente por el aumento súbito 

de casos, sino también a las nocivas consecuencias que se le han atribuido a esta enfermedad 

como: la microcefalia y/o malformaciones del sistema nervioso central en bebés de madres 

gestantes contagiadas, así como el incremento de casos del Síndrome Guillain-Barré en 

personas que presentan la fiebre de zika. La relación entre el virus del zika, y estas 

complicaciones aún no ha sido aclarada por los entes de control, pero ya varios países han 
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reportado casos relacionados. Brasil es el país con mayor número de casos reportados de 

microcefalia en bebés seguido de Colombia. Por fortuna, aparentemente el pico epidémico que 

se presentó en la primera parte del 2016 ya cedió y en este el momento el número de casos es 

menor. La investigación relacionada con el control de este virus debe continuar, sobre todo 

teniendo en cuenta las otras enfermedades relacionadas9. 

Debido a la ausencia de tratamientos y vacunas preventivas contra estas enfermedades, una 

manera de prevenir el contagio es a través del control del vector responsable de su 

transmisión. El mosquito Ae. aegypti es de origen africano, pero en la actualidad está presente 

en todos los continentes. Actualmente Asia y Oceanía son los continentes con mayor incidencia 

del mosquito (más del 60%), seguido de América, con una ocurrencia del 35%, y finalmente 

África y Europa. En la figura 1-1 se muestra un mapa de la predicción de la distribución 

mundial del Ae. aegypti  para 2015 según los datos de ocurrencia del 2014. Si bien, la zona 

tropical es aquella con mayor población del mosquito, existe una preocupación relacionada 

con el incremento de casos de las enfermedades asociadas al Ae. aegypti en zonas no endémicas 

para el mosquito, como Europa. Se cree que el cambio climático le ha permitido al mosquito 

colonizar territorios más allá del trópico y por tanto se están estableciendo métodos eficientes 

para el control del vector. En el mapa (figura 1-1) se puede observar que Sur y Centro América 

son zonas de alta presencia del mosquito, gracias a las condiciones ambientales que son ideales 

para la supervivencia de este, y en los últimos años el número de casos de estas enfermedades 

se ha ido incrementando especialmente para el caso del dengue, chikungunya y zika10. 
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Figura 1-1. Mapa global de la distribución predicha del mosquito Ae. aegypti, mostrando la 

probabilidad actual de ocurrencia. Resolución espacial de 5km x 5km (Rojo: Alta presencia del 

mosquito, Amarillo: Presencia moderada, Azul: Baja presencia)10 

Colombia, ubicado en la zona tropical de América Latina, es un país con una alta tasa de 

contagio de estas enfermedades. En esta región suele ser el segundo país con mayor número 

de casos, siendo Brasil el primero4. Se observa que la figura 1-2 es un mapa del país que 

muestra el patrón de endemicidad de dengue entre 2008-2013 y se observa que cerca de un 

80% del territorio del país resulta ser mesoendémico con pequeñas zonas de 

hiperendemicidad distribuidas en casi todo el territorio nacional11.  Por esta razón, Colombia 

tiene un alto riesgo epidémico que se ha hecho evidente con los recientes brotes de 

chikungunya y zika (ver Tabla 1-1). Es de resaltar que regiones como la costa Atlántica y 

Pacífica tienen una alta presencia del mosquito y por ende el riesgo de contagio es muy alto. 

Lo anterior pone de manifiesto la necesidad de generar estrategias de control del Ae. aegypti 

en todo el país pero particularmente en estas zonas 

 

Figura 1-2. Patrón de endemicidad del dengue en municipios de Colombia11. 

Con lo anterior, queda claro que el país presenta una susceptibilidad alta frente a brotes de 

estas enfermedades y se debe incrementar la investigación para desarrollar diferentes 

estrategias de control desde distintas áreas del conocimiento y así mantener una incidencia 

baja de estas enfermedades. 

Tabla 1-1. Número total de casos de dengue, chikungunya, fiebre amarilla y zika reportados 
en Colombia durante el año 2015 y los corrido del 2016 
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Semana 

epidemiológica  

Dengue4 Chikungunya 8 Fiebre 

Amarilla 5 

Zika 9 

52 del 2015  94916 354228 0 11712  

52 del 2016  103822 19357 0 93281  

08-09 del 2017  6250 295 0 441 

1.2 Métodos de control del Aedes aegypti 

Para el control del vector Ae. aegypti existen varias aproximaciones entre las que se cuentan 

con el control físico del vector, el control microbiológico y el control químico. No obstante, sólo 

las dos últimas son de interés para el enfoque de este trabajo. 

1.2.1 Control microbiológico  

En el control microbiológico se usan microorganismos que actúan como productores de 

sustancias nocivas para los mosquitos. Para el caso de este mosquito, y muchas otras plagas de 

insectos, el uso de Bacillus thuringiensis es la estrategia más popular. Esta bacteria Gram-

positiva produce, durante la esporulación, proteínas cristalinas (en un rango de masas de 25-

28 kDa), también conocidas comÏ ÐÒÏÔÅþÎÁÓ #ÒÙ Ï ɿ-endotoxinas que poseen actividad 

larvicida. Las proteínas Cry han mostrado actividad frente a una gran variedad de insectos y 

actualmente son usadas como controladores de diversas plagas. Anteriormente, las proteínas 

Cry se nombraban según el orden de insectos que pudieran controlar, no obstante en la 

actualidad se nombran según la similitud en  la secuencia de aminoácidos. Para el orden 

Diptera, las proteínas CryIV, que pueden ser producidas por diferentes cepas de B. 

thuringiensis, son las más activas. Existen algunos productos comerciales para el control de 

especies de insectos pertenecientes a dicho orden basados en esta estrategia12,13.  

Para el caso del Ae. aegypti las proteínas Cry actúan como controladores de sus larvas, ya que 

cuando éstas consumen las bacterias, las proteínas cristalinas se hidrolizan en el tracto 

digestivo de la larva, dando lugar a fragmentos tóxicos que se unen a receptores en las células 

epiteliales del tracto medio de la larva. Finalmente, son oligomerizadas que ingresan a las 

células produciendo lisis osmótica y la muerte de la larva13. Las proteínas Cry4A (CryIVA), 

Cry4B (CryIVB), Cry11A y Cyt1A (CytA que es citolítica) parecen tener un sinergismo en la 
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actividad larvicida, siendo Cry11A la más activa, y Cyt1A es no larvicida pero potencia la 

actividad de las otras proteínas13.   

1.2.2 Control químico del Ae. aegypti  

En el control químico se emplean diferentes tipos de sustancias que evitan la propagación y la 

picadura de los mosquitos14. Los controles químicos sobre el vector Ae. aegypti son 

principalmente tres: los insecticidas tradicionales , los repelentes y antialimentarios  y los 

disruptores de crecimiento y reproducción . 

Los insecticidas tradicionales  como los organoclorados, los piretroides, los 

organofosforados y los carbamatos, han sido ampliamente usados desde mediados del siglo XX 

para controlar las poblaciones de diferentes insectos. Los organoclorados se caracterizan por 

ser compuestos de naturaleza lipídica y contienen átomos de cloro en su estructura. El DDT 

(Dicloro Difenil Tricloroetano) es sintético y fue empleado a gran escala desde 1940 ya que fue 

la elección para la erradicación de Ae. aegypti, según el plan emitido en 1947 por la PAHO. Sin 

embargo, gracias al uso reiterado de este insecticida se favoreció el desarrollo de mosquitos 

resistentes y en los años 70s se dio un nuevo brote de dengue en América Latina por las 

infestaciones de mosquitos resistentes al DDT15. De otro lado, los compuestos organoclorados 

no se degradan fácilmente en el ambiente y pueden bioacumularse en el tejido adiposo de 

animales, aumentando su concentración en el organismo y llegando a ser nocivos. Es por esto 

que se fomentó el desarrollo y uso de nuevos compuestos como los piretroides, 

organofosforados y carbamatos. En general, los compuestos organoclorados son neurotóxicos 

para los insectos pues potencian los canales de sodio dependientes de voltaje en las neuronas, 

manteniéndolos abiertos por largos periodos de tiempo, y evitando la repolarización de los 

axones neuronales, lo cual genera la parálisis instantánea del insecto, efecto conocido como 

knockdown (kd) 16.  

Los piretroides son compuestos sintéticos basados en las estructuras de las piretrinas, que son 

metabolitos secundarios de plantas del género Chrysanthemum, las cuales han sido usadas 

como insecticidas. Las piretrinas son estructuras tipo éster, donde el residuo del ácido 

carboxílico puede ser el ácido crisantémico o pirético, mientras el residuo alcohol puede ser la 

piretrol ona, la cirenolona o la jarmolona17. Los piretroides se desarrollaron a partir de los años 

60s (con la síntesis de piretroides de primera generación), y al igual que los organoclorados, 
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tienen actividad como potenciadores de los canales de sodio dependientes de voltaje en las 

neuronas generando efecto knockdown16. Estos compuestos tienen una baja toxicidad en 

mamíferos y, al ser derivados de compuestos naturales, se degradan con relativa facilidad en 

el ambiente por biodegradación y fotodegradación. No obstante, estudios han demostrado que 

los piretroides son tóxicos para aves, peces y moluscos debido a procesos de bioacumulación, 

además son nocivos para las abejas, lo cual ha fomentado la búsqueda de nuevos compuestos 

como alternativas a estos insecticidas17. Entre los más usados, se encuentran el fenvalerato, la 

cialotrina y la lamdacialotrina, que son piretroides de segunda generación (sintetizados 

después de los 70s)16. 

Los organofosforados son compuestos que se caracterizan por tener en su estructura grupos 

éster derivados del ácido fosfórico. Se emplean como insecticidas desde los años 30s, pero su 

uso masivo se disparó en los 70s. Su modo de acción consiste en la fosforilación de la enzima 

aceticolinesterasa (AChE) inactivándola. Esta enzima es la responsable de degradar la 

acetilcolina (ACh), que es un neurotransmisor que intermedia los procesos motores en los 

insectos. Así que el bloqueo de la AChE genera un aumento en la estimulación neuronal debido 

a que la acetilcolina no es hidrolizada y permanece más tiempo en las zonas interneuronales, 

lo cual produce daños motores en los insectos18. Como controladores del mosquito, el malatión, 

el fenitotrón, fentión y el temfos (larvicida) son los más usados. Dado a su uso a gran escala, 

tanto doméstico como agrícola, se ha favorecido la generación de resistencia19,20. 

Los carbamatos por otra parte, son ésteres del ácido carbámico que se desarrollaron a 

mediados del siglo XX. Al igual que los organofosforados son inhibidores de la AChE18. Los más 

usados contra el Ae. aegypti son el bendiocarb, el carbosulfan y el cropoxur. También hay 

reportes de resistencia hacia este tipo de insecticidas en Colombia19,20.  

De otro lado, los repelentes  son aquellas sustancias que evitan la picadura de mosquitos, 

mientras que los antialimentarios  son aquellas que evitan que los mosquitos se alimenten. 

En ambos casos, los compuestos actúan por medio de la interacción con los receptores 

odoríparos del mosquito evitando que se acerque a la zona que se quiere proteger. Las plantas 

son los productores más promisorios de repelentes contra insectos, debido a la co-evolución 

que ellas han tenido con los insectos, llevándolas a desarrollar estrategias defensivas contra 

insectos herbívoros, con el fin de evitar la predación. Estos mosquitos vectores no son 
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herbívoros, pero por cercanías filogenéticas a otros insectos podrían responder a dichas 

sustancias repelentes21. 

El DEET (N,N-dietil -m-toluamida) es un repelente sintético creado en la Segunda Guerra 

Mundial, y tiene actividad contra diferentes insectos incluidos los mosquitos21. A pesar de la 

gran efectividad del DEET en el control de plagas, sus efectos secundarios asociados con 

irritación y problemas dérmicos han mostrado la necesidad de buscar nuevas moléculas 

repelentes menos tóxicas. En este campo, los aceites esenciales de diversas plantas son una 

buena alternativa, ya que presentan una alta eficacia y seguridad. Así, por ejemplo en los años 

60s se descubrió que el PMD (para-mentan-3,8-diol), extraído del aceite esencial de Corymbia 

citriodora  conocido como eucalipto limón, posee una alta eficacia aunque su duración es muy 

corta. El aceite esencial de Cymbopogon nardu, conocido como citronella, también ha resultado 

ser un repelente muy activo y es actualmente comercializado. Recientemente se ha encontrado 

una gran variedad de aceites esenciales que presentan actividad repelente frente a diferentes 

insectos; sin embargo, no hay estudios rigurosos que demuestren su seguridad22. Por otro lado, 

el Neem (Azadirachta inica) es una árbol nativo de la India cuyo aceite esencial presenta una 

variedad de bioactividades útiles en el campo de la medicina así como en el área de los 

insecticidas. De hecho se ha comprobado que es un poderoso repelente y larvicida de 

mosquitos. A finales de los 90s, el aceite esencial del Neem fue aprobado en Estados Unidos y 

Alemania como insecticida, siendo uno de los pocos insecticidas de aceites esenciales 

aprobados y comerciales en los últimos 40 años23. 

Los disruptores de crecimiento y reproducción  son otro tipo de sustancias que permiten el 

control de mosquitos, y los pueden afectar en distintos momentos de su desarrollo. Estas 

sustancias afectan el periodo de desarrollo, el crecimiento, la emergencia a la adultez, la 

eclosión de los huevos, la fecundidad y la fertilidad, así como también los estadios de larva y 

pupa14. Este tipo de controladores pueden modular procesos fisiológicos, bioquímicos y 

moleculares asociados al ciclo de vida del insecto. El mosquito Ae. aegypti es un insecto con 

metamorfosis completa, cuyas etapas de  desarrollo inician con la eclosión de las larvas, las 

cuales atraviesan por IV instar (o estadíos) larvarios para llegar a pupa, donde se lleva a cabo 

la transformación metamórfica a la fase aérea adulta. Cada uno de estos momentos está 

mediados por regulaciones hormonales asociados a la metamorfosis y también a los procesos 

de muda. La ventaja de este tipo de controladores es que tienen una alta selectividad y poca 

ecotoxicidad24. 
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Existen varios tipos de disruptores según su modo de acción pero nos centraremos en tres 

tipos. El primero son los análogos de la hormona juvenil (JHA). Esta hormona es producida por 

las glándulas endocrinas y regula el proceso de metamorfosis. La ausencia de ésta en la etapa 

preadulta inicia la pupación, y también actúa durante la reproducción. La JH es un 

sesquiterpeno acíclico. Análogos de este sequiterpeno (JHA) actúan sobre larvas inmaduras 

interr umpiendo el proceso de metamorfosis. Por tanto, las larvas en instar IV son las más 

susceptibles, realizando la pupación sin emergencia a la adultez exitosa. En general, los JHA 

son muy activos, con LC50 del orden de ppb, son poco tóxicos en mamíferos pero han mostrado 

ciertos problemas con algunos invertebrados. Por otro lado, son poco solubles en agua y tienen 

una baja permanencia en el ambiente. El metopreno es de los JHA más conocidos y actualmente 

es un producto comercial (Precor®)16,24.  

Los insectos poseen un exoesqueleto compuesto principalmente de quitina (polímero de N-

acetilglucosamina) que conforma la cutícula, es decir la cubierta externa del insecto. A través 

de las diferentes etapas de crecimiento, esta estructura debe ser cambiada o mudada debido 

al cambio de tamaño o forma del insecto. Este es un proceso fundamental para el desarrollo 

normal de los insectos y es por eso que la disrupción en su biosíntesis resulta ser catastrófico 

para dichos organismos. Es por esto, que el segundo tipo de disruptores a mencionar son los 

agonistas de ecdisteroides. Entre estas hormonas de muda la ecdisona (20-hidroxiecdisona o 

20E) es la más común, es excretada por las glándulas protorácicas, y actúa sobre los receptores 

de ecdisona que activa los genes relacionados con los procesos de muda. En la naturaleza la 

presencia de compuestos agonistas de ecdisteroides es común, y entre los más conocidos se 

tienen los fitoecdisteroides y zooecdisteroides. La bisacilhidrazina, o comúnmente conocida 

como diacilhidrazina, fue el primer agonista sintético obtenido. Dentro de sus efectos está la 

inhibición de la alimentación en etapas larvarias tempranas, la muda prematura y la 

interferencia   con la formación normal de la cutícula. Este compuesto es seguro para 

mamíferos y otros vertebrados, pero ha mostrado una baja toxicidad contra algunos 

invertebrados incluyendo las abejas24. 

Finalmente, el tercer tipo de disruptores es el de los inhibidores de quitina, que también 

interfieren con los procesos de muda por afectar la formación de la cutícula. La quitina es 

sintetizada por la enzima quitina sintasa, que forma un polímero de N-acetil-D-glucosamina 

con enlaces tipo ɼ-1,4. Existen dos vías por las cuales actúan estos inhibidores, aquellos que 

interfieren con la síntesis del polímero, como los derivados de benzofenil úrea; y aquellos que 
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afectan la deposición de la quitina en la cutícula. Por cualquiera de los dos mecanismos lo que 

producen estas sustancias es una quitina de naturaleza frágil, que conlleva a la muerte del 

insecto. En general, los inhibidores de quitina suelen ser poco tóxicos contra mamíferos, y 

otros invertebrados, aunque algunos pueden persistir en el ambiente por mucho tiempo24.  

Á Resistencia a los insecticidas por parte del mosquito Aedes aegypti  

Uno de los mayores retos para el control químico de mosquitos Ae. aegypti es la resistencia que 

desarrollan frente a los diferentes insecticidas. Los distintos mecanismos de resistencia se 

manifiestan por varias razones, que incluyen el uso frecuente, prolongado y en dosis no letales 

de los insecticidas. Esto produce una selección artificial de los insectos que sobreviven a la 

exposición a los insecticidas. Así, la población de los insectos resistentes va aumentando con 

el uso continuo de estos insecticidas hasta hacerse la población dominante16. Los cuatro 

mecanismos principales de resistencia a los insecticidas se presentan en la tabla 1-2. 

Estudios realizados en Colombia han demostrado que los mosquitos Ae. aegypti ya han 

generado resistencia a los insecticidas comúnmente usados para su control en el país. Un 

estudio realizado en la zona Caribe de Colombia se recolectaron mosquitos en 9 municipios de 

la Costa Atlántica colombiana, y se determinó su susceptibilidad y resistencia frente a varios 

insecticidas usados en el país. Los mosquitos nativos y la cepa de referencia (Rockefeller) 

fueron expuestos a los insecticidas, piretroides: Pemetrina, Ciflutrina, Deltametrina y 

Lamdacialotrina, a los organofosforados: Temfos, Malatión, Fenitotrión y Metil pirimifos, muy 

usados como insecticida y larvicida en Colombia; y al DDT. Con el fin de determinar el origen 

de la resistencia encontradas, realizaron análisis bioquímicos de esterasas, MFO y Glutatión-S-

transferasas, y se determinaron las mutaciones genéticas asociadas a la resistencia knockdown 

(Kdr). Los resultados mostraron que, en general, todas las poblaciones de mosquitos 

muestreadas presentaron resistencia a los insecticidas. En dos de las localidades los mosquitos 

mostraron alta resistencia a los organofosforados, mientras que en las otras, la resistencia 

estaba emergente. En tres de las nueve localidades presentaron una alta resistencia 

knockdown a los piretroides (especialmente al Lamdacialotrina y la Ciflutrina). En cuanto al 

DDT, los mosquitos de las 9 localidades resultaron resistentes. Por otro lado, los mosquitos no 

mostraron cambios en los perfiles enzimáticos con respecto a la cepa Rockefeller, pero si hubo 

diferencias en cuanto a mutaciones asociadas a la resistencia knockdown. Este estudio fue el 



Capítulo 1 41 

 

primero que reportó resistencia de los mosquitos Aedes aegypti nativos de Colombia a los 

insecticidas comúnmente usados para su control en el mismo país20. 

Tabla 1-2. Principales mecanismos de resistencia de Ae. aegypti a los insecticidas tradicionales 

Mecanismo de 
resistencia  

Descripc ión  Ejemplos  

 

 

Resistencia 
metabólica  

Los insectos poseen o desarrollan 
enzimas (como oxidasas, esterasas, 
amidasas y glutatión-S 
transferasas) que modifican o 
destruyen los insecticidas, 
generando una pérdida en su 
actividad. Es de las más comunes. 

¶ El incremento de los niveles de 
esterasas en Ae. aegypti se ha asociado 
a la resistencia hacia piretroides 
(hidrolizan el grupo éster)19 

¶ El incremento en los niveles de la 
enzima dehidroclorinasa-glutatión 
transferasa que metaboliza el DDT19 

 

 

Resistencia por 
modificación en 

la estructura 
diana  

Consiste en modificaciones de 
estructuras específicas de la diana 
que es atacada por los insecticidas. 
Dichas modificaciones se dan por 
mutaciones que cambian la 
estructura de la diana haciéndola 
menos afín por el insecticida. Es de 
las más comunes. 

¶ Modificación en la estructura de la 
enzima acetilcolinesterasa (MACE, 
Modified AChE Enzime) en Ae. aegypti 
que proporciona resistencia a 
organofosforados y carbamato19 

¶ Resistencia Knockdown (Kdr) ante DDT 
y piretroides que consiste en una 
modificación en las proteínas 
transmembranales de los canales  de 
sodio dependientes de voltaje20 

 

Resistencia 
comportamental  

Ocurre cuando los insectos 
desarrollan comportamientos que 
les permiten detectar y evitar los 
insecticidas. 

¶ Las moscas de los cuernos evitan 
acercarse al ganado que ha sido 
etiquetado en la oreja después de la 
aplicación del insecticida16 

 

 

Resistencia a la 
penetración  

 

Se da cuando algunos insectos 
desarrollan la capacidad de 
absorber más lentamente los 
insecticidas a través de la cutícula o 
el tracto digestivo. Usualmente éste 
mecanismo de resistencia se 
combina con otros para mayor 
eficacia. 

¶ Disminución en la penetración de la 
Deltametrina por medio de la cutícula 
en cepas resistentes de Helicoverpa 
armigera (Lepidoptera). Se encontró 
que el 50% del piretroide tardaba 6h 
en penetrar la cutícula en cepas 
resistentes, mientras que en las 
susceptibles tardaba tan solo 1h 

 

Un estudio más reciente, realizado por los Investigadores del CIDEIM (Centro de Internacional 

de Entrenamiento e Investigaciones Médicas, en el Valle del Cauca), junto con otras 

instituciones de investigación en ciencias médicas de Estados Unidos, en el que estudiaron 
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mosquitos recolectados en 10 localidades de los departamentos del suroccidente de Colombia, 

con el fin de realizar pruebas de susceptibilidad, resistencia y ensayos bioquímicos para 

determinar el grado de resistencia de estas cepas nativas de Ae. Aegypti (comparando con la 

cepa Rockefeller). Los mosquitos recolectados fueron tratados con diferentes insecticidas 

como DDT; los piretroides: delametrina y lamdacialotrina; los organofosoforados: fenitotrión, 

malatión y temfos; y también los carbamatos: propoxur (muy usado en Colombia) y 

bendiocarb. Los resultados evidenciaron que todos los mosquitos recolectados presentaron 

resistencia al DDT, al temfos, al fenitotrión y al bendicarb, mientras que para el propoxur y la 

deltametrina, los mosquitos de algunas localidades presentaron resistencia emergente. Frente 

al malatión y la lamdacialotrina, todas las muestras mostraron susceptibilidad sin importar la 

localidad de procedencia. En cuanto a las pruebas bioquímicas se observaron incrementos 

para algunos poblaciones de insectos en la cantidad de esterasas y oxidasas de función mixta 

(MFO), lo cual puede estar asociado a mecanismos de resistencia de naturaleza metabólica; y 

en ningún caso se observaron modificaciones en la estructura de la acetilcolinesterasa 

(MACE)19. 

Por lo anterior, es claro que se necesita un cambio en las sustancias usadas para el control de 

Ae. aegypti, pues los mosquitos no sólo del país sino del mundo, han creado distintos 

mecanismos de resistencia ante los insecticidas tradicionales. Actualmente se están 

desarrollando estrategias que buscan evitar la rápida generación de resistencia por parte del 

mosquito hacia los insecticidas, que incluyen el uso de mezclas de insecticidas con diferentes 

mecanismos de acción, y también la creación de protocolos de rotación de insecticidas19,25. Por 

otro lado, se están realizando esfuerzos para buscar controladores de larvas y no  de adultos, 

ya que de esta manera se focaliza el uso de insecticidas en los nichos de cría de larvas, en 

contraposición al ataque de la fase adulta aérea que requiere fumigaciones a grandes áreas16,25. 

1.3 Cianobacterias como fuente promisoria de compuestos 
bioactivos  

Con lo anterior queda ilustrada la necesidad de buscar nuevos compuestos que actúen como 

insecticidas contra Ae. aegypti. En este marco las cianobacterias son una fuente interesante de 

metabolitos secundarios con la posibilidad de actuar como controladores de este vector26. Las 

cianobacterias son organismos que habitan la Tierra desde hace 3500 millones de años y 

fueron los responsables de la oxigenación atmosférica en la era Precámbrica. Las 
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cianoabacterias, de acuerdo a su organización celular, pertenecen al domino de las eubacteria. 

No obstante, ellas presentan un sistema de membranas complejo, que cumple funciones 

importantes en la respiración y la fotosíntesis, y que es similar con algunas células eucariotas. 

Son organismos autotróficos con dos sistemas fotosintéticos principales. En condiciones de 

oscuridad, ellas pueden usar un modo fotoheterótrofo en el que usan a la glucosa como fuente 

de carbono y energía. Son capaces de sobrevivir en condiciones aerobias y anaerobias, y 

algunas cianobacterias son fijadoras de nitrógeno atmosférico27.  

Debido a su antigüedad y su versatilidad tienen una alta diversidad fisiológica y morfológica 

que les han permitido conquistar diferentes hábitats terrestres incluyendo rocas, hielo, arena, 

ambientes marinos y dulceacuícolas, e incluso son simbiontes de plantas y animales. Han 

demostrado ser capaces de crecer bajo condiciones de presión, temperatura, humedad, 

luminosidad, muy distintas2. Todo lo anterior muestra que son unos organismos muy exitosos 

evolutivamente. 

En ambientes acuáticos, las cianobacterias pueden ser plantónicas o bentónicas. Éstas últimas 

crecen en afloramientos sobre superficies marinas, también conocidos como mats o tapetes. 

Estos mats pueden ser monoespecíficos o  contener distintas especies, donde suele haber una 

especie dominante. Es más, puede haber mats con otros organismos como algas eucariotas, 

bacterias y hongos, que es conocido como perifiton. El perifiton y los mats suelen ser una 

fuente alimenticia de una gran variedad de organismos marinos que incluyen los peces y otros 

herbívoros. En el caso de los afloramientos en agua dulce, las larvas de los mosquitos pueden 

llegar a consumir perifiton y mats cianobacterianos como alimento, generando una interacción 

ecológica que puede estar mediada por compuestos alelopáticos defensivos por parte de las 

cianobacterias26. 

En los últimos 40 años ha crecido el interés por estos microorganismos, pues han mostrato ser 

una fuente muy prolífera de metabolitos secundarios bioactivos. Hasta el 2010, se habían 

reportado más de 700 metabolitos secundarios aislados de cianobacterias, sin embargo, en los 

últimos años se han reportado del orden 10-20 compuestos nuevos por año aislados de 

cianobacterias28ɀ30. Para esos compuestos se han reportado actividades de biológicas de 

interés médico, farmacológico, biotecnológico e industrial2, que incluyen compuestos 

antifúngicos, antimicrobianos, anticancerígenos31, antivirales, antiinflamatorios, 

antimaláricos, inmunosupresors32 e incluso insecticidas25,33ɀ35. Algunos compuestos bioactivos 
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de cianobacterias ya son comerciales o que se encuentran en fases clínicas avanzadas de 

desarrollo. 

Las cianobacterias pertenecientes al orden Oscillatoriales son responsables de 

aproximadamente el 58% de los compuestos bioactivos aislados. Dentro de este orden, los 

géneros Moorea y Okeania (antes descritos como especies marinas de los géneros Lyngbya) 

resultan ser los mayores productores de compuestos36. Desde la perspectiva de la diversidad 

química, las cianobacterias producen principalmente cinco tipos de compuestos: alcaloides, 

péptidos no ribosomales (biosíntesis de péptidos no ribosomales NRPS), policétidos y 

policétidos mixtos con péptidos no ribosomales (biosintesis via PKS-NRPS), terpenos y 

lipopolisacáridos37. Entre los productos aislados de cianobacterias las cianotoxinas han 

despertado el interés científicos porque son estructuralmente complejas y diversas, pues 

provienen de diferentes rutas biosintéticas. Las cianotoxinas son metabolistos tóxicos aislados 

de cianobacterias y se pueden clasificar en tres grandes grupos según sus efectos: a) 

citotoxina s, que poseen estructuras variadas, como péptidos no ribosomales, alcaloides, 

terpenos, entre otros. Como ejemplo de este grupo está la conocida Dolastatina 10 

(pentapéptido lineal) y derivados, aislado inicialmente del molusco marino Dolabella 

auricularia , no obstante, su origen biosintético está asociado a una cianobacteria del género 

Symploca38. Este compuesto llegó a Fase II en estudios clínicos pero fue retirado por su 

toxicidad, no obstante, su estructura ha sido fuente de inspiración para el medicamento 

anticancerígeno Brentuximab vedotin®, que actualmente ya es comercializado; b) 

hepatotoxin as son usualmente péptidos no ribosomales como las microcistinas, que afectan 

el hígado de los herbívoros; y c) neurotoxinas  se caracterizan por afectar el sistema nervioso 

del consumidor y suelen ser alcaloides, como la anatoxina-a, saxitoxina, y hoiamida A, que es 

un producto mixto entre policétido y péptidos no ribosomales39,40. 

Finalmente, las cianobacterias pueden ser cultivadas bajo condiciones controladas de 

laboratorio, lo que puede ser aprovechado para dar solución a los problemas de suministro de 

moléculas bioactivas, tan común en los productos naturales. El cultivo de estos 

microorganismos es relativamente sencillo y barato porque son organismos fotosintéticos que 

sólo requieren de una fuente de luz y componentes inorgánicos3.  
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1.4 Cianobacterias como posible respuesta para el control 
del vector Ae. aegypti 

La búsqueda de controles químicos de Ae. aegypti a partir de cianobacterias es un campo que 

lleva en desarrollo cerca de 3 décadas bajo la premisa de que algunas cianobacterias 

dulceacuícolas habitan los mismos nichos de cria de  larvas de mosquitos41. Además se ha 

determinado que dichas larvas se alimentan de algunos mats cianobacterianos42ɀ44. Esta 

interacción ecológica podría favorecer la producción de compuestos tóxicos para las larvas con 

el fin de evitar la herviboría25,33. No obstante, los estudios en esta área no han sido profundos 

pese a que se han encontrado resultados interesantes como se discutirá a continuación. 

Algunos estudios han sugerido que las cianotoxinas  parecen tener una función alelopática, 

que les permite inhibir el crecimiento de otros organismos permitiéndoles competir por 

espacio y nutrientes. Algunos experimentos han permitido determinar que las microcistinas 

inhiben el crecimiento de varios organismos competidores, como otras cianobacterias 

(Chlamydomonas reinhardtii, Synechococcus elongatus, entre otras) y algunas plantas acuáticas 

como Spirodela oligorrhiza. A pesar de que los resultados parecen mostrar que las 

microcistinas podrían tener una función alelopática, se debe considerar que las 

concentraciones usadas en los ensayos son 10 veces mayores a las que se encuentran en el 

ambiente26. Otros estudios han demostrado que los extractos resultan tener mayores 

repercusiones en el crecimiento de competidores que las cianotoxinas  aisladas (microcistinas 

y anatoxinas-a), por lo que se propone que estos compuestos pueden presentar esta función 

alelopática en sinergismo con otros metabolitos no identificados presentes en el extracto45. 

Por otro lado, se ha propuesto que las ciantoxinas  son una respuesta defensiva a predadores 

(herbívoros). Algunos experimentos han demostrado que la alimentación de algunos 

predadores de cianobacterias se ve disminuida con el aumento en la concentración de estos 

compuestos. Este es el caso del Daphnia magna que evita activamente alimentarse de 

cianobacterias que producen cianotoxinas 46. Se ha demostrado que algunas cianotoxinas al 

ser consumidas por el depredador afectan sus enzimas digestivas47. 

Las funciones alelopáticas de estos compuestos son de interés para este trabajo de maestría 

debido a que las cianobacterias dulceaquícolas comparten nichos ecológicos con las larvas del 

mosquito Ae. aegypti, y se ha comprobado que las larvas suelen ser predadoras de mats de 

cianobacterias y perifiton. Es por esto que las cianobacterias pueden ser una fuente de 
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compuestos insecticidas contra las larvas del Ae. aegypti con posible acción alelopática41. En el 

marco de esta idea, en 1993 Kiviranta y colaboradores realizaron el primer screening de 

extractos, y masas liofilizadas, de 76 cianobacterias en cuanto a su actividad contra las larvas 

del Ae. aegypti. Aquellos aislamientos neurotóxicos, debido al contenido de anatoxina-a; y 

hepatotóxicos, por las microcistinas, resultaron ser los más activos como larvicidas. A pesar de 

estos resultados positivos, no hubo una posibilidad comercial debido a la toxicidad de estos 

compuestos33, pero reforzó la idea de la relación mediada por alelopáticos entre estos 

organismos. 

En el 2000, Harada y colaboradores aislaron ácidos grasos insaturados (ácido oleico, linoleico 

y ɾ-linolénico) y saturados (ácidos mirístico, palmítico y esteárico) de la cianobacteria 

Oscillatoria agardhii, siendo los ácidos grasos insaturados los responsables de la actividad 

larvicida contra Ae. albopictus. La ventaja de este tipo de compuestos es su baja toxicidad 

contra mamíferos y otros organismos, poseen bajas cargas residuales y generan pocos daños 

ambientales34. En estudios más recientes, se evaluaron aislamientos de cianobacterias de la 

Florida, donde los extractos de Synechococcus sp., Coccoid sp. y Leptolyngbya sp. fueron los más 

activos. A partir de la primera, se obtuvieron glicolípidos sulfatados (Figura 1-3), que 

resultaron larvicidas frente a Ae. aegypti25. 

Se ha encontrado que ácidos grasos insaturados pueden tener funciones aleloquímicas 

competitivas contra algunas algas eucariotas48, son tóxicos para varios artrópodos, incluyendo 

larvas de mosquitos34, la Artemia salina49 y la Dhapnia magna50. Parece que el modo de acción 

de estos compuestos está asociado a la actividad inhibitoria de la ATPasa-Na+/K + en larvas de 

Ae. albopitus y en Artemia salina, y se ha encontrado que la actividad larvicida es mayor cuando 

la actividad de la ATPasa-Na+/K + está disminuida. Por lo anterior, los ácidos grasos insaturados 

aislados de cianobacterias resultan compuestos interesantes como larvicidas debido a su 

eficacia y selectividad34,49. 

En Colombia en el 2013 se evaluó la actividad larvicida contra Ae. aegypti de extractos de 

octocorales y mats de cianobacterias marinas recolectados en Islas del Rosario. Los extractos 

de octocorales resultaron poco activos contra las larvas, pero los mats cianobacterianos si 

mostraron una actividad interesante, siendo el más activo aquel que contenía cianobacterias 

de los géneros Oscillatoria, Lyngbya y Phormidium35. A pesar de que las cianobacteiras marinas 

no comparten un nicho ecológico con Ae. aegypti, sus metabolitos secundarios presentaron 
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actividad larvicida, mostrando que los mats de cianobacteiras del Caribe colombiano tienen 

potenciales larvicidas.  

        

        

Figura 1-3. Estructura de los glicolípidos sulfatados aislados de la cianobacteria 

Synechococcus sp que tiene actividad larvicida contra Ae. aegypti  25. 

Finalmente, las cianobacterias manipuladas genéticamente también pueden ser usadas como 

controladores microbiológicos de larvas de Ae. aegypti. Esta aplicación usa especies de 

cianobacterias inocuas como productores de las proteínas Cry de Bacillus thuringensis, 

mediante la inclusión de los genes del Bacillus que codifican para dichas proteínas. Mediante 

esta aproximación se tienen varias ventajas, pues algunas cianobacterias suelen ser alimento 

de las larvas, por lo que al ser productoras de las proteínas tóxicas pueden ser más eficaces en 

su control. Además al ser fotosintéticas y tener pocos requerimientos nutricionales se vuelven 

ideales para sobrevivir en diversos ambientes. Y por último, gracias a que contienen pigmentos 

naturales, evitan la fotodegradación de las proteínas Cry, lo que sí se daría con la cepa de 

Bacillus thuringensis51.  

En 1994, Stevens y colaboradores introdujeron el gen cry11A de Bacillus thuringiensis var. 

israelensis en la cianobacteria Synechococcus PCC7002. Los investigadores escogieron 

Synechococcus PCC7002 debido a que no es tóxica para otros organismos y tiene una buena 

supervivencia en diferentes ambientes, incluidos los nichos de cría de las larvas donde es 

fuente de alimento para las larvas. Los resultados del experimento mostraron que la 

cianobacteria modificada de Synechococcus PCC7002 fue poco tóxica para las larvas de Ae. 

aegypti y su crecimiento celular fue significativamente menor al de la cianobacteria sin 

modificar13,44. En estudios posteriores, se produjeron cianobacterias transgénicas usando la 

cepa Anabaena PCC721, introduciendo los genes de las proteínas tóxicas Cry11A y Cry4A, con 

presencia y ausencia de Cyt1Aa, junto con p20 (que mejora el nivel de expresión de los genes 

cry) y los promotores PpsbA (de cianobacrerias) y PcpcB (de E. coli), que estabilizan la 
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expresión génica. Se encontró que las cianobacteria transgénicas resultaron tóxicas para las 

larvas y pudieron determinar relaciones de sinergismo entre las diferentes proteínas, 

encontrando que el mutante más tóxico fue aquel que contenía las proteínas Cry y Cyt52. 

Actualmente, se están desarrollando métodos para la implementación de cianobacterias 

transgénicas como control microbiológico de varias especies de mosquitos. Ketseoglou y 

colaboradores evaluaron las condiciones y diseño de un fotobiorreactor interior para el 

crecimiento de la cianobacteria Anabaena PC7120#11, modificada para producir las proteínas 

Cry, y probaron su actividad larvicida frente a Anopheles arabiensis (vector de la malaria). En 

el estudio determinaron el efecto de factores como el flujo de aire, el flujo de CO2,  y la densidad 

del flujo fotónico en el crecimiento de las cianobacterias transgénicas53. Por otro lado, Yan y 

colaboradores evaluaron la actividad larvicida frente a Culex pipiens pallens (vector de la 

encefalitis japonesa y del virus de Nilo occidental) de cianobacterias transgénicas almacenadas 

por uno, dos y tres años, encontrando que si bien las cianobacterias transgénicas almacenadas 

disminuían su toxicidad en función del tiempo de almacenamiento, la diferencia no era 

significativamente grande y podría ser una técnica viable para su implementación en campo54. 
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2.  #ÁÐþÔÕÌÏ ςȡ 3ÃÒÅÅÎÉÎÇ ÄÅ ÃÉÁÎÏÂÁÃÔÅÒÉÁÓ ÄÅÌ 
#ÁÒÉÂÅ ÃÏÌÏÍÂÉÁÎÏ ÃÏÍÏ ÌÁÒÖÉÃÉÄÁÓ ÃÏÎÔÒÁ ÅÌ 
ÖÅÃÔÏÒ ÄÅ ÅÎÆÅÒÍÅÄÁÄÅÓ !ÅÄÅÓ ÁÅÇÙÐÔÉ 

RESUMEN 

El control de Aedes aegypti vector de enfermedades como el dengue, chikungunya, 

fiebre amarilla y zika, es una preocupación global. En este marco las cianobacterias 

pueden ser un alternativa como fuente compuestos capaces de controlarlo, pues han 

mostrado ser fuente de una gran diversidad de metabolitos, muchos de ellos con 

potentes actividades biológicas, incluyendo la larvicida con el vector antes referido. En 

este trabajo se evaluaron los extractos de 16 mats de cianobacterias colectadas en el 

Caribe colombiano usando los siguientes ensayos biológicos: como criterio de 

actividad larvicida/insecticida el ensayo contra larvas de Ae. aegypti; como criterio de 

ecotoxicidad el ensayo de mortalidad con el camarón Artemia salina, y como criterio 

del modo de acción el ensayo de inhibición de aceticolinesterasa (AChE). Se encontró 

que los extractos y fracciones de diclorometano (FD) en general mostraron mayor 

actividad en los tres bioensayos que las fracciones butanólicas. En cuanto al ensayo de 

actividad larvicida contra el vector se observó que seis de las fracciones FD de los mats 

resultaron activas, al igual que una fracción de polaridad media (FIII de 

fraccionamiento por DIOL) del mat IBUN-02224. En términos generales se observó que 

los mats que contenía cianobacterias de los géneros Symploca, Lyngbya/Moorea y 

Oscillatoria fueron los más activos como larvicidas, demostrando el potencial de estas 

cianobacterias 

 



52 Búsqueda de compuestos con posible actividad insecticida a partir de cianobacterias marinas del Caribe 

colombiano 

 
Se observaron diferencias en los resultados de los ensayos de bioactividad de los 

mismos mats recolectados en diferente época. Tal es el caso de los consorcios de 

Phormiduim submembranaceum/ Symploca hynoides recolectados en Providencia, en 

los años 2009 y 2010. Lo mismo se observó para el mismo mat  recolectado en 

diferentes sitios, por ejemplo Moorea producens, lo que pone de manifiesto la 

versatilidad de la producción metabólica de las cianobacterias marinas en función del 

tiempo y las condiciones ambientales. 

 

Finalmente, se seleccionaron para estudio químico los siguientes mats como los más 

promisorios: el mat Phormidium sp. IBUN-02224 ya que su fracción FIII exhibió 

actividad larvicida, con una muy baja mortalidad en A. salina (lo que sugiere que es 

selectivo y poco ecotóxico) y también no inhibición de AChE (actuando por un modo 

de acción diferente y por tanto, no se generarían procesos rápidos de resistencia por 

parte de Ae. aegypti). El mat Lyngbya sp. IBUN-02213 mostró una actividad larvicida 

débil en su fracción FD, pero su FB fue la única fracción butanólica que mostró 

actividad. Además fue seleccionada por las particulares condiciones ambientales en las 

que crece fueron bien diferentes a la de los otros mats. Finalmente, se eligió también el 

mat Moorea producens IBUN-03496 debido a que es uno de los más activos en los tres 

bioensayos, generando una mortalidad del 100% de larvas de Ae. aegypti Á υπ ʈÇȾÐÏÚÏȟ 

y que también es interesante debido a su gran abundancia.   

2.1 Introducción  

Las cianobacterias son microorganismos autotróficos que, además de producir una 

gran cantidad de compuestos activos, son cultivables en medios de cultivos simples, 

compuestos principalmente de sales y una fuente lumínica. Estos organismos han 

mostrado ser muy prolíficos metabólicamente, produciendo compuestos con 

estructuras químicas diversas e interesantes1. Las cianobacterias bentónicas 

arrecifales son de interés para la química de productos naturales, pues producen 

compuestos con potente actividad biomédica como anticancerígena e insecticida. En 

este último tópico se encuentran reportes de que ellas son capaces de controlar el 
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mosquito Ae. aegypti2ɀ4, que es el responsable de la transmisión del dengue, 

chikungunya, zika y fiebre amarilla. Este insecto es endémico de las zonas tropicales 

pero recientemente ha comenzado a colonizar territorios en los distintos continentes, 

y se ha convertido en una preocupación global5,6. Los insecticidas tienen diferentes 

modos de acción, uno de ellos es matar la larva del insecto que se quiere controlar 

(larvicidas), o actuar como disruptores de desarrollo en etapas específicas del 

crecimiento larvario y estadio de pupa7. El control larvario parece ser una 

aproximación ambientalmente más segura que el ataque de la fase adulta del mosquito, 

pues en este caso los insecticidas deben cubrir grandes áreas aumentando la 

probabilidad de contaminación ambiental4.  

Del hecho que las larvas compartan su hábitat con cianobacterias dulceacuícolas, se 

puede tomar ventaja, pues es de esperase que existan relaciones alelopáticas entre 

ambos organismos, dada la probada herbivoría de las larvas sobre las cianobacterias. 

Entonces se podrían usar los compuestos alelopáticos producidos por las 

cianobacterias como defensa contra las larvas, para emplearlos como larvicida, siendo 

tal vez más selectivos que los insecticidas tradicionales8.  

Para la evaluación del potencial larvicida de los extractos de mats de cianobacterias se 

han propuesto varios bioensayos, entre los que se cuenta con los ensayos en diferentes 

instar (estadíos) larvarios determinando mortalidad, los cambios morfológicos 

inducidos, o las propiedades antialimentarias del mat, entre otros. Existen protocolos 

de entes de salud regulatorios como el de la WHO (World Health Organization)9 que es 

ideal para comparar los resultados obtenidos por diferentes investigadores; sin 

embargo, estos ensayos requieren gran cantidad de muestra, lo que no es conveniente 

para un trabajo de bioprospección y se deben ajustar los protocolos4. 

En este trabajo seleccionamos como bioensayos para el screening de extractos en 

búsqueda de compuestos con actividad insecticida los siguientes ensayos biológicos: 

a) ensayo de actividad larvicida contra Ae. aegypti en instar I. Este bioensayo nos 

permiti ó evaluar la mortalidad y los cambios en el desarrollo larvario de este vector, 

inducidos por los tratamientos (fracciones o compuestos puros) evaluados. b) El 
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ensayo de letalidad contra A. salina, que por un lado es un indicador de ecotoxicidad y 

selectividad, también pudo dar cuenta de que tan activo era un extracto10. En la 

actualidad hay debates en torno a cómo se deben interpretar los resultados de este 

bioensayo. c) Finalmente, se evaluó el ensayo de inhibición de acetilcolinesterasa 

(AChEI), que es un ensayo rápido, sencillo y da cuenta de un posible modo de acción 

de los tratamientos (fracciones y compuestos puros) evaluados. La inhibición de esta 

enzima es un modo de acción de insecticidas como los organofosforados y carbamatos 

sobre algunos insectos11. A continuación, se describen los principales aspectos de estos 

ensayos en el marco de la búsqueda de insecticidas. 

2.1.1 Ensayo larvicida contr a Aedes aegypti 

El mosquito de Ae. aegypti es un insecto del orden Diptera que sufre metamorfosis 

completa pasando por huevo, larva, pupa y adulto. Las hembras adultas realizan la 

ovoposición en cuerpos de agua, donde se da la eclosión de las larvas. Existen cuatro 

estadíos o instar larvarios, en el instar I las larvas inmaduras miden cerca de 1 mm de 

longitud y llegan al instar IV donde miden 8 mm. En el último instar se da la muda de 

cutícula para llegar al estado de pupa, donde se desarrollan y maduran los órganos 

para la fase adulta12,13.  

La fase de larva es de interés para este trabajo y hay gran variedad de bioensayos para 

determinar compuestos larvicidas. La WHO tiene guías estandarizadas para 

determinar la actividad de un compuesto/extracto (tratamiento) como larvicida. Sin 

embargo, son experimentos que requieren grandes cantidades de muestra (200 mg 

por tratamiento) y 25 larvas en el instar III o IV por réplica9. Para un laboratorio 

especializado en el estudio químico de organismos marinos, estos bioensayos son muy 

exigentes especialmente en cuanto a la cantidad de muestra usada. Es por esto que los 

ensayos realizados en este trabajo están basados en la metodología optimizada por 

Berry G. en su tesis doctoral (Florida International University, USA), que tuvo en cuenta 

el poco material del que se dispone y de los problemas de solubilidad de muchos 
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productos naturales en agua, así como el uso de controles positivos más similares a los 

compuestos producidos por las cianobacterias4.  

El ensayo que emplemos en este trabajo fue este último, debido a que resulta ser un 

bioensayo rápido, sencillo y que nos permite evaluar el efecto del tratamiento en 

diferentes etapas de desarrollo larvario, pues la exposición inicia en el instar I. Por lo 

anterior, este bioensayo es poco demandante en términos de infraestructura, pues 

solamente son necesarios los huevos del mosquito Ae. aegypti y un lugar de incubación 

a 28°C, lo que podría ser viable en un laboratorio de química. Adicionalmente se usa 

poca cantidad de muestra (menos de 1 mg) lo que es ideal por las pocas cantidades de 

fracciones y compuestos puros que se logran aislar a partir de fuentes naturales. A 

pesar de que es un ensayo versátil y que se pueden plantear algunas modificaciones, 

este ensayo tiene una debilidad asociada a la adición de los tratamientos. Solventes 

regularmente empleados como solubilizantes en medio acuosos de extractos de 

polaridad media o baja, como el DMSO, la acetona, el MeOH, e incluso el Tween 80, 

presentan una mortalidad de larvas por encima de lo aceptado (más del 10% de 

mortalidad)  en los controles negativos a concentraciones cercanas al 1% en medio 

acuoso. Por lo anterior, el ensayo se realiza adicionando primero los tratamientos a las 

placas, dejando evaporar totalmente el solvente y después se agregan las larvas en el 

medio acuoso. Si bien, esto no nos permite controlar la concentración real de cada uno 

de los tratamientos en el pozo, nos permite evaluarlos sin la interferencia de los 

solventes4. Este hecho podría representar una ventaja a la hora de usar este tipo de 

fracciones o compuestos en campo, debido a que no requieren usar ningún solvente o 

solubilizante que pueda también interferir con el medio ambiente.  

2.1.2 Ensayo de letalidad contra Artemia salina  

El ensayo de letalidad de Artemia salina es un bioensayo que permite evaluar la 

toxicidad general de un tratamiento. Este organismo es un crustáceo que crece en 

condiciones de salinidad entre 3.5-3.8% (p/v) y que resulta un buen biosensor para 

determinar diferentes actividades biológicas. Los resultados de letalidad contra este 
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organismo se han correlacionado con la citotoxicidad14, y la actividad insecticida15. 

Varios investigadores que buscan agentes insecticidas han usado este bioensayo 

debido a que es sencillo, rápido, económico y con resultados que permiten cierto grado 

de predictibilidad de la actividad insecticida16. También se ha usado en screening 

primario para detectar extractos que presentaran actividad tanto insecticida como 

herbicida16. En algunos estudios se exhibía una buena correlación entre los dos 

bioensayos14.  

No obstante, en la búsqueda de insecticidas más selectivos, la actividad contra A. salina 

tomó una nueva connotación; y en la actualidad varios investigadores lo usan como un 

indicador de ecotoxicidad17. Esto significaría que extractos activos en este ensayo 

serían indeseables como insecticidas pues podrían ser tóxicos.  

2.1.3 Ensayo de inhibición de la enzima acetilcolinesterasa (AChE)  

La enzima acetilcolinesterasa (AChE) se encarga de la hidrólisis de la acetilcolina (ACh) 

en acetato y colina. La acetilcolina es un neurotransmisor del sistema nervioso central 

asociado a procesos cognitivos, y además tiene funciones asociadas al sistema nervioso 

periférico en la actividad motriz. Esta enzima está involucrada en la transmisión de los 

impulsos nerviosos haciéndolos discontinuos y de corta duración, siendo la AChE la 

encargada del control motor de los músculos y fibras sensoriales. Es importante 

hidrolizar la ACh para terminar la sinapsis, ya que los impulsos nerviosos deben ser de 

naturaleza discontinua. En los casos en que el estímulo nervioso no sea terminado se 

da una sobrestimulación neuronal, que se refleja en movimientos musculares 

descontrolados y que pueden desencadenar en la muerte. Este efecto se emplea en el 

desarrollo de insecticidas, pues si se logra inhibir la AChE, no se hidroliza la ACh y se 

desencadenan daños motrices que terminan en la muerte del insecto11.  

Los compuestos organofosforados y los carbamatos, que actualmente son 

ampliamente usados en el control de plagas, son potentes inhibidores de la 

acetilcolinesterasa. Por un lado, los organofosforados inhiben irreversiblemente la 

AChE por fosforilación de los residuos de serina de la enzima formando un enlace 
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covalente. En el caso de los carbamatos también reaccionan con los residuos de serina, 

formando carbamilatos que son menos estables que los fosfatos, y por ende, su 

inhibición es de naturaleza reversible11. Si bien estos insecticidas son eficaces, en 

estudios recientes se han mostrado procesos de resistencia por parte de los mosquitos 

por modificación estructural de la AChE18,19.  

Existen múltiples ensayos para la detección de la actividad inhibitoria sobre esta 

enzima. Los ensayos directos se basan en detectar los productos de hidrólisis sin 

derivatizaciones. Mientras en los métodos indirectos se detecta la presencia de 

moléculas coloreadas (métodos colorimétricos) o luminiscentes, que son el producto 

de reacciones de los productos de hidrólisis con los agentes reveladores. La ventaja de 

estos últimos es que son más sensibles, aunque en algunos casos pueden presentar 

interferencias. Martson y colaboradores desarrollaron un método sencillo para 

realizar un screening general de la actividad inhibitoria de AChE, usando un método 

indirecto por bioautografía en placa de TLC. El método consiste en aplicar los extractos 

en placas de TLC en fase normal, y eluirlos con un sistema de solventes adecuado. 

Luego, la enzima se asperja en la placa en presencia de acetato de 1-naftilo que actúa 

como el sustrato. La enzima hidroliza el éster, formando el 1-naftol que reacciona con 

el revelador Fast blue salt produciendo un colorante azoico de color morado. En la 

figura 2-1 se observa el esquema de la reacción20.  

Este método tiene la ventaja de que permite la detección de compuestos capaces de 

inhibir la enzima aún con poca cantidad de muestra. También provee información 

sobre el factor de retención (r f) de aquellos compuestos que muestran dicha actividad, 

dando una guía para el fraccionamiento y aislamiento de dichos compuestos. Sin 

embargo su limitante es que puede reaccionar con compuestos que contengan en su 

estructura anillos aromáticos activados, aldehídos y aminos dando falsos negativos. 

Por tanto, si un compuesto con estas características puede inhibir la enzima, no 

veríamos su actividad debido a que reaccionaría con el FBS y se tornaría de una 

coloración morada20. 
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Figura 2-1. Reacción de la acetilcolinesterasa AChE con el acetato de 1-naftilo y el Fast 

Blue Salt B20. 

Los resultados del ensayo de letalidad con Ae. aegypti se puede combinar con los 

resultados del AChEI para obtener información sobre el posible modo de acción de las 

moléculas ensayadas, pues en el primero no se da información acerca del modo de 

acción del tratamiento, mientras en el segundo sí11.  

2.2 Materiales y Métodos  

Se usaron los solventes hexano (Hex), diclorometano (DCM), acetato de etilo (AcEOt), 

cloroformo (CHCl3), acetona y metanol (MeOH) grado RA (Merck, Alemania). Para los 

análisis de HPLC se empleó agua desionizada y filtrada a través de MilliQ (Merck, 

Alemania), y MeOH grado HPLC (Merck, Alemania). Estos análisis se realizaron en un 

UHPLC Ultimate 3000 (Dionex, USA) acoplado al detector ELSD SEDEX 85 a 80°C y 

ganancia (Gain) 10 (Sedere LT, Francia). Se usó una columna C-8 Kinetex 50x2.1, 

ςȢςʈÍȢ 0ÁÒÁ ÅÌ ÆÒÁÃÃÉÏÎÁÍÉÅÎÔÏ ÄÅÌ ÅØÔÒÁÃÔÏ del mat Phormidium sp. IBUN-02224 se 

usaron cartuchos DIOL (Starlab Scientific, China). Para la extracción se usó un 

sonicador Cole-Parmer (USA).  

Para los ensayos larvicidas se usaron placas de 24 pozos (Corning, USA), usando como 

ÃÏÎÔÒÏÌ ÐÏÓÉÔÉÖÏ τȟτȭ-DDT al 98% de pureza (Sigma Aldrich, USA). Los huevos de Ae. 

aegypti fueron donados por el profesor Fernando Noriega de la Florida International 

University (Miami, USA), y son de la cepa Rockefeller. Para alimentarlos se usó polvo 
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de hígado deshidratado (Sigma Aldrich, USA). Para los ensayos de Artemia salina se 

usaron cistos de Artemia International (USA). Para los ensayos de inhibición de 

acetilcolinesterasa se empleó una enzima (C.3.1.1.7) de Electrophorus electricus (tipo 

VI-S 500 A) (Sigma Aldrich, USA), albúmina de suero bovino (BSA, Sigma Aldrich, USA), 

acetato de 1-naftilo y Fast blue Salt (FBS) (Sigma Aldrich, USA). Los cromatofolios 

usados fueron de sílica gel 60F254 (Merck, Alemania).  

2.2.1 Recolección y clasificación de mats de cianobacterias  

Se recolectaron mediante buceo autónomo 10 mats de cianobacterias en Providencia, 

y 6 en Islas de Rosario, entre 2009 y 2016. La recolecta fue coordinada por la profesora 

Ph.D. Mónica Puyana, Universidad de Bogotá Jorge Tadeo Lozano. El material fue 

limpiado in situ, y preservado hasta su extracción a -4°C. Una porción pequeña del 

material fue usado para cultivo e identificación morfológica y molecular. Este material 

fue preservado en tubos falcon que contenían una solución del medio SW estéril21. En 

la tabla 2-1 se registran los mats colectados, así como el año y el lugar. La descripción 

corresponde a una clasificación tentativa realizada con caracteres morfológicos por los 

biólogos Mónica Puyana, Julián Prato y Fredy Duque21,22. Las muestras fueron 

depositadas en el IBUN el 24 de Junio de 2016 y el 23 de mayo de 2017 y los códigos 

asignados se encuentran en la tabla 2-1. 

Tabla 2-1. Mats recolectados en Providencia e Islas del Rosario 

Muestra  Código IBUN Descripción  Año de 
recolección  

Lugar  

PNM-C001 IBUN-02213 Mat negro Lyngbya sp. 2015 Providencia 

PNM-C002 IBUN-02214 Mat negro Lyngbya sp. 2015 Providencia 

PNM-C009 IBUN-02224 Mat verde Phormidium sp. 2015 Providencia 

PNM-C010 IBUN-02225 Mat verde Phormidium sp. 2015 Providencia 

PNM-C016 IBUN-02231 Mat verde Phormidium sp. 2015 Providencia 

PNM-07 NRa Phormidium 
submembranaceum/ 
Symploca. hydnoides 

2010 Providencia 
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PNM-08 NRa P. submembranaceum/ S. 

hydnoides 
2010 Providencia 

PNM-13 NRa P. submembranaceum / S. 
hydnoides 

2010 Providencia 

PNM-18 NRa P. submembranaceum / S. 
hydnoides 

2009 Providencia 

PNM-28 NRa Lyngbya spp./Oscillatoria 
spp. 

2009 Providencia 

PNM-R001 IBUN-03493 Mat algodonoso verde 2016 Islas del 
Rosario 

PNM-R002 IBUN-03494 Mat algodonoso verde 2016 Islas del 
Rosario 

PNM-R003 IBUN-03495 Mat Moorea producens 2016 Islas del 
Rosario 

PNM-R004 IBUN-03496 Mat Moorea producens 2016 Islas del 
Rosario 

PNM-R005 IBUN-03497 Mat Moorea producens 2016 Islas del 
Rosario 

PNM-R006 IBUN-03498 Mat Moorea producens 2016 Islas del 
Rosario 

aNR- No registrado en el IBUN 

2.2.2 Extracción y partición L -L de mats de cianobacterias  

Los 16 mats fueron liofilizados, pesados y extraídos con una mezcla DCM/MeOH 1:1, 

relación solvente/muestra 2:1 (v/p) asegurándose que el material se cubre totalmente 

con solvente, y usando sonicación por 15 minutos. La extracción se repitió dos veces 

más. Los extractos se filtraron al vacío, y se removió el solvente a presión reducida. El 

extracto crudo obtenido fue sometido a partición L-L con DCM y agua, obteniendo una 

fracción orgánica FD (DCM) y una fase acuosa, la cual fue sometida a una nueva 

partición L-L con BuOH, para así obtener una fracción butanólica (FB) y una fase 

acuosa residual (WW). Las fracciones de DCM (FD) y BuOH (FB) de cada mat fueron 

sometidas a los bioensayos que se describen a continuación. La fracción acuosa 

residual no fue ensayada dado que está constituida principalmente por sal marina, lo 

que podría afectar los resultados de los ensayos biológicos. 
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El extracto crudo del mat IBUN-02224 (510mg) fue fraccionado en un cartucho DIOL 

(5 g) usando como fase móvil Hex/AcOEt 8:2, AcOEt 100%, AcOEt/MeOH 1:1 y MeOH 

100%, obteniendo cinco fracciones (IBUN-02224 FI a FV). Los bioensayos se realizaron 

con todas las fracciones. 

2.2.3 Ensayo larvicida contra Aedes aegypti 

Los huevos de Ae. aegypti (4 cm2 del papel) se sumergieron en 0.5 L de agua hipóxica, 

obtenida por calentamiento de un litro de agua desionizada hasta reducir el volumen 

a la mitad. Las larvas tardaron 30 min aprox. en eclosionar. En cada uno de los pozos 

de las placas de 24 se adicionarÏÎ υπ Ù ρπ ʈÇ ÄÅ ÃÁÄÁ ÕÎÁ ÄÅ ÌÏÓ ÔÒÁÔÁÍÉÅÎÔÏÓȟ ÅÓÔÏ ÓÅ 

ÈÉÚÏ ÐÏÒ ÔÒÉÐÌÉÃÁÄÏȢ #ÏÍÏ ÃÏÎÔÒÏÌ ÐÏÓÉÔÉÖÏ ÓÅ ÕÓÁÒÏÎ ρπ ʈÇȾÐÏÚÏ ÄÅÌ ÉÎÓÅÃÔÉÃÉÄÁ τȟτȭ-

DDT. Para la adición de las fracciones se emplearon 50 ʈL de los disolventes CHCl3, 

para el caso de las fracciones de polaridad media-baja y MeOH, para las fracciones 

polares. Los solventes se dejaron evaporar completamente antes de añadir las larvas. 

Como blancos se usaron las mismas cantidades de los disolventes, y también se dejaron 

evaporar. Posteriormente, en cada pozo se adicionaron 4 larvas instar I usando como 

volumen final 1 mL. Las cajas se incubaron a 28°C con periodos de luz/oscuridad 

ɉρςÈȾρςÈɊȢ $ÉÁÒÉÁÍÅÎÔÅ Á ÃÁÄÁ ÐÏÚÏ ÓÅ ÌÅ ÁđÁÄÉÅÒÏÎ ψπ ʈ, de una suspensión de polvo 

de hígado al 0.1% (p/v), con el fin de alimentar las larvas. El experimento se monitoreó 

por 7 días. Se consideraron activas aquellas fracciones que mostraron una mortalidad 

ÉÇÕÁÌ Ï ÍÁÙÏÒ ÁÌ υπϷ Á υπ ʈÇȾÐÏÚÏ ÄÅÓÐÕïÓ ÄÅ χ ÄþÁÓȢ %ÓÔÁ ÍÅÔÏÄÏÌÏÇþÁ ÆÕÅ ÏÐÔÉÍÉÚÁÄÁ 

por Gerald Berry en su tesis doctoral4. 

Los huevos de Ae. aegypti, cepa Rockefeller, fueron donados por el profesor Fernando 

Noriega de la Florida International University (Miami, USA).  

2.2.4 Ensayo de letalidad contra Artemia sa lina  

Los cistos (1 g) fueron hidratados por dos horas en 500 mL de agua destilada a 28°C y 

con aireación constante. Posteriormente, se adicionaron 500 mL de una solución al 

7.6% (p/v) de sal marina en agua destilada, con el fin de tener una concentración final 
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de sal del 3.8% (p/v). Para su eclosión los huevos se dejaron entre 18-24 h a 28°C, con 

aireación y fuente lumínica constante. En cada uno de los pozos de una placa de 24 se 

ÁđÁÄÉÅÒÏÎ ςυ Ù ςυπ ʈÇȾÐÏÚÏ ÄÅ ÌÏÓ ÔÒÁÔÁÍÉÅÎÔÏÓ Á ÅÎÓÁÙÁÒ ɉfracciones), y como control 

positivo se usaron 20  ʈÇȾÐÏÚÏ ÄÅ ÍÁÌÁÔÉĕÎȢ ,ÏÓ ÔÒÁÔÁÍÉÅÎÔÏÓ Á ÅÎÓÁÙÁÒ ÆÕÅÒÏÎ 

ÐÒÅÖÉÁÍÅÎÔÅ ÄÉÓÕÅÌÔÏÓ ÅÎ υπ ʈ, ÁÃÅÔÏÎÁȢ ,ÕÅÇÏ ÓÅ ÁđÁÄÉÅÒÏÎ ρπ ÎÁÕÐÌÉÏÓ ÄÅ A. salina 

en cada pozo llevando a volumen final de 2 mL, para esto se usó una solución salina al 

σȢψϷ ɉÐȾÖɊȟ ÃÏÎ ÅÌ ÆÉÎ ÄÅ ÏÂÔÅÎÅÒ ÃÏÎÃÅÎÔÒÁÃÉÏÎÅÓ ÆÉÎÁÌÅÓ ÄÅ ρςȢυ Ù ρςυ ʈÇȾÍ,Ȣ #ÏÍÏ 

ÂÌÁÎÃÏ ÓÅ ÅÍÐÌÅĕ ÁÃÅÔÏÎÁ υπ ʈÌȾÐÏÚÏȟ ÅÓ ÄÅÃÉÒ ÌÁ ÃÏÎÃÅÎÔÒÁÃÉĕÎ ÆÉÎÁÌ ÄÅ ÅÌÌÁ ÆÕÅ ÄÅ ςȢυϷ 

(v/v). Cada tratamiento se hizo por triplicado. El experimento se incubó a 28°C por 

24h. Se realizó el conteo de individuos vivos y muertos a las 24 h, y se tomaron como 

activos los tratamientos que mostraron una mortalidad igual o superior al 50% a 12.5 

ʈÇȾÍ,Ȣ 

2.2.5 Ensayo de inhibición de AChE  

3Å ÁÐÌÉÃÁÒÏÎ ρππ ʈÇȾÐÕÎÔÏ ÄÅ ÃÁÄÁ ÆÒÁÃÃÉĕÎ ÅÎ una placa TLC de SiO2. Se usaron 10 

ʈg/punto de malatión como control positivo y 10 ʈg/punto de CHCl3 (fracciones de 

polaridad media-baja) y MeOH (fracciones polares) como control negativo. En todos 

los casos el solvente se dejó evaporar. Para las fracciones apolares se usó como fase 

móvil Hex/AcOEt 7:3, y para las polares CHCl3/MeOH 9:1Luego de dejar evaporar el 

solvente, se asperjó una solución de AChE (4UA/mL en buffer fosfatos 0.1M a pH=7 y 

BSA 1 mg/mL) y se incubaron las placas a 37°C por 30 minutos. Luego se asperjó una 

solución etanólica de acetato de 1-naftilo (2.5 mg/mL) y nuevamente se incubaron la 

placas a 37°C por 30 minutos. Finalmente, una solución de Fast blue salt (FBS) a 2 

mg/mL fue asperjada como revelador. Las zonas de inhibición se reconocen por no 

presentar una coloración morada sino blanca (color de la placa TLC)20. Se consideraron 

activos aquellos extractos que presentaron inhibición y se clasificó en +++ como el más 

activo y - como inactivo dependiendo del número de compuestos que presenten 

inhibición y qué tan potente, en comparación con el control, es la inhibición. 
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2.2.6 Análisis por UHPLC-DAD-ELSD 

Algunos de los extractos fueron analizados en el equipo UHPLC antes descrito, usando 

una columna C-ψ +ÉÎÅÔÅØ ɉρπØςȢρȟ ρȢχ ʈÍɊȢ #ÏÍÏ ÓÏÌÖÅÎÔÅÓ ÓÅ ÅÍÐÌÅÁÒÏÎ -Å/( Ù ÁÇÕÁ 

grado HPLC. Para la elución se inició a 70% (v/v) MeOH durante 3 minutos, luego se 

realizó un gradiente desde 70%(v/v) MeOH hasta 100%(v/v) MeOH en 10 min y 

manteniéndose en 100% (v/v) MeOH por 10 min más. La detección se realizó con el 

detector ELS y UV a 210, 254, 280 y 340 nm.  

2.3 Resultados y Discusión  

Se recolectaron 16 mats de cianobacterias bentónicas en el Caribe colombiano 

principalmente de morfologías filamentosas y algodonosas. En la figura 2-2 se 

observan fotos de algunos de los mats colectados, mostrando la diversidad morfológica 

y la capacidad de las cianobacterias para colonizar diferentes ambientes como lo son 

sedimentos, algas, e incluso corales, donde en algunos casos, por su toxicidad, generan 

necrosis parcial del coral (figura 2-2 c.). La cantidad de mat recolectado fue variado, 

siendo abundantes los mats IBUN-02213 (filamentosa negra posiblemente Lyngbya 

sp.) y IBUN-03495, IBUN-03496, IBUN-03497 e IBUN-03498 (los últimos 4 mats son 

filamentosos, rojos, que fueron identificados morfológicamente como Moorea 

producens), mientras otros fueron muy poco abundantes como, IBUN-02224, IBUN-

02225, PNM-18, PNM-13, IBUN-03493 y IBUN-03494.  

Las cianobacterias del género Lyngbya y/o Moorea (clasificación actual para especies 

marinas del género Lyngbya), han sido ampliamente estudiadas debido a que se 

encuentran en diferentes regiones del Caribe y suelen ser mats muy abundantes23; no 

obstante, su clasificación taxonómica es compleja como se discutirá más adelante. No 

existe una relación clara entre actividad biológica y abundancia del mat, pues mats 

abundantes se pueden asociar a cianobacterias de crecimiento rápido, pero también 

pueden relacionarse con la producción de diversos metabolitos secundarios con 

funciones alelopáticas que les permiten crecer sin ser consumidos y sin competidores 

por espacio y nutrientes. Por ej. cianobacterias producen alguicidas para inhibir el 
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crecimiento de algas competidoras por espacio24, o también producen aleloquímicos 

contra predación, como es el caso de las microcistinas, que son tóxicas para algunos 

consumidores de cianobacterias y por tanto su producción evita la depredación de los 

mats25. En este último razonamientos, un mat abundante de lento crecimiento 

implicaría compuestos con actividad biológica interesante8, lo cual se evidenció para 

el caso del mat IBUN-02213 que fue uno de los más abundantes al ser colectados pero 

bajo condiciones de cultivo mostró lento crecimiento21.  

a.    b.      

c.    

Figura 2-2. Fotografías tomadas en las colectas de las mats de cianobacteiras; a. mat 

filamentoso creciendo en esqueleto coralina, Islas del Rosario 2016 (10-12 m de 

profundidad), b. mat algodonoso creciendo sobre corales blandos (causando necrosis 

y mortalidad parcial), Providencia 2015 (20 m de profundidad), c. mat filamentoso 

creciendo sobre algas, Islas del Rosario 2016 (10-12 m de profundidad) 

Los mats recolectados fueron sometidos a una extracción DCM/MeOH 1:1, buscando 

obtener metabolitos secundarios de un amplio rango de polaridad. El extracto crudo 

fue sometido a particiones L-L donde se obtuvo un extracto orgánico FD (DCM), uno 
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polar FB (BuOH) y un residuo acuoso que contenía principalmente sal marina, por lo 

que no fue trabajado para ningún mat. El mat IBUN-02224 fue sometido a un 

fraccionamiento diferente debido a que fue el primero que se analizó. La idea inicial 

era usar el fraccionamiento DIOL para todos los extractos con el fin de obtener 

fracciones con rangos de polaridad más variados. No obstante, al fraccionar el extracto 

crudo de IBUN-02224 se obtuvieron bajos porcentajes de recuperación y una alta 

cantidad de sal en la fracción mayoritaria FIV, lo que implica que la mayoría de los 

compuestos quedaron mezclados con la sal o retenidos irreversiblemente en el 

cartucho DIOL. Como solución a este problema llevamos a cabo una metodología 

alternativa como las particiones L-L, que por un lado mejora porcentaje de 

recuperación, y también obtener una fracción de baja-media polaridad (FD), una 

fracción de media-alta polaridad (FB), y una fracción acuosa que contiene 

principalmente sal y metabolitos muy polares (como azúcares, aminoácidos libres, 

etc.). Este proceder nos permitió remover por completo la sal marina presente en las 

muestras, y obtener los metabolitos apolares y polares de nuestro interés sin presencia 

de sales.  

Todas las fracciones en diclometano (FD) y butanólicas (FB); así como las fracciones 

de IBUN-02224, fueron evaluadas mediante los tres bioensayos propuestos. Los 

resultados se presentan en la tabla 2-2. A continuación se discuten los resultados de 

cada bioensayo, y luego estos se discuten de manera integral con el fin de definir cuáles 

mats se estudiaron como fuente de compuestos con actividad insecticida. Los estudios 

químicos de los mats escogidos se presentan en los siguientes capítulos de la tesis. 



66  Búsqueda de compuestos con posible actividad insecticida a partir de cianobacterias marinas del Caribe colombiano 

 
Tabla 2-2. Resultados de los bioensayos realizados para las fracciones de diclorometano (FD) y butanol (FB) de cada mat 
recolectado en el Caribe colombiano.  

 
Muestra  

 
Descripción  

 
Extracto  

Masa 
mat seco 

(mg)  

Masa 
extracto  

(mg)  

% Mortal. 
larvas de Ae. 

aegypti   
(50 ʈg/ml)  

% Mortal. A. 
salina   

(12.5 ʈg/ml)  

 
AChEIb 

Control acetona 
2.5%  

NAa NAa NAa NAa NAa 3 NAa 

Control CHCl3 

 (10  ʈl/pozo)  
NAa NAa NAa NAa 8 NAa Inactivo 

Control  MeOH   
ɉρπ ʈÌȾÐÏÚÏɊ 

NAa NAa NAa NAa 0 NAa Inactivo 

Malation  
 

NAa NAa NAa NAa NAa 100  
(10ʈg/pozo)  

+++  
(10ʈg/punto)  

DDT 
 (10 ʈl/pozo)  

NAa NAa NAa NAa 100 NAa NAa 

IBUN-02213  Mat negro Lynbya sp.  
(Prov., 2015) 

FD 725.5 2931.6 17 67 ++ 
FB 725.5 845.3 58 33 + 

IBUN-02214  Mat negro Lyngbya sp.  
(Prov., 2015) 

FD 121.8 29.1 8 40 ++ 
FB 121.8 24.2 0 30 - 

 
 

IBUN-02224  

 
 

Mat Phormidium sp. 
(Prov., 2015) 

FI (Hex/AcOEt 8:2) 23.4 9.3 17 71 + 
FII (Hex/AcOEt 8:2) 23.4 12.5 8 67 + 
FIII (AcOEt 100%) 23.4 24.7 58 12 - 

FIV (AcOEt/MeOH 1:1) 23.4 126.2 0 9 - 
FV (MeOH 100%) 23.4 27.2 0 3 - 

IBUN-02225  Mat Phormidium sp. 
(Prov., 2015) 

FD 50.0 73.0 0 37 ++ 
FB 50.0 76.4 8 23 ++ 

IBUN-02231  Mat Phormidium sp. 
(Prov., 2015) 

FD 69.8 52.2 25 60 +++ 
FB 69.8 171.2 17 10 ++ 

 
PNM-07c 

Phormidium submembranaceum/ 
Symploca hydnoides (Prov., 2010) 

FD 54.9 429.8 17 73 ++ 
FB 54.9 438.5 17 67 + 

 
PNM-08c 

P. submembranaceum/ S. 
hydnoides (Prov., 2010) 

FD 175.8 183.6 8 100 ++ 
FB 175.8 63.3 14 67 ++ 

 
PNM-13c 

P. submembranaceum / S. 
hydnoides (Prov., 2010) 

FD 150.0 423.7 8 67 ++ 
FB 150.0 255.4 9 67 + 

PNM-18c FD 16.0 249.8 100 37 + 
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P. submembranaceum / S. 
hydnoides (Prov., 2009) 

FB 16.0 107.3 25 17 + 

 
PNM-28c 

Lyngbya spp.d/Oscillatoria 
spp. (Prov., 2009) 

FD 9.2 129.4 90 53 +++ 
FB 9.2 110.6 0 53 - 

IBUN-03493  Mat algodonoso verde  
(I. Rosario, 2016) 

FD 28.3 191.2 50 77 ++ 
FB 28.3 124.1 0 37 - 

IBUN-03494  Mat algodonoso verde  
(I. Rosario, 2016) 

FD 23.2 141.4 83 70 ++ 
FB 23.2 50.8 17 30 - 

IBUN-03495  Mat Moorea producens 
(I. Rosario, 2016) 

FD 247.7 285.2 83 70 ++ 
FB 247.7 104.9 0 23 + 

IBUN-03496  Mat Moorea producens 
(I. Rosario, 2016) 

FD 315.2 1643.2 100 100 ++ 
FB 315.2 987.4 8,3 27 + 

IBUN-03497  Mat Moorea producens 
(I. Rosario, 2016) 

FD 199.6 222.3 45 100 ++ 
FB 199.6 54.5 33 83 + 

IBUN-03498  Mat Moorea producens 
(I. Rosario, 2016) 

FD 95.9 833.3 23 100 ++ 
FB 95.9 875.7 0 33 + 

a NA: No aplica 
b AChEI (inhibidores de AChE): +++ muestra muy activa, + muestra poco activa, - muestra inactiva (no se observó ninguna inhibición) 
c Muestras estudiadas previamente por Bayona, L. 22 
d Identificadas en otro trabajo como Lyngbya sp. Más adelante se aclarará esto. 
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El ensayo de actividad larvicida contra Ae. aegypti fue realizado bajo los parámetros 

propuestos por Berry y colaboradores4. Por un lado, se decidió emplear larvas en 

instar I debido a que no sólo permite medir la mortalidad de ellas, sino también 

observar el desarrollo larvario bajo la influencia de los tratamientos.  

Los blancos de solventes se hicieron poniendo en el pozo la misma cantidad del 

solvente con la que se transfirieron los tratamientos, y dejándolo evaporar antes de 

añadir las larvas. En ensayos preliminares, concentraciones superiores al 1% de 

solventes como CHCl3, acetona y MeOH mostraron una mortalidad de larvas mayor a 

la del control sin solvente. Por esto se decidió remover por completo los disolventes y 

solubilizantes con el fin de evitar interferencias en los resultados. El blanco (control 

negativo) de MeOH evaporado, usado para fracciones polares, presentó una 

mortalidad del 0%, mientras que el control de CHCl3 presenta una mortalidad del 8%. 

Ambos resultados son aceptables, pues la mortalidad regular de las larvas oscila entre 

el 8% y 10%4. Como control positivo se usó el insecticida organoclorado DDT, que 

ÍÏÓÔÒĕ ρππϷ ÄÅ ÍÏÒÔÁÌÉÄÁÄ Á ρπ ʈÇȾÐÏÚÏȢ  

Los resultados de los extractos y fracciones ensayadas como larvicidas contra Ae. 

aegypti  mostraron que tan sólo 8 muestras son activas de las 35 ensayadas (20%), que 

bajo los parámetros establecidos previamente son aquella que tienen una mortalidad 

ÓÕÐÅÒÉÏÒ ÁÌ υπϷ Á υπ ʈÇȾÐÏÚÏȢ 3Å ÐÕÄÏ ÅÓÔÁÂÌÅÃÅÒ ÑÕÅ χ ÄÅ las fracciones activas 

corresponden a las fracciones de menor polaridad, es decir a las fracciones FD y FIII de 

IBUN-02224, eluida con AcOEt. El resultado es coherente con lo reportado 

previamente por Harada3 y Berry4, que encontraron que las fracciones responsables 

de la actividad fueron las de baja polaridad. En estos trabajos se encontró que la 

fracción lipídica es la que presenta actividad larvicida, siendo los ácidos grasos 

ÉÎÓÁÔÕÒÁÄÏÓ ɉÜÃÉÄÏ ÏÌÅÉÃÏȟ ÌÉÎÏÌïÉÃÏȟ ɾ-linolénico)3 y glicolípidos sulfatos4 los 

responsables de dicha actividad. En nuestro caso, sólo una fracción butanólica, la del 

mat IBUN-02213, mostró actividad larvicida y las acuosas no se ensayaron dada su 

gran cantidad de sal que podría dar lugar a falsos positivos.  
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%ÎÔÒÅ ÌÏÓ ÔÒÁÔÁÍÉÅÎÔÏÓ ÅÎÓÁÙÁÄÏÓ ÓĕÌÏ ÄÏÓ ÌÏÇÒÁÒÏÎ ρππϷ ÄÅ ÍÏÒÔÁÌÉÄÁÄ Á υπʈÇȾÐÏÚÏȟ 

las fracciones FD del mat 18 y de IBUN-03496. El primero corresponde a un consorcio 

entre Phormidium submembranaceum y Symploca hynoides, siendo esta última la 

productora de la symplostatina 126 y 227, compuestos análogos de la dolastatina 10 a 

las cuales se les ha reportado actividad citotóxica. De ninguna de estas dos especies se 

reportan compuestos aislados con actividad insecticida. En el caso de la segunda 

cianobacteria, la IBUN-03496, fue identificado preliminarmente (morfológica y 

morfométricamente) como predominantemente Moorea producens por el biólogo 

Fredy Duque y el profesor Niclas Engene. El género de cianobacterias Moorea fue 

definido recientemente, pues con él se buscaba resolver algunos inconsistencias que 

presenta la clasificación taxonómica del género Lyngbya28. Inicialmente, especies 

marinas denominadas morfológicamente como del género Lyngbya (como por ejemplo 

L. majuscula y L. bouilloni) se han caracterizado por ser mats abundantes en el medio 

natural con una gran diversidad metabólica. Hasta el 2010, se reportaron 260 

metabolitos aislados de cianobacterias de especies clasificadas morfológica y 

morfométricamente como Lyngbya, siendo 196 compuestos aislados solamente de L. 

majuscula23. A la fecha se reportan 342 compuestos aislados de L. majuscula (Marinlit, 

2017), lo que es inusual para una única especie. Se han realizado estudios de carácter 

taxonómico con este género cianobacteriano usando herramientas de biología 

molecular como la secuenciación del gen 16S rRNA y otros marcadores moleculares, 

como también marcadores quimiotaxonómicos, y se determinó que el género 

tradicionalmente conocido como Lyngbya era un grupo polifilético29ɀ31. Con el análisis 

molecular, se observaron varios clados, el de Lyngbya Ȱsensu strictoȱȟ ÏÔÒÏ 

perteneciente a las cianobacterias dulceacuícolas y halofílicas, un clado cercano 

filogenéticamente al género Symploca que fue reclasificado como Moorea gen. nov.30, y 

el tercero que es cercano al género Trichodesium que fue reclasificado como Okeania 

gen. nov.31.  

En la figura 2-3 se observa un árbol filogenético donde se presentan los dos nuevos 

géneros de cianobacterias Moorea y Okeania. Es importante mencionar que este árbol 

fue obtenido en estudios realizados por Engene et al., quien nos asesoró en la 
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clasificación morfológica de los mats de Moorea producens, y colaboradores. En dicho 

estudio se clasificaron morfológica y morfométricamente muestras colectadas en el 

Caribe como Lyngbya, pero al hacer su identificación por métodos moleculares, se 

encuentró que dichas muestras se distribuyeron  en diferentes clados, indicando que el 

uso de caracteres únicamente morfológicos es insuficiente para la clasificación de 

estos géneros31. Hasta el momento, se han reclasificado los dos géneros aquí 

mencionados, pero aún hay que esclarecer las inconsistencias taxonómicas halladas en 

este grupo de cianobacterias. 

 

Figura 2-3. Arbol evolutivo de cianobacterais. Filograma basado en SSU (16S) rRNA. 
Clados en azul son mayores productores de Productos naturales30. 

Las cianobacterias de los géneros Lyngbya (sensu stricto y las especies no 

reclasificadas), Moorea y Okeania, son organismos muy prolíficos en cuanto a su 

producción metabólica. Algunos metabolitos se han logrado usar como marcadores 

quimiotaxonómicos en esta nueva clasificación. En la tabla 2-3 se presentan los 

metabolitos que han sido detectados en cada especie de estos nuevos géneros, a saber 

Moorea y Okeania, y que resultan una herramienta muy útil para la identificación 

taxonómica. En la tabla también se incluyen algunas de las actividades biológicas 

reportadas para estos metabolitos, donde sobresalen los anticancerígenos. Esto nos 

demuestra el potencial este tipo de mats cianobacterianos como fuente de compuestos 
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aprovechables en la industria farmacéutica, sin embargo, hasta el momento no se han 

reportado compuestos con actividad larvicida contra Ae. aegypti aislado de estos 

géneros (Marinlit, 2017).  

Es importante aclarar que en este trabajo se encontrarán algunas cianobacterias 

clasificadas en el género Lyngbya, que a pesar de no ser correcto en sentido estricto, se 

nombran de esta manera porque presentan morfología y morfometría asociada a este 

género cianobacteriano y no se logró clasificar como Moore y Okeania.  
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Tabla 2-3. Compuestos aislados de especies de Moorea y Okeania como marcadores quimiotaxonómicos. 

Género  Especie Compuestos 

 
 
 
 
 

Moorea 
 
 
 
 
 

M. producens 

 
Curacina A 

Antimicotico, antiproliferativo 32 e inhibe ensamblaje de 
microtúbulos33 

 
Carmabina A 34 
Antimalárico 

Barbamida 
Molusquicida35 

M. bouilloni  
 
 

 
Apratoxina D  

Citotóxico36 y anticancerígeno pulmonar33 

 
Lynbyabellina A  

Anticancerígeno nasofaríngeal y adenocarcinoma de 
colon33 

 
 
 
 
 
 
 
 

Okeania 

O. lorea 
 

 
Grassystatina A   

Inhibidor de proteasas37 y anticancerígeno pulmonar33 

 
Grassypeptólido A  

Antiproliferativo de sarcoma cervical38s e  inhibidor de 
proteasa DPP839 
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O. plumata 
 

 
 

 
Ácido tumonoico B 40 

Citotóxico33 e inhibidor de QS41 

 
Dolastatina 12  

y anticancerígeno pulmonar33 
O. hirsuta 

 
Malyngamida C  Anticancerígeno pulmonar33 

 
Ácido Lyngbico 31 

O. comitata 

   Viridamida A 42 
Antiinfectivo contra malaria, leshmania y chagas43 

O. 
erythrofloccul

osa 

   Microcolina A  
Antiproliferativo e inmunosupresor44 



 

Conectando con la discusión sobre la actividad larvicida, es interesante observar la 

actividad de los mats clasificados como Moorea producens, IBUN-03495, IBUN-03496, 

IBUN-03497 y IBUN-03498, pues son mats muy activos (mortalidades del 83 y 100%, 

para las dos primeras) y mats poco activos (mortalidades de 45 y 23%, para los dos 

últimos). Estos mats fueron clasificados como Moorea producens por morfología y 

morfometría, y está pendiente la identificación taxonómica usando técnicas 

moleculares. Fueron colectados en Islas del Rosario, Colombia (junio del 2016) en 

diferentes locaciones no muy lejanas las unas de las otras. Para tratar de establecer 

porque se dan estas diferencias en cuanto a su actividad biológica, las fracciones FD de 

cada una de ellas se analizaron por HPLC-ELSD (figura 2-4). Este análisis permitió 

establecer que el perfil de los dos mats más activos IBUN-03495-FD y IBUN-03496-FD 

son muy similares entre sí, aunque se observan diferencias en la proporción de algunos 

de los picos en la zona entre 10 y 15 min. Con respecto a las fracciones menos activas 

IBUN-03497-FD y IBUN-03498-FD, presentan cromatogramas diferentes entre sí, y 

también son distintos con respecto al de los mats más activos. Estas diferencias en los 

perfiles metabólicos de seguro están relacionadas con las diferencias de la actividad 

larvicida, que podrían ser consecuencia de condiciones ambientales diferenciadas en 

los sitos de colección de cada mat. Una misma especie de cianobacterias puede cambiar 

la proporción en que se producen los metabolitos, e incluso producir compuestos 

diferentes, dependiendo de las condiciones bióticas y abióticas a las que esté sometida 

y por tanto, un cambio en la locación puede generar cambios en los metabolitos 

producidos25. Sin embargo, se requiere más información sobre las condiciones 

(temperatura, pH, tiempo etc.) del lugar de recolección para poder tener certeza en las 

diferencias en estos parámetros entre los dos lugares. De otro lado, también existe la 

posibilidad de que estos mats presenten diferencias genéticas, por lo que es necesario 

realizar una secuenciación del genoma completo que permita establecer si hay 

diferencias en las maquinarias metabólicas. Se propone este tema como un posible 

estudio posterior a este trabajo permita esclarecer las diferencias encontradas.  
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Figura 2-4. Cromatograma de los extractos de diclormetano FD especificando si 
fueron o no activos como larvicidas, de IBUN-03495 (activo, línea negro), IBUN-03496 
(activo, línea azul), IBUN-03497 (inactivo, línea rosado) Y  IBUN-03498 (inactivo, línea 
café) en HPLC-ELSD. 

De otro lado, los mats verdes algodonosos IBUN-03493 y IBUN-03494 que 

morfológicamente fueron iguales (recolectados en Providencia junio, 2016), se 

diferencian en la actividad larvicida, siendo mayor la mostrada por IBUN-03494-FD 

(83%) que por IBUN-03493-FD (50%). En la figura 2-5 se observa que los 

cromatogramas asociados a estas muestras son muy similares, y por tanto, 

consideramos que la diferencia en la bioactividad larvicida se debe o a los compuestos 

minoritarios o las proporciones entre los mayoritarios. Esta diferencia en la 

bioactividad puede también estar relacionada con la variabilidad de la respuesta del 

bioensayo, sin embargo, para este caso, el ensayo mostró una variabilidad del ±10%, 

mientras que estos dos mats se diferencian en un 30% de mortalidad y por tanto existe 

una diferencia de bioactivdad entre ellos por razonas ajenas al bioensayo. 
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Figura 2-5. Cromatograma de los extractos en diclorometano (FD) de IBUN-03493 
(negro) y IBUN-03494 (azul) en HPLC-ELSD. 

El extracto FD del mat PNM-28, que está conformado por especies de los géneros 

Lyngbya y Oscillatoria, también mostró buena actividad larvicida. De estos géneros de 

cianobacterias se han reportado gran variedad y cantidad de compuestos 

bioactivos39,45. Cabe resaltar que de Oscillatoria aghardii se aislaron ácidos grasos 

insaturados con actividad larvicida3, que pueden ser responsables de la actividad del 

extracto FD de este mat. 

Es importante resaltar la actividad larvicida de la fracción FIII de IBUN-02224. A pesar 

de que este mat aún no está identificado, es interesante porque FIII fue larvicida pero 

no tóxico contra A. salina, lo cual implica que no presenta ecotoxicidad significativa y 

que puede ser selectivo. Adicionalmente, al no inhibir la AChE se puede pensar que 

tiene un modo de acción diferente, lo que es una ventaja debido a los reportes de 

resistencia por parte de los insectos hacia los inhibidores de esta enzima18,19.  

Por otro lado, cabe mencionar las diferencias asociadas en cuanto a la actividad 

larvicida de los mats algodonosos conformados por especies de los géneros P. 

submembranaceum y S. hydnoides, que son PNM-07, PNM-08, PNM-13 y PNM-18. Estos 

mats mostraron bioactividades bien diferenciadas, siendo PNM-18-FD el más activo 

como larvicida, mientras que las fracciones FD de PNM-07, PNM-08 y PNM-13 
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mostraron una actividad prácticamente nula contra las larvas de Ae. aegypti. Las 

diferencias relacionadas con esta actividad pueden estar asociadas con el año de 

recolección, donde en un estudio metabolómico previo a este trabajo, se demostró que 

el perfil metabólico de los mats colectados en 2009 (PNM-18) se diferencian de los 

colectados en 2010 (PNM-07, PNM-08 y PNM-13) posiblemente por diferencias en las 

condiciones abióticas22. 

En cuanto al ensayo de letalidad contra Artemia salina, se puede decir que es cómodo 

para un laboratorio de aislamiento e identificación de productos naturales, debido a 

que es de fácil implementación, económico y permite establecer qué tan activo es un 

extracto. De otro lado, este bioensayo es general y no provee información específica 

sobre la naturaleza de dicha bioactividad. Algunos investigadores han correlacionado 

los resultados de toxicidad contra A. salina de extractos con otras actividades como la 

citotóxica14 y en algunos casos con la pesticida15. Actualmente, este bioensayo también 

se emplea como un indicador de toxicidad de compuestos frente a ambientes acuáticos, 

así el ensayo contra este camarón resulta un buen biosensor de ecotoxicidad que 

permite establecer la posible selectividad de un pesticida46. En esta medida analizamos 

los resultados de este bioensayo como una posible medida de la selectividad de los 

tratamientos ensayados como larvicidas, siendo un resultado óptimo aquellos 

tratamientos muy activos contra las larvas de Ae. aegypti y con poca toxicidad en A. 

salina. No obstante, no descartamos aquellos extractos activos contra Ae. aegypti y A. 

salina ya que presentan la actividad de interés contra el vector.  

Las condiciones del bioensayo se basaron en la metodología de Sam (1993)47 usada 

por Cuenca et al.48. Como control negativo se usó la acetona, pues fue usada para 

solubilizar las fracciones FD y FB, que presenta baja mortalidad (3%) de A. salina. En 

cuanto al control positivo se empleó malatión, que es un larvicida ampliamente usado 

ÅÎ ÌÁ ÁÃÔÕÁÌÉÄÁÄȟ Á ÕÎÁ ÃÏÎÃÅÎÔÒÁÃÉĕÎ ÄÅ ρπ ʈÇȾÍ, ÍÏÓÔÒÁÎÄÏ ρππϷ ÄÅ ÍÏÒÔÁÌÉÄÁÄȢ 3Å 

estableció que los extractos activos serían aquellos que tuvieran una mortalidad igual 

Ï ÓÕÐÅÒÉÏÒ ÁÌ υπϷ Á ρςȢυ ʈÇȾÍ,Ȣ %Ó ÉÎÔÅÒÅÓÁÎÔÅ ÎÏÔÁÒ ÑÕÅ ÔÏÄÏÓ ÌÏÓ extractos FD, y las 

fracciones apolares obtenidas por DIOL para IBUN-02224, presentaron algun nivel de 
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letalidad siendo FI y FII de las cinco fracciones las que superaron el 50% de actividad. 

En cuanto a las fracciones polares, FB, se encontró que son menos activos y sus 

resultados se discutirán más adelante. 

Las fracciones FD deben ser ricas en compuestos lipídicos. Otros estudios han 

demostrado que la actividad de los ácidos grasos contra A. salina, y algunos artrópodos, 

se debe principalmente a la inhibición de la ATPasa de Na+ y K+49, dando una posible 

explicación al hecho de que todos las fracciones FD sean activas. Los mats de M. 

producens (IBUN-03495, IBUN-03496, IBUN-03497 y IBUN-03498) mostraron una 

mortalidad del 100% contra A. salina, lo que implicaría que los compuestos 

responsables de la actividad son aquellos que se encuentran en común en los perfiles 

cromatográficos (figura 2-4). Esto no ocurre con los consorcios de P. 

submembranaceum/S. hynoides, donde el más activo resulta ser PNM-08, 

diferenciándose tan solo ligeramente de PNM-07 y PNM-13, mientras que PNM-18 

mostró inactividad contra el camarón. Nuevamente es notable que hay una 

diferenciación en la actividad de letalidad entre los extractos de la misma especies 

recolectados en diferentes años, es el caso de los mats PNM-07, PNM-08 y PNM-13, 

recolectados en 2010 que son activos contra A. salina, mientras que el recolectado en 

2009 son inactivos contra el camarón, aunque activos como larvicidas de Ae. aegypti. 

Esto podría indicar que las diferencias en las condiciones ambientales podrían estar 

relacionado con las condiciones bióticas.  

La toxicidad contra A. salina se ha asociado principalmente con la actividad 

citotóxica14, que está relacionada en términos aleloquímicos con compuestos que 

puedan inhibir el crecimiento de competidores, como otras bacterias, algas, etc8. 

Mientras que la actividad larvicida, podríamos correlacionarla con compuestos de 

naturaleza defensiva, que evite el consumo de las cianobacterias por parte de 

herbívoros8,50. Desde este punto de vista, podríamos pensar que en el año 2009, los 

mats del consorcio P. submembranaceum/ S. hynoides estuvieron bajo la presión de un 

consumidor y por tanto produjeron metabolitos con funciones defensivas, mientras 

que en el 2010, estos consorcios se vieron amenazados por algún competidor por 
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espacio y/o nutrientes, y por tanto, produjeron compuestos alelopáticos competitivos. 

Claramente, este trabajo no podría concluir categóricamente si esta hipótesis es 

verdadera; sin embargo, sería interesante estudiar a cuáles presiones ambientales se 

encuentran sometidas las cianobacterias de estas zonas de nuestro país, con el fin de 

comprender un poco más cómo responde la maquinaria metabólica.  

De otro lado, la mayoría de los extractos polares no fueron tóxicos para A. salina a 

excepción de PNM-13-FB, consorcio de especies de Lyngbya y Oscillatoria, PNM-08-FB, 

PNM-13-FB, PNM-18-FB (consorcios de P. submembranaceum y S. hynoides) Y IBUN-

03495-FB, IBUN-03497-FB (Moorea producens). Estos mats contienen cianobacterias 

de géneros, Lyngbya, Moorea, Oscillatoria y Symploca, ampliamente estudiados por su 

diversidad química y la bioactividad de sus metabolitos, de las cuales se reportan 

compuestos aislados con actividad citotóxica, que pueden ser los responsables de la 

toxicidad contra A. salina14.  

En cuanto al ensayo de inhibición de la enzima AChE se realizó basándose en el método 

de Martson en bioautografía en placa TLC. Este método es sencillo y de fácil 

interpretación, siendo muy útil para establecer si los extractos con actividad larvicida 

tienen por modo de acción la inhibición de esta enzima, tal y como la hacen insecticidas 

comerciales organofosofrados y carbamatos11. Los controles negativos fueron CHCl3 y 

MeOH, que fueron los solventes usados para aplicar las fracciones FD y FB 

respectivamente. Estos controles negativos no mostraron actividad. El control positivo 

ÆÕÅ ÍÁÌÁÔÉĕÎ Á ρπʈÇȾÐÕÎÔÏȟ ÑÕÅ ÅÓ un insecticida organofosforado de uso común que 

mostró inhibición enzimática adecuada. Todas las fracciones FD mostraron inhibición 

de la AChE, siendo las más activas las de los mats IBUN-02231 (verde algodonosa) y el 

PNM-28 (consorcio de Lyngbya spp./Oscillatoria  spp., filamentosa). En este caso, el mat 

verde algodonosa no fue activo como larvicida, mientras que el mat PNM-28 

filamentoso sí mostró una buena actividad contra las larvas del vector. De otro lado, 

no todas las fracciones FB inhibieron la enzima. Los más activos resultaron ser los mats 

verdes algodonosos IBUN-02225, IBUN-02231 y PNM-08 (P. submembranaceum/ S. 

hynoides, algodonoso). Es interesante notar que ninguno de los mats de morfología 
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filamentosa (como consorcios con especies de Lyngbya/ Oscilliatoria  y M. producens) 

mostró actividad inhibitoria de AChE en sus fracciones FB, mientras que las FB de los 

mats algodonoso mostraron un mejor desempeño para inhibir esta enzima.  

Varios estudios se han realizado sobre la inhibición de colinesterasas en cianobacterias 

de ambientes dulceacuícolas, principalmente porque se ha correlacionado la inhibición 

de estas enzimas con problemas ambientales ocasionados por los Harmful Algae 

Blooms (HAB)51. Se han encontrado efectos neurotóxicos en algunas aves ocasionados 

por toxinas que inhiben las colinesterasas que actuan principalmente en el sistema 

nervioso periférico52. Entre los compuestos más representativos con esta actividad 

aislados de cianobacterias se tiene la anatoxina-a(S) que es un inhibidor irreversible 

de la AChE aislada de Anabaena flos-aquae, cuya estructura es similar a la de los 

organofosforados debido al éster de fosfato que posee en su estructura53.  

Por otro lado, es interesante observar que no necesariamente todas las muestras que 

presentaron inhibición de la enzima AChE, fueron larvicidas contra Ae. aegypti a pesar 

de que presentan el mismo modo de acción de insecticidas usados actualmente como 

organofosforados y carbamatos11. Esto puede estar asociado por un lado a la diferencia 

en la estructura de la AChE, ya que en el ensayo bioautográfico usando el método de 

Martson se empleó una enzima aislada de Electrophorus electricus, que difiere 

estructuralmente de la enzima que se encuentra en el insecto (larvas de Ae. aegypti). 

Se ha demostrado que hay diferencias notables en la estructura de las colinesterasas 

de invertebrados (de insectos) y vertebrados (en este caso de la anguila, usada en el 

bioensayo)51, y por tanto, la afinidad de los compuestos del extracto con la AChE del 

insecto puede ser diferente a la exhibida en la enzima de la anguila. Esta observación 

puede explicar porqué en algunos casos extractos activos contra la enzima no lo fueron 

en el ensayo de larvas. Una segunda explicación, mucho más probable, está relacionada 

con el hecho de que los compuestos inhibidores de AChE por bioautografía son 

inactivas en la larva debido a que no pueden atravesar las barreras biológicas del 

insecto para llegar a afectar a la enzima. Es por esto que es importante tener en cuenta 
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el modelo de estudio, en este caso la larva de Ae. aegypti, y no solamente los resultados 

contra un target específico en un ensayo preliminar como el de Martson.  

Usando la información de los tres ensayos, se realizó la selección de los mats para 

estudio químico, siendo los resultados de los ensayos larvicidas contra Ae. aegypti el 

criterio de selección más importante. Los mats que mostraron ser más promisorios 

son: IBUN-03496 (M. producens) y IBUN-03495 (M. producens), que mostraron alta 

similitud en la actividad larvicida exhibida en sus fracciones FD; y los mats PNM-18 (P. 

submembranaceum/ S. hynoides) y 28 (Lyngbya spp/ Oscillatoria spp.), donde estos dos 

últimos presentan poca cantidad de muestra y por tanto fueron descartados. El mat 

verde algodonoso IBUN-03494 también mostró actividad larvicida interesante, pero 

se cuenta también con poca cantidad de extracto crudo. Por lo anterior se escogió 

IBUN-03496 que es de los mats más activos como larvicida y cuenta con gran cantidad 

de fracción FD.  

También se seleccionó el mat IBUN-02224, a pesar de la poca cantidad de muestra, 

porque es activo como larvicida, pero no es tóxico contra A. salina y no inhibió la AChE, 

mostrando su potencial como un insecticida selectivo, poco ecotóxico y con un modo 

de acción diferente al de insecticidas organofosforados y carbamatos, que han 

generado resistencia insecticida en algunas cepas de mosquito vector18,19.  

Y finalmente se eligió el mat IBUN-02213, a pesar de que no posee una actividad 

larvicida notable, fue el único mat que mostró actividad larvicida en la fracción 

butanólica. Además, se seleccionó por un criterio biológico y ecológico, pues este mat 

fue colectado en Providencia, 2015, y es el único mat que se colectó en aguas someras 

(0.3m) en la línea de costa (figura 2-6 a.). Adicionalmente es un mat muy abundante 

que crecía sobre pasto marino (macroalgas) generando necrosis en estos organismos 

(figura 2-6 b.) Esta información nos dice que este mat puede ser interesante 

metabólicamente debido a que crece en condiciones muy diferenciadas a los otros, y 

compite con otros organismos por nutrientes y espacio, y por tanto puede producir no 

solamente de compuestos con actividad larvicidas contra Ae. aegypti, sino también 

otros metabolitos con importancia ecológica.  
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a.   b.  

Figura 2-6.Fotografías de colección del mat IBUN-02213 en Providencia, 2015, a. 
crecimiento en sedimento a 0.3 m de profundidad, b. crecimiento sobre pasto marino 
(macroalgas) a 0.3 m de profundidad. 

2.4 Conclusiones 

Fueron evaluados 16 mats de cianobacterias colectados en el Caribe colombiano como 

larvicidas contra Ae. aegypti, en ensayos de letalidad contra A. salina y como 

inhibidores de AChE. En general se observó que aquellos mats de cianobacterias 

pertenecientes a los géneros de Symploca, Lyngbya, Moorea y Oscillatoria resultaron 

ser los más activos en los tres bioensayos. Lo anterior es congruente con los reportes, 

pues son los géneros de los que más metabolitos bioactivos se han aislado, 

especialmente con actividades citotóxicas 30,45. Cabe resaltar que los tratamientos que 

resultaron activos como larvicidas fueron de naturaleza no polar. De otro lado, las 

fracciones de polaridad media-baja (FD, FI y FII) de todos los mats fueron tóxicos 

contra A. salina, lo cual se puede asociar a la presencia de ácidos grasos capaces de 

inhibir la ATPasa de Na+ y K+49. También, estas fracciones de polaridad media-baja, 

fueron inhibidores de AChE. 

Fue interesante notar que mats conformados por las mismas especies presentan 

actividades biológicas diferentes. Por ejemplo, los mats de consorcios de P. 

submembranaceum y S. hydnoides se diferenciaron en su bioactividad según el año de 

recolección, pues aquellos colectados en 2009 mostraron actividad larvicida, mientras 

que los colectados en 2010 mostraron actividad contra A. salina. También se 

observaron estas diferencias con los mats de Moorea producens, que a pesar de ser una 
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misma especie en su clasificación preliminar, resultan distinguirse en su actividad 

larvicida, lo que relacionamos con las diferencias en sus perfiles de HPLC. Esta 

variación podría estar relacionado con las condiciones ambientales del lugar de 

colecta, que valga la pena aclarar fue muy cercano entre ellas, o también a diferencias 

genéticas existentes en estas muestras. 

Para el estudio químico se seleccionaron: el mat IBUN-02224, por la actividad de su 

fracción FIII que fue larvicida, pero no tóxico contra A. salina y tampoco inhibió AChE, 

demostrando que puede contener compuestos larvicidas con selectividad, baja 

ecotoxicidad y con baja probabilidad de que el vector cree resistencia rápidamente. El 

mat IBUN-02213 fue el único que mostró actividad larvicida en FB, además de ser un 

mat abundante con un rol biológico y ecológico que vale la pena explorar. Como tercera 

muestra se seleccionó el mat IBUN-03496, que presentó el 100% de mortalidad Ae. 

aegypti, y a pesar de que fue muy activo contra A. salina e inhibió la AChE, se seleccionó 

por su potente actividad larvicida y por tener gran cantidad de extracto, lo cual 

aumenta la posibilidad de aislar compuestos larvicidas.  
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3. #ÁÐþÔÕÌÏ σȡ %ÓÔÕÄÉÏ ÑÕþÍÉÃÏ ÄÅÌ ÍÁÔ ÄÅ 
ÃÉÁÎÏÂÁÃÔÅÒÉÁÓ 0ÈÏÒÍÉÄÉÕÍ ÓÐȢ ɉ)"5.ȤπςςςτɊ 

RESUMEN 

El mosquito Aedes aegypti transmite múltiples enfermedades, por lo que su control es 

un objetivo de los planes de salud pública de muchos países. Algunas estrategias 

incluyen el uso de productos naturales como larvicidas. El mat IBUN-02224, 

identificado morfológicamente como Phormidium sp. colectado en Providencia en el 

2015, fue seleccionado para estudio químico por resultar activo como larvicida. De este 

estudio se aislaron dos nuevos depsipéptidos cíclicos (CB1 y CB2), análogos a la 

dolastatina D. Ambos compuestos fueron ensayados contra las larvas de Aedes aegypti, 

mostrando a 0.09 mM una mortalidad del 58% de las larvas. Además fueron no tóxicos 

contra A. salina y no inhibieron la acetilcolinesterasa, sugiriendo que son selectivos y 

que tienen un modo de acción diferente al de muchos insecticidas que inhiben esta 

enzima. Adicionalmente, se podría esperar que cepas del mosquito resistentes a los 

insecticidas inhibidores de acetilcolinesterasa podrían ser sensibles a estos péptidos. 

De las fracciones FI y FII se identificaron el ácido mirístico (1), el ácido palmítico (2) y 

el palmitato de metilo (3), donde solamente el ácido mirístico mostró actividad 

larvicida (55% mortalidad a ~0.22 mM). Adicionalmente, sólo los ácidos fueron tóxicos 

contra A. salina, y como inhibidores de AChE no mostraron actividad.  

 

3.1 Introducción  

Las enfermedades de dengue, chikungunya, zika y fiebre amarilla son un problema de 

salud pública a nivel mundial y su control es fundamental. Estas enfermedades son 
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producidas por virus transmitidos de persona a persona a través de la picadura del 

mosquitos Aedes aegypti1. Actualmente este vector está presente en todos los 

continentes, aunque su población se concentra en las zonas tropicales. Sin embargo, 

gracias al cambio climático ha podido colonizar territorios hacia el norte y sur de los 

trópicos, y por tanto se ha convertido en una preocupación global2. En 2010 la World 

Health Organization (WHO) emitió un plan global (de 2010 a 2020) para la prevención 

y control del dengue, donde uno de los 5 frentes de acción es controlar la población de 

mosquitos de Ae. aegypti mediante diferentes métodos, en el que se incluye el uso de 

insecticidas y larvicidas3. En este punto los productos naturales pueden jugar un papel 

primordial 4. 

En la actualidad los mosquitos y larvas de Ae. aegypti están mostrando menor 

susceptibilidad hacia los insecticidas y larvicidas usados tradicionalmente, debido al 

desarrollo de resistencia por parte del mosquito. El uso reiterado de un mismo 

insecticida por largos periodos de tiempo y en concentraciones menores que la letal, 

generan una presión selectiva sobre las poblaciones del vector incrementando el 

número de individuos que no son afectados por los insecticidas. Lo que a largo plazo 

conduce a tener poblaciones resistentes a los insecticidas, aumentando el riesgo de 

transmisión de enfermedades. En Colombia, ya existen reportes de resistencia del Ae. 

aegypti en la Costa Atlántica, contra insecticidas como al DDT, los organofosforados 

temfos, malatión, fenitotrión y metil pirimifos, los piretroides lamdacialotrina y la 

ciflutrina, ente otros5. En el Valle del Cauca se encontraron mosquitos resistentes al 

DDT, los organofosforados temfos y fenitotrión, y al carbamato bendicarb6. Por lo 

anterior es importante tomar medidas preventivas como la búsqueda de nuevos 

compuestos que controlen al vector Ae. aegypti.  

En esta búsqueda proponemos a las cianobacterias como una fuente interesante de 

compuestos controladores del vector, debido no solo a su gran y variada producción 

metabólica sino también a que son microorganismos cultivables bajo condiciones de 

laboratorio, lo que permite solucionar el problema de suministro que atañe a los 

productos naturales7. Estos microorganismos han mostrado ser fuente de metabolitos 
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secundarios, tales como péptidos no ribosomales, policétidos, alcaloides, entre otros8. 

Estos compuestos han exhibido actividades biológicas aprovechables por el hombre, 

como anticancerígenos9, anti-VIH9, antiinfectivos10, entre otros.  

La actividad larvicida contra Ae. aegypti también hace parte de las bioactividades 

reportadas para metabolitos aislados de cianobacterias4,11ɀ14. Los primeros estudios 

encontraron que las cianobacterias productoras de microcistinas y anatoxina-a 

resultaban ser letales para las larvas de Ae. aegypti, pero debido a que estos 

compuestos también son hepatotóxicos y neurotóxicos respectivamente, son inviables 

como larvicidas comerciales por el riesgo que supondría su uso11. Posteriormente, se 

aislaron de Oscillatoria agardhii ácidos grasos insaturadÏÓ ɉÜÃÉÄÏ ÏÌÅÉÃÏȟ ÌÉÎÏÌÅÉÃÏ Ù ɾ-

linolénico) y saturados (ácido mirístico, palmítico y esteárico), siendo los más activos 

como larvicidas contra Ae. albopictus los ácidos insaturados. La ventaja de estos 

compuestos es que no perduran en el ambiente y son poco tóxicos frente a mamíferos, 

peces y aves12. En otro estudio se aislaron glicolípidos sulfatados de la cianobacteria 

Synechococcus sp. con actividad larvicida contra Ae. aegypti 13.  

En un estudio local, Cuenca y colaboradores evaluaron extractos de cianobacterias 

marinas (géneros Oscillatoria, Lyngbya y Phormidium), recolectadas en Islas del 

Rosario-Colombia, mostrando actividad larvicida contra Ae. aegypti. Este estudio 

mostró el potencial de las cianobacterias marinas recolectadas en Colombia como 

productoras de compuestos larvicidas, y es una motivación para el presente estudio 

bioprospectivo14. Es así como en esta parte del trabajo nos propusimos buscar 

compuestos controladores de las larvas de este vector a partir de cianobacterias 

marinas del Caribe colombiano. En este capítulo de la tesis se presenta el estudio 

químico del mat IBUN-02224, el cual resulta muy interesante debido la fracción FIII 

fue activa como larvicida contra Ae. aegypti sin ser ni tóxico para Artemia salina ni 

inhibidor de acetilcolinesterasa (ver capítulo anterior). 
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3.2 Materiales y métodos  

Se usaron para la extracción y la cromatografía en columna hexano (Hex), 

diclorometano (DCM), acetato de etilo (AcEOt), cloroformo (CHCl3), acetona y metanol 

(MeOH) grado RA (Merck, Alemania). Para los análisis de HPLC se empleó agua 

desionizada y filtrada a través de MilliQ (Merck, Alemania), además de ACN grado 

HPLC (Merck, Alemania). Para los análisis de cromatografía líquida se usó un HPLC 

Ultimate 3000 (Dionex, USA) acoplado al detector ELSD SEDEX 85 (Sedere LT, 

Francia). Se usó una columna C-ρψ ɉρπØςυπÍÍȟ υʈÍɊ ɉ+ÒÏÍÁÓÉÌȟ 0ÁþÓÅÓ ÂÁÊÏÓɊȢ 0ÁÒÁ ÅÌ 

fraccionamiento del extracto se usaron cartuchos DIOL de 5g (Starlab Scientific, 

China). Los experimentos de RMN en 1D y 2D fueron registrados en un equipo Bruker 

Avance de 400 MHz, usando CDCl3 con un grado de deuteración >99.8% (Merck, 

Alemania) y piridina-d5 con un grado de deuteración >99.5% (Panreac, España) como 

solventes. Para los análisis de masas se empleó un espectrómetro de masas (+)-

HRESIMS marca Bruker qTOF-Family (Bruker, Alemania). El análisis de CG-EM se 

realizó en un equipo GC-MS Agilent Technologies 6850 series II, acoplado a un detector 

de masas Agilent Technologies MSD 5975B (Agilent, USA). Se usó una columna capilar 

HP-5ms, (30 m x.250 µm x.25 µm) (Agilent, USA). También se emplearon patrones de 

parafinas (C11-C25) y de FAMES (metil ésteres de ácidos grasos) (C8-C24) (Sigma 

Aldrich, USA). Los datos espectroscópicos, tanto de masas como de RMN, se 

derreplicaron en las bases de datos Marinlit (Royal Chemical Society, Reino Unido), 

Scifinder (USA), Pherobase (USA), Wiley Online Library  y NIST (Wiley9, Wiley10, 

NIST08 y NIST14) (USA).  

Para la obtención de los ésteres metílicos se usó BF3 en MeOH al 20% (Merck, 

Alemania). Para la extracción se usó un sonicador Cole-Parmer (USA). Las fotografías 

en microcopio SEM (Microscopio de barrido electrónico) se realizaron en un equipo 

COXEM modelo EM-30AX gracias a la empresa Intek Group. 

Para los ensayos larvicidas se usaron placas de 24 pozos (Corning, USA), usando como 

ÃÏÎÔÒÏÌ ÐÏÓÉÔÉÖÏ τȟτȭ-DDT al 98% de pureza (Sigma Aldrich, USA). Los huevos de Ae. 

aegypti fueron donados por el profesor Fernando Noriega de la Florida International 
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University (Miami, USA), y pertenecen a la cepa Rockefeller. Para la alimentación de 

las larvas se usó polvo de hígado deshidratado (Sigma Aldrich, USA). Para el ensayo de 

A. salina se usaron cistos de Artemia International (USA). Para los ensayos de 

inhib ición de acetilcolinesterasa se empleó una enzima (C.3.1.1.7) de Electrophorus 

electricus (tipo VI-S 500 A) (Sigma Aldrich, USA), Albúmina de suero bovina (BSA, 

Sigma Aldrich, USA), acetato de 1-naftilo y Fast blue Salt (FBS) (Sigma Aldrich, USA). 

Los cromatofolios usados fueron de sílica gel 60F254 (Merck, Alemania).  

3.2.1 Colecta del mat  Phormidium  sp. (IBUN-02224 ) 

El mat IBUN-02224 fue colectado mediante buceo autónomo en Providencia en julio 

de 2015. La colecta fue coordinada por la profesora Mónica Puyana. El material fue 

limpiado in situ y una parte de éste fue conservado en el medio de cultivo SWBG-1121, 

mientras que el resto fue almacenado a -4°C para su estudio químico. 

Este mat verde algodonoso poco abundante se colectó a 10-12 m de profundidad con 

crecimiento sobre corales blandos, causando necrosis del coral como se observa en la 

figura 3-1a. Cuando este mat fue observado bajo microscopio se hace evidente la 

presencia de filamentos pequeños (figura 3-1b.) que llevó a su calsificación 

morfológica como Phromidium sp.; sin embargo, bajo condiciones de cultivo en el 

medio SWBG-11 se presentó un cambio morfológico evidenciado en la disminución del 

tamaño de los filamentos, lo cual se puede apreciar en la figura 3-1c.. Este mat fue 

registrado en la colección biológica de Banco de cepas y genes del IBUN, con el código 

IBUN-02224. 
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a.    b.    c.  

Figura 3-1. a. Fotografía del mat IBUN-02224 durante colecta, b. Fotografía 

microscópica (100 veces magnificada) del mat IBUN-02224, c. Fotografía en 

microscopía SEM del mat IBUN-02224 cultivado. 

3.2.2 Extracción y fraccionamiento del  mat  de cianobacterias IBUN -
02224  

El mat IBUN-02224 fue liofilizado y pesado (23.4 g), para luego ser extraído con 60 mL 

de una mezcla DCM/MeOH (1:1) con sonicación durante 15 minutos. Este proceso se 

repitió tres veces. La mezcla se filtró y el solvente fue removido a presión reducida 

obteniendo 510 mg de extracto crudo. Posteriormente la totalidad del extracto crudo 

fue fraccionado en un cartucho DIOL (5 g) usando como fase móvil Hex/AcOEt 8:2, 

AcOEt 100%, AcOEt/MeOH 1:1 y MeOH 100%, obteniendo cinco fracciones (FI a FV) 

(figura 3-2). Todas las fracciones fueron evaluadas mediante los bioensayos, que se 

describen a continuación.  

 

Figura 3-2. Esquema de fraccionamiento del mat verde algodonoso IBUN-02224. Los 
recuadros verdes indican que dicha fracción fue activa contra las larvas de Ae. aegypti. 
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3.2.3 Ensayo larvicida contra Aedes aegypti  (igual al del cap ítulo  2, 
sección Materiales y Métodos, pág 61) 

3.2.4 Ensayo de letalidad contra Artemia salina (igual al del capítulo 2, 
sección Materiales y Métodos, pág 61) 

3.2.5 Ensayo de inhibición de AChE por bioautografía  (igual al del 
capítulo 2, sección Materiales y Métodos,  pág 62) 

3.2.6 Análisis de las fracciones FI y FII por CG-EM 

Se prepararon soluciones de 1 mg/mL en acetona de cada una de las fracciones a 

ÅÖÁÌÕÁÒȢ 3Å ÉÎÙÅÃÔĕ ρȢπ ʈ, ÄÅ ÃÁÄÁ ÓÏÌÕÃÉĕÎ ÅÎ ÍÏÄÏ split 1:30 mediante autoinyector. 

La temperatura del inyector se mantuvo a 260°C. Se empleó una columna HP-5ms de 

dimensiones 30m x 250µm x 0.25µm. Como gas de arrastre se empleó helio grado 5.0 

con un flujo de 1.0 mL/min. El programa de temperatura usado inició a 40°C durante 

1 min; después se aumentó la temperatura a una velocidad de 60°C/min hasta 100°C; 

en seguida se aumentó ésta a 4°C/min hasta llegar a 260°C, finalmente se calentó a 

10°C/min hasta 290°C, a esta temperatura la columna se mantuvo por 15 min 

adicionales. El detector se mantuvo a 290°C, la ionización se hizo por impacto 

electrónico a 70eV, y detectando en un rango de m/z de 40 a 800. Para la identificación 

de cada uno de los picos cromatográficos se determinó los índices de retención (IR), la 

longitud equivalente de cadena (ECL), y el estudio de los espectros de masas que 

además fueron comparados con la base de datos Wiley9, Wiley10, NIST08 y NIST14, 

con lo cual se identificaron los compuestos 1, 2 y 3. 

 

 Ácido mirístico  (1). Sólido blanco. RMN-1H (CD3/$ȟ τππ -(ÚɊ ɿH 2.27 (t, J=7.4 Hz, H2-

2), 1.59 (m, H2-3), 1.30 (m, H2-12 y H2-13), 1.31-1.25 (m, H2-4 a H2-11), 0.90 (t, J=6.8Hz, 

H3-14) RMN-13C (CD3/$ȟ ρππ-(ÚɊ ɿC 177.8 (C-1), 35.0 (CH2-2), 33.0 (CH2-12), 30.7-

30.3 (CH2-4 a CH2-11), 26.1 (CH2-3), 23.7 (CH2-13), 14.4 (CH3-14) EM 70eV, m/z  

(intensidad relativa) 228 (25) [M]+., 199 (10) [M-C2H5]+., 185 (35) [M-C3H7]+ , 171 (15) 

[M-C4H9]+., 129 (60) [M-C7H15]+., 115 (15) [M-C8H17]+., 73 (100) [M-C11H21]+.. IR 

experimental 1781, IR reportado 178016. Los datos de GC-MS corresponden al del 
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ácido mirístico reportado en la base de datos NIST14 y los datos de RMN corresponden 

a los hallados en la literatura para el ácido mirístico17. 

Ácido palmítico  (2). Sólido blanco. RMN-1H (CD3/$ȟ τππ -(ÚɊ ɿH 2.27 (t, J=7.4 Hz, H2-

2), 1.59 (m, H2-3), 1.30 (m, H2-14 y H2-15), 1.31-1.25 (m, H2-4 a H2-13), 0.90 (t, J=6.8 

Hz, H3-16) RMN-13C (CD3/$ȟ ρππ-(ÚɊ ɿC177.8 (C-1), 35.0 (CH2-2), 33.0 (CH2-14), 30.7-

30.3 (CH2-4 a CH2-13), 26.1 (CH2-3), 23.7 (CH2-15), 14.4 (CH3-16) EM 70eV, m/z  

(intensidad relativa) 256 (40) [M]+., 213 (15) [M-C3H7]+., 199 (10) [M-C4H9]+., 185 (10) 

[M-C5H11]+ , 171 (10) [M-C6H13]+., 143 (10) [M-C8H17]+., 129 (40) [M-C9H19]+., 73 (100) 

[M-C11H21]+ . IR experimental 1982, IR reportado 198416. Los datos de GC-MS 

corresponden al del ácido palmítico reportado en la base de datos NIST14 y los datos 

de RMN corresponden a los hallados en la literatura para el palmítico17. 

Palmitato de metilo  (3). EM 70eV, m/z  (intensidad relativa) 270 (10) [M]+., 239 (12) 

[M-OCH3]+., 227 (12) [M-C3H7]+., 207 (7) [M-C4H9]+., 143 (25) [M-C9H19]+., 129 (10) [M-

C10H21]+., 115 (7) [M-C11H23]+., 87 (60) [M-C13H27]+ , 74 (100) [M-C14H28]+.. IR 

experimental 1926, IR reportado 192716. Todos estos datos corresponden con los 

informados en la literatura para el palmitato de metilo reportados en la base de datos 

NIST y Wiley. 

3.2.7 Purificación de FIII por HPLC preparativa  

La fracción FIII, activa en el ensayo larvicida, fue separada en una columna C-18 

+ÒÏÍÁÓÉÌ ɉρπØςυπÍÍȟ υʈÍɊ ÕÓÁÎÄÏ !#. Ù ÁÇÕÁ ÇÒÁÄÏ (0,#Ȣ 0ÁÒÁ ÌÁ ÅÌÕción se usó un 

gradiente desde 20% (v/v) ACN hasta 100% (v/v) ACN en 30 min y manteniéndose en 

100% (v/v) ACN por 7 min. La detección se realizó con el detector ELS y UV a 210 nm. 

Se obtuvieron dos compuestos puros CB1 (6 mg, tr: 31.2 min) y CB2 (3 mg, tr: 31.6 

min) que fueron identificados por experimentos de RMN 1D y 2D usando pyr-d5. Los 

datos de (+)-HRESIMS se obtuvieron por inyección directa en modo positivo. 

Compuesto CB1: ciclo(NMe-(Ala)-(ácido 2-hidroxiisovalérico)-(ácido 2-metil -3-

aminobutanóico)-(Ileu)-(ácido 2-hidroxi -3-fenilpropanoíco)) (CB1). Sólido blanco (6 



Capítulo 3 95 

 

mg). Datos de RMN 1H y 13C en Tabla 3-2. (+)-HRESIMS: [M+Na]+568.3000; [M+H]+ 

546.3178 (C29H43O7N3 (calculado para [M+Na]+Ѐ υφψȢςωωψχ ɝ πȢσ ÐÐÍ). 

Compuesto CB2: ciclo(NMe-(Ala)-(ácido 2-hidroxiisovalérico)-(ácido 2-metil -3-

aminobutanóico)-(Leu)-(ácido 2-hidroxi -3-fenilpropanoíco)) (CB2). Sólido blanco (3 

mg). Datos de RMN 1H y 13C en Tabla 3-2. (+)-HRESIMS: [M+Na]+568.3000; [M+H]+ 

546.3178 (C29H43O7N3 (calculado para [M+Na]+Ѐ υφψȢςωωψχ ɝ πȢσ ppm). 

3.3 Resultados y discusión  

El mat IBUN-02224 es un tapete verde algodonoso poco abundante que fue 

identificado morfológicamente como Phormidium sp. por el biólogo Fredy Duque. Fue 

seleccionado para estudio químico debido a los resultados obtenidos en los ensayos de 

actividad biológica que se discutieron en el capítulo anterior. El extracto crudo de este 

mat fue obtenido por maceración usando ultrasonido en DCM/MeOH (1:1), obteniendo 

510 mg que posteriormente fue fraccionado sobre un cartucho DIOL y se obtuvieron 5 

fracciones. Este mat fue el primero en ser estudiado y se seleccionó este 

fraccionamiento debido a que podemos obtener más fracciones con diferentes 

polaridades. No obstante, este método resultó inconveniente debido a un bajo 

porcentaje de recuperación y la mayoría del extracto quedó en la FIV, que además de 

compuestos contenía una gran cantidad de sal. Las fracciones fueron evaluadas en los 

tres bioensayos, cuyos resultados se observan en la tabla 3-1. Las fracciones menos 

polares FI y FII fueron activas en el ensayo de inhibición de AChE y Artemia salina, pero 

inactivas frente a las larvas del insecto. La única fracción que mostró actividad larvicida 

fue FIII, siendo además muy interesante debido a que no es tóxica frente a A. salina y 

no inhibe la AChE. Esto podría indicar que el modo de acción va por una vía diferente 

a la inhibición de esta enzima, que resulta ventajoso debido a los casos de resistencia 

de algunos mosquitos frente a los compuestos organofosforados y carbamatos5,6. Esta 

fracción fue separada por HPLC-ELSD y se purificaron dos compuestos (cromatograma 

en Figura 3-3). Del compuesto CB1 se obtuvieron 6 mg y 3 mg del compuesto CB2. 
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Tabla  3-1. Resultados de los bioensayos para las fracciones del mat Phormidium sp. 
IBUN-02224 

Fracción  Masa 
(mg)  

% Mortalidad 
Larvas de Ae. 
aegypti  (50 
ʈÇȾÐÏÚÏɊ 

%Mortalidad A. 
salina  ɉρςȢυ ʈÇȾÍ,Ɋ 

 
AChEIa 

 Control negativo  
ɉ!ÃÅÔÏÎÁ Á υπ ʈ,ȾÐÏÚÏɊ 

NAb NAb 3 NAb 

Control negativo  
(CHCl3 Á ρπʈ,ȾÐÏÚÏɊ 

NAb 8 NAb - 

Control negativo  
(MeOH a ρπʈ,ȾÐÏÚÏɊ 

NAb 0 NAb - 

Malatión  ɉρπ ʈÇȾÐÕÎÔÏɊ NAb NA 100 +++ 

DDT ɉρπ ʈÇȾÐÏÚÏɊ NAb 100 NA NA 

FI  9.3 8 71 ++ 

FII  12.5 8 67 ++ 

FIII  24.7 58 12 - 
FIV  126.2 0 9 - 
FV  27.2 0 3 - 

aLas fracciones activas fueron aquellas que mostraron 2 o más manchas de inhibición. 
bNA: No aplica 

 

 

Figura 3-3. Cromatograma obtenido en HPLC-ELSD de FII 

El compuesto CB1 fue analizado por (+)-HRESIMS en modo positivo (Figura 3-4) 

mostrando iones en m/z 568.3000, correspondiente a [M+Na]+, y en m/z 546.3178 

[M+H]+ que sugieren una fórmula molecular C29H43O7N3 (calculado para [M+Na]+= 

υφψȢςωωψχ ɝ πȢσ ÐÐÍɊȢ ,Ï ÁÎÔÅÒÉÏÒ ÉÎÄÉÃÁ ÌÁ ÐÒÅÓÅÎÃÉÁ ÄÅ χ ÇÒÁÄÏÓ ÄÅ ÉÎÓÔÁÕÒÁÃÉĕÎȟ ÑÕÅ 
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junto a la presencia de átomos de nitrógeno podría indicar que se trata de un péptido, 

compuestos comunes en estos microorganismos.  

 

Figura 3-4. Espectro (+)-HRESIMS en modo positivo para el compuesto CB1 

Los espectros de RMN fueron registrados en pyr-d5, debido a que mostró una mejor 

resolución de las señales en comparación con el MeOD-d4. El compuesto CB1 presenta 

en su espectro de RMN-13C (figura 3-5Ɋ ÓÅÉÓ ÓÅđÁÌÅÓ ÅÎ ɿC 172.5, 171.77, 171.80, 171.1, 

ρχπȢσȟ Ù ρφωȢψ ÁÓÏÃÉÁÄÁÓ Á ÃÉÎÃÏ #Ѐ/ ÄÅ ïÓÔÅÒÅÓ Ï ÁÍÉÄÁÓȟ ÓÉÅÎÄÏ ÌÁÓ ÓÅđÁÌÅÓ ÅÎ ɿC 

ρχρȢψπ Ù ρχρȢχχ ÄÅ ÕÎ ÍÉÓÍÏ #Ѐ/ ÅÎ ÄÏÓ ÃÏÎÆÏÒÍÁÃÉÏÎÅÓȢ #ÕÁÔÒÏ ÓÅđÁÌÅÓ ÅÎ ɿC 137.6, 

130.7, 129.2 y 127.7 correspondientes a un grupo fenilo monosustituído. Las señales 

ÅÎ ɿC 76.3 y 74.0 están asociadas a C-ɻ ÄÅ ɻ-ÈÉÄÒÏØÉÜÃÉÄÏÓȟ Ù ÌÁÓ ÓÅđÁÌÅÓ ÅÎ ɿC 61.3 y 

60.6 pertenecen a los C-ɻ ÄÅ ɻ-ÁÍÉÎÏÜÃÉÄÏÓȢ ,ÁÓ ÓÅđÁÌÅÓ ÅÎ ɿC 49.27 y 49.17 (que 

corresponde al desplazamiento del mismo C en dos conformaciones), y 46.2 son 

señales del C-ɼ Ù #-ɻ ÒÅÓÐÅÃÔÉÖÁÍÅÎÔÅȟ ÄÅ ÕÎ ɼ-aminoácido. Cabe resaltar la señal en 

ɿC 37.6 que corresponde a un grupo N-metilo. También se observan señales de dos 

metinos, dos metilenos y seis metilos adicionales. Todo lo anterior es congruente con 

la presencia de un depsipéptido18. 
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Figura 3-5. Espectro de RMN-13C del compuesto CB1 en pyr-d5 en 100MHz 

En el espectro de RMN-1H (Figura 3-6) se observan dos señales de protones de NH de 

ÁÍÉÄÁÓ ÅÎ ɿH χȢως Ù φȢχυȠ ÌÁÓ ÓÅđÁÌÅÓ ÅÎ ɿH 7.40 (d, J=7.1Hz, 2H/  ɿC 130.7), 7.35 (t, 

J=7.1Hz, 2H/  ɿC 129.2) y 7.30 (t, J=7.1Hz, 1H/  ɿC 127.7) fueron asociadas a un grupo 

fenilo monosustituído; las dos señales para los H-ɻ ÄÅ ÌÏÓ ÜÃÉÄÏÓ ɻ-hidroxilados 

ÃÏÒÒÅÓÐÏÎÄÅÎ Á ɿH 5.68 (dd, J=6.9, 3.9 Hz/ ɿC 76.3) y 5.45 (d, J=7.7 Hz/ ɿC 74.0), y las 

ÄÏÓ ÓÅđÁÌÅÓ ÅÎ ɿH 4.80 (m/  ɿC 60.6) y 3.94 (q, J=6.8 Hz/ ɿC 61.3) corresponden a los H-

ɻ ÄÅ ɻ-aminoácidos18Ȣ ,ÁÓ ÓÅđÁÌÅÓ ÅÎ ɿH 4.55 (dqd, J=9.9, 6.9, 2.5 Hz/ ɿC 46.2) y 2.66 

(qd, J=7.0, 2.5 Hz/ ɿC 46.2) pertenecen al H-ɼ Ù (-ɻ ÄÅ ÕÎ ɼ-aminoácido poco difundido 

en la naturaleza cuyo primer y único reporte hasta el momento es el del aislamiento e 

identificación de la dolastatina D18Ȣ %Ì ÓÉÎÇÌÅÔÅ ÅÎ ɿH 3.29 (s/  ɿC 37.6) corresponde a un 

N-metilo. También se observan señales asociadas a dos metilenos diasterotópicos, uno 

ÅÎ ɿH 1.63 (ddq, J=15.0, 7.4, 3.6 Hz/  ɿC 26.5)  y 1.19 (dqd, J=15.0, 7.4, 1.9 Hz/ ɿC 26.5) , 

Ù ÅÌ ÏÔÒÏ ÅÎ ɿH 3.40 (dd, J=14.2, 6.9 Hz/ ɿC 26.5) y 3.33(dd, J=14.2, 3.9 Hz/  ɿC 26.5). Se 

ÅÎÃÕÅÎÔÒÁÎ ÓÅđÁÌÅÓ ÄÅ ÓÅÉÓ ÍÅÔÉÌÏÓ ÄÏÂÌÅÔÅÓ ÅÎ ɿH  1.54 (d, J=6.8 Hz/ ɿC 14.0), 1.38 (d, 

J=6.9 Hz/ ɿC 21.4), 1.31 (d, J=7.0 Hz/ ɿC 15.3), 1.05 (d, J=6.8 Hz/ ɿC 16.7), 0.98 (d, J=6.3 

Hz/  ɿC 18.8) y 0.97 (d, J=6.5 Hz/ ɿC 17.8), y un metilo triplete en 0.86 (t, J=7.4 Hz/ ɿC 

12.2). Con la información de los espectros de RMN 1D podemos afirmar que CB1 es 

ÕÎÁ ÍÏÌïÃÕÌÁ ÄÅ ÃÁÒÜÃÔÅÒ ÈþÂÒÉÄÏ ɉ.20 Ù 0+Ɋ ÃÏÎÆÏÒÍÁÄÏ ÐÏÒ ÄÏÓ ɻ-hidroxiácidos, dos 
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ɻ-ÁÍÉÎÏÜÃÉÄÏÓ Ù ÕÎ ɼ-aminoácido, de los cuales uno de los residuos de aminoácido está 

N-metilado. 

 

Figura 3-6. Espectro RMN-1H del compuesto CB1 en pyr-d5 en 400MHz 

Para identificar cada una de las subestructuras se usaron los experimentos de RMN-

2D como el COSY (Figura 3-7), HSQC (figura 3-8) y HMBC (figura 3-9). La estructura de 

cada uno de los aminoácidos se presenta en la figura 3-9 con sus respectivos 

acoplamientos en COSY y HMBC. El primer aminoácido se estableció mediante la 

correlación en COSY del protón H-2 ÅÎ ɿH σȢωτ ɉɿC 61.3) con el metilo H3-σ ÅÎ ɿH 1.54 

ɉɿC 14.0). En HMBC se observa la correlación de los protones del N--Å ÅÎ ɿH σȢςω ɉɿC 

37.6) con el carbono CH-ς ÅÎ ɿc φρȢσ ɉɿH σȢωτɊȟ Ù ÃÏÎ ÅÌ ÃÁÒÂÏØÉÌÏ ÅÎ ɿC 170.3, que por 

tanto es el C-1 en este aminoácido. Finalmente, el protón H3-σ ÅÎ ρȢυτ ÐÐÍ ɉɿC 14.0) 

ÔÁÍÂÉïÎ ÃÏÒÒÅÌÁÃÉÏÎÁ ÃÏÎ ÅÌ ÃÁÒÂÏØÉÌÏ ÅÎ ɿC 170.3 permitiendo identificar a este 

aminoácido como la NMeAla (figura 3.9a). La estructura del ácido 2-hidroxiisovalérico 

se determinó por medio de los acoplamientos en COSY del H-ςȟ ÅÎ ɿH 5.45 (ɿC 74.0), 

con el metino H-σ ÅÎ ɿH 2.15 (ɿC,30.8) Ù ÄÅ ïÓÔÅ Á ÓÕ ÖÅÚ ÃÏÎ ÌÏÓ ÄÏÓ ÍÅÔÉÌÏÓ ÅÎ ɿH 0.98 

(H3-υȾ ɿC 18.8) y 0.97 (H3-τȾ ɿC 17.8). En HMBC se observan correlaciones del H-ς ɉɿH 

υȢτυȾ ɿC 74.0) y H-σ ɉɿH ςȢρυȾ ɿC σπȢψɊ ÃÏÎ ÅÌ ÃÁÒÂÏØÉÌÏ ÅÎ ɿC 171.1 indicando que éste 

es el C-1 del ácido 2-hidroxiisovalérico (figura 3.10 ÂȢɊȢ %Ì ɼ-aminoácido fue 

identificado como sigue: el H-ς ÅÎ ɿH ςȢφφ ɉÑÄȟ χȢπȟ ςȢυȾ ɿC 46.2) correlaciona en COSY 

con el metilo doblete H3-υ ÅÎ ɿH 1Ȣσρ ɉɿC 15.3) y el metino sobre carbono nitrogenado 
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H-σ ÅÎ ɿH τȢυυ ɉÄÑÄȟ ωȢωȟ φȢωȟ ςȢυ Ⱦ ɿC 49.17 y su confórmero 49.27); a su vez este metino 

H-3 acopla con el metilo doblete H3-τ ÅÎ ɿH ρȢσψ ɉɿC ςρȢτɊ Ù ÃÏÎ ÅÌ ÐÒÏÔĕÎ .( ÅÎ ɿH 6.75. 

,ÁÓ ÓÅđÁÌÅÓ ÅÎ ɿH 2.66 (H-2) y 1.31 (H3-5) correlacionan en HMBC con el carboxilo en 

ɿC ρχςȢυȟ ÃÏÎÆÉÒÍÁÎÄÏ ÌÁ ÐÒÅÓÅÎÃÉÁ ÄÅÌ ɼ-aminoácido metilado en alfa (figura 3.10c). El 

ácido 2-metil -3-aminobutanóico, también conocido como Maba, ÅÓ ÕÎ ɼ-aminoácido 

poco común en la naturaleza, cuyo primero reporte de fuentes naturales fue en el 

aislamiento y elucidación de la dolastatina D18. La isoleucina se identificó mediante las 

correlaciones en COSY del protón sobre carbono nitrogenado H-ς ÅÎ ɿH τȢψπ ɉÍȾ ɿC 

60.6) con el protón del metino H-σ ÅÎ ɿH ςȢςς ɉÍȾɿC 37.4), y de éste con los protones 

metilénicos diasterotópicos H2-τ ÅÎ ρȢρω ɉÄÑÄ ρυȢπȟ χȢτȟ ρȢωȾɿC 26.5) y 1.63 (dqd, 15.0, 

χȢτȟ σȢφȾɿC 26.5), y con el metilo doblete H3-φ ÅÎ ɿH ρȢπυ ɉÄȟ φȢψȾɿC 16.7). Los protones 

diasterotópicos de H2-4 mostraron correlación con el metilo H3-υ ɉπȢψφȾɿC 12.2). En 

HMBC se observa la correlación de los protones H-ς ÅÎ ɿH 4.80, y H-σ ÅÎ ɿH 2.22 con el 

ÃÁÒÂÏØÉÌÏ ÅÎ ɿC 171.80 (y 171.77 del confórmero), confirmando la estructura de la 

isoleucina (figura 3.10d). Finalmente, el residuo de ácido 2-hidroxi -3-fenilpropanoíco 

fue identificado mediante las correlaciones en COSY entre los protones aromáticos en 

ɿH χȢσπ ɉɿC ρςχȢχɊȟ χȢσυ ɉɿC ρςωȢςɊȟ Ù χȢτπ ɉɿC 130.7); también se observa la correlación 

ÅÎÔÒÅ ÌÏÓ ÐÒÏÔÏÎÅÓ ÂÅÎÃþÌÉÃÏÓ ÄÉÁÓÔÅÒÏÔĕÐÉÃÏÓ ÅÎ ɿH σȢτπ ɉÄÄȟ ρτȢςȟ φȢωȾ ɿC 38.6) y 3.33 

ɉÄÄȟ ρτȢςȟ σȢωȾ ɿC σψȢφɊȟ Ù ÄÅ ïÓÔÏÓ ÃÏÎ ÅÌ ÈÉÄÒĕÇÅÎÏ ÃÁÒÂÏØþÌÉÃÏ ÅÎ ÁÌÆÁ ÅÎ ɿH 5.68 (dd, 

φȢωȟ σȢωȾ ɿC 76.3). En HMBC se observa que los protones metilénicos H2-3 correlacionan 

ÃÏÎ ÅÌ ÃÁÒÂÏØÉÌÏ ÅÎ ɿC 169.8, mientras el protón carboxílico H-ς ɉɿH 5.68) correlaciona 

con el carbono aromático C-τ ÅÎ ɿC 137.6. Todo lo anterior es congruente con la 

presencia de un ácido 2-hidroxi-3-fenilpropanoíco (figura 3.10 e.). 
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Figura 3-7. Espectro de COSY del compuesto CB1 en pyr-d5 

 

Figura 3-8. Espectro de HSQC del compuesto CB1 en pyr-d5 

 



102  Búsqueda de compuestos con posible actividad insecticida a partir de cianobacterias marinas del Caribe colombiano 

 
 

 

Figura 3-9. Espectro HMBC del compuesto CB1 en pyr-d5 

a.               b.               c.  

d.        e.  

Figura 3-10. Correlaciones claves en COSY (líneas gruesas) y HMBC (flechas) para 
determinar la estructura de cada uno de los aminoácidos y ésteres del compuesto CB1, 
a. NMeAla, b. Ácido 2-hidroxiisovalérico, c. Ácido 2-metil -3-aminobutanóico, d. Ileu y 
e. ácido 2-hidroxi -3-fenilpropanoico. 
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De esta manera fue posible identificar la presencia de N-metilalanina (NMeAla), 

Isoleucina (Ileu), ácido 2-metil -3-aminobutanóico, ácido 2-hidroxi -3-fenilpropanóico 

y ácido 2-hidroxiisovalérico. El paso siguiente fue unir estos residuos con el fin de 

determinar la secuencia de los residuos usando las correlaciones en HMBC de los H-ɻ 

con los carboxilos, los cuales se observan en la Figura 3-11. Así, el H-ς ÅÎ ɿH 3.94 de la 

N-Å!ÌÁȟ ÁÃÏÐÌÁ ÃÏÎ ÄÏÓ ÃÁÒÂÏØÉÌÏÓ ÅÎ ɿC 170.3 y 171.1. El primero corresponde al C=O 

de la NMeAla, mientras que el segundo corresponde al C=O del ácido 2-

hidroxiisovalérico. Lo anterior indica la unión entre el nitrógeno de la NMeAla y el 

carboxilo del ácido 2-hidroxiisovalérico. A su vez el hidrógeno H-2 del ácido 2-

ÈÉÄÒÏØÉÉÓÏÖÁÌïÒÉÃÏ ÅÎ ɿH υȢυτ ÃÏÒÒÅÌÁÃÉÏÎÁ ÃÏÎ ÄÏÓ ÃÁÒÂÏØÉÌÏÓ ÅÎ ɿC ρχρȢρ Ù ɿC 170.3, 

ÅÓÔÅ ĭÌÔÉÍÏ ÃÏÒÒÅÓÐÏÎÄÅ ÁÌ ÃÁÒÂÏØÉÌÏ ÄÅÌ ɼ-aminoácido 2-metil -3-aminobutanóico 

(Maba). Lo anterior indica la unión entre el ÏØþÇÅÎÏ ÄÅÌ ÜÃÉÄÏ ɻ-hidroxiisovalérico y el 

ÃÁÒÂÏØÉÌÏ ÄÅÌ ɼ-aminoácido Maba. El H-3 del ácido 2-metil -3-aminoÂÕÔÁÎĕÉÃÏ ÅÎ ɿH 

τȢυυ ÁÃÏÐÌÁ ÃÏÎ ÌÏÓ ÃÁÒÂÏØÉÌÏÓ ÅÎ ɿC ρχςȢυ Ù ɿC 171.8, el primero del mismo aminoácido, 

mientras el segundo pertenece a la Ileu, indicando la unión entre el carboxilo de la Ileu 

Ù ÅÌ ÎÉÔÒĕÇÅÎÏ ÄÅÌ ɼ-aminoácido. Adicionalmente, H-ς ÄÅ ÌÁ )ÌÅÕ ÅÎ ɿH 4.80 correlaciona 

ÃÏÎ ÅÌ ÃÁÒÂÏØÉÌÏ ÅÎ ɿC 171.8 y en ɿC 168.8, que pertenece al ácido 2-hidroxi -3-

fenilpropanoíco. Finalmente, se determinó que la estructura es cíclica debido a que 

hidrogeno alfa del ácido 2-hidroxi -3-ÆÅÎÉÌÐÒÏÐÁÎĕÉÃÏ ÅÎ ɿH 5.68 acopla con los 

ÃÁÒÂÏØÉÌÏÓ ÅÎ ɿC ρφψȢψ ɉÃÁÒÂØÉÌÏ ÄÅÌ ɻ-ÈÉÄÒÏØÉÜÃÉÄÏɊ Ù ɿC 170.3 de la NMeAla. Por lo 

anterior, se concluye que el compuesto 1 es el ciclo(NMe-(Ala)-(ácido 2-

hidroxiisovalérico)-(ácido 2-metil -3-aminobutanóico)-(Ileu) -(ácido 2-hidroxi -3-

fenilpropanoíco)). Compuesto no antes reportado en la literatura. 
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Figura 3-11. Correlaciones claves en HMBC para el ensamblaje del compuesto CB1 

En cuanto al compuesto CB2, se encontró que su espectro (+)-HRESIMS (Figura SI.3.1) 

muestra iones en m/z 568.3005 y 546.3178 sugiriendo la misma fórmula molecular de 

CB1, por lo que se trata de estructuras isoméricas. Los espectros de CB2 de RMN-13C 

(figura SI.3.2) y RMN-1H (figura SI.3.3) son muy similares a los de CB1, siendo las 

mayores diferencias en las señales correspondientes al residuo Ileu de CB1 que no está 

presente en CB2, y en cambio aparece un residuo de Leu. Las diferencias claves se 

observan en la Figura 3-12, donde la Leu de CB2 fue identificada por las correlaciones 

en COSY (Figura SI.3.4) del H-ς ÅÎ ɿH τȢψς ɉɿC 54.5) con el metileno H2-σ ÅÎ ɿH ςȢπρ ɉɿC 

41.8), que a su vez acopla con el metino H-τ ÅÎ ɿH ρȢυω ɉɿC 25.5), el cual su vez 

correlaciona con los metilos dobletes H3-5 en ɿH πȢψω ɉɿC 23.7) y H3-φ ÅÎ ɿH πȢψφ ɉɿC 

22.4). Esto se confirmó mediante los acoplamientos en el HMBC (Figura SI.3.6). De la 

misma manera se pudo establecer la presencia en CB2 de residuos de N-metilalanina 

(NMeAla), ácido 2-metil -3-aminobutanóico, ácido 2-hidroxi -3-fenilpropanóico y ácido 

2-hidroxiisovalérico, siendo la presencia de Leu en vez de la Ileu la única diferencia 

entre CB1 y CB2. De esta se determinó que CB2 es el depsipéptido cíclico ciclo(NMe-

(Ala)-(ácido 2-hidroxiisovalérico)-(ácido 2-metil -3-aminobutanóico)-(Leu)-(ácido 2-

hidroxi -3-fenilpropanoíco)), cuya estructura se muestra en la figura 3-13( b). 
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a)         b)   

Figura 3-12. Comparación de los sistemas de spin por correlaciones en COSY y los 
acoplamientos en HMBC de a. Ileu del compuesto CB1 y b. Leu del compuesto CB2. 

Las estructuras de CB1 y CB2 se presentan en la figura 3-13 (a y b), y se identificaron 

como compuestos nuevos puesto que no se encontraron al ser buscadas en las base de 

datos MarinLit y Scifinder (2017). No obstante, su estructura es similar a la de la 

dolastatina D. En general, las dolastatinas son un amplio grupo de metabolitos aislados 

de organismos marinos. Se caracterizan por su naturaleza peptídica y por su 

promisoria actividad citotóxica y antitumoral 19. Inicialmente las dolastatinas fueron 

aisladas de la liebre marina Dolabella auricularia , pero en años posteriores se 

demostró que las cianobacterias son sus reales productores, y que la liebre marina tan 

sólo las acumula a través de la dieta. El caso de la dolastatina 10 es el más 

representativo, inicialmente aislada de este invertebrado marino, pero después se 

determinó que su origen biosintético es de una cianobacteria del género Symploca20, 

esta dolastatina 10 mostró una potente actividad citotóxica cuyos estudios 

farmacológicos terminaron en el desarrollo del medicamento Brentuximab vedotin®, 

un fármaco conjungado con anticuerpo dirigido contra el antígeno CD30 que es 

expresado en el linfoma Hodgkin y una gran cantidad de linfomas anaplásicos. Este 

anticuerpo monoclonal consiste en la unión de cAC10 quimerizado con la 

inmunoglobulina IgG1, modificado por la adición del linker valina-citrulina que 

permite la unión del potente inhibidor de la polimerización de los microtúblulos 

monometilauristatina E (MMAE)21. 
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a.      b.     c.  

Figura 3-13. Estructura de  a. compuesto CB1, b. compuesto CB2 y c. dolastatina D. 

De otro lado la dolastatina D fue aislada en 1993 de la liebre marina Dolabella 

auricularia  y presentó actividad citotóxica. Su estructura se muestra en la Figura 3-13 

(c) siendo importante resaltar que en esta dolastatina se reportó por primera vez en la 

ÎÁÔÕÒÁÌÅÚÁ ÌÁ ÐÒÅÓÅÎÃÉÁ ÄÅ ÕÎ ɼ-aminoácido, en este caso el (2R,3R)-ácido 2-metil -3-

aminobutanoíco18 y es un aminoácido poco común que se ha encontrado en 

compuestos aislados de cianobacterias como la guineamida B8. Por lo anterior, estos 

resultados permiten plantear la idea de que la dolastatina D tampoco es sintetizada 

por la liebre sino por las cianobacterias de las que se alimenta. En la Tabla 3-2 se 

presenta la asignación en RMN de los compuestos CB1, CB2 y de la dolastatina D, 

permitiendo la comparación de los desplazamientos de los diferentes residuos, 

mostrando una alta similitud de su estructura 3D. 
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Tabla 3-2. Asignación de señales en RMN-1H, RMN-13C para los compuestos CB1 y CB2. 

Compuesto CB1 (pyr -d5) Compuesto CB2 (pyr -d5) Dolastatina D  (CDCl3)18 
Posición  ɿÃȟ ÍÕÌÔ ɿH, (J en Hz)  ɿÃȢ ÍÕÌÔ ɿH. (J en Hz)  ɿÃȢ ÍÕÌÔ ɿH. (J en Hz) 

NMeAlanina  NMeAlanina  NMeValina  
1 170.3, qC - 1 171.0, qC - 1 169.3 qC - 
2 61.3, CH 3.94, q (6.8) 2 61.5, CH 3.95, q (6.8) 2 72.1 CH 3.15, d (7.9) 
3 14.0, CH3 1.54, d (6.8) 3 14.0, CH3 1.56, d (6.8) 3 28.1 CH 2.54, m 

NMe 37.6, CH3 3.29, s NMe 37.9, CH3 3.34, s 4 19.4 CH3 0.91, d (7.0) 
- - - - - - 5 21.9 CH3 0.96, d (6.4) 
- - - - - - NMe 40.4 CH3 3.34, s 

Ácido 2-hidroxiisovalérico  Ácido 2-hidroxiisovalérico  Ácido 2-hidroxiisovalérico  
1 171.1, qC - 1 171.2, qC - 1 170.6, qC - 
2 74.0, CH 5.45, d (7.7) 2 74.0, CH 5.39, d (7.0) 2 73.2, CH 5.21, d (5.5) 
3 30.8, CH 2.15, m 3 31.0, CH 2.21, m 3 30.0, CH 2.10, m 
4 17.8, CH3 0.97, d (6.5) 4 18.2, CH3 1.00, d (6.7) 4 17.0, CH3 0.97 d (7.0) 
5 18.8, CH3 0.98, d (6.3) 5 18.5, CH3 0.96, d (6.8) 5 19.11, CH3 1.02, d (7.0) 
Ácido 2-metil -3-amino butanóico  Ácido 2-metil -3-amino butanóico  Ácido 2-metil -3-amino butanóico  
1 172.5, qC - 1 171.6, qC - 1 172.1, qC - 
2 46.2, CH 2.66, qd (7.0, 

2.5) 
2 46.8, CH 2.67, qd (6.9, 

2.2) 
2 45.9, CH 2.57, qd (7.0, 

2.8) 
3 49.27 [49.17], 

CH 
4.55, dqd (9.9, 

6.9, 2.5)b 

3 48.8, CH 4.56, dqd (10.0, 
7.0, 2.2)b 

3 48.2, CH 4.26, dqd (9.8, 
7.0, 2.8) 

4 21.4, CH3 1.38, d (6.9) 4 21.0, CH3 1.42, d (7.0) 4 20.5, CH3 1.20, d (7.0) 
5 15.3, CH3 1.31, d (7.0) 5 15.4, CH3 1.32,  d (7.0) 5 14.8, CH3 1.22, d (7.0) 

NH - 6.75, d (9.9) NH - 6.52, d (10.0) NH - 6.14, brd (9.8) 
Isoleucina  Leucina  Isoleucina  

1 171.77 
[171.80], qC 

- 1 172.9, qC - 1 171.01, qC - 

2 60.6, CH 4.80, m 2 54.5, CH 4.82, m 2 59.5, CH 4.32, dd (9.0, 
6.1) 

3 37.4, CH 2.22, m 3 41.83 [41.78], 
CH2 

2.01, m 3 36.2, CH 1.98, m 

4a 26.5, CH2 1.19, dqd 
(15.0, 7.4, 1.9) 

4 25.5, CH 1.59, m 4a 25.4, CH2 1.05, m 
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Compuesto CB1 (pyr -d5) Compuesto CB2 (pyr -d5) Dolastatina D  (CDCl3)18 
Posición  ɿÃȟ ÍÕÌÔ ɿH, (J en Hz)  ɿÃȢ ÍÕÌÔ ɿH. (J en Hz)  ɿÃȢ ÍÕÌÔ ɿH. (J en Hz) 

4b  1.63, ddq 
(15.0, 7.4, 3.6) 

5 23.7, CH3 0.89, d (6.9) 4b - 1.42, ddq 
(14.0, 3.6, 7.5) 

5 12.2, CH3 0.86, t (7.4) 6 22.4, CH3 0.86, d (7.4) 5 11.6, CH3 0.82, t (7.5) 
6 16.7, CH3 1.05, d (6.8)    6 15.8, CH3 0.86, t (6.7) 

NH - 7.92, d (9.1) NH - 7.96,d (8.1) NH - 7.51, brd (9.0) 
Ácido 2-hidroxi -3-fenilpropanói co Ácido 2-hidroxi -3-fenilpropanói co Ácido 2-hidroxi -3-fenilpropanói co 
1 169.8, qC - 1 169.58 

[169.50], qC 
- 1 169.1, qC - 

2 76.3, CH 5.68, dd (6.9, 
3.9) 

2 76.7, CH 5.57, dd (6.9, 
4.0) 

2 75.8, CH 5.52. dd (7.9, 
3.7) 

3a 38.6, CH2 3.40, dd (14.2, 
6.9) 

3a 38.3, CH2 3.39, dd (14.2, 
6.9) 

3a 38.0, CH2 3.18, dd (14.6, 
7.9) 

3b - 3.33, dd (14.2, 
3.9) 

3b - 3.32, dd (14.2, 
4.0) 

3b - 3.36, dd (14.6, 
3.7) 

4 137.6, qC - 4 137.5, qC - 4 136.3, qC - 
5/9  130.7, CH 7.40, d (7.1) 5/9  130.6, CH 7.39, d (7.0) 5/9  129.4, CH 7.19-7.28, m 
6/8  129.2, CH 7.35, t (7.2) 6/8  129.2, CH 7.34, t (7.3) 6/8  128.4, CH 7.19-7.28, m 
7 127.7, CH 7.30, t, (7.1) 7 127.7, CH 7.30, t (7.0) 7 126.8, CH 7.19-7.28, m 

a   en paréntesis [-] se encuentran los desplazamientos de los confórmeros 
b Constantes de acoplamiento reportadas acá son determinadas por los valores de J leídos para los protones con los cuales acopla.  



 

Por otro lado, las fracciones FI y FII fueron inactivas como larvicidas frente a Ae. 

aegypti, pero presentaron toxicidad contra A. salina e inhibieron la enzima AChE, por 

lo cual fueron analizadas. Los espectros de RMN-1H (Figura SI.3.7 (FI) y Figura S.I3.8 

(FII)) presentaron un perfil típico de ácidos grasos saturados sin ninguna ramificación 

y por tanto fueron analizados por GC-MS. En la Tabla 3-3 se observan los resultados de 

los experimentos de GC-MS (figura S.I.3.9 GC-MS de FI y figura S.I.3.10 GC-MS de FII) 

que permitieron identificar estos compuestos, usando los criterios de longitud 

equivalente de cadena (ECL), e índice de retención (IR); además del estudio de 

espectro de masas. Para confirmar la identificación cada uno de los compuestos se 

compararon los espectros de masas de cada compuesto con el reportado en las bases 

de datos de NIST y Wiley, encontrandose coincidencias superiores a un score de 97. De 

esta manera se identificaron tres compuestos: el ácido mirístico (1), el ácido palmítico 

(2) y el palmitato de metilo (3), cuyas estructuras se presentan en la figura 3-14. Por 

lo anterior, se concluyó que FI contenía principalmente ácido palmítico, y en menor 

cantidad ácido mirístico, mientras que FII contiene tanto ácido palmítico 

(mayoritario), ácido mirístio y palmitato de metilo. Sin embargo, consideramos que el 

palmitato de metilo se encuentra en baja cantidad en FII debido a que el espectro de 

RMN-1H no presenta el singlete en ~3.7ppm típico del ɀOMe de los ésteres metílicos22. 

Tabla 3-3. Resultados obtenidos de los análisis de GC-MS e identificación de 1, 2 y 3 

 
Compuestos 

 
Fracciones 

 
ECLExp. 

 
ECLRep16 

 
IRExp. 

 
IRRep.16 

Masa 
molecular 

(uma)  

Fórmula 
molecular  

Ácido 
mirístico (1) 

FI, FII NA NA 1781 1780 228 C14H28O2 

Ácido 
palmítico (2) 

FI, FII NA NA 1982 1984 256 C16H32O2 

Palmitato de 
Metilo (3) 

 FII 16.0 16.0 1926 1927 270 C17H34O2 

 

         

 

2 

3 

1 
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Figura 3-14. Estructura de los compuestos ácido mirístico (1), ácido palmítico (2), 
palmitato de metilo (3) 

Finalmente, la actividad biológica fue evaluada para los compuestos CB1 y CB2, y para 

los patrones de 1, 2 y 3. En la tabla 3-4 se observan los resultados obtenidos en los tres 

bioensayos. Observamos que los más activos contra las larvas de Ae. aegypti fueron los 

depsipéptidos CB1 y CB2 con una mortalidad larvÁÒÉÁ ÄÅ υψϷ Á πȢπωÍ- ɉυπ ʈÇȾÐÏÚÏɊȟ 

mientras que el ácido mirístico (1) presentó una mortalidad similar pero a una 

concentracción de 0.2 mM. Los compuestos 2 y 3 no mostraron actividad larvicida, lo 

cual podría estar relacionado con la longitud de la cadena, ya que 1 posee 14C, 

mientras que 2 y 3 tienen 16C. Estos resultados son congruentes con los de las FI y FII, 

donde ninguna de las dos mostró actividad larvicida debido a que contenían 

mayoritariamente ácido palmítico y en baja concentración ácido mirístico, que es el 

ácido graso que mostró actividad larvicida. 

Tabla 3-4. Resultados de los ensayos de actividad biológica de los compuestos aislados 
de algunos patrones de compuestos identificados en el mat Phormidium sp. IBUN-
02224 

Compuesto % 
Mortalidad 
Larvas de 
Ae. aegypti  
ɉυπ ʈÇȾÐÏÚÏɊ 

%Mortalidad A. salina  
ɉρςȢυ ʈÇȾÍ,Ɋ 

%Mortalidad 
A. salina  
ɉρςυ ʈÇȾÍ,Ɋ 

 
AChEI 
(mm)  

!ÃÅÔÏÎÁ ÃÏÎÔÒÏÌ Á υπ ʈ,ȾÐÏÚÏ NAa 3 3 NAa 
CHCl3 ÃÏÎÔÒÏÌ Á ρπʈ,ȾÐÏÚÏ 8 NAa NAa 0 

MeOH control  a ρπʈ,ȾÐÏÚÏɊ 0 NAa NAa 0 
-ÁÌÁÔÉĕÎ ɉρπ ʈÇȾÐÕÎÔÏɊ NAa 100 100 10 
$$4 ɉρπ ʈÇȾÐÏÚÏɊ 100 (0.1 

mM) 
NAa NAa NAa 

CB1 58 (0.09 
mM) 

12b NEc 0 

CB2 58 (0.09 
mM) 

12b NEc 0 

Ácido mirístico (1)  55 (0.22 
mM) 

33 (0.06 mM) 100 (0.54 
mM) 

3 

Ácido Palmítico (2)  8 (0.20 mM) 20 (0.05 mM) 100 (0.49 
mM) 

3 

Palmitato de Metilo (3)  0 (0.18 mM) 37 (0.05 mM) 17 (0.46 mM) 4 
aNA: No aplica 
bEnsayado en mezcla (FIII) 
cNE: No ensayado 
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Para el caso de los compuestos CB1 y CB2 resultaron no tóxicos contra A salina y por 

tanto, tienen una alta probabilidad de que su ecotoxicidad sea baja. También es 

relevante mencionar que la mortalidad de las larvas no está asociada a la inhibición de 

AChE, lo cual puede ser ventajoso debido a que se han reportado casos de resistencia 

insecticida por modificación de la AChE, así que si usa un modo de acción diferente, las 

larvas mostrarán mayor susceptibilidad y no crearán resistencia rápidamente5,6. Los 

ácidos grasos y ésteres ensayados resultaron inactivos contra A. salina Á ρςȢυ ʈÇȾÍ,ȟ 

ÐÅÒÏ Á ρςυ ʈÇȾÍ, ÌÏÓ ÜÃÉÄÏÓ ɉ1 y 2) mostraron un 100% de mortalidad. Se han 

realizado estudios para determinar el modo de acción de los ácidos grasos contra A. 

salina y se determinó que puede estar relacionado con la inhibición de la ATPasa de 

Na+ y K+23. Es interesante observar que 3 fue inactivo contra A. salina en ambas 

concentraciones, por lo que el grupo carboxílico puede estar involucrado en el modo 

de acción.  

Como inhibidores de AChE 1, 2 y 3 presentaron actividad baja y no se encuentran 

reporte de este tipo de ácidos grasos como inhibidores de AChE. 

3.4 Conclusiones 

El mat verde algodonoso IBUN-02224 fue colectado en Providencia e identificado 

morfológicamente como Phormidium sp. Se realizó el estudio químico de este mat 

usando una metodología bioguiada que llevó a la purificación de dos nuevos 

depsipeptidos cíclicos ciclo(NMe-(Ala)-(ácido 2-hidroxiisovalérico)-(ácido 2-metil -3-

aminobutanóico)-(Ileu) -(ácido 2-hidroxi -3-fenilpropanoíco)) (CB1) y ciclo(NMe-

(Ala)-(ácido 2-hidroxiisovalérico)-(ácido 2-metil -3-aminobutanóico)-(Leu)-(ácido 2-

hidroxi -3-fenilpropanoíco)) (CB2) que resultaron ser análogos de dolastatina D. Cabe 

mencionar que compuestos naturales que incluyan al ácido 2-metil -3-aminobutanóico 

en su estructura son poco comunes. Estos compuestos mostraron actividad larvicida 

moderada contra Ae. aegypti (58% mortalidad a 0.09 mM), pero su ventaja es que 

pueden ser selectivos y poco ecotóxicos, y además su modo de acción no es por 

inhibición de la AChE, pues ambos mostraron inactividad en el bioensayo como AChEI.  
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De las fracciones FI y FII se identificaron por GC-MS los ácidos grasos lineales de 14:0 

y 16:0 átomos de carbono, y el éster metílico del 16:0, donde el ácido mirístico mostró 

actividad larvicida (55% de mortalidad a 0.22mM). El ácido mirístico fue el único de 

estos ácidos grasos que resultó activo contra las larvas de Ae. aegypti (55% de 

mortalidad a 0.22 mM). En cuanto a la actividad contra A. salina, los ácidos grasos 

resultaron activos a 125 ʈg/mL, mientras que los ésteres no fueron activos. De otro 

lado, 1, 2 y 3 mostraron actividad inhibitoria de AChE.  
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4. #ÁÐþÔÕÌÏ τȡ %ÓÔÕÄÉÏ ÑÕþÍÉÃÏ ÄÅÌ ÍÁÔ ÄÅ 
ÃÉÁÎÏÂÁÃÔÅÒÉÁÓ ,ÙÎÇÂÙÁ ÓÐȢ ɉ)"5.ȤπςςρσɊ 

RESUMEN 

El mosquito de Ae. aegypti es el vector responsable de transmitir las enfermedades de 

dengue, chikungunya, zika y fiebre amarilla. Estas enfermedades son actualmente una 

preocupación global y uno de los métodos de prevención es el control del vector , que 

en este caso se propone usando metabolitos aislados de cianobacterias marinas. El mat 

IBUN-02213 fue clasificado morfológicamente como Lyngbya sp. fue de interés porque 

fue el único mat cuya fracción butanólica FB mostró actividad larvicida contra Ae. 

aegypti. Adicionalmente las condiciones de recolección de este mat fueron llamativas 

en cuanto a su rol ecológico A partir de FB se aisló como compuesto mayoritario el 

(2R,5S) ácido seco malyngólido (CB3), siendo la primera vez que este compuesto es 

aislado de una fuente natural. Este compuesto CB3 mostró ser promisorio como 

larvicida, debido a que fue activo contra las larvas del Ae. aegypti (58% de mortalidad 

a 0.17mM o 50 ɛg/pozo), no tóxico contra A. salina, demostrando su baja ecotoxicidad 

y posible selectividad, y cuyo posible modo de acción es por inhibición de la AChE, al 

resultar activo en este ensayo. A partir de la fracción FD se aisló el (2R,5S)-malyngólido 

(CB4), que mostró poca actividad larvicida, pero si ser tóxico contra A. salina. Se 

identificaron de esa misma fracción el ácido mirísitico (1), el palmitico (2), el palmitato 

de metilo (3) y miristato de metilo (4). Entre estos compuestos sólo el ácido mirístico 

(1) mostró actividad larvicida con posible ecotoxicidad. Se identificaron 

tentativamente por GC-MS el heptadecano (5) y la 6,10,14-trimetil -2-pentadecanona 

(6), también conocida como fitona, en la FH, fracción inactiva como larvicida. 

Finalmente, se identificó por LC-(+)-HRESIMS el 1-acetoxi-3-acetoximetil-7, 11, 15-
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trimetilhexadeca-2, 6, 10, 14-tetraeno (7) en la fracción FM-V, la cual fue muy activa 

como larvicida contra Ae. aegypti , de la cual no fue posible aislar ningún compuesto. 

4.1 Introducción  

El mosquito Ae. aegypti es un vector de enfermedades, pues por medio de su picadura, 

transmite varios arbovirus. El dengue, chikungunya, zika y fiebre amarilla son las 

enfermedades transmitidas por este vector, las cuales son un problema de salud global 

debido a los brotes epidémicos que se han manifestado en los últimos años1ɀ4. Existen 

varias estrategias para la prevención de estas enfermedades, dentro de las cuales, el 

control del vector es un frente de interés5. Los productos naturales pueden ofrecer una 

solución ecosostenible para este problema, siendo las cianobacterias una fuente de 

compuestos interesantes que pueden controlar las larvas del vector6ɀ8.  

Las cianobacterias son organismos unicelulares que se caracterizan por su capacidad 

fotosintética. Han demostrado poseer una maquinaria biosintética muy interesante 

con gran cantidad de metabolitos secundarios aislados que han presentado diversas 

bioactividades. Actualmente ya se han reportado compuestos con actividad larvicida 

contra el Ae. aegypti, por lo que son una fuente interesante para encontrar solución al 

control del vector9ɀ12. 

El orden Oscillatoriales resulta ser del que más se reportan compuestos novedosos con 

bioactividades interesantes, donde los géneros Oscillatoria, Symploca y Lyngbya 

resultan los más prolíficos en cuanto a su producción de metabolitos secundarios13. El 

género de cianobacterias marinas Lyngbya se ha descrito como un grupo de 

organismos que se encuentran abundantemente en forma de mats filamentosos, que 

juegan un rol ecológico importante debido a la producción de oxígeno, fijación de 

nitrógeno y resalta por su riqueza metabólica14,15. En los últimos años, este género ha 

causado una gran conmoción debido a que las especies marinas clasificadas 

morfológicamente como Lyngbya resultaron ser un grupo polifilético al emplear 

clasificaciones taxonómicas usando herramientas molecularas como el gen 16S rRNA 
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y otros marcadores génicos14,16,17. En 2012 se planteó un nuevo género de 

cianobacterias llamado Moorea, conformado por cianobacterias previamente 

clasificadas como Lyngbya sp.16, y en 2013 se determinó otro nuevo género, nombrado, 

Okeania17. La clasificación de cianobacterias reportadas como Lyngbya resulta un tema 

de estudio en la actualidad, el cual presenta una gran complejidad y que es importante 

continuar esclareciendo debido al papel biológico y ecológico de este grupo de 

cianobacterias.  

Una gran cantidad de compuestos se han aislado del género reportado como Lyngbya, 

siendo Lyngbya majuscula la especie de la que más se ha aislado compuestos. A la fecha, 

se reportan 242 de esta especie (Marinlit, 2017). En 2012, Lyngbya majuscula fue 

reclasificada como Moorea producens y es posible que haya otras especies e incluso 

géneros clasificados erróneamente como Lyngbya majuscula. 

Desde los años 70s se están aislando compuestos de Lyngbya majuscula, y algunos de 

los más relevantes son las malyngamidas y majusculamidas, que son estructuras 

novedosas por ser lipopéptidos, lo que da cuenta de la versatilidad metabólica de estos 

organismos. A estos compuestos se les han reportado actividades como inhibidores de 

óxido nítrico y actividad antiinflamatoria18, así como aleloquímicos defensivos contra 

predadores19. También se han aislado compuestos como el mayngólido, que es una ŭ-

lactona con actividad antibacterial y es inhibidor del quorum sensing20,21. La dysidenina 

y sus derivados son también lipopéptidos que han mostrado ser potentes citotóxicos y 

anticancerígenos22. Por otro lado, metabolitos como las curacinas, ej. la curacina A que 

es un antimicótico y anticancerígeno23, la barbaramida, que es un molusquicida24, las 

carbaminas, como la carmabina A que se ha reportado como antimalárico, 25 y también 

las apratoxinas, ej. la apratoxina A que es citotóxico26, se reportaron por primera vez 

aisladas de Lyngbya majuscula. Sin embargo, en investigaciones recientes y con la 

reclasificación de esta especie de cianobacterias, se han establecido como marcadores 

quimiotaxonómicos del género Moorea16. Muchos otros compuestos han sido aislados, 

pero cabe resaltar los péptidos no ribosomales, de los que se han reportado en variadas 

estructuras y bioactividades aislados de Lyngbya majuscula. 
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Figura 4-1. Estructura de algunos compuestos bioactivos aislados de Lyngbya 
majuscula.  

Es así como en esta parte del trabajo nos propusimos buscar compuestos 

controladores de las larvas de Ae. aegypti a partir de cianobacterias marinas del Caribe 

colombiano. En este capítulo se presenta el estudio químico del mat negro filamentoso 

Lyngbya sp. (IBUN-02213), el cual resulta muy interesante debido a que su fracción 

butanólica mostró activicadad larvicida contra Ae. aegypti. Además, este mat fue de 

interés por su rol biológico y ecológico. 

4.2 Materiales y métodos  

Se usaron para la extracción y la cromatografía en columna hexano (Hex), 

diclorometano (DCM), acetato de etilo (AcEOt), cloroformo, acetona y metanol (MeOH) 

grado RA (Merck, Alemania). Para las separaciones en cromatografía en columna se 

usó sílica gel (0.043-0.060mm, Merck), sephadex LH-20 (GE Healthcare Life Sciences). 

Para los análisis de cromatografía líquida se usó un HPLC Ultimate 3000 (Dionex, USA) 

acoplado al detector ELSD SEDEX 85 (Sedere LT, Francia), se empleó agua desionizada 

con ácido fórmico y filtrada a través de MilliQ (Merck, Alemania), además de MeOH 

grado HPLC (Merck, Alemania).  Los análisis por LC-(+)-HRESIMS se hicieron en un 
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equipo Q-Exactive (Thermo Scientific, USA), usando una columna C-8 Kinetex 

υπØςȢρÍÍȟ ρȢχ ʈÍ ɉ0ÈÅÎÏÍÅÎÅØȟ 53!ɊȢ ,ÏÓ ÅØÐÅÒÉÍÅÎÔÏÓ ÄÅ 2-. ÅÎ ρ$ y 2D fueron 

registrados en un equipo Bruker Avance de 400 MHz, usando CDCl3 y CD3OD con un 

grado de deuteración >99.8% (Merck, Alemania) como solventes. Los análisis por CG-

EM se realizaron en un equipo GC-MS Agilent Technologies 6850 series II, acoplado a 

un detector de masas Agilent Technologies MSD 5975B (Agilent, USA). Se usó una 

columna capilar HP-5ms, (30 m x.250 µm x.25 µm) (Agilent, USA). También se 

emplearon patrones de parafinas (C11-C25) y de FAMES (metil ésteres de ácidos 

grasos) (C8-C24) (Sigma Aldrich, USA). Los datos espectroscópicos, tanto de masas 

como de RMN, se derreplicaron en las bases de datos Marinlit (Royal Chemical Society, 

Reino Unido), Scifinder (USA), Pherobase (USA), Wiley Online Library  y NIST (Wiley9, 

Wiley10, NIST08 y NIST14) (USA).  

Las medidas de rotación óptica fueron tomadas en un polarímetro ADP 440+ 

Bellinghan +Stanley usando solventes calidad RA y se indican en cada caso al igual que 

la concentración usada. Para la obtención de los ésteres metílicos se usó BF3 en MeOH 

al 20% (Merck, Alemania). Para la extracción se usó un sonicador Cole-Parmer (USA). 

Las fotografías en microcopio SEM (Microscopio de barrido electrónico) se realizaron 

en un equipo COXEM modelo EM-30AX gracias a la empresa Intek Group. 

Para los ensayos larvicidas se usaron placas de 24 pozos (Corning, USA), usando como 

ÃÏÎÔÒÏÌ ÐÏÓÉÔÉÖÏ τȟτȭ-DDT al 98% de pureza (Sigma Aldrich, USA). Los huevos de Ae. 

aegypti fueron donados por el profesor Fernando Noriega de la Florida International 

University (Miami, USA), por la profesora Luz Stella Fuentes del Centro de Biosistemas 

de la Universidad Jorge Tadeo Lozano. Para la alimentación de las larvas se usó polvo 

de hígado deshidratado (Sigma Aldrich, USA). Para los ensayos de A. salina se usaron 

cistos de Artemia International (USA). Para los ensayos de inhibición de 

acetilcolinesterasa, se empleó una enzima (C.3.1.1.7) de Electrophorus electricus (tipo 

VI-S 500 A) (Sigma Aldrich, USA), Albúmina de suero bovina (BSA, Sigma Aldrich, USA), 

acetato de 1-naftilo y Fast blue Salt (FBS) (Sigma Aldrich, USA). Los cromatofolios 

usaron fueron de sílica gel 60F254 (Merck, Alemania). 
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4.2.1 Colecta del mat negro Lyngbya sp. (IBUN-02213)  

El mat IBUN-02213 fue colectado en Providencia en julio de 2015. La colecta fue 

coordinada por la profesora Mónica Puyana. El material fue limpiado in situ y una parte 

de éste fue conservado en el medio de cultivo SWBG-1121, mientras que el resto fue 

almacenado a -4 °C para su estudio químico. 

Este mat es un tapete negro, bastante abundante con crecimiento sobre pasto marino, 

en una zona muy cercana a la línea de costa y se colectó a 0.3 m de profundidad. (ver 

figura 4-2 a.) Bajo microscopio se observa filamentoso sin presencia de heterocistos, 

sin embargo, bajo condiciones de cultivo en el medio SWBG-11 se presentó un cambio 

morfológico evidenciado en la disminución del tamaño de los filamentos, lo cual se 

puede apreciar en la figura 4-2 b. Se identificó este mat como Lyngbya sp. debido a sus 

características morfológicas, que no nos permitieron determinar si era del género 

Moorea u Okeania. La identificación molecular está en proceso para clasificar 

taxonómicamente con precisión este mat. Este mat fue registrado en el la colección 

biológica Banco de cepas y genes del IBUN, con el código IBUN-02213. 

a.         b.  

Figura 4-2. a. Fotografía del mat Lyngbya sp. (IBUN-02213) durante colecta, b. 

Fotografía en microscopio SEM del mat cultivado Lyngbya sp. (IBUN-02213). 
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4.2.2 Extracción y partición L -L del mat  de cianobacterias IBUN-
02213  

El mat Lyngbya sp. fue liofilizado y pesado (725 g), para luego ser extraído con 400mL 

de una mezcla DCM/MeOH (1:1) con sonicación durante 15 minutos. Este proceso se 

repitió 3 veces asegurándose que cada vez la mezcla de solventes cubriera 

completamente el mat. La mezcla se filtró y el solvente fue removido a presión 

reducida obteniendo 9.2 g de extracto crudo. El extracto crudo fue sometido a partición 

L-L con DCM y agua, obteniendo una fracción de DCM FD (2.9 g) y una fase acuosa, la 

cual fue sometida a nuevamente a una partición L-L con BuOH, para así obtener una 

fracción butanólica FB (0.8 g) y una fase acuosa residual (4.9 g). Las fracciones de DCM 

FD y BuOH FB fueron evaluadas con los bioensayos que se descritos en el capítulo 2.  

La fracción FB, activa contra Ae. aegypti y fue analizada por RMN 1D y 2D, y LC-(+)-

HRESIMS y se identificó como el (2R,5S)-ácido seco malyngólido CB3. 

Por otro lado la fracción diclorometánica FD se sometió a partición L-L con Hexano y 

MeOH/H2O 9:1 obteniendo una fracción soluble en hexano FH (1.8 g), y una fracción 

soluble en metanol FM (1.1 g); además de un precipitado insoluble en ellas FP (119.2 

mg). Las tres fracciones fueron evaluadas como larvicidas, siendo FM la más activa. 

Se analizó FH por GC-MS y RMN-1H y se identificaron el heptadeceno (5) y la fitona (6). 

La fracción FM (1.1 g) se fraccionó por cromatografía en columna (3.5 x 60 cm) usando 

como fase estacionaria sephadex LH-20 que fue eluida con MeOH a un flujo de 0.4 

mL/min y se obtuvieron cinco fracciones (FM-I a FM-V). La fracción FM-III (185.7 mg) 

fue analizada por GC-MS identificando el ácido mirístico (1) y el ácido palmítico (2), 

sin embargo, en RMN se identificó el ácido seco malyngólido (CB3) como el compuesto 

mayoritario. La fracción FM-IV (0.7g) fue fraccionada por cromatografía en columna (3 

x 21 cm) sobre sílica gel obteniendo cuatro fracciones (FM-IV.1 a FM-IV.4). La fracción 

FM-IV.1 (64.6 mg) se analizó por GC-MS, RMN 1H y 13C, y se identificó el palmitato de 

metilo (3) y el miristato de metilo (4). En la FM-IV.2 (31.7 mg) se analizó por GC-MS 

derivatizada con BF3/MeOH, identificando 3 y 4, pero se confirmó por RMN la 
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presencia de los respectivos ácidos mirístico (1) y el ácido palmítico (2) y no de los 

ésteres. La fracción FM-IV.3 (49.3 mg) fue analizada por RMN 1D y 2D, por LC-(+)-

HRESIMS en modo positivo y por GC-MS, identificando el (2R,5S)-malyngólido CB4. En 

cuanto a FM-IV.4 (125.8 mg) también se analizó por RMN-1H, LC-(+)-HRESIMS en 

modo positivo y por GC-MS identificando una mezcla de CB3 y CB4. FV (64.8 mg). La 

fracción FM-V fue analizada por RMN-1H y LC-(+)-HRESIMS en modo positivo 

identificando el 1-acetoxi-3-acetoximetil-7, 11, 15-trimetilhexadeca-2, 6, 10, 14-

tetraeno (7). 

(2R,5S)-Ácido seco-malyngólido  (Malyngolide seco acid) (CB3). Sólido blanco (845 

ÍÇɊȟ ɍɻɎ25D -8.9° (c 0.3, MeOH). RMN-1H (CD3/$ȟ τππ -(ÚɊ ɿH 3.38 (d, J=2.2Hz, H2-15), 

2.21 (m, H-2), 1.64 (m, H-3a), 1.48 (m, H-4a), 1.45 (m, H-4b), 1.44 (m, H2-6), 1.38 (m, 

H-3b), 1.30 (m, H2-7 y H2-13), 1.29 (m, H2-8 a H2-12), 1.13 (d, J=6.9, H3-16), 0.90 (t, 

J=6.8, H3-14). RMN-13C  (CD3OD, 100 MHz) ɿ 184.8 (C-1), 75.5 (C-5), 68.2 (CH2-15), 43.9 

(CH-2), 37.4 (CH2-6), 34.9 (CH2, C-4), 33.0 (CH2-12), 31.5-30.4 (4CH2, C8-C11), 29.2 

(CH2-3), 24.3 (CH2-7), 23.7 (CH2-13), 18.6 (CH3-16), 14.4 (CH3-14). LC-(+)-HRESIMS: 

[M+Na]+ 311.2187; [M+H]+ 289.2368 (C16H32O4Na calculado para [M+Na]+= 311.2198 

ɝ υ ÐÐÍɊȢ 4ÏÄÏÓ ÅÓÔÏÓ ÄÁÔÏÓ ÃÏÒÒÅÓÐÏÎÄÅÎ ÃÏÎ ÌÏÓ ÉÎÆÏÒÍÁÄÏÓ ÅÎ ÌÁ ÌÉÔÅÒÁÔÕÒÁ ÐÁÒÁ ÅÌ 

ácido seco malyngólido obtenido por semisíntesis 21,27. 

(2R,5S)-Malyngólido  (CB4ɊȢ !ÃÅÉÔÅ ÃÁÆï ɉτωȢσÍÇɊȟ ɍɻɎ25D -5.4 (c 0.9, CHCl3). RMN-1H 

(CDCl3ȟ τππ -(ÚɊ ɿ σȢφτ ɉÄȟ J=12.0 Hz, Ha-15), 3.47 (d, J=12.0 Hz, Hb-15) 2.43 (m, H-

2), 1.96 (m, Ha-4), 1.78 (m, H2-3), 1.77 (m, H-4b), 1.71 (m, H-6a), 1.64 (m, H-3b), 1.58 

(m, H-6b), 1.28 (d, J=6.6 Hz, H3-16), 1.25 ( m, H2-7 a H2-13), 0.87 (t, J=7.2 Hz, H3-14). 

RMN-13C (CDCl3, 100 MHz) ɿ 175.6 (C-1), 87.2 (C-5), 67.8 (CH2-15), 36.6 (CH2-6), 35.7 

(CH-2), 32.0 (CH2, C-12), 20.1-28.9 (4CH2, C-8 a C-11), 26.4 (CH2, C-3), 25.3 (CH2, C-4), 

23.8 (CH2, C-7), 22.8 (CH2, C-13), 17.3 (CH3, C-16), 14.2 (CH3, C-14) EM 70eV, m/z  

(intensidad relativa) 239 (100) [M-CH3O]+ , 211 (65) [M-C3H7O]+., 155 (30) [M-

C7H15O]+.,.143 (40) [M-C9H19]+.. LC-(+)-HRESIMS: [2M+Na]+ 563.4218, [2M+H]+ 

541.4404; [M+H]+ 271.2237 (C16H31O3 calculado para [M+H]+= 271.2198 ɝ υÐÐÍɊȢ 
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Todos estos datos corresponden con los informados en la literatura para el 

malyngólido21,27.  

Ácido mirístico  (1). Información en el capítulo 3, sección Materiales y Métodos, pág 

93. 

Ácido palmítico  (2). Información en el capítulo 3, sección Materiales y Métodos, pág 

94. 

Palmitato de metilo  (3). Información en el capítulo 3, sección Materiales y Métodos, 

pág 94. 

Miristato de metilo  (4). EM 70eV, m/z  (intensidad relativa) 242 (25) [M]+., 211 (40) 

[M-OH3]+., 199 (40) [M-C3H7]+., 185 (20) [M-C4H9]+., 143 (50) [M-C7H15]+., 87 (75) [M-

C11H23]+., 74 (100) [M-C12H24]+.. IR experimental 1725, IR reportado 172628. Todos 

estos datos corresponden con los informados en la literatura para el miristato de 

metilo reportados en la base de datos NIST y Wiley. 

Heptadecano (5). EM 70eV, m/z  (intensidad relativa) 240 (25) [M]+., 197 (10) [M-

C3H7]+., 183 (10) [M-C4H9]+., 169 (10) [M-C5H11]+., 155 (10) [M-C6H13]+., 141 (10) [M-

C7H15]+., 141 (10) [M-C7H15]+., 17 (10) [M-C8H17]+., 113 (20) [M-C9H19]+., 99 (25) [M-

C10H21]+., 87 (75) [M-C11H23]+., 71 (80) [M-C12H25]+., 57 (100) [M-C13H27]+.. IR 

experimental 1703, IR reportado 170030. Todos estos datos corresponden con los 

informados en la literatura para el heptadecano reportados en la base de datos NIST y 

Wiley. 

6,10,14-trimetil -2-pentadecanona (fitona)  (6). EM 70eV, m/z  (intensidad relativa) 

250 (45) [M-H2O]+., 235 (10) [M-CH5O]+., 225 (8) [M-C3H7]+., 210 (35) [M-C4H10]+., 207 

(40) [M-C3H9O]+., 194 (120) [M-C4H10O]+., 179 (30) [M-C5H12O]+., 165 (40) [M-

C6H15O]+., 151 (10) [M-C7H14O]+., 137 (12) [M-C8H16O]+ , 123 (60) [M-C9H18O]+., 109 

(60) [M-C10H20O]+., 95 (50) [M-C11H22O]+., 85 (50) [M-C13H27]+ , 71 (90) [M-C14H29]+., 58 

(100) [M-C15H31]+.. IR experimental 1843, IR reportado 184531. Todos estos datos 
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corresponden con los informados en la literatura para la fitona reportados31 y los 

hallados en las bases de datos NIST y Wiley.. 

1-acetoxi -3-acetoximetil -7, 11, 15-trimetilhexadeca -2, 6, 10, 14-tetraeno  (7).  LC-

(+)-HRESIMS: [2M+Na]+ 803.54382; [M+Na]+ 413.2665; [M+H]+ 391.2847 C24H38O4 

(calculado para [M+H]+ 391.2848 ɝ 0.4). Los datos obtenidos corresponden a los 

reportados en literatura para el 1-acetoxi-3-acetoximetil-7, 11, 15-trimetilhexadeca-2, 

6, 10, 14-tetraeno32. 

 

Figura 4-3. Esquema de fraccionamiento del mat Lyngbya sp. IBUN-02213. Los 

recuadros verdes indican que dicha fracción fue activa contra las larvas de Ae. aegypti. 

4.2.3 Ensayo larvicida contra Aedes aegypti (igual al del capítulo2, 
sección Materiales y Métodos, pág 59)  

4.2.4 Ensayo de letalidad contra Artemia salina ( igual al del capítulo2, 
sección Materiales y Métodos, pág 59)  

4.2.5 Ensayo de inhibición de AChE por bioautografía (igual al del 
capítulo2, sección Materiales y Métodos, pág 60)  
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4.2.6 Análisis en LC-(+) -HRESIMS 

Las fracciones fueron analizados en un equÉÐÏ 1 %ØÁÃÔÉÖÅ ÃÏÎ ÕÎ ÄÅÔÅÃÔÏÒ /ÒÂÉÔÒÁÂΆ 

(HR/AM) en modo positivo, full scan MS, con resolución 140000, AGC target 5x106, 

Máx. IT 150ms y un rango de escaneo de 80-1200m/z. Se empleó una columna Kinetix 

C-8 (50x2.1mm, 1.7 ʈm) con una fase móvil de ácido fórmico 0,1% en agua MiliQ y 

MeOH grado LC-MS (Merck). Se emplearon dos programas de elución según la 

polaridad de las fracciones analizadas.  

Programa 1 (Fracciones de polaridad media -baja):  Inicia en 80% (v/v) MeOH 

durante 0.5min, y luego se incrementa el poder de elución hasta el 100% MeOH (v/v) 

en 4.5min. Se mantuvo en 100% (v/v) MeOH durante 5 min adicionales.  

Programa 2 (Fracciones polares):  Inicia en 50% (v/v) MeOH durante 0.5min, y se 

incrementa la fase móvil orgánica hasta llegar al 100% MeOH (v/v) en 4.5min. Se 

mantuvo en 100% (v/v) MeOH durante 5 min.  

4.2.7 Metilación de ácidos grasos con BF3/MeOH al 20%  

En un vial de 5 mL se adicionaron entre 2-5mg cada una de las fracciones FM-III, FM-

IV.2, FM-IV.3 y FM-IV.4.Se adicionó 1 mL de una solución de BF3/MeOH al 20%. El 

sistema se selló completamente y se puso con agitación en baño de maría durante 1h. 

Posteriormente se extrajeron los metilésteres mediante adición de 1 mL de hexano, 

realizándolo tres veces. Se recogió la fracción orgánica y se pasó por una CC de Na2SO4 

anhidro (0.5 x 2 cm) para secar la fracción orgánica. Finalmente se removió el Hex a 

presión reducida y se inyectó en GC-MS. 

4.2.8 Análisis en CG-MS  

Se usaron dos programas de análisis. Para cada caso, se inyectaron patrones de 

parafinas (C10-C25) y de FAMES (10:0-24:0). Se determinaron los índices de retención 

(IR, ec 1) y longitud equivalente de cadena (ECL, ec 2) para cada pico en cada muestra. 
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Los espectros de masas fueron comparados con la base de datos Wiley Online Library 

9 y 10, NIST08 y NIST14. 

ὍὙ ρππzὔ ὲ ρππȢὲ                    Ec. 1 

Ὁὅὒ ὔ ὲ                                   Ec. 2 

¶ Progra ma 1: 

De cada uno de las fracciones se inyectaron 1.0 ʈ, ɉÄÅ ÕÎÁ ÓÏÌÕÃÉĕÎ ρ ÍÇȾÍ, ÅÎ 

acetona) en modo split 1:30 con el inyector a 260°C. El modo de ionización utilizado 

fue impacto electrónico a 70eV, a una temperatura de 290°C, detectando en un rango 

de m/z de 40 a 800. Se empleó una columna HP-5MS de dimensiones 30m x 250µm x 

0.25µm. Como gas de arrastre se empleó helio grado 5.0 con un flujo de 1.0 mL/min. El 

programa de temperatura usado inició a 40°C durante 1 min; después aumentando la 

temperatura a una velocidad de 60°C/min hasta 100°C; en seguida se aumentó ésta a 

4°C/min hasta llegar a 260°C, finalmente se calentó a 10°C/min hasta 290°C, a esta 

temperatura la columna se mantuvo por 15 min adicionales.  

¶ Programa 2:  

De cada uno de las fracciones se inyectaron 1.0 ʈ, ɉÄÅ ÕÎÁ ÓÏÌÕÃÉĕÎ ς ÍÇȾÍ, ÅÎ 

acetona) en modo split 1:30 con el inyector a 300°C. El modo de ionización utilizado 

fue impacto electrónico a 70eV, a una temperatura de 290°C, detectando en un rango 

de m/z de 40 a 800. Se empleó una columna HP-5MS de dimensiones 30m x 250µm x 

0.25 µm. Como gas de arrastre se empleó helio grado 5.0 con un flujo de 1.0 mL/min. 

El programa de temperatura usado inició a 60°C durante 1 min y luego se aumentó a 

7.4 °C/min hasta llegar a 310°C, a esta temperatura se mantuvo por 15 min. 
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4.3 Resultados y discusión  

El mat IBUN-02213, recolectado en 2015 en Providencia, presentó una morfología 

filamentosa de color negro, identificándola tentativamente como Lyngbya sp., pues 

esta identificación no es definitiva debido a la reclasificación taxonómica de este 

género. Este mat fue seleccionado para su estudio químico debido a que fue el único 

cuya fracción butanólica resultó activa como larvicida contra Ae. aegypti. Además, fue 

un mat interesante debido a que las condiciones ecológicas durante la recolección 

fueron muy particulares, pues crecía como un tapete bastante abundante cerca de la 

línea costera a 0.3 m de profundidad. Adicionalmente, crecía sobre pastos marinos 

produciéndole necrosis (zonas opacas en la figura 4-4). El rol biológico y ecológico de 

este mat llama la atención, partiendo del hecho de que puede contener compuestos con 

funciones alelopáticas interesantes que valdría la pena explorar en el marco de esta 

tesis.  

 

Figura 4-4. Fotografías tomadas durante la colecta del mat IBUN-02213 creciendo 
sobre pasto marino y produciéndoles necrosis.  

Si bien el mat IBUN-02213 fue identificado preliminarmente como Lyngbya sp. de 

acuerdo a los caracteres morfológicos, esta clasificación se debe confirmar mediante 

métodos moleculares. Lo anterior debido a que este género de cianobacterias ha sido 
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reclasificado en varios géneros diferentes, como lo son Moorea y Okeania16,17, por 

facilidad en esta tesis será identificado como Lyngbya sp.  

La extracción del mat se realizó por maceración usando ultrasonido en DCM/MeOH 

(1:1) y se obtuvieron cerca de 10 g de extracto crudo. Se realizó la partición L-L usando 

primero DCM/H2O, y luego a la fase acuosa, fue nuevamente sometida a partición L-L 

con BuOH. Esto con el fin de obtener una fracción diclorometánico FD y otra butanólico 

FB sin presencia de sales, y de esta manera, poder evaluar la actividad de compuestos 

de un amplio rango de polaridad. En la tabla 4-1 (Esquema en figura 4-5) se observan 

los resultados de la actividad larvicida de las fracciones obtenidas, ya que este 

bioensayo es el que nos permitió realizar la metodología bioguiada.  

Tabla 4-1. Resultados de actividad larvicida contra Ae. aegypti para las fracciones del 
mat Lyngbya sp. 

Fracción  Masa 

(mg)  

% Mortalidad Larvas de Ae. 

aegypti  ɉυπ ʈÇȾÐÏÚÏɊ 

 !ÃÅÔÏÎÁ ÃÏÎÔÒÏÌ Á υπ ʈ,ȾÐÏÚÏ NAa NAa 

CHCl3 ÃÏÎÔÒÏÌ Á ρπʈ,ȾÐÏÚÏ NAa 8 

MeOH control a  ρπʈ,ȾÐÏÚÏɊ NAa 0 

-ÁÌÁÔÉĕÎ ɉρπ ʈÇȾÐÕÎÔÏɊ NAa NAa 

$$4 ɉρπ ʈÇȾÐÏÚÏɊ NAa 100 

FD 2931.6 17 

FB (CB3) 845.3 58 

FH  1813.7 8 

FP 119.2 0 

FM 1124.2 83 

FM-I 10.0 8 

FM-II  110.4 40 

FM-III  185.7 58 

FM-IV 692.0 50 

FM-V  64.8 100 

FM-IV.1 (3 y 4)  64.6 58 

FM-IV.2 (1 y 2)  31.7 100 
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FM-IV.3 (CB4) 49.3 25 

FM-IV.4 (CB3 y CB4) 125.8 100 

a NA: No aplica 

 

Figura 4-5. Esquema de actividad larvicida en las fracciones obtenidas del extracto 
crudo del mat Lyngbya sp. 

La fracción butanólica (FB) mostró una buena actividad (58% de mortalidad a 

50 g˃/pozo). Fue analizada por RMN-1H (figura 4-6) donde se observa un compuesto 

puro, cuya elucidación se presenta más delante. De otro lado, FD fue sometida de nuevo 

a una partición L-L usando Hex y MeOH/H2O 9:1 obteniendo tres fracciones: la fase 

hexánica (FH), un precipitado insoluble en ambas fases (FP) y la fracción metanólica 

(FM). Las fracciones también fueron evaluadas como larvicidas contra Ae. aegypti 

siendo FM la más activa con 83% de mortalidad. Acto seguido, FM fue fraccionado  por 

cromatografía en columna usando sephadex como fase estacionaria, y se obtuvieron 

cinco fracciones que se ensayaron como larvicidas contra Ae. aegypti.  
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Figura 4-6. Espectro RMN-1H del compuesto CB3 en CD3OD-d4  a 400MHz 

La fracción butanólica (FB), producto de extracción con butanol de la porción acuosa 

del extracto crudo, presentó espectros de RMN de un compuesto puro (CB3), igual al 

antes descrito para FM-III, pero como en FB se econtraba con un mayor grado de 

pureza, la elucidación se realizó a partir de FB. El compuesto CB3 (FB) fue analizado 

por LC-(+)-HRESIMS (Figura 4-7) en modo positivo, donde el pico cromatográfico más 

abundante presentó un espectro de MS con iones en m/z 311.2187, correspondiente a 

[M+Na]+, y en m/z 289.2368 [M+H]+ (casi al nivel de trazas) que sugieren una fórmula 

molecular C16H32O4 (calculado para [M+Na]+ЀσρρȢςρωψ ɝ υÐÐÍɊȢ %Î ÅÌ ÅÓÐÅÃÔÒÏ ÄÅ ɉϹɊ-

HRESIMS también se pueden observar otros picos como el m/z en 599.4489 

correspondiente a [2M+Na]+, también cationes relacionados con pérdidas de 

moléculas de agua, como son los iones [M-H2O+H]+ 271.22647, [M-2H2O+H]+ 253.2159 

y [M-3H2O+H]+ 235.2054, mostrando que es una estructura que contiene al menos tres 

grupos hidroxilos. Al realizar la búsqueda en la base de datos MarinLit no hubo ningún 

match con compuestos aislados del phylum Cyanobacteria, por tanto, se procedió con 

la determinación estructural usando RMN 1D y 2D. 
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a. b.  

Figura 4-7. a. Cromatograma de LC-(+)-HRESIMS de FB, y b. espectro de masas para 
el pico de mayor área en tr 7.14 min (compuesto CB3) 

El espectro de RMN-13C del compuesto CB3 (Figura 4-8), registrado en CD3OD, muestra 

señales típicas de un ácido como el carbono carboxilo en dC 184.8, un metilo de fin de 

cadena en dC 14.4 y una gran cantidad de señales en torno de 30 ppm. Además, se 

observa una señal carbono cuaternario oxigenado en ɿC 75.5 y otra para metileno 

ÏØÉÇÅÎÁÄÏ ÅÎ ɿC 68.2. En el espectro de RMN-1H (Figura 4.6) se observan señales en: 

1.29 ppm (brs), y un triplete en 0.99 ppm. Adicionalmente, se observa una señal de 

protones carbinólicos en ɿH 3.38 (dl (doublet-like), J=2.2 Hz, 2H), y un doblete de 

metilo en dH 1.13 (d, J=6.9 Hz), mostrando la presencia de una ramificación metilo en 

la cadena. Finalmente, se observan señales ÅÎ ɿH 2.22, señal compleja asociada a un 

metino. 

 

Figura 4-8. Espectro de RMN-13C del compuesto CB3 en CD3OD-d4 a 100MHz. 
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Para determinar la estructura de este compuesto, se emplearon las correlaciones en 

los experimentos de RMN 2D, como COSY (figura 4-9), HSQC (figura 4-10) y HMBC 

(figura 4-11). En COSY se observaron dos sistemas de spin, uno asociado a la cadena 

alifática desde el H2-6 hasta el H3-14, y el otro muestra los acoplamientos del metilo en 

ɿH 1.13 (d, J = 6,9 Hz,H3-16Ɋ ÃÏÎ ÅÌ ĭÎÉÃÏ ÍÅÔÉÎÏ ÄÅ ÌÁ ÍÏÌïÃÕÌÁ ÅÎ ɿH 2.21 (m, H-2), este 

Á ÓÕ ÖÅÚ  ÁÃÏÐÌÁ ÃÏÎ ÅÌ ÍÅÔÉÌÅÎÏ ÄÉÁÓÔÅÒÏÔĕÐÉÃÏ ÅÎ ɿH 1.64 (m, Ha-3) y 1.38 (m, Hb-3), y 

dicho metileno acopla con el otro CH2 ÄÉÁÓÔÅÒÏÔĕÐÉÃÏ ÅÎ ɿH 1.48 (m, Ha-4) y 1.45 (m, Hb-

4). Para determinar la manera en la que estas dos subestructuras están conectadas, se 

usaron las correlaciones de HMBC. Por un lado, el H-ς ɉɿH 2.21, m) y H3-ρφ ɉɿH 1.13, d) 

mostraron acoplÁÍÉÅÎÔÏÓ ÃÏÎ ÅÌ ÃÁÒÂÏØÉÌÏ ÅÎ ɿC 186.1 indicando que éste es C-1. Por 

ÏÔÒÏ ÌÁÄÏȟ ÌÁ ÓÅđÁÌ ÄÅÌ ɿH 1.48 (m, Ha-4) correlaciona con el carbono cuaternario 

ÏØÉÇÅÎÁÄÏ ÅÎ ɿC χυȢυȟ Ù ÃÏÎ ÅÌ ÃÁÒÂÏÎÏ ÍÅÔÉÌïÎÉÃÏ ɿC 37.4 (C-6). De otro lado, la señal 

ÅÎ ɿH 3.38 (dl, CH2-15) acopla ÃÏÎ ÅÌ ÃÁÒÂÏÎÏ ÃÕÁÔÅÒÎÁÒÉÏ ÏØÉÇÅÎÁÄÏ ÅÎ ɿC 75.5, antes 

ÍÅÎÃÉÏÎÁÄÏȟ Ù ÃÏÎ ÌÏÓ ÃÁÒÂÏÎÏÓ ÍÅÔÉÌïÎÉÃÏÓ ÅÎ ɿC 37.4 (C-6) y 34.9 (C-4), permitiendo 

la unión de este metileno oxigenado con el carbono oxigenado en C-5. Finalmente, los 

protones del metÉÌÏ ÅÎ ɿH 0.99 (H3-14, t) correlacionan en HMBC con 33.0 (CH2-ρσȾ ɿH 

1.29, m) y 23.7, (CH2-ρςȾ ɿH 1.29, m) de la cadena alifática. En la figura 4-12 se resumen 

los acoplamientos claves tanto en COSY como en HMBC que permitieron determinar la 

estructura del compuesto CB3, identificado como ácido seco malyngólido27. Los datos 

de RMN son muy similares a los reportados en la literatura (tabla 4-2),27 obtenidos por 

síntesis o semisíntesis, las diferencias en el valor de algunos desplazamientos se 

pueden explicar por la diferencia en los solventes empleados en los experimentos. En 

nuestro caso, se usó CD3OD-d4 mientras que en los reportes suelen usar CDCl3. El 

cambio de solvente puede inducir cambios en la conformación del compuesto 

cambiando los desplazamientos químicos.  

Además de los datos de RMN, la rotación óptica de CB3 se ajusta muy bien a los 

reportes de literatura confirmando la identificación de CB3 como el (2R,5S)-ácido seco 

malyngólido21,27.  Nuevamente se realizó la búsqueda en la base de datos Marinlit y 

Scifinder usando la estructura plana del ácido seco malyngólido, hallando 
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principalmente reportes de síntesis total del malyngólido o que este compuesto se ha 

obtenido por hidrólisis básica del malyngólido, pero en ningún caso se ha reportado 

este compuesto aislado de alguna fuente natural. Por tanto, este sería el primer reporte 

del ácido seco malyngólido (CB3) aislado como producto natural de un organismo. 

 
Figura 4-9. Espectro COSY del compuesto CB3 en CD3OD-d4. 
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Figura 4-10. Espectro HSQC del compuesto CB3 en CD3OD-d4. 

 

Figura 4-11. Espectro HMBC del compuesto CB3 en CD3OD-d4. 
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Figura 4-12. Estructura del compuesto CB3 y sus acoplamientos claves en COSY y  
HMBC 

En la taba 4-2 se presentan los resultados de la asignación de los desplazamientos 

químicos del ácido seco malyngólido (CB3) comparados con los datos obtenidos de 

literatura. También se comparan con la asignación del malyngólido, lo cual se discutirá 

más adelante. 

 

 

 

 

Tabla 4-2. Asignación de señales en RMN-1H, RMN-13C para los compuestos CB3 y 
CB4. 
 

CB3 
(CD3OD-d4, 400MHz)  

(2R,5S)-
Ácido seco 

malyngólido  
(CDCl3, 

500MHz) 27 

CB4 
(CDCl3, 400MHz) 

(2R,5S)-
Malyngólido  

(CDCl3, 400MHz)21 

Posición  ɿÃȟ ÍÕÌÔ ɿ(ȟ ɉJ en 
Hz) 

ɿ(ȟ ɉJ en 
Hz) 

ɿÃȟ ÍÕÌÔ ɿH, (J en 
Hz) 

ɿÃȟ 
mult  

ɿH, (J en 
Hz) 

1 184.8, 
qC 

- - 175.6, qC - 175.0, 
qC 

- 

2 43.9, CH 2.21, m 2.48, m 35.7, CH 2.43, m 35.2, 
CH 

2.40, m 

3 29.2, 
CH2 

1.64, m 1.48, m 25.3, CH2 1.78, m 25.3, 
CH2 

2.15-
1.45, m   

1.38, m - - 1.64, m - - 
4 34.9, 

CH2 

1.48, m 1.48, m 26.4, CH2 1.96, m 26.3, 
CH2 

2.15-
1.45, m   

1.45, m - - 1.77, m - - 
5 75.5, qC - - 87.2, qC - 86.4, 

qC 
- 

6 37.4, 
CH2 

1.44, m 1.48, m 36.6, CH2 1.71, m 37.6, 
CH2 

2.15-
1.45, m  

- - - - 1.58, m - - 



13

6 

Búsqueda de compuestos con posible actividad insecticida a partir de cianobacterias marinas del Caribe 

colombiano 

 
7 24.3 1.30, m 1.27, m 23.8, CH2 1.25, m 23.9, 

CH2 
1.27, m 

8 31.5-
30.4, 
CH2 

1.29, m 1.27, m 20.1-28.9, CH2 1.25, m 29.7, 
CH2 

1.27, m 

9 31.5-
30.4, 
CH2 

1.29, m 1.27, m 20.1-28.9, CH2 1.25, m 29.7, 
CH2 

1.27, m 

10 31.5-
30.4, 
CH2 

1.29, m 1.27, m 20.1-28.9, CH2 1.25, m 29.7, 
CH2 

1.27, m 

11 31.5-
30.4, 
CH2 

1.29, m 1.27, m 20.1-28.9, CH2 1.25, m 29.7, 
CH2 

1.27, m 

12 33.0, 
CH2 

1.29, m 1.27, m 32.0, CH2 1.25, m 32.00, 
CH2 

1.27, m 

13 23.7, 
CH2 

1.30, m 1.27, m 22.8, CH2 1.25, m 22.7, 
CH2 

1.27, m 

14 14.4, 
CH2 

0.99, t (6.8) 0.88, d (6.9) 14.2, CH3 0.87, t 
(7.2) 

14.1, 
CH2 

0.88, br 
t 

15 68.2, 
CH2 

3.38, dla 
(2.2) 

3.48, m 67.8, CH2 3.64, d 
(12.0) 

67.4, 
CH2 

3.71, d 
(12)  

- - - - 3.47, d (12.0) - 3.47, d 
(12) 

16 18.6, 
CH3 

1.13, d (6.9) 1.21, d, 
(7.0) 

17.3, CH3 1.28, d 
(6.6) 

17.0, 
CH3 

1.27, d 
(6.5) 

adl: doublet-like. Señal que aparece en el espectro con forma de doblete.  

Retomando el fraccionamiento de FD, a partir de la cual se obtuvieron las fracciones 

FH, FP y FM (Figura4-2), siendo las dos primeras inactivas, y la tercera activa, se 

procedió al fraccionamiento de FM obteniendo cinco fracciones (FM-I a FM-V). Las 

fracciones más activas fueron FM-III, FM-IV y FM-V (tabla 4-1). La fracción FM-III 

presentó un espectro de RMN-1H (Figura SI.4.1) característico de un ácido graso, con 

una señal ancha en ɿH 1,29, y un triplete en ɿH 0.99; adicionalmente, se observa una 

señal de protones carbinólicos en ɿH 3.38 (m, 2H), y un doblete de metilo en dH 1.13 (d, 

J=6.9 Hz), mostrando la presencia de una ramificación metilo en la cadena, este 

espectro recuerda al de CB3. En el espectro de RMN-13C de FM-III (Figura SI.4.2) 

también se observan las señales típicas de un ácido graso, como el metilo de fin de 

cadena en dC 14.4 y una gran cantidad de señales en torno de 30 ppm. Además, se 

observa una señal carbono cuaternario oxigenado en ɿC 75.5 y otra para metileno 

ÏØÉÇÅÎÁÄÏ ÅÎ ɿC 68.0. Estas mismas señales se observaron en CB3, estando este último 
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con un mayor grado de pureza y fue analizado anteriormente. Con el fin de observar 

qué impurezas pudiera haber en la fracción FM-III, ésta se derivatizó usando 

BF3/MeOH, y la fracción de hexano fue analizada por GC-MS (cromatograma figura 

S.I.4.3). De esta manera se pudieron identificar dos ésteres metílicos, palmitato de 

metilo (3) y miristato de metilo (4), sin embargo, el pico mayoritario en el 

cromatograma presentó un MS con un solo ión en 75 que no fue posible identificar. 

Estos compuestos fueron identificados mediante el estudio de sus espectros de masas 

en modo impacto electrónico y por comparación de sus índices de retención y 

longitudes equivalente de cadena (tabla 4-3). Finalmente, se compararon los espectros 

de masas experimentales con los reportados en las bases de datos de Wiley y NIST para 

confirmar la identificación de los ácidos y sus derivados. En el espectro de RMN-1H de 

FM-III no se observaron singletes en ɿH 3.7, por lo que se puede concluir que los metil 

ésteres de los ácidos grasos34 no son naturales, sino que fueron obtenido por su 

metilación en BF3/MeOH y por tanto, FM-III es mayoritariamente CB3, con el ácido 

mirístico y palmítico (1 y 2) como impurezas.   

 

Tabla 4-3. Resultados obtenidos de los análisis de GC-MS e identificación de 1-6 

Compuesto Fracciones IRExp a IRRepb ECL
Expa 

ECLRep

28b 

Masa 
molecul

ar 
(uma)  

Fórmula 
molecular  

Ácido mirístico (1)  FM-III, FM-
IV.2, FM-

IV.3 

1781 1780 14 14 228 C14H28O2 

Ácido Palmítico (2)  FM-III, FM-
IV.2, FM-

IV.3 

1982 198428 16 16 256 C16H32O2 

Palmitato de metilo 
(3) 

FM-IV.1 1926 192728 16 16 270 C17H34O2 

Miristato de metilo 
(4)  

FM-IV.1 1725 172628 14 14 242 C15H30O2 

Heptadecano (5)  FH 1703 170030 14 - 240 C17H36 
6, 10, 14-trimetil -2-
pentadecanona (6)  

FH 1843 184535 15 - 268 C18H36O 

a Datos tomados con una columna HP-5ms 
b Datos reportados en HP-5ms o DB-5 
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Por otro lado, la fracción FM-IV también mostró actividad como larvicida de Ae. 

aegypti. Fue fraccionada en una columna cromatográfica sobre sílica gel usando 

gradientes de CHCl3/MeOH para obtener cuatro fracciones. Las fracciones FM-IV.1 y 

FM-IV.2 fueron analizadas por GC-MS. La fracción FM-IV.1 (cromatograma en figura 

SI.4.4) se analizó directamente por GC-MS (tabla 4-3), identificando el palmitato de 

metilo (3) y miristato de metilo (4). La fracción FM-IV.2 registró un espectro de RMN-

1H (Figura SI.4.5) característico de ácidos grasos saturados, sin ramificaciones, donde 

la ausencia de los singletes en ɿH 3.7, típico del ɀOCH3 del éster34, indica que esta 

fracción contiene ácidos grasos, y no ésteres. Para conocer la identidad de ellos, la 

fracción FM-IV.2 se inyectó derivatizada con BF3/MeOH identificando los compuestos 

3 y 4, que indica que la fracción original corresponde a una mezcla de ácido palmítico 

(1) y ácido mirístico (2). Sorprendentemente la fracción FM-IV.3 no fue activa, a pesar 

de que las fracciones contiguas si lo fueron (figura 4.2), y fue analizado por LC-(+) 

HRESIMS (Figura 4-11) encontrando un pico con un m/z en 271.2238 que corresponde 

a [M+H]+, que corresponden a la fórmula C16H30O3 (calculado para [M+H]+=271.2273 

ɝ υÐÐÍɊȢ 3Å pudieron observar los picos de [2M+H]+ en 541.4404 y [2M+Na]+ en 

563.4219 que confirman la fórmula molecular propuesta, y también se encuentra los 

picos asociados a la pérdida de tres unidades de agua [M-H2O+H]+ en 253.2133, [M-

2H2O+H]+ en 235.2030 y [M-3H2O+H]+ en 217.2085.  
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a.  b .  

Figura 4-13. a. Cromatograma de LC-(+)-HRESIMS y espectro de masas para el 
compuesto CB4, b. Ampliación del espectro de masas en la zona entre m/z 250 y 320. 

Para determinar la estructura del compuesto CB4 se analizó el espectro de APT (Figura 

4-14), donde se observa un carboxilo en ɿC 175.6, una señal de carbono cuaternario en 

ɿC 87.2, y de un metileno oxigenado en ɿC 67.8. Entre ɿC 36.6 y 22.8 se observan señales 

de metilenos correspondientes a una cadena alifática, en ɿC 35.7 se observa un metino, 

y dos metilos: uno en ɿC 17.3, posiblemente de un metilo ramificando la cadena 

alifática, y otro en ɿC 14.2 que corresponde al metilo terminal de dicha cadena. En 

general el espectro es muy similar al encontrado para CB3.  
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Figura 4-14. Espectro APT de CB4 en CDCl3 en 100MHz 

En el espectro de RMN-1H (figura 4-ρυɊ ÓÅ ÏÂÓÅÒÖÁÎ ÄÏÓ ÄÏÂÌÅÔÅÓ ÅÎ ɿH 3.64 (d, J=12 

Hz, Ha-15) y 3.47 (d, J=12 Hz, Hb-15) que se asocian a dos protones diasterotópicos de 

un metileno oxigenado, una señal de metilo ÅÎ ÕÎ ÄÏÂÌÅÔÅ ÅÎ ɿH 1.27 (J=6.6 Hz, H3-16) 

correspondiente a un metilo sobre la cadena, y un metilo triplete en un metilo terminal 

ÅÎ ɿH 0.88 (t, J= 7.2 Hz, H3-14ɊȢ ,Á ÓÅđÁÌ ÅÎ ɿH 2.43 corresponde a un metino, mientras 

ÅÌ ÓÉÎÇÌÅÔÅ ÁÎÃÈÏ ÅÎ ɿH 1.27 corresponde a metilenos de cadena alifática. En términos 

generales el espectro es muy similar al encontrado para CB3.  
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Figura 4-15. Espectro RMN-1H de CB4 en CDCl3 en 400MHz. 

La estructura se determinó usando los experimentos de RMN 2D como el COSY (figura 

S.I.4.6), HSQC (figura S.I.4.7) y HMBC (figura S.I.4.8). En la figura 4-16  se observan los 

acoplamientos en COSY y HMBC para el compuesto CB4, observando en COSY dos 

sistemas de spin, uno correspondiente a la cadena alifática y otro que une el metilo H3-

16, el metino H-2, el metileno H2-3 y el metileno H2-4. Se unieron estos dos sistemas de 

spin usando las correlaciones en HMBC, donde H2-τ ɉɿH 1.96 y 1.77), H2-ρυ ɉɿH 3.64 y 

3.47) y H2-φ ɉɿH 1.71) correlacionan con el C-υ ɉɿC 87.2). Adicionalmente, el H3-ρφ ɉɿH 

1.28, d, J=6.6 Hz), H-ς ɉɿH 2.43, m) y H2-σ ɉɿH 1,78 y 1.64) correlacionan con el carboxilo 

C-1 ɉɿC 175.6), por tanto, está unido al metino C-2.  

Con la información obtenida por LC-(+)-HRESIMS y RMN de CB4 se realizó la búsqueda 

en la base de datos Marinlit encontrando que el compuesto corresponde al  

malyngólido. Al comparar los valores de la rotación óptica experimentales y 

reportados se puedo establecer que el compuesto CB4 corresponde al (2R,5S)-

malyngólido o (-)-malyngólido21 (figura 4-17  b.). Este compuesto es una ɿ-lactona con 

bioactividades de interés como antibacterial contra los patógenos humanos 

Mycobacterium smegmatis y Streptococcus pyogenes21 y es inhibidor del quorum 

sensing contra el biosensor C. violaceum20. Fue aislado por primera vez en 1979 y desde 

entonces existen una gran variedad de metodologías para su síntesis total.  
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Figura 4-16. Estructura del compuesto CB4 y sus acoplamientos claves en los 
experimentos COSY y HMBC 

 

a.        b.   

Figura 4-17. a. Ácido seco malyngólido CB4, b. Malyngólido CB4  

El ácido seco malyngólido (CB3) (Figura 4-17 a.) ha sido obtenido en la literatura por 

hidrólisis básica del (2R,5S)-malyngólido (CB4) (Figura 4-17 b.), y como ya se 

mencionó no había sido aislado como producto natural. Sin embargo, en esta tesis el 

ácido seco malyngólido (CB3) se aisló en grandes cantidades (cerca de 1 g en total) a 

partir de una fuente natural. Con el fin de determinar que este hecho no correspondiera 

a un artefacto del proceso de extracción, se tomaron 8.2 mg de (2R,5S)-malyngólido 

puro (CB4), y se les adicionaron 200 ʈL de una mezcla de DCM/MeOH 1:1 que se sonicó 

por 15 min. Posteriormente se removió el solvente a presión reducida y se realizó una 

partición L-L DCM/H2O. Cada una de las fracciones se secó a presión reducida y se 

obtuvieron 7.5 mg de residuo en la fase de diclorometano, mientras que en la acuosa 

sólo 0.3 mg. La cantidad de compuesto obtenido en la fracción acuosa fue muy poco 

para realizar la identificación y por tanto no pudimos corroborar su identidad. Sin 

embargo, en la fase de diclorometano sí se pudo establecer que 94% del malyngólido 

quedó intacto en ella y no sufrió procesos de hidrólisis, mientras que el 6% restante 

pudo haberse hidrolizado (o tan solo quedó en la fase acuosa por problemas en la 

sepración de fases). Lo anterior permite establecer que el ácido seco malyngólido 

(CB3) no fue obtenido por un proceso de hidrólisis del malyngólido (CB4) durante la 

extracción, debido a que éste ácido se aisló una gran cantidad. Del malyngólido (CB4) 
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se aislaron cerca de 50 mg, mientras que del ácido seco malyngólido (CB3) se 

obtuvieron 845 mg en FB y 185 mg en FM-III después de todos los procesos de 

extracción y purificación.  

En la fracción FM-IV.4 se identificó la presencia de los compuestos CB3 y CB4 en una 

proporción de 1:3 aproximadamente. Esto se hizo mediante análisis por LC-(+)-

HRESIMS observando 2 picos cromatográficos, uno a tr 7.22 min correspondiente a 

CB3 (figura 4-18 a.) y otro a 7.64 min correspondiente a CB4 (figura 4-18 b.). 

a.   b.  

Figura 4-18. Cromatograma de LC-(+)-HRESIMS en modo positivo de FM-IV.4 y 
espectro de masas a. Pico en tr 7.22 min (CB3), b. Pico en tr 7.64 min (CB4) 

Finalmente, la fracción FM-V, fue la muestra con mejor actividad larvicida. Sin 

embargo, es una mezcla compleja que no pudo separarse por métodos cromatográficos 

convencionales. Se analizó por RMN-1H (figura 4-19), en el que se observan señales en 

campo bajo (entre ŭH 9.5-8.5ppm) que pueden asociarse a protones de aldehídos o de 

anillos porfirínicos, se observa una señal compleja en ŭH 7.75 que pude asignarse a un 

protón de C-sp2 exocíclico pero conjugado con los dobles enlaces de un anillo 

porfirínico. La seña en ŭH 6.12 podría asignarse a protones de dobles enlaces 

exocíclicos o ligeramente desprotegidos. Las señales entre ŭH 5.5 y 5.0 pueden 

asignarse a protones de dobles enlaces. La zona entre ŭH 4.5 y 4.0 se ve compleja y pude 

corresponder CH-Ŭ de amino§cidos o Ŭ-hidroxi§cidos. Los singletes entre ŭH 3.8 y 3.2 
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pueden asignarse a N-Me u O-Me, o también a los metilos de anillos porfirínicos. Las señales 

en campo bajo se asocian a metinos y metilenos alifáticos, a una cadena alifática por la señal 

intenesa en ŭH 1.29 con un metilo terminal en ŭH 0.88. El análisis de este espectro sugiere 

que en esta fracción pueden encontrarse algunos ácidos grasos, posiblemente péptidos y 

también podría haber clorofilas, pues hay algunas señales que corresponden al anillo 

porfirínico, sin embargo, al encontrarse en mezcla con otros compuestos, no se pudo 

determinar qué clorofila predomina.  

 

Figura 4-19. Espectro RMN-1H de FM-V en CD3OD-d4 a 400MHz 

Esta fracción se analizó entonces por LC-(+)-HRESIMS en modo positivo con el fin de 

dereplicar y poder identificar algunos compuestos. Se identificó en malyngólido CB4 

(tr 7.63 min) en bajas cantidades, y el 1-acetoxi-3-acetoximetil-7, 11, 15-

trimetilhexadeca-2, 6, 10, 14-tetraeno (7) por el pico de tr 9.06 min (cromatograma y 

espectro de masas en figura 4-20), cuya fórmula molecular corresponde a C24H38O4 a 

juzgar por los a m/z  391.2847 corresponde a [M+H]+ (calculado para [M+H]+ 391.2848 

ɝ 0.4 ppm); m/z 413.2665 [M+Na]+, y m/z 803.5438 [2M+Na]+ Este compuesto ha sido 
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aislado previamente Chlorodesmis fastigiata, una macroalga verde perteneciente al 

phylum Chloropyta32, sin embargo, no se reportan bioactividades asociadas.  

 

Figura 4-20. Cromatograma de LC-(+)-HRESIMS en modo positivo de FM-V y espectro 
de masas del pico en tr 9.09 min (7) 

Por otro lado, la fracción FH, que no es activa como larvicida, fue analizada por RMN-

1H (Figura SI.4.10) donde se obtuvo una señal bastante intensa en dH 1.2 de una cadena 

hidrocarbonada típica de metilenos acumulados y unas señales poco intensas en la 

zona de doble enlaces de ácidos grasos insaturados en ŭH 5,35, sin embargo, no 

pertenece a un compuesto mayoritario. Por GC-MS (Figura SI.4.11), se logró identificar 

el compuesto mayoritario que resultó ser el n-heptadecano (5). y la 6, 10, 14-trimetil -

2-pentadecanona (6) (Figura 4-21.) a nivel de trazas, lo anterior haciendo uso no solo 

de espectro de masas sino también de los índices de retención. Este compuesto es 
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también conocido como fitona (phytone) y es un biomarcador de los productos de 

degradación tipo fitol de la clorofila36. Ha sido aislado del Cynodon dactylon (pasto de 

bermuda) y fue evaluado como controlador de insectos gamnivoros (Spodoptera 

frugiperda) debido a su actividad fagoestimulante37. También hace parte de una 

patente estadounidense que busca aprovechar su bioactividad usándolo en trampas 

para remover la plaga mencionada (Spodoptera frugiperda) con el fin de que estos nos 

afecten los cultivos37. Hasta el momento no ha sido reportado en cianobacterias, pero 

sí en los aceites volátiles aislados de algas especialmente del phylum Rhodophyta28. 

También hay un estudio en el que este compuesto fue identificado del aceite esencial 

de la caña común Arundo donax L, cuyo aceite esencial mostró actividad alguicida 

contra M. aureginosa, sin embargo no se confirmó que la fitona fuera responsable de 

esta actividad36. Por un lado, las cianobacterias podrían producir este tipo de 

compuestos como aleloquímicos competitivos8, sin embargo, también es posible que 

el pasto marino, donde creció este mat abundantemente, produzca este tipo de 

compuestos para defenderse de la invasora, en este caso el mat Lyngbya sp. 

  

  

Figura 4-21. Estructura de compuestos identificados por derreplicación 

El último paso fue determinar actividad biológica de los compuestos aislados, así como 

de algunos patrones de aquellos identificados en mezcla (1, 2, 3 y 4). Los resultados se 

resumen en la tabla 4-4. Se observa el ácido seco malyngólido y el ácido mirístico 

fueron los únicos compuestos activos contra las larvas de Ae. aegypti, mientras que los 

otros compuestos fueron completamente inactivos. El ácido seco malyngólido produjo 

un 58% de mortalidad a 50 ʈg/pozo, sin embargo, al ser un compuesto puro también 

7 

6 
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se reporta la concentración mM, que para este caso fue de 0.17 mM, mientras que el 

ácido mirístico presentó un 55% de mortalidad a 0.22 mM.  

Tabla 4-4. Resultados de los ensayos de actividad biológica de los compuestos aislados 
de algunos patrones de compuestos identificados en el mat Lyngbya sp. 

Compuesto % 
Mortalidad 
Larvas de 
Ae. aegypti  

(50 
ʈÇȾÐÏÚÏɊ 

%Mortalidad A. salina  
ɉρςȢυ ʈÇȾÍ,Ɋ 

%Mortalidad 
A. salina   

ɉρςυ ʈÇȾÍ,Ɋ 

AChEI 
(mm)  

!ÃÅÔÏÎÁ ÃÏÎÔÒÏÌ ɉυπ ʈ,ȾÐÏÚÏɊ NAa 3 3 NAa 
CHCl3 ÃÏÎÔÒÏÌ ɉρπʈ,ȾÐÏÚÏɊ 8 NAa NAa 0 
-Å/( ÃÏÎÔÒÏÌ ɉρπʈ,ȾÐÏÚÏɊ 0 NAa NAa 0 
-ÁÌÁÔÉĕÎ ɉρπ ʈÇȾÐÕÎÔÏɊ NAa 100 100 10 
$$4 ɉρπ ʈÇȾÐÏÚÏɊ 100 (0.1 

mM) 
NAa NAa NAa 

Ácido seco-maly ngólido (C B3) 58 (0.17 
mM) 

17 (0.04 mM) 17 (0.43 mM) 8 

Malyngólido (CB4)  0 (0.19 mM) 93 (0.04 mM) 100 (0.46 
mM) 

4 

Ácido mirístico (1)  55 (0.22 
mM) 

33 (0.06 mM) 100 (0.55 
mM) 

3 

Ácido palmítico (2)  8 (0.20 mM) 20 (0.05 mM) 100 (0.49 
mM) 

3 

Palmitato de metilo (3)  0 (0.19 mM) 17 (0.04 mM) 37 (0.46 mM) 4 
Miristato de metilo (4)  0 (0.21 mM) 13 (0.05 mM) 17 (0.52 mM) 4 

aNA: No aplica 

Es interesante observar que ninguno de los compuestos ensayados resultó ser tóxico 

contra A. salina a 12.5 ʈÇ/mL excepción del malyngólido (CB4) que mostró una 

mortalidad del 93%, lo que indica que posee bioactividades diferentes a la larvicida, 

como ya ha sido reportado previamente. Los ácidos grasos 1 y 2 mostraron una 

mortalidad del 100% a 125 ʈÇ/mL, mientras que sus respectivos ésteres 4 y 3 no 

mostraron toxicidad a ninguna concentración. Se ha encontrado en reportes de 

literatura, que los ácidos grasos inhiben la ATPasa de Na+ y K+ en A. salina y se ha 

propuesto como su modo de acción frente a este organismo38. Adicionalmente, el ácido 

seco malyngólido (CB3), que resultó ser el más activo contra las larvas de Ae. aegypti, 

no es tóxico contra A. salina, lo cual implica que no es ecotóxico y podría ser selectivo 

como larvicida.   
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Al observar los resultados de la inhibición de AChE el ácido seco malyngólido (CB4) 

resultó ser el más activo, con una inhibición que a 100 ʈg/punto igualó la inhibición 

presentada por el malatión (10 ʈg/punto). El malyngólido (CB4) y el miristato de 

metilo (4) mostraron menor inhibición, y los ácidos mirístico, palmítico, y el palmitato 

de metilo mostraron una muy pequeña inhibición. Esto podría correlacionarse con la 

actividad larvicida contra Ae. aegypti, donde el ácido seco malyngólido (CB3) mostró 

mejor actividad como larvicida y como inhibidor de AChE que el malyngólido (CB4), 

por lo cual podríamos pensar que la mortalidad de las larvas en CB3 tenga por modo 

de acción la inhibición de esta enzima.  

Los metabolitos aislados de este mat de cianobacterias han sido aislados previamente 

de Lyngbya majuscula. El malyngólido fue aislado en 1979 de la especie mencionada21 

y recientemente, se aisló el dimero de malyngólido de Lyngbya majuscula colectada en 

la costa pacífica de Panamá27. El asunto es que el género Lyngbya de cianobacterias 

marinas es un grupo polifilético que ha sido reclasificado en los géneros Moorea y 

Okeania. Por tanto, la quimiotaxonomía de estos géneros es compleja, ya que no se han 

identificado claramente qué géneros producen cada uno de los metabolitos reportados 

de Lyngbya majuscula14. Se han determinado algunos marcadores quimiotaxonómicos 

del género Moorea16 y Okeania17, sin embargo, el malyngólido no se ha correlacionado 

con ninguno de estos dos género, lo que nos sugiere que estos compuestos podrían ser 

producidos por otro género de cianobacterias  todavía clasificado como Lyngbya 

majuscula. Es así como el malyngólido se reporta aislado por primera vez de un 

organismo del Caribe colombiano. Pero es aún más relevante la presencia del ácido 

seco malyngólido, que ha sido identificado por procesos de síntesis total del 

malyngólido o por la hidrólisis básica de dicho compuesto, pero en este estudio 

encontramos por primera vez grandes cantidades de este compuesto como producto 

natural. 
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4.4 Conclusiones 

El mat IBUN-02213 fue identificado morfológicamente como Lyngbya sp. y los 

metabolitos aislados no permitieron asociarla a los géneros Moorea u Okeania. Por lo 

anterior consideramos que puede tratarse de un nuevo género de cianobacterias 

inmerso en la reclasificación del género Lyngbya, donde el malyngólido se puede 

proponer como marcador quimiotaxonómico. El extracto mostró una actividad 

larvicida moderada, pero sus características ecológicas lo hacen interesante pues crece 

sobre pastos marinos en la línea costera (0.3 m de profundidad), y causa necrosis del 

pasto, lo que podría indicar que puede producir alelopáticos, que son potencialmente 

aprovechables como insecticidas. El aislamiento bioguiado, por actividad larvicida 

contra Aedes aegypti, permitió aislar en grandes cantidades el (2R,5S)-ácido seco 

malyngólido (CB3), siendo la primera vez que se reporta este compuesto como 

producto natural. Este compuesto fue el más promisorio como insecticida pues es 

activo contra las larvas del vector Ae. aegypti (58% de mortalidad a 0.2 mM), no fue 

tóxico contra A. salina indicando que no es ecotóxico y puede ser selectivo, y además 

se plantea que su modo de acción puede relacionarse con la inhibición de AChE pues 

en este ensayo también resultó activo. También fue aislado el (2R,5S)-malyngólido 

(CB4), previamente aislado de Lyngbya majuscula, que fue inactivo como larvicida, 

pero si fue tóxico contra A. salina y como inhibidor de AChE presentó una actividad 

moderada. El ácido seco malyngólido se puede obtener mediante hidrólisis básica del 

malyngólido, pero se determinó que las condiciones de extracción no causaron la 

hidrólisis de la ɿ-lactona.  

Adicionalmente, por derreplicación fue posible identificar la presencia de los ácidos 

mirístico (1) y palmítico (2), y sus respectivos ésteres metílicos (4 y 3). Estos 

compuestos fueron evaluados con los bioensayos planteados en este trabajo, donde 

sólo el ácido mirístico mostró actividad larvicida (55% a 0.2 mM), ambos ácidos grasos 

presentaron toxicidad contra A. salina, mientras que los ésteres metílicos fueron 

inactivos en los tres bioensayos. 
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Finalmente, se identificaron tentativamente por GC-MS heptadecano (5), la fitona o 

6,10,14-trimetil -2-pentadecanona (6) y el 1-acetoxi-3-acetoximetil-7, 11, 15-

trimetilhexadeca-2, 6, 10, 14-tetraeno (7). 
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5. #ÁÐþÔÕÌÏ υȡ %ÓÔÕÄÉÏ ÑÕþÍÉÃÏ ÄÅÌ ÍÁÔ ÄÅ 
ÃÉÁÎÏÂÁÃÔÅÒÉÁÓ -ÏÏÒÅÁ ÐÒÏÄÕÃÅÎÓ ɉ)"5.ȤπστωφɊ 

RESUMEN 

Las enfermedades producidas por el vector Ae. aegypti son actualmente una problema de 

salud pública mundial debido a los brotes epidémicos que se han manifestado en los últimos 

años. El control químico del vector resulta una alternativa para prevenir los contagios 

masivos de estas enfermedades. Es por eso que en este capítulo nos propusimos a realizar 

una estudio bioaguiado del mat IBUN-03496, identificado morfológicamente como Moorea 

producens. Se realizó un fraccionamiento obteniendose 9 fracciones, de las cuales 6 

mostraron buena actividad larvicida. Algunas de las fracciones activas fueron analizadas por 

GC-MS y RMN, identificando el ácido palmítico (2), palmitato de metilo (3), miristato de 

metilo (4), el estereato de metilo (8), el palmitoleato de metilo (9), oleato de metilo (10), el 

crinasterol (12) y se obtuvieron puros el colesterol (11), el clionasteral (13) y el campesterol 

(14). De la FIV se aisló de la fracción FIV-1 un ácido graso monoinsaturado con geometría cis 

(UFA) y la neodysidenina (CB5). Otras fracciones fueron purificadas por HPLC-preparativa, 

aislando el compuesto CB6 de FV, que posee una estructura similar a la de la neodysidenina, 

pero sin un átomo de cloro en C-10. El compuesto CB6 es un compuesto nuevo y fue 

nombrado 10-decloroneodysidenina. La fracción FVII fue la más activa de todas, mostrando 

ÕÎ ρππϷ ÄÅ ÍÏÒÔÁÌÉÄÁÄ Á ρπ ʈÇȾÐÏÚÏȢ %ÓÔÁ ÆÕÅ ÐÕÒÉÆÉÃÁÄÁ ÐÏÒ (0,# ÏÂÔÅÎÉÅÎÄÏ ÅÌ ÃÏÍÐÕÅÓÔÏ 

CB8 que es un depsipéptido cíclico llamado ciclo((Dhoya)-(Thr) -NMe-(OMe-Tyr) -(Val)-

(ácido 3,5-diaminopentanóico)-NMe-(Ileu) -(ácido leúcico)), el cual contiene el poco común 

residuo Dhoya y el ácido 3,5-diaminopentanóico La actividad biológica fue evaluada para 

algunos de los compuestos purificados (CB5 y los esteroles), y algunos patrones de ácidos 
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grasos y ésteres metílicos. Se observó que el ácido oleico y FIV-1 presentaron una buena 

actividad larvicida, mientras que los esteroles fueron inactivos en los tres bioensayos. En 

cuanto a la neodysidenina (CB5) presentó una mortalidad baja, pero demostró ser un 

disruptor de desarrollo. 

5.1 Introducción  

En la actualidad, las enfermedades del dengue, chikungunya, zika y fiebre amarilla son un 

problema de salud pública debido a los brotes epidémicos que se han presentado en los 

últimos años. Estas enfermedades son producidas por arbovirus transmitidos por el 

mosquito Ae. aegypti a través de su picadura1ɀ4. La prevención de estas enfermedades es 

importante y una de las estrategias planteadas es el control del vector5. Desde este punto de 

vista, los productos naturales pueden ser una solución a este problema6ɀ8.  

En este trabajo se propusieron las cianobacterias como una fuente interesante de 

compuestos con posible actividad larvicida. Las ventajas de estos microorganismos son: que 

son cultivables en condiciones de laboratorio, lo que favorecería el suministro constante de 

los insecticidas9, se caracterizan por su diversidad metabólica, pues se han aislado gran 

cantidad de compuestos con actividades biológicas interesantes10,11, entre las cuales, se 

encuentra la larvicida contra Ae. aegypti12ɀ15. 

Las cianobacterias marinas que presentan mayor cantidad de metabolitos secundarios  

aislados son pertenecientes al orden Oscillatorialles, donde los géneros Oscillatoria, 

Symploca y Lyngbya resultan los más prolíficos16. El género de cianobacterias marinas 

Lyngbya se ha descrito como un grupo de organismos que se encuentran abundantemente 

en forma de mats bentónicos, de naturaleza filamentosa y que juegan un rol ecológico 

importante debido a la producción de oxígeno, fijación de nitrógeno y su riqueza 

metabólica17,18. En los últimos años, este género ha causado una gran conmoción debido a 

que las especies marinas clasificadas por morfología y morfometría como Lyngbya, 

resultaron ser un grupo polifilético al emplear clasificaciones taxonómicos usando el gen 16S 

rRNA y otros marcadores génicos17,19,20. En 2012 se propuso un nuevo género de 
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cianobacterias llamado Moorea, compuesto de cianobacterias previamente clasificadas como 

Lyngbya sp.19, y en 2013 se determinó otro nuevo género, nombrado, Okeania20. La 

clasificación de cianobacterias reportadas como Lyngbya resulta un tema de estudio en la 

actualidad, el cual presenta una gran complejidad y que es importante continuar 

esclareciendo debido al papel biológico y ecológico de este grupo de cianobacterias17.  

Del género Moorea no se han reportado muchos compuestos, pues fue propuesto hace tan 

sólo 5 años. Sin embargo, algunos estudios se han realizado en el aislamiento de metabolitos 

secundarios de este género cianobacteriano, reportando hasta el momento 34 compuestos 

(Marinlit, 2017) Adicionalmente, hay estudios quimiotaxonómicos que permitieron 

diferenciar algunos compuestos aislados previamente de Lyngbya majuscula como 

marcadores quimiotaxonómicos de la especie Moorea producens y Moorea bouillonii. En la 

tabla 5-1 se presentan las estructuras de las curacina A, como representante de las curacinas, 

la carmabina A, de las carmabinas, y la barmamida, que se han establecido como marcadores 

quimiotaxonómicos de Moorea producens. Mientras que las apratoxinas y las lyngbyabellinas 

son quimiomarcadores  para la especie de Moorea bouillonii19.  

Tabla 5-1. Marcadores quimiotaxonómicos para las especies de Moorea19. 

Especie Compuestos 

M. producens 

 
Curacina A 

Antimicotico, 
antiproliferativo 21 e 
inhibe ensamblaje de 

microtúbulos11 

 
Carmabina A22 
Antimalárico Barbamida 

Molusquicida23 

M. bouilloni  
 
 

 
Apratoxina D  
Citotóxico24 y 

anticancerígeno 
pulmonar11 

 
Lynbyabellina A  

Anticancerígeno nasofaríngeal y 
adenocarcinoma de colon11 
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Debido al potencial metabólico exhibido por las cianobacterias del género Moorea, en esta 

parte del trabajo nos propusimos a buscar compuestos controladores de las larvas del vector 

Ae. aegypti a partir de cianobacterias marinas del Caribe colombiano. En este capítulo se 

presenta el estudio químico del mat  Moorea producens (rojo filamentoso IBUN-03496), el 

cual resulta muy interesante debido a que  fue el más activo como larvicida en el screening 

preliminar que se discute en el capítulo 2. 

5.2 Materiales y métodos  

Se usaron para la extracción y la cromatografía en columna hexano (Hex), diclorometano 

(DCM), acetato de etilo (AcEOt), cloroformo (CHCl3), acetona y metanol (MeOH) grado RA 

(Merck, Alemania). Para los análisis de cromatografía líquida se usó un HPLC Ultimate 3000 

(Dionex, USA) acoplado al detector ELSD SEDEX 85 (Sedere LT, Francia), se empleó agua 

desionizada pura y con ácido fórmico 0.1% y filtrada a través de MilliQ (Merck, Alemania), 

además de MeOH grado HPLC (Merck, Alemania). Se usó un equipo LC-(+)-HRESIMS Q-

Exactive (Thermo Scientific, USA), usando una columna C-8 Kinetex (50x2.1 mm, 1.7 ʈm) 

para los experimentos LC-(+)-HRESIMS y una columna Kinetex (50x2.1, 2.2ʈm) para los 

análisis HPLC-ELSD (Phenomenex, USA). Para fines preparativos se usó una columna C-8 

Kromasil (10x250mm, 5ʈm) (Kromasil, Países bajos). Para las separaciones en 

cromatografía en columna se usó sílica gel (0.043-0.060mm, Merck). Los experimentos de 

RMN fueron registrados en un equipo Bruker Avance de 400 MHz, usando CDCl3 y CD3OD 

con un grado de deuteración >99.8%(Merck, Alemania) como solventes. El análisis de CG-MS 

se realizó en un equipo GC-MS Agilent Technologies 6850 series II, acoplado a un detector 

de masas Agilent Technologies MSD 5975B (Agilent, USA). Se usó una columna capilar HP-

5ms, (30 m x 250 µm x 0.25 µm) (Agilent, USA). También se emplearon patrones de parafinas 

(C11-C25) y de FAMES (metil ésteres de ácidos grasos) (C8-C24) (Sigma Aldrich, USA). Los 

datos espectroscópicos, tanto de masas como de RMN, se derreplicaron en las bases de datos 

Marinlit (Royal Chemical Society, Reino Unido), Scifinder (USA), Pherobase (USA), Wiley 

Online Library  y NIST (Wiley9, Wiley10, NIST08 y NIST14) (USA). 
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Las medidas de rotación óptica fueron tomadas en un polarímetro ADP 440+ Bellinghan 

+Stanley, los solventes empleados fueron calidad RA y se indican en cada caso al igual que la 

concentración usada. Se usó BF3 en MeOH al 20% (Merck, Alemania). Para la extracción se 

usó un sonicador Cole-Parmer (USA). Las fotografías en microcopio SEM (Microscopio de 

barrido electrónico) se realizaron en un equipo COXEM modelo EM-30AX gracias a la 

empresa Intek Group. 

Para los ensayos larvicidas se usaron placas de 24 pozos (Corning, USA), usando como 

ÃÏÎÔÒÏÌ ÐÏÓÉÔÉÖÏ τȟτȭ-DDT al 98% de pureza (Sigma Aldrich, USA). Los huevos de Ae. aegypti 

fueron donados por el profesor Fernando Noriega de la Florida International University 

(Miami, USA) y por la profesora Luz Stella Fuentes del Centro de Biosistemas de la 

Universidad Jorge Tadeo Lozano (Bogotá, Colombia). Se usó para alimentar las larvas polvo 

de hígado deshidratado (Sigma Aldrich, USA). Para los ensayos de A. salina se usaron cistos 

de Artemia International (USA). Para los ensayos de inhibición de acetilcolinesterasa, se 

empleó una enzima (C.3.1.1.7) de Electrophorus electricus (tipo VI-S 500 A) (Sigma Aldrich, 

USA), Albúmina de suero bovina (BSA, Sigma Aldrich, USA), acetato de 1-naftilo y Fast blue 

Salt (FBS) (Sigma Aldrich, USA). Los cromatofolios usaron fueron de sílica gel 60F254 (Merck, 

Alemania).  

5.2.1 Colecta del mat Moorea producens (IBUN-03496 ) 

El mat IBUN-03496 fue colectado mediante buceo autónomo en Islas del Rosario en julio de 

2016. La colecta fue coordinada por la profesora Mónica Puyana. El material fue limpiado in 

situ y una parte de éste fue conservado en el medio de cultivo SWBG-1125, mientras que el 

resto fue almacenado a -4°C para su estudio químico. 

Este mat rojo es muy abundante y se encontraba a 10-12 m de profundidad con crecimiento 

sobre sedimentos y corales, como se observa en la figura 5-1a. Cuando este mat fue 

observado bajo microscopio se hace evidente la presencia de filamentos sin heterocistos 

(figura 5-1b.); sin embargo, bajo condiciones de cultivo en el medio SWBG-11 se presentó un 

cambio morfológico evidenciado en la disminución del tamaño de los filamentos, lo cual se 

puede apreciar en la figura 5-1c. Este mat fue identificado como Moorea producens por el 
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Profesor Niclas Engene, quien fue el que propuso este nuevo género de cianobacterias, y 

también fue corroborado por el biólogo Freddy Duque. Este mat fue registrado en la 

colección biológica de Banco de cepas y genes del IBUN, con el código IBUN-03496 

a.     b. Ȣȣc.  

Figura 5-1. a. Fotografía del mat Moorea producens. (IBUN-03496) durante colecta, b. 

Fotografía microscópica (40 veces magnificada) del mat Moorea producens (IBUN-03496), c. 

Fotografía en microscopía SEM del mat IBUN-03496 cultivado. 

5.2.2 Extracción t partición L -L del mat  de cianobacterias IBUN -03496  

El mat Moorea producens (IBUN-03496) fue liofilizado y pesado (315 g), para luego ser 

extraído con 150 mL de una mezcla DCM/MeOH (1:1), con cubrimiento total de la muestra, 

en sonicación durante 15 minutos. Este proceso se repitió 3 veces. La mezcla se filtró y el 

solvente fue removido a presión reducida obteniendo 3.9 g de extracto crudo. El extracto 

crudo fue sometido a partición L-L con DCM y agua, obteniendo un extracto DCM (FD) (1.6 

g) y una fase acuosa, la cual fue sometida nuevamente a una partición L-L con BuOH, para así 

obtener un extracto BuOH (FB) (1.0 g) y una fase acuosa residual (1.1 g). Las fracciones de 

DCM (FD) y BuOH (FB) fueron evaluadas con los bioensayos que se describen a continuación.  

El extracto diclorometánico FD, que resultó ser muy activo en los tres bioensayos, fue 

fraccionado en CC flash sobre SiO2  usando 300 mL de cada una de las siguientes fases 

móviles: Hex 100%, Hex/AcOEt 9:1, Hex/AcOEt 8:2, Hex/AcOEt 7:3, Hex/AcOEt 1:1, 

Hex/AcOEt 3:7, AcOEt 100%, AcOEt/MeOH 1:1 y MeOH 100%. Se obtuvieron 9 fracciones 

(FI-FIX) que se sometieron al bioensayo de larvicidas contra Ae. aegypti. Las fracciones FII, 



Capítulo 5 159 

 

FIII, FIV, FVII y FVIII mostraron ser muy activas produciendo una mortalidad del 100% a 50 

ʈg/mL, y fueron sometidas a procesos de aislamiento y separación como se menciona a 

continuación. 

La fracción FI (28.4 mg) fue analizada por GC-MS identificando una mezcla de 3 

heptadecenos (3 picos cromatográficos). La fracción FII (6.8 mg) fue analizada por RMN-1H, 

identificando ácidos grasos y triacilglicéridos principalmente. Fue hidrolizada y metilada con 

BF3/MeOH al 20% para posteriormente inyectarla en GC-MS, identificando el palmitato de 

metilo (3), el miristato de metilo (4), el estereato de metilo (8),el palmitoleato de metilo (9) 

y el oleato de metilo (10). También fue analizada por LC-(+)-HRESIMS y se identificó la 

curacina D (15).  

La fracción FIII (366.7 g) fue fraccionada usando una CC sobre SiO2 (3x21 cm) y fue eluida 

con un gradiente de Hex/AcOEt desde 1:0 a 0:1 y se obtuvieron 5 fracciones (FIII-1 a FIII-5). 

La fracción mayoritaria FIII-3 (126.3 mg) fue separada por HPLC preparativa usando una 

columna Kromasil C-8 (10 x 250 mm, 5ʈm), la fase móvil empleada fue H2O/MeOH iniciando 

en 80% (v/v) de MeOH hasta 90% (v/v) de MeOH en 5 min, luego llegó a 100% de MeOH en 

15 min, donde se mantuvo por 15 min. Se obtuvieron 10 fracciones (FIII-3.1 a FIII-3.10), las 

cuales fueron analizadas por GC-MS y RMN-1H. En la fracción FIII-3.5 (tr: 23.8 min, 1.7 mg) 

se identificó por GC-MS el ácido palmítico (2) (mayoritario por RMN), palmitoleato de metilo 

(9), oleato de metilo (10), colesterol (11), crinosterol (12) y campesterol (14). En la fracción 

FIII -3.6 (tr: 25.5 min, 5.7 mg) es mayoritariamente ácido palmítico (2). La fracción FIII-3.8 

(tr: 30.7 min, 5.7 mg) es colesterol (11). La fracción FIII-3.9 (tr: 32.2 min, 1.2 mg) se identificó 

mayoritariamente el clionasterol (13). Y finalmente en FIII-3.10 (tr: 33.4 min, 1.2 mg) se 

aisló el campesterol (14). 

La fracción FIV (300.5 mg) fue fraccionada usando una columna CC sobre SiO2 (3 x 21 cm) y 

eluida con mezclas de Hex/AcOEt desde 9:1 a 0:1. Se obtuvieron 7 fracciones (FIV-1 a FIV-

7). La fracción FIV-1 (10.2 mg) fue analizada por GC-MS con y sin derivatizar con BF3/MeOH) 

y RMN-1H, identificado una mezcla de ácido mirístico (1), ácido palmítico (2) y ácido(s) 

graso(s) insaturado(s) (UFA´s, unsaturated fatty acids), no identificados. En la fracción FIV-
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3 (28.3 mg) se identificó por RMN-1( ÕÎÁ ÍÅÚÃÌÁ ÄÅ ÜÃÉÄÏÓ ÉÎÓÁÔÕÒÁÄÏÓ ɉ5&!ȭÓɊ Ù ÃÌÏÒÏÆÉÌÁ Á 

(16). La fracción FIV-6 (107.2 mg) fue purificada por HPLC preparativo usando una columna 

Kromasil C-8 (10 x 250 mm, 5 ʈm) con un gradiente H2O/MeOH que inicia en 70%(v/v) 

MeOH hasta 90%(v/v) MeOH en 5 min, y luego de 90 al 100%(v/v) MeOH en 5 min, 

manteniéndose al 100% MeOH durante 20 min. Se obtuvieron 4 fracciones (FIV-6.1 aFIV-

6.4) de las cuales FIV-6.2 contiene UFA´s (8.0 mg) y en FIV-6.3 se obtuvo el compuesto CB5 

(tr: 13.8.min, 8.1 mg), identificada por LC-(+)-HRESIMS y RMN 1D y 2D.  

La fracción FV (53.2 mg) fue purificada por HPLC preparativa usando una columna Kromasil 

C-8 (10 x 250 mm, 5 ʈm) y un gradiente de H2O/ MeOH que inició en 50%(v/v) MeOH 

durante 3 min y una rampa desde 50% (v/v) MeOH hasta 100% MeOH en 18 min, se mantuvo 

a 100% de MeOH por 10 min. Se obtuvieron 15 fracciones (FV-1 a FV-15) donde FV-5 

corresponde al compuesto CB6 (tr: 25.1 min, 1.9mg) y FV-7 al compuesto CB7 (tr: 26.3 min, 

1.5 mg)  

La fracción FVII (20.0 mg) fue la más activa como larvicida. Fue purificada por HPLC 

preparativa usando una columna Kromasil C-8 (10 x 250 mm, 5 ʈm) y como fase móvil se 

empleó H2O/MeOH iniciando desde 70%(v/v) MeOH a 90%(v/v) MeOH en 5 min, llegando 

a 100% a los 10min y se mantuvo al 100% de MeOH por 20 min. Se obtuvo el compuesto CB8 

(tr: 12.5 min, 1.0 mg) en la fracción FVII-2.  

Compuesto CB5. Neodysidenina. Sólido incoloro (8.1 mg), [ɻ]25D -74.8° (c 0.3, CHCl3). Datos 

de RMN 1H y 13C en las tablas 5-4 y 5-5 respectivamente. LC-(+)-HRESIMS: [M+H]+=543.9724 

(C17H2335Cl6N3O2S calculado para [M+H]+= 543.9732 ɝ 1 ppm). Los datos obtenidos 

corresponden la neodysidenina50. 

Compuesto CB6: 10-decloro neodysidenina. Sólido incoloro (1.9 mg). [ɻ]25D -1.0° (c 0.14, 

CHCl3). Datos de RMN 1H y 13C en las tablas 5-4 y 5-5 respectivamente. LC-(+)-HRESIMS: 

[M+Na]+568.3000; [M+H]+ 546.3178 (C17H2235Cl5N3O2S (calculado para [M+H]+=546.3135 ɝ 

7 ppm). 
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Compuesto CB8: ciclo((Dhoya)-(Thr) -NMe-(OMe-Tyr) -(Val)-(ácido 3,5-

diaminopentanóico)-NMe-(Ileu) -(ácido leúcico)). Sólido blanco (1 mg). Datos de RMN 1H y 

13C en la tabla 5-6. 

Ácido mirístico  (1). Información en el capítulo 3, sección Materiales y Métodos, pág 93. 

Ácido palmítico  (2). Información en el capítulo 3, sección Materiales y Métodos, pág 94. 

Palmitato de metilo  (3). Información en el capítulo 3, sección Materiales y Métodos, pág 94. 

Miristato de metilo  (3). Información en el capítulo 4, sección Materiales y Métodos, pág 121. 

Estereato de metilo  (8). EM 70eV, m/z  (intensidad relativa) 298 (25) [M]+., 267 (10) [M-

OCH3]+., 255 (25) [M-C3H7]+., 241 (7) [M-C4H9]+.., 185 (10) [M-C8H17]+ , 143 (40) [M-C11H23]+., 

129 (10) [M-C12H25]+., 87 (75) [M-C15H29]+ , 74 (100) [M-C16H32]+.. IR experimental 2133, IR 

reportado 212827. Todos estos datos corresponden con los informados en la literatura para 

el estereato de metilo reportado en la base de datos NIST y Wiley. 

Palmi toleato de metilo  (9). EM 70eV, m/z  (intensidad relativa) 268 (10) [M]+., 237 (23) [M-

OCH3]+., 236 (25) [M-CH4O]+., 194 (20) [M-C3H6O2]+., 152 (25) [M-C6H12O2]+., 110 (25) [M-

C9H18O2]+., 97 (7) [M-C10H19O2]+., 87 (50) [M-C15H29]+ , 83 (50) [M-C11H21O2]+., 74 (75) [M-

C14H26]+ , 69 (75) [M-C12H23O2]+., 55 (100) [M-C13H25O2]+.. IR experimental 1902, IR 

reportado 189427. Todos estos datos corresponden con los informados en la literatura para 

el palmitoleato de metilo reportados en la base de datos NIST y Wiley. 

Oleato de metilo  (10). EM 70eV, m/z  (intensidad relativa) 296 (10) [M]+., 265 (23) [M-

OCH3]+., 264 (25) [M-CH4O]+., [222 (20) M-C3H6O2]+., 180 (15) [M-C6H12O2]+., 123(25) [M-

C10H21O2]+., 110 (7) [M-C11H22O2]+., 87 (50) [M-C17H33]+., 83 (50) [M-C13H25O2]+., 74 (75) [M-

C16H30]+ , 69 (75) [M-C14H27O2]+., 55 (100) [M-C15H25O2]+.. IR experimental 2110, IR 

reportado 208227. Todos estos datos corresponden con los informados en la literatura para 

el oleato de metilo reportados en la base de datos NIST y Wiley. 

Colesterol  (11). Sólido blanco. RMN-1H (CDCl3, 400 MHz) ɿH 5.34 (dd, J=3.1, 2.1 Hz, H-6), 

3.52 (m, H-3), 2.27 (m, H2-4), 1.01 (s, H3-19), 0.91 (d, J=6.5 Hz, H3-21), 0.87 (d, J=6.6 Hz, H3-
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26), 0.85 (d, J=6.6 Hz, H3-27), 0.68 (s, H3-18). Datos de RMN reportados para el colesterol29. 

EM 70eV, m/z (intensidad relativa) 386 (100) [M]+., 368 (50) [M-H2O]+ , 353 (50) [M-CH5O]+., 

301 (60) [M-C6H13]+., 275 (60) [M-C8H15]+ , 255 (40) [M-C8H19O]+., 231 (45) [M-C11H23]+ , 213 

(50) [M-C11H25O]+ , 145 (55) [M-C16H37O]+ . IR experimental 3163, IR reportado 319230. 

Todos estos datos corresponden con los informados en la literatura para el colesterol 

reportados en la base de datos NIST y Wiley. 

Crinosterol  (12). Sólido blanco. EM 70eV, m/z  (int ensidad relativa) 398 (75) [M]+., 384 (23) 

[M-CH3]+ , 365 (25) [M-CH5O]+., 365 (25) [M-C3H7]+., 337 (25) [M-C3H9O]+ , 300 (65) [M-

C7H14]+ , 281 (25) [M-C7H17O]+ , 273 (30) [M-C9H17]+ , 271 (75) [M-C9H19]+ , 255 (100) [M-

C9H19O]+ , 231 (25) [M-C12H23]+., 213 (50) [M-C12H25O]+., 145 (40) [M-C17H37O]+.. IR 

experimental 2970, IR reportado no encontrado. Todos estos datos corresponden con los 

informados en la literatura para el crinosterol en la base de datos NIST y Wiley. 

Clionasterol (13) Sólido blanco. RMN-1H (CDCl3ȟ τππ -(ÚɊ ɿH 5.03(m, H-6), 3.29 (m, H-3), , 

0.97 (s, H3-19), 0.88 (d, J=6.5 Hz, H3-21), 0.81 (t, J=7.5 Hz, H-29), 0.79 (d, J=6.9 Hz, H3-27), 

0.77 (d, J=7.9 Hz, H3-26), 0.64 (s, H3-18) Datos de RMN reportados para el clionasterol31. EM 

70eV, m/z (intensidad relativa ) 414 (100) [M]+., 297 (35) [M-CH3]+ , 396 (40) [M-H2O]+  , 381 

(35) [M-CH5O]+., 329 (60) [M-C6H13]+., 303 (60) [M-C8H15]+., 273 (30) [M-C10H21]+., 255 (40) 

[M-C10H23O]+., 231 (25) [M-C13H27]+., 213 (60) [M-C13H29O]+., 145 (40) [M-C18H41O]+.. IR 

experimental 3349, IR reportado 328332. Todos estos datos corresponden con los 

informados en la literatura para el clionasterol reportados en la base de datos NIST y Wiley. 

Campesterol  (14). RMN-1H (CDCl3, 400 MHz) ɿH 5.07(m, H-6), 3.21 (m, H-3), , 1.01 (s, H3-

19), 0.910 (d, J=6.6 Hz, H3-21), 0.850 (d, J=6.7 Hz, H3-26), 0.802 (d, J=6.8 Hz, H3-27), 0.680 (s, 

H3-18). Datos de RMN reportados para el campesterol29. EM 70eV, m/z (intensidad relativa) 

400 (100) [M]+., 382 (50) [M-H2O]+., 367 (50) [M-CH5O]+., 315 (75) [M-C6H13]+., 289 (60) [M-

C8H15]+., 273 (40) [M-C9H19]+., 255 (40) [M-C8H21O]+., 231 (30) [M-C12H25]+., 213 (60) [M-

C12H27O]+., 145 (40) [M-C17H39O]+.. IR experimental 3254, IR reportado 326333. Todos estos 

datos corresponden con los informados en la literatura para el campesterol reportados en la 

base de datos NIST y Wiley. 
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Curacina D (15). LC-(+)-HRESIMS: [M+H]+ 360.2348 C22H34NOS (calculado para [M+H]+ 

360.2356 ɝ 2 ppm). Los datos obtenidos corresponden a los reportados en literatura para la 

Curacina D34.  

 

Figura 5-2. Esquema de fraccionamiento del mat Moorea producens IBUN-03496. Los 
recuadros en verde significan que fueron activos contra las larvas de Ae. aegypti. 

5.2.3 Ensayo larvicida contra Aedes aegypti (igual al del capítulo  2, 
sección Materiales y Métodos, pág 61 ) 

5.2.4 Ensayo  de letalidad contra Artemia salina  (igual al del capítulo 2, 
sección Materiales y Mé todos, pág 61) 

5.2.5 Ensayo de inhibición de AChE por bioautografía (igual al del capítulo 
2, sección Materiales y Métodos, pág 62 ) 

5.2.6 Análisis en LC-(+) -HRESIMS (Igual al capítulo 4, sección Materiales y 
Métodos, pág 125) 
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5.2.7 Metilación de ácidos grasos con BF3/MeOH al 20% (Igual al capítulo 
4, sección Materiales y Métodos, pág 125 ) 

5.2.8 Análisis en GC-MS (Igual al capítulo 4, sección Materiales y Métodos, 
pág 125) 

5.3 Resultados y discusión  

El mat Moorea producens IBUN-03496 fue escogido debido a que presentó una actividad 

notable como larvicida en los ensayos prelimiranes, donde mostró el 100% de mortalidad 

ÄÅ ÌÁÒÖÁÓ Á υπ ʈÇȾÐÏÚÏ (capítulo 2). Fue colectado en 2016 en Islas del Rosario a una 

profundidad de 10-12 m junto con otros 3 mats que presentaron morfologías similares y 

también fueron clasificados como Moorea producens. Este tipo de mats son abundantes, 

crecen sobre sedimentos e invaden octocorales, produciendo el blanqueamiento del cnidario 

(figura 5-1a.). El género Moorea se caracteriza por formar tapetes abundantes, que presentan 

una morfología filamentosa y tienen un rol ecológico importante en la oxigenación y fijación 

de nitrógeno17,18.  

En el capítulo 2 se discutió la actividad larvicida presentada por los cuatro mats clasificados 

como Moorea producens. Las fracciones FD de los mats IBUN-03495 y IBUN-03496 

presentaron una actividad larvicida alta, mientras que las de los mats IBUN-03497 y IBUN-

03498 no lograron controlar las larvas de la misma manera, mostrando una actividad pobre. 

Las diferencias observadas en la actividad larvicida de estos mats se pudo correlacionar con 

diferencias en el perfil metabólico de los mismos. Al analizarlos por HPLC-ELSD se observó 

que los cromatogramas de IBUN-03495 y IBUN-03496 fueron perfiles muy similares que se 

diferenciaban claramente de los cromatogramas exhibidos por IBUN-03497 y IBUN-03498. 

Lo anterior confirma que las diferencias en la actividad larvicida de estos mats es diferente 

debido a que presentan distintos metabolitos. Estos resultados son interesantes debido a 

que la morfología de estos mats resulta muy similar entre sí, y fueron clasificados como 

Moorea producens. Sin embargo, sus diferencias metabólicas se pueden asociar a que son 
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genéticamente diferentes, o a que las condiciones de crecimiento en campo cambiaron de tal 

manera, que expresaron distintos metabolitos.  

Anteriormente, las cianobacterias del género Moorea eran clasificadas como especies del 

género Lyngbya. Esta clasificación era realizada con caracteres morfológicos, pero al usar 

herramientas moleculares empleando el gen 16S rRNA, y otros marcadores génicos, se 

determinó que este género Lyngbya era un grupo polifilético17. Hasta el momento, se han 

propuestos dos géneros nuevos de cianobacterias antes clasificadas como Lyngbya, los 

cuales son Moorea19 y Okeania20. El mat IBUN-03496 fue clasificado por caracteres 

morfológicos como Moorea producens por el profesor Niclas Engene y el biólogo Fredy 

Duque. Sin embargo, es importante realizar la clasificación molecular para comprobar que 

dicho mat está conformado por esta especie de cianobacterias.  

Este mat fue sometido a una extracción por maceración usando ultrasonido en DCM/MeOH 

(1:1) y se obtuvieron 3.9 g de extracto crudo. Se realizó una partición L-L usando DCM/H2O, 

y luego la fase acuosa se extrajo con BuOH. Esto con el fin de obtener fracciones de 

diclorometano FD y de butanol FB. La fracción acuosa no es estudiada por contener muchas 

sales. La fracción FD y FB fueron evaluadas en cuanto a su actividad larvicida contra Ae. 

aegypti, los resultados se resumen en la tabla 5-2. La fracción FD fue muy activa, presentando 

un 100% de mortalidad a 50 µg/pozo. Por lo anterior, la fracción FD fue sometida a un 

fraccionamiento en CC flash en fase normal obteniendo 9 fracciones (FI a FIX), las cuales 

también fueron ensayadas como larvicidas contra Ae. aegypti (tabla 5-2, figura 5-3)  

Tabla 5-2. Resultados de actividad larvicida contra Ae. aegypti para las fracciones del mat 
Moorea producens (IBUN-03496). 

Fracción  Masa (mg)  % Mortalidad Larvas de Ae. aegypti 
 

 ɉυπ ʈÇȾÐÏÚÏɊ ɉρπ ʈÇȾÐÏÚÏɊ 

CHCl3 control ɉρπʈ,ȾÐÏÚÏɊ NAa 8 8 

MeOH control ɉρπʈ,ȾÐÏÚÏɊ NAa 0 0 

DDT ɉρπ ʈÇȾÐÏÚÏɊ NAa 100 100 

FD 1643.2 100  8 

FB  987.4 8 0 
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FI 28.4 8 0 

FII 6.8 100 75 

FIII  366.7 100  8 

FIV 300.5 100  25 

FV 53.6 67 0 

FVI 46.9 0 0 

FVII 20.0 100 100 

FVIII  279.1 100 67 

FIX 415.5 40 17 

a NA: No aplica 

Las fracciones FII, FIII, FIV, FV, FVII y FVIII resultaron activas, mostrando una mortalidad 

ÓÕÐÅÒÉÏÒ ÁÌ υπϷ Á υπ ʈÇȾÐÏÚÏȢ $ÅÂÉÄÏ Á ÌÁ ÂÕÅÎÁ ÁÃÔÉÖÉÄÁÄ ÅØÈÉÂÉÄÁ ÐÏÒ ÌÁÓ ÆÒÁÃÃÉÏÎÅÓȟ 

también sÅ ÅÖÁÌÕÁÒÏÎ Á ρπ ʈÇȾÐÏÚÏ ÃÏÎ ÅÌ ÆÉÎ ÄÅ ÅÓÔÁÂÌÅÃÅÒ ÃÕÜÌÅÓ ÓÏÂÒÅÓÁÌÅÎ ÐÏÒ ÓÕ 

actividad. La fracción FVII resulta ser la más activa, con una mortalidad de 100% en ambas 

concentraciones ensayadas. También mostraron resultados interesantes FII y FVIII, que a la 

concentración más baja presentaron una mortalidad del 75% y 67%, respectivamente. A 

continuación, se presenta la identificación y aislamiento de compuestos las fracciones 

activas como larvicidas contra Ae. aegypti. La actividad de estas fracciones se resume en 

esquema de la figura 5-3. 

 

Figura 5-3. Esquema de actividad larvicida en las fracciones obtenidas del extracto crudo 
del mat Moorea producens. 

Estudio químico  
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La fracción FI, a pesar de no mostrar actividad larvicida, fue analizada por GC-MS y se 

observaron 3 picos cromatográficos (figura SI.5.1a). Se hallaron los índices de retención 

(tabla 5-3) para cada uno y al estudiar sus espectros de masas, se determinó que son 3 

heptadecenos que se diferencian en la posición y/o geometría del doble enlace. Al comparar 

los índices de retención (IR) hallados experimentalmente con los datos de literatura, 

encontramos que hay reportes con información muy variada. Se encontró que el IR de 1-

heptadeceno es de 1694, mientras que para los otros heptadecenos que poseen el doble 

enlace en otro posición, siendo cis o trans, presentan un IR cercano a los 170035. Con los datos 

que se obtuvieron experimentalmente no se pudo determinar ni la posición ni la geometría 

del doble enlace usando los datos de IR.  

Por otro lado, se registró el espectro de RMN-1H de FI (figura S.I.5.1b), donde se observan 

señales características del 1-heptadeceno en dH  5.84 (ddt, J= 16.9, 10.2, 6.7 Hz, H-2), 5.02 (d, 

J=16.9, 3.6, 1.6 Hz, H-1a) y en 4.95 (ddt, J=10.2, 2.2, 1.6 Hz, H-1b). También se observa la 

presencia del 2-heptadeceno por la señal característica del metilo alílico en dH 1.60 (dd, J=6.0, 

0.8 Hz, H3-1) y la señal compleja en dH 5.39 que supone la presencia de otros heptadecenos a 

juzgar por su integración y la multiplicidad exhibida. Se ha encontrado que este tipo de 

compuestos juegan un rol importante en la resistencia de las cianobacterias a bajas 

temperaturas, debido a que se integran a la membrana celular, haciéndola más fluida a bajas 

temperaturas 36. No obstante, es de notar que esta cianobacteria se colectó en aguas cálidas 

y que posiblemente estos compuestos tengan otra función. En otro estudio, el (Z)-8-

heptadeceno fue identificado como compuesto mayoritario que se produce al realizar 

heridas mecánicas en el alga marina Bryopsis maxima, donde los investigadores plantean que 

este compuesto se forma de la degradación enzimática de ácidos grasos como respuesta 

defensiva del alga37.  

Tabla 5-3. Resultados obtenidos de los análisis de GC-MS para la identificación de 
compuestos 

Compuesto Fracciones IRExpa IRRepb ECLExp ECLRep38 Masa 
molecular 

(uma)  

Fórmula 
molecular  

Heptadeceno FI 1694 - 14 - 238 C17H34 

Heptadeceno FI 1699 - 14 - 238 C17H34 
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Heptadeceno FI 1719 - 14 - 238 C17H34 

Ácido mirístico (1)  FIV-1 1781 178027 14 10 228 C14H28O2 

Ácido palmítico (2)  FIII-3.6 1982 198427 16 16 256 C16H32O2 

Palmitato de metilo (3)  FII, FIV-1 1926 192727 16 16 270 C17H34O2 

Miristato de Metilo (4)  FII, FIV-1 1725 172627 14  242 C15H30O2 

Estereato de metilo (8)  FII 2133 212827 18 18 298 C19H38O2 

Palmitoleato de metilo (9)  FII, FIII-5, 
FIV-1, FIV-6.2 

1902 189427 16 16 268 C17H32O2 

Oleato de metilo (10)  FII, FIII-3.5 2110 208227 18 18 296 C19H36O2 

Colesterol (11)  FIII-3.5, FIII-
3.8 

3163 319230 - - 386 C27H46O 

Crinosterol (12)  FIII-3.5 2970 NEd - - 398 C28H46O 

Clionasterol (13) 33 FIII-3.5, FIII-
3.10 

3349 328332c - - 414 C29H50O 

Campesterol (14)  FIII-3.9 3254 326333 - - 400 C28H48O 
a Datos experimentales tomados en un columna HP-5ms 
b. Datos reportados en columnas HP-5ms o DB-5 
c Datos reportados en una columna DB-1 
d NE: No encontrado 
 

La fracción FII fue una de las más activas como larvicida, sin embargo, se obtuvo muy poca 

cantidad de esta muestra. El espectro de RMN-1H (figura S.I.5.2b) presenta un perfil de ácidos 

grasos, a juzgar por la señal intensa en dH 1.29 y el triplete en dH 0.9039, también se observa 

la presencia de triacilglicéridos por las señales en dH 4.29 (dd, J=11.8, 4.2 Hz) y 4.14 (dd, 

J=11.8, 6.0 Hz), y posiblemente fosfolípidos de colina por el singlete ancho en dH 3.33 

correspondiente a los -N(CH3)3+40. Por esta razón, se decidió obtener los ésteres metílicos de 

los ácidos grasos usando BF3/MeOH al 20% para poder analizar esta muestra por GC-MS 

(cromatograma figura S.I.5.2b). Los datos obtenidos fueron interpretados usando los índices 

de retención (IR), la longitud equivalente de cadena (ECL) y en análisis del espectro de 

masas. Los resultados fueron comparados con los reportes en literatura y las bases de datos 

(este procedimiento se llevó a cabo con el análisis de datos de las muestras inyectadas por 

GC-MS). Se identificó en FII el miristato de metilo (4), el palmitato de metilo (3), el estereato 

de metilo (8), el palmitoleato de metilo (9) y el oleato de metilo (10).  

Adicionalmente, esta fracción FII fue analizada por LC-(+)-HRESIMS, encontrando que el pico 

cromatográfico (tr 5.46 min, figura 5-4) tiene un ion en m/z  360.2348 que corresponde al 

[M+H]+, donde al comparar con el valor calculado para la fórmula C22H34NOS se obtuvo un 

error de 2 ppm. Al realizar la búsqueda en la base de datos Marinlit se encontró que podría 

corresponder a la curacina D (15), que es un compuesto aislado de cianobacterias. Se analizó 
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el espectro de RMN-1H de FII y se logró observar una señal de los protones del metileno del 

ciclopropanilo en ɿH 0.67 (H-19a), que son característicos de la curacina D34. En la figura 

S.I.5.2b se observa el espectro de RMN-1H con una ampliación de la mencionada señal, que 

es poco intensa, y que demuestra que la curacina D se encuentra en una baja proporción. Es 

importante notar que las curacinas son compuestos que se han propuesto como marcadores 

quimiotaxonómicos de la especie Moorea producens, y la presencia de curacina D en este mat 

refuerza la identificación propuesta19,34. 

 

Figura 5-4. Cromatograma de LC-(+)-HRESIMS en modo positivo de FM-II y espectro de 

masa  del pico en tr 9.09 min (15) 

La fracción FIII mostró una buena actividad como controlador de las larvas de Ae. aegypti, y 

por tanto se procedió con su fraccionamiento por CC en fase normal obteniendo 5 fracciones 

(FIII -1 a FIII-5). La fracción mayoritaria FIII-3 (126.3 mg) fue sometida a una purificación 

por HPLC preparativa usando una columna C-8 Kromasil y una fase móvil H2O y MeOH grado 

HPLC. Desafortunadamente, no se pudieron aislar los picos mayoritarios como compuestos 

puros. Las fracciones menos polares fueron analizadas por GC-MS y RMN identificando el 

ácido palmítico (2), el palmitoleato de metilo (9), colesterol (11), crinosterol (12), 

clionasterol (13) y el campesterol (14). Se obtuvieron con un buen grado de pureza el 

colesterol (11) (figura S.I.5.3a GC-MS y figura S.I.5.3b RMN-1H), el clionasterol (13) (figura 

S.I.5.4a GC-MS y figura S.I.5.4b RMN-1H). y el campesterol (14) (figura S.I.5.5a GC-MS y figura 

S.I.5.5b RMN-1H), cuya estereoquímica en C-24 fue determinada por los desplazamientos de 

los metilos y su comparación con lo reportado en literatura, verificando que en todos los 

casos es R29,31. Los compuestos aquí purificados junto con algunos patrones de ácidos grasos, 
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fueron evaluados como larvicidas contra Ae. aegypti, resultados que se presentarán más 

adelante. 

  

Figura 5-5. Estructuras de los esteroles aislados o identificados: colesterol (11), crinasterol 
(12), clionasterol (13) y campesterol (14) 

Durante mucho tiempo se discutió la capacidad de las cianobacterias de producir esteroles 

por síntesis de novo, hoy en día se acepta que los producen en bajas cantidades41,42. Los 

esteroles reportados contienen estructuras comunes como el C27 ɝ5, C29 ɝ5, C27 ɝ0, C29ɝ0 (C27  

suelen estar metilados en C-24, y los C29 suelen tener un grupo etil en C-24)42. El colesterol 

es típico de organismos eucariotas, aunque puede ser aislado de fuentes bacterianas. Se 

plantea que esto es posible gracias a que la bifurcación primaria de los organismos 

eucariotas que se dio hace tan sólo 850 Ma y que la maquinaria biosintética del colesterol se 

derivó de una actinobacteria muy cercana a los conocidos géneros Mycobacterium y 

Streptomyces42. Esto sugiere que algunas bacterias en la actualidad pueden producir el 

colesterol.  

Para el caso de las cianobacterias, se realizó un estudio con cultivos axénicos de especies del 

género Anabaena, y se lograron aislar 13 esteroles saturados e insaturados, dentro de los 

cuales se encontró el colesterol, el campesterol, el brassicasterol (epímero del crinosterol) y 

el clionasterol, compuestos aislados también en este trabajo43. A pesar de que las 

cianobacterias del estudio mencionado son dulceacuícolas, existe la posibilidad de que 

especies marinas puedan producir este tipo de compuestos. Para el caso particular de los 

géneros Moorea y Lyngbya se han reportado esteroles aislados de Lyngbya agardh, 

incluyendo al sitosterol (epímero del clionasterol)44. Sin embargo, no descartamos la 

posibilidad de que estos esteroles provengan do otros organismos que estén presentes en el 

mat, bien sean otras cianobacterias, macroalgas o microorganismos como arqueas y/o 

eucariotas45. 

13 11 12 14 
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En cuanto a la fracción FIV, también fue estudiada debido a que mostró ser muy activa como 

larvicida de Ae. aegypti (100% de mortalidad a 50 µg/pozo). Se fraccionó por una CC sobre 

SiO2 y se obtuvieron 7 fracciones (FIV-1 y FIV-7). La fracción FIV-1 (10.2 mg), que es muy 

activa como larvicida contra Ae. aegypti (100% de mortalidad a 50 µg/pozo), se analizó por 

RMN-13C (figura5-6) observandose una señal en ɿC 179.7 correspondiente a un ácido 

carboxílico, cuatro señales de metinos Csp2 en ɿC 130.18, 130.04, 130.01 y 129.89, lo que 

sugiere la presencia de dobles enlaces. Las señales en la zona entre ɿC 34 y 23 corresponden 

a metilenos de una cadena alifática, y también se observan al menos dos metilos terminales 

en ɿC 14.3 y 14.1. En el espectro de RMN-1H (figura 5-7) se observa una señal compleja en ɿH 

5.35 correspondiente a protones de dobles enlaces, una señal en ɿH 2.32 asociado a protones 

del C-ɻ, una señal en ɿH 2.01 que puede asignarse a los protones de los metilenos alílicos 

unidos también a la cadena alifática, una señal intensa en ɿH 1.29 correspondiente a los 

metilenos de la cadena alifática y el metilo terminal en ɿH 0.8839  

 

Figura 5-6. Espectro de RMN-13C del compuesto FIV-1 en CDCl3   100MHz. 
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Figura 5-7. Espectro de RMN-1H del compuesto FIV-1 en CDCl3   400MHz. 

La fracción FIV-1 derivatizada con BF3/MeOH fue inyectada por GC-MS encontrando 

miristato de metilo (4), palmitato de metilo (3) y en trazas el palmitoleato de metilo (9). 

Estos resultados no son congruentes con lo observado en RMN, pues en los espectros se ve 

claramente la presencia de una insaturación. Se inyectó sin derivatización en GC-MS y en este 

caso no salió ningún pico cromatográfico. Una búsqueda en literatura nos llevó a encontrar 

que las amidas primarias de ácido graso insaturado presentan espectros de RMN muy 

similares a los de los ácidos grasos insaturados, con diferencias muy sutiles en cuanto a los 

desplazamientos químicos46. La presencia de una amida podría explicar el comportamiento 

de esta muestra en GC-MS, pues presentan tiempos de retención mayores a los de los ácidos 

grasos con la misma longitud de cadena. Adicionalmente, las amidas son menos reactivas 

ante la sustitución acil nucleofílica, lo que podría explicar porqué no se obtuvieron sus 

derivados metilados. Para establecer si el compuesto mayoritario en FIV-1 corresponde a 

una amida y a un ácido carboxilo se registró un espectro de IR (figura 5-8). Se observa una 

banda típica de carbonilo en 1703cm-1,  típica del estiramiento C=O de ácidos carboxílicos. 

Por lo anterior, concluimos que en FIV-1 ha uno o más ácidos grasos monoinsaturado con 

geometría cis. 
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Figura 5-8. Espectro IR de FIV-1 tomado en pastilla de KBr. 

Por otro lado, la fracción FIV-3 (poco activa) fue analizada por RMN y se identificó también 

ácido graso insaturada en FIV-1 y un compuesto tipo porfirínico. En el espectro de RMN-1H 

(figura 5-9) se observan señales típicas de un anillo porfirínico en ɿH 9.80 (s, H-ɻ), 9.46 (s, 

H-ɼ) y 8.63 (s, H-ɿɊȟ ÔÁÍÂÉïÎ ÓÅđÁÌÅÓ ÄÅ ÕÎ ÄÏÂÌÅ ÅÎÌÁÃÅ ÔÅÒÍÉÎÁÌ ÍÏÎÏÓÕÓÉÔÕÉÄÏ ÅÎ ɿH 8.00 

(ddd, J=15.6, 9.9, 4.1, H-2a) además de las señales del metileno Csp2 ÅÎ ɿH 6.32 (dd, J=15.6, 

1.1 Hz, H-ςÂȭɊ Ù φȢςψ ɉÄȟ J=9.9, 1.1 Hz, H-2b). Adicionalmente se observa un metilo de éster 

ÍÅÔþÌÉÃÏ ÅÎ ɿH 3.73 (s, H3-ψɊ Ù σ ÍÅÔÉÌÏÓ ÓÏÂÒÅ ÁÎÉÌÌÏ ÐÏÒÆÉÒþÎÉÃÏ ÅÎ ɿH 3.62 (s, H3-5 ), 3.42 (s, 

H3-1) y 3.25 (s, H3-3). Se observan señales para un doble enlace 1,2 disustituido con 

ÇÅÏÍÅÔÒþÁ ÔÒÁÎÓ ÅÎ ɿH 5.20 (m, H-P2) y 4.49 (m, H-P1). Finalmente, se observan señales de 

metilos en campo alto que son señales complejas debido a que se solapan entre ellas Todas 

estas señales nos llevan a identificar este compuesto como la clorofila a47,48. Este pigmento 

es común y abundante en cianobacterias y especialmente en el género Moorea. Este género 

se caracteriza por contener pigmentos como ficocianina, ficoeritrina y allopicocianina, 

además de clorofila a19. 
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Figura 5-9. Espectro RMN-1H de FIV-6 en CDCl3 en 400MHz 

La fracción FIV-6 fue analizada por LC-(+)-HRESIMS encontrando dos picos cromatográficos 

mayoritarios. Por RMN-1H (figura S.I.6) se determinó que esta fracción es una mezcla del 

ácido insaturado (FIV-1) y otro compuesto. El pico cromatográfico en 4.86 min muestra un 

espectro de masas (figura 5-10) con un ion en m/z  543.9724 y patrón isotópico característico 

de compuestos hexaclorados y azufrado. Este ion corresponde a [M+H]+ y sugiere la fórmula 

molecular C17H24Cl6N3O2S (C17H2435Cl6N3O2S calculado para [M+H]+= 543.9720 ɝ 1 ppm). 

Esta fracción fue separada por HPLC preparativa usando una columna C-8 Kromasil 

(10x250mm, 5ʈm) y una fase móvil en gradiente de H2O/MeOH, obteniendo 4 fracciones 

(FIV-6.1 a FIV-6.4) donde la fracción FIV-6.3 (8.1 mg) corresponde el compuesto CB5. 
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Figura 5-10. Cromatograma de FIV-6 obtenido en LC-(+)-HRESIMS en modo positivo de 
FIV-6 y espectro de masas del pico en tr 4.86 min (CB5) 

En el espectro de RMN-1H de FIV-6.3 (CB5) (figura 5-11) se observan señales en ɿH 7.73 (d, 

J=3.2 Hz, H-15/  ɿc 142.7) y 7.33 (d, J=3.2 Hz, H-16/  ɿc 120.1), que corresponden a los 

metinos del anillo tiazólico; un doblete en ɿH 6.94 (d, J=8.5 Hz, N5-H) de protón de amida 

secundaria; dos señales en ɿH 6.15 (q, J=7.0, H-12/ ɿc 50.8) y 5.05 (ddd, J=11.1, 8.5, 2.4 Hz, 

H-5/  ɿc 47.6) de H-ɻ ÄÅ ÁÍÉÎÏÜÃÉÄÏÓȠ ÄÏÓ ÍÅÔÉÎÏÓ ÅÎ ɿH 3.21 (m, H-2/ ɿc 50.7) y en 2.61 (m, 

H-7/ ɿc 51.8ɊȠ ÔÁÍÂÉïÎ ÓÅ ÏÂÓÅÒÖÁÎ ÄÏÓ ÓÅđÁÌÅÓ ÄÅ ÍÅÔÉÌÅÎÏÓ ÄÉÁÓÔÅÒÏÔĕÐÉÃÏÓȟ ÕÎÏ ÅÎ ɿH 3.07 

(m, H-3b/ ɿc 40.2) y 2.33 (m, H-3a/  ɿc 40.2ɊȠ Ù ÏÔÒÏ ÅÎ ɿH 2.34 (m, H-6b/  ɿc 36.7) y 1.67 (m, 

H-6a/  ɿc 36.7). Adicionalmente, se observan tres metilos en ɿH 1.67 (d, J=7.0 Hz, H3-13/ ɿc 

17.0), 1.48 (d, J=6.4 Hz, H3-8/ ɿc 16.6) y en 1.37 (d, J=6.4 Hz, H3-1/  ɿc 16.4). La señal en ɿH 

2.94 (s, N12-Me/ ɿc 30.0) corresponde a un NMe  

 

Figura 5-11. Espectro de RMN-1H del compuesto CB5 en CDCl3  400MHz. 
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El espectro de RMN-13C de FIV-6 (en mezcla, figura 5-12) confirmó las señales antes 

descritas, donde también se observan 2 señales de carboxilos tipo éster y/o amida en ɿC 

171.8 (C-11) y 170.8 (C-13), señales características del anillo tiazólico en ɿC 169.4 (C-14), 

correspondiente al carbono cuaternario. También vale la pena notar dos señales particulares 

de C-cuaternario en ɿC 105.4 (C-9) y 105.1 (C-10) correspondientes a grupos ɀCCl3. Con esta 

información se debe tratar de un compuesto tipo lipopéptido policlorado con un anillo 

tiazólico. De cianobacterias, se han aislado compuestos de este tipo como la conocida 

dysidenina y sus derivados, que fueron originalmente aislados de esponjas del género 

Dysidea49. Al realizar la búsqueda en Marinlit, usando también los datos de LC-(+)-HRESIMS 

para CB5, se encontró que este compuesto podría ser la dysidenina, la isodysidenina49 

(epímero en C-5 de la dysidenina), la pseudodysidenina (que se diferencian en la posición de 

NMe de la dysidenina)50 o la neodysidenina (epímero en C-12 de la pseudodysidenina)26. En 

la figura 5-13 se presentan las estructuras de estos lipopéptidos con su respectiva asignación 

estereoquímica.  

 

 

Figura 5-12. Espectro RMN-13C de FIV-6 en CDCl3 en 100MHz 

Con el fin de determinar cuál de los tres compuestos corresponde a CB5, se analizaron los 

espectros de RMN 2D (COSY figura S.I.5.7, HSQC figura S.I.5.8 y de HMBC figura S.I.5.9). Para 

establecer la posición del NMe, se observó la correlación en HMBC de éste en ɿH 2.94 (s) con 

el metino C-12 en ɿC 50.8 y con el carboxilo C-11 en ɿC 171.8. Lo anterior permitió confirmar 

que el NMe está en la amida del carboxilo C-11. En la figura 5-14 se observan los principales 
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acoplamientos en COSY y HMBC que permitieron establecer la estructura plana de CB5 es 

igual a la de la pseudodysidenina o a la de la neodysidenina (epímeros). En las tablas 5-4 y 

5-5 se observan las asignaciones de RMN-1H y RMN-13C, respectivamente, para CB5. 

 

Figura 5-13. Estructuras de la dysidenina, isodysidenina, pseudodysidenina, neodysidenina 
y 10-declorodysideatiazol 

 

Figura 5-14. Estructura de los compuestos CB5 y CB6, y sus acoplamientos claves en los 
experimentos COSY y HMBC 

 

 

. 
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Tabla 5-4. Asignación de señales en RMN-1H para los compuestos CB5, CB6 y los datos reportados para la dysidenina, la 
isodesydenina, la pseudodysidenina, la neodysidenina y la 10-declorodisydeatiazol. 

 
CB5 CB6 Dysidenina 50 Isodysidenina  Pseudysidenina

50 
Neodysidenina 2

6 
10-

declorodysideati
azol49 

Posición a ɿH, (J en Hz) ɿH, (J en Hz) ɿH, (J en Hz) ɿH, (J en Hz) ɿH, (J en Hz) ɿH, (J en Hz) ɿH, (J en Hz) 

1 1.37, d (6.4) 1.19, d (6.7) 1.36, d (7.0) 1.36, d (6.0) 1.35, d (6.5) 1.37, d (6.7) 1.23, d (6.3.) 

2 3.21, m 2.76, m 3.30, m 3.30, m 3.20, m 3.22, ddd (10.2, 
6.7, 3.2) 

2.80, m 

3 2.33, m 2.28, m 2.50, m 2.51, dd 
(16.0, 9.5) 

2.34, dd (15.0, 
10.0) 

2.32, m 2.34, m 

 
3.07, dd 

(14.8, 2.4) 
2.62, m 

 
3.08, dd 

(16.0, 2.0) 
3.07, dd (15.0, 

2.5) 
3.09, dd (15.3, 

2.4) 
2.59, m 

5 5.05, ddd 
(11.1, 8.5, 

2.4) 

5.05, ddd (11.3, 
9.0, 3.1) 

5.27, dd 
(11.0, 4.5) 

5.34, dd (9.0, 
4.5) 

5.10, ddd (11.0, 
9.0, 2.4) 

5.06, ddd (11.1, 
8.4, 2.4) 

5.56, m 

6 1.67, m 1.67, m 1.94, m 1.49, m 1.67, m 1.67, m 2.7, m 
 

2.34, m 2.35, m 3.10, m 2.94, m 2.35, br t (13) 2.38, m 2.14, ddd (13.5, 
10.0, 3.5) 

7 2.61, m 2.58, m 2.20, m 2.68, m 2.60, m 2.60, m 2.7, m 

8 1.48, d (6.4) 1.48, d (6.3) 1.33, d (7.0) 1.39, d (6.5) 1.48, d (6.3) 1.48, d (6.7) 1.48, d (6.4) 

10 - 5.94, d (3.1) 
 

- - - 5.94, d (3.0) 

12 6.15, q (7.0) 6.16, q (7.0) 5.20, dq (8.0, 
7.0) 

5.43, dq (8.0, 
7.0) 

6.15, q (6.9) 6.17, q (6.7) 
 

13 1.67, d (7.0) 1.68, d (7.0) 1.57, d (7.0) 1.65, d (7.0) 1.66, d (7.0) 1.67, d (7.1) 
 

15 7.73, d (3.2) 7.73, d (3.3) 7.60, d (3.5) 7.70, d (3.5) 7.73, d (3.3) 7.74, d (3.3) 7.75, d (3.0) 

16 7.33, d (3.2) 7.33, d (3.3) 7.26, d (3.5) 7.31, d (3.5) 7.33, d (3.3) 7.34, d (3.3) 7.33, d (3.0) 
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N5-H   6.86, bd (8.0) 6.94, bd (8.0) 7.08, d (9.0) 6.70. bd (8.4) 6.40, d (9.0) 

N12-H 6.94, bd (8.5) 6.60, bd (9.0)   7.08, d (9.0) 6.70. bd (8.4)  

N5-Me 2.94, s 2.94, s   2.94, s 2.94, s  

N12-Me   3.04, s 2.98, s   - 

La nomenclatura usada para este compuesto es la misma empleada en el reporte de literatura con los que se comparan los desplazamientos 
químicos26,49,50. 

Tabla 5-5. Asignación de señales en RMN-13C para los compuestos CB5, CB6 y los datos reportados para la dysidenina, la 
isodesydenina, la pseudodysidenina, la neodysidenina y la 10-declorodisydeatiazol. 
 

CB5 CB6 Dysidenina 50 Isodysidenina  Pseudysidenina 50 Neodysidenina 26 10-declorodysideatiazol 49 

Posición a ɿÃȟ ÍÕÌÔ ɿÃȟ ÍÕÌÔ ɿÃȟ ÍÕÌÔ ɿÃȟ ÍÕÌÔ ɿÃȟ ÍÕÌÔ ɿÃȟ ÍÕÌÔ ɿÃȟ ÍÕÌÔ 

1 16.4, CH3 15.7, CH3 17.3, CH3 NDa 17.3, CH3 16.3, CH3 16.6, CH3 

2 50.7, CH 41.5, CH 51.4, CH NDa 51.4, CH 50.6, CH 48.7, CH 

3 40.2, CH2 39.4, CH2 37.4, CH2 NDa 37.4, CH2 40.3, CH2 39.8, CH2 

4 170.8, qC 170.5, qC 171.2, qC NDa 171.2, qC 170.4, qC 170.6, qC 

5 47.6, CH 47.6, CH 54.0, CH NDa 54.0, CH 47.5, CH 52.8, CH 

6 36.7, CH2 37.3, CH2 31.0, CH2 NDa 31.0, CH2 36.9, CH2 39.2, CH2 

7 51.8, CH 51.9, CH 51.9, CH NDa 51.9, CH 51.74, CH 40.8, CH 

8 16.6, CH3 17.2, CH3 16.2, CH3 NDa 16.2, CH3 16.5, CH3 15.1, CH3 

9 105.4, qC 104.4, qC 105.5, qC NDa 105.5, qC 105.3, qC 105.4, qC 

10 105.1, qC 77.4, CH 105.1, qC NDa 105.1, qC 104.9, qC 77.7, CH 

11 171.8, qC 170.2, qC 171.9, qC NDa 171.9, qC 171.2, qC - 

12 50.8, CH 50.5, CH 47.3, CH NDa 47.3, CH 51.7, CH - 

13 17.0, CH3 16.9, CH3 21.8, CH3 NDa 21.8, CH3 16.8, CH3 - 

14 169.4, qC 169.4, qC 168.2, qC NDa 168.2, qC 169.4, qC 170.1, qC 

15 142.7, CH 141.4, CH 142.3, CH NDa 142.3, CH 142.6, CH 142.6, CH 
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16 120.1, CH 119.4, CH 118.9, CH NDa 118.9, CH 119.9, CH 119.4, CH 

N5-Me - - 30.8, CH3 NDa - - - 

N12-Me 30.0, CH3 29.5, CH3 - NDa 30.8, CH3 (N12-Me) 29.8, CH3 (N12-Me - 

La nomenclatura usada para estos compuestos es la misma empleada en los reportes de literatura con los que se comparan los desplazamientos 

químicos26,49,50 

 



 

Por otro lado, la fracción FV mostró una actividad moderada como larvicida, con una 

mortalidad del 67% a 50 ʈg/pozo. Fue separada por HPLC preparativo usando una 

columna Kromasil C-8. se obtuvieron 2 compuestos puros CB6 (tr: 25.1 min, 1.9 mg) y 

CB7 (tr: 26.3 min, 1.5 mg). Las señales de CB7 observadas en el espectro de RMN-1H 

(figura 5-15) y carbono (figura S.I.5.10 HSQC) fueron casi idénticas a las de CB5. En la 

figura 5-15 se observa el espectro de RMN-1H de CB7 y de CB5 sobrepuestos, donde 

se observa que la única diferencia radica en el desplazamiento del NH, que puede 

presentar corrimientos por un efecto de concentración. Para determinar si CB5 y CB7 

son el mismo compuesto, se analizaron por UHPLC-ELSD usando una columna UHPLC 

C-8 Kinetex por coinyección. Los perfiles de coinyección mostraron un solo pico 

cromatográfico, corrobrando que CB5 y CB7 son el mismo compuesto. En la tabla 5-4 

y 5-5 se presenta la asignación de las señales del CB5 mostrando que los 

desplazamientos en RMN-1H y RMN-13C son casi idénticos a los reportados para la 

neodysidenina26.  

 

Figura 5-15. Comparación de espectro RMN-1H de CB5 y CB7 en CDCl3 en 400MHz 

La dysidenina fue aislada en 1977 de la esponja marina Dysidea herbacea, que está en 

simbiosis con la cianobacterias Oscillatoria spongeliae49. Este compuesto es un potente 

inhibidor  del cotransportador yodo-sodio de la tiroide bovina. El epímero de la 

dysidenina en el carbono C-5 es la isodysidenina, también aislada de la misma especie 
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y tiene actividad ictiotóxica51. Estos compuestos se caracterizan por la presencia del 

aminoácido muy poco común 5,5,5-tricloroleucina. La neodysidenina es un compuesto 

relacionado con dysidenina y isodysidenina, pero a diferencia de ellos no se halla 

metilado en el residuo de 5,5,5-tricloroleucina, sino en la tiazolil alanina (NMe en el C-

12). En estos compuestos los centros asimétricos de los grupos tricloroisopropilo son 

invariablemente S, mientras para el caso de C-5 se pueden tener los dos 

estereoisómeros. De hecho, la dysidenina y la isodesydinina (figura 5-13) son 

epímeros en C-5. También se han observado variaciones en el centro asimétrico C-12 

como es el caso de la pseudodysidenina y neodysidenina (figura 5-13). En términos 

generales se ha observado que la rotación óptica está fuertemente influenciada con la 

estereoquímica de C-5, teniendo valores negativos para cuando este centro asimétrico 

es S, y positivos cuando es R. Mientras que las técnicas de dicroismo circular 

(transiciones n ɀʌɕɊ ÐÅÒÍÉÔÅn diferenciar más claramente los estereoisómeros en C-

1226. 

Se determinó el valor de la rotación óptica de CB5, presentando un valor negativo 

mayor que el reportado para la neodysidenina. Con la alta similitud en los 

desplazmaientos químicos en RMN de CB5 con los reportados para la neodysidenina 

podemos afirmar que CB5 es la neodysidenina o su enantiomero. Al presentar un valor 

de la rotación óptica cercana a la reportada para la neodysidenina podemos afirmar 

que CB5 es la neodysidenina. No obstante, es importante realizar esperimentos 

adicionales que permitan confirmar que efectivamente CB5 es la neodysidenina.  

Por otro lado, el compuesto CB6 (FV-V.2) fue analizado por LC-(+)-HRESIMS (figura 5-

16) mostrando un ion en m/z  510.0110, correspondiente al [M+H]+, congruente con 

una fórmula molecular C17H24Cl5N3O2S (C17H2435Cl5N3O2S calculado para [M+H]+= 

510.0110 ɝ 0 ppm). El patrón isotópico también confirma la presencia de 5 cloros, uno 

menos que lo encontrado para CB5. El espectro de RMN-1H (figura 5-17) del 

compuesto CB6 resultó similar al espectro de CB5. Así, se observan las señales 

características del anillo tiazólico en ɿH 7.73 (d, J=3.2 Hz/ ɿC  141.4) y 7.33 (d, J=3.2 Hz 

/  ɿC 119.4). Del metino en ɿH 6.16 (q, J=7.0 Hz/ ɿC 50.5) de la tiazolil alanina, y del 
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ÍÅÔÉÎÏ ɻ ÄÅ ÁÍÉÎÏÜÃÉÄÏ ÅÎ ɿH 5.05 (ddd, J=11.3, 9.0, 3.1 Hz/ ɿC 47.6). La señal que 

marca una diferencia con CB5 corresponde al metino en ɿH 5.94 (d, J=3.1 Hz / ɿC 77.4) 

que corresponde a un metino diclorado, arreglo estructural también encontrado en los 

análogos de dysidenina. Se observan dos señales de metilenos diasterotópicos, uno en 

ɿH 2.28 (m / ɿC 39.4) y en 2.62 (m / ɿC 39.4), y el otro en ɿH 1.67 (m / ɿC 36.7) y 2.35 

(m/ ɿC 36.7). Finalmente, se observan señales de 3 metilos en ɿH 1.68 (d, J=7.0 Hz/ ɿC 

16.9), 1.48 (d, J=6.3/ ɿC 17.2) y en 1.19 (d, J=6.7 Hz/ ɿC 15.7), como también la presencia 

de un NMe en ɿH 2.94 (s/ ɿC 28.5). Usando el HSQC (figura S.I.5.12) fue posible asignar 

los carbonos correspondientes a las señales observadas en el espectro de RMN-1H, ya 

que por la poca cantidad de muestra no se pudo obtener un buen espectro de RMN 13C. 

Por medio del HMBC (figura S.I.5.13) se determinaron los desplazamientos de los 

carbonos cuaternarios, como lo son dos carboxilos en ɿC 170.5 y 170.2 de amidas o 

ésteres, otro en ɿC 104.4 correspondiente al grupo -CCl3 Ù ÅÎ ɿC 169.4 que hace parte 

del anillo tiazólico.  

 

Figura 5-16. Espectro de masa del pico en tr 4.26 min (CB6) 
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Figura 5-17. Espectro de RMN-1H del compuesto CB6 en CDCl3  400MHz. 

Para determinar la posición de N-metilación en CB6 se observó la correlación en HMBC 

de la señal en ɿH 2.94 (s) con el carboxilo C-11 y el metino C-12, confirmando la NMe 

en el grupo amida de C-12. La estructura en general se mantiene muy similar a la de la 

neodysidenina o a la de pseudodysidenina. La mayor diferencia con las moléculas 

anteriores, está dada por la falta de un átomo de cloro en el carbono C-10 de uno de los 

residuos 5,5-dicloroleucina. Los desplazamientos químicos de esta posición coinciden 

con los reportados para el 10-declorodysideatiazol (figura 5-13)49. La asignación de 

este compuesto se observa en la tabla 5-4 y 5-5, y su estructura plana con las 

correlaciones halladas en COSY y HMBC se observan en la figura 5-14. Se realizó una 

búsqueda en Scifinder usando la estructura plana planteada para CB6, el cual se 

nombra como 10-decloroneodysidenina, y no se halló ningún reporte asociado. Por lo 

tanto, esta es la primera vez que se reporta este compuesto en la literatura. En cuanto 

a la estereoquímica, no fue posible determinarla debido a que requiere varias 

reacciones de hidrólisis y ozonólisis, y la cantidad de muestra fue una limitante. Por 

otro lado, el valor de la rotación óptica no fue muy informativo debido a que está muy 

cercano a cero, y no nos permite determinar la asignación del centro asimétrico C-5.  

Finalmente, se estudió la fracción FVII debido a que fue la que presentó la mejor 

actividad larvicida, mostrando una mortalidad del 100% a 10 µg/pozo. Fue separada 

por HPLC-ELSD preparativa usando una columna C-8 Kromasil, obteniendo 4 

fracciones (FVII-1 y FVII-4). En la fracción FVII-2 se obtuvo el compuesto CB8 (tr: 12.5 

min, 1.0 mg), el cual fue analizado por (+)-HRESIMS y RMN.  
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La fracción FVII fue analizada por LC-(+)-HRESIMS en modo positivo y el pico en 7.23 

min, que corresponde al compuesto CB8, presenta el espectro de masas que se observa 

en la figura 5-18, con un ion en m/z  913.5645, siendo [M+H]+, que corresponde a una 

fórmula molecular de C48H76N6O11 (calculado para [M+H]+=913.5650 ȹ 1 ppm). En el 

espectro también se observan un ion en m/z  896.5374, que corresponde a una pérdida 

de un grupo amino [M-NH3+H]+ y otro en m/z  919.5190 que es el aducto [M-NH3+Na]+. 

 

 

Figura 5-18. Espectro de masa del pico en tr 7.23 min (CB8) 

En las figura 5-19 se presenta el espectro de RMN-1H, y los espectros bidimensionales 

están las figuras del anexo (COSY, figura S.I.5.14; HSQC, figura S.I.5.15, HMBC, figura 

S.I.5.16). El espectro de RMN-13C no fue posible obtenerlo debido a la poca cantidad 

obtenida del compuesto. El RMN-1H de CB8 sugiere que este compuesto es un 

depsipéptido, por las señales típicas de H-Ŭ o H-ɓ de aminoácidos e hidroxiácidos en 

dH 5.71 (dd, J=12.1, 4.8 Hz/ ɿC 57.3), 5.52 (d, J=9.8 Hz/ ɿC .77.5), 4.82 (dd, J=11.0, 1.6 

Hz/ ɿC .72.0), 4.73 (dd, J=7.6, 2.0 Hz/ ɿC .54.0), 4.62 (m/ ɿC .57.4), 4.41 (dd, J=9.5, 2.3 

Hz/ ɿC .58.9) y 4.12 (dd, J=7.7, 2.5 Hz/ ɿC .64.5). La señal en dH 4.68 corresponde al 

protón del grupo hidroxilo, puesto que no presenta acoplamientos en HSQC. También 

se observan 3 señales asociadas a NH en 7.27 (m, 2H), 7.24 (d, J= 9.5 Hz) y 6.91 (d, J=7.6 

Hz), tres singletes intensos en dH 3.75 (s/ ɿC 55.7), correspondiente a un OMe, y en dH 

3.08 (s/ ɿC 31.9) y 2.98 (s/ ɿC 31.0) que corresponden a dos NMe. Por HSQC se lograron 
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identificar nueve metilenos diasterotópicos (tabla 5-6) y se observan nueve señales de 

metilos adicionales, dos metilos singletes en dH 1.37 (s/ ɿC .17.1) y en 1.17 (s/ ɿC .25.4), 

seis metilos dobletes en dH 0.97 (d, J=7.2 Hz/ ɿC 23.6), dos metilos solapados en 0.93 

(d, J=6.5 Hz/ ɿC .20.1), 1.05 (d, J=6.5 Hz/ ɿC .20.0), 1.01 (d, J=6.6 Hz/ ɿC .16.3) y 0.73 (d, 

J=6.6 Hz/ ɿC .16.1), como también en dH 0.96 (obscured, m/ ɿC .12.4). Se identificaron 

dieciséis metinos, siete previamente descritos como protones H-Ŭ y H-ɓ de los residuos, 

un carbinólico adicional en dH 4.05 (m/ɿC 67.3) característico de un residuo de treonina, 

cuatro metinos aromáticas típicos de paradisustituído dH 7.08 (d, J=8.2, 2H/dC 129.5) y 

6.77 (d, J=8.2, 2H/dC 113.7) y un metino de triple enlace terminal en dH 1.95 (t, J=2.5 

Hz/ ɿC .69.4). Por medio del HMBC fue posible identificar carbonos cuaternarios como 

varias señales de carboxilos entre dC 169 y 174, típicos de amidas o ésteres, dos 

carbonos sp2 en ɿC 129.8 y 158.4 pertenecientes a un sistema aromático y un carbono 

sp en ɿC 84.4 del triple enlace. 

 

Figura 5-19.Espectro de RMN-1H del compuesto CB8 en CDCl3  400MHz. 

Se identificaron siete residuos que corresponden a cuatro Ŭ-aminoácidos, un ɓ-

aminoácido y dos hidroxiácidos, cuya determinación estructural se realizó usando los 

experimentos 2D de RMN. En la figura 5-20 se observan las correlaciones en COSY y 

HMBC de cada una ellos. Así se identificó la NMe-OMe tirosina (NMe-OMe-Tyr), (ver 
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figura 5-20 a.), la O metilación se dedujo por el acoplamiento en HMBC entre el metilo 

en dH  3.75 (H3-10) y el C-7 en dC  158.4, y la N metilación se determinó por el 

acoplamiento del metilo en dH  3.08 con el C-2 en dC 57.3. Finalmente, los acoplamientos 

entre el H-2 (dH  5.71) y Hb-3 (dH  2.84) con el carboxilo en dC  171.0 confirman que éste 

es C-1. También se identificó el ácido leúcico también conocido como el ácido 2-

hidroxiisocapróico, cuyas correlaciones en COSY y HMBC se observan en la figura 5-20 

b. Cabe resaltar el desplazamiento del CH-2 en dH 4.82 y dC  77.0 que es típico de un Ŭ-

hidroxiácido. El carboxilo perteneciente a este residuo no fue determinado por 

ausencia de correlaciones con de los protones H-2 y H-3. Para el caso de la valina (Val) 

se observan las correlaciones en la figura 5-20 c. Es preciso mencionar que la ausencia 

de un acoplamiento COSY entre dH  4.73 (H-2) y el metino dH  1.87 (H-3) se debe 

principalmente a un asunto conformacional, donde el ángulo de los dos protones está 

cercano a 90° y por tanto, el valor de la J es muy pequeño52. La señal en dC  172.8 se 

asignó como C-1 de este aminoácido ya que tanto el metino H-2 como el NH (dH  6.91) 

presentaron correlaciones en HMBC con este carboxilo. Se determinó también la 

presencia de treonina (Thr), cuyos acoplamientos en RMN 2D se presentan en la figura 

5-20 d. Es interesante observar que el metino en dH  4.05 (m/dC 67.3, H-3) muestra una 

correlación en COSY con el protón en dH  4.68 (d, J=11.5 Hz), el cual pertenece al grupo 

hidroxilo. Tanto el metino H-2 como el NH (dH  7.24) mostraron acoplamientos en 

HMBC con el carboxilo en dC 169.7 que por tanto es C-1 para este aminoácido. El quinto 

residuo fue la NMe-isoleucina (NMe-Ileu), cuya estructura y correlaciones se observan 

en la figura 5-20 e. La N metilación se determinó por el acoplamiento del metilo 

singlete en dH  2.98 con el CH-2 en dC 64.5 (dH  4.12, dd). El carboxilo en dC 169.9 se 

estableció como C-1 de este aminoácido debido al acoplamiento con el metino H-2. 

Todos los aminoácidos anteriores son comúnmente encontrados en compuestos 

aislados de cianobacterias53. 

Un sexto residuo es el ácido 2,2-dimetil -3-hidroxi -7-octinóico, también conocido como 

Dhoya por sus siglas en inglés, el cual es poco común en la naturaleza, pero se ha 

encontrado en varios compuestos de cianobacteiras como las viequeamidas, el 
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kulolido -1, el pitipeptolido A y D, y las dudawalamidas54, siendo estas últimas 

compuestos obtenidos de Moorea producens55, que es la misma especie aquí estudiada. 

La estructura son sus acoplamientos en COSY y HMBC se presentan en la figura 5-20 f. 

Los dos metilos singletes en dH  1.17 (s/dC  25.4, H3-9) y 1.37 (s/dC  17.1, H3-10) 

mostraron correlaciones intensas en HMBC con el metino oxigenado en dC  77.5 (dH  

5.52, d J=9.8 Hz/ CH-3), con un carbono cuaternario en dC 47.0 (C-2) y con un carboxilo 

en dC 175.1 que corresponde al C-1 de este residuo. El sistema de spin determinado por 

las correlaciones en COSY inicia con el metino oxigenado  H-3 (dH  5.52) que acopla con 

los protones del metileno H2-4 ( dH  1.52, m/dC 27.7, Ha-4 y 1.66, m/dC  27.7, Hb-4), que 

a su vez  acopla con el metileno H2 -5 (dH  1.53, m/dC  24.8, Ha-5 y 1.59, m/dC  24.8, Hb-

5), que continua la cadena con un acoplamiento con un tercer metileno H2-6 (dH  2.19, 

m/dC  18.2, Ha-6 y 2.30, m/dC  18.2, Hb-6). Este último metileno (H2-6) presenta un 

acoplamiento adicional en COSY a cuatro enlaces con un metino en dH  1.96 (d, J=2.5 

Hz/d 69.2, H-8) que corresponde al metino sp del triple enlace. Estos acoplamientos a 

cuatro enlaces en COSY son comunes debido al sistema insaturado52. Las correlaciones 

antes descritas se confirman por los acoplamientos presentados en HMBC que se 

presentan en la figura 5-20 f. Los valores de desplazamiento químico tanto para 

carbono como hidrógeno resultan congruentes a lo reportado en literatura54,55. 

El último residuo se identificó como el ácido 3,5-diaminopentanóico, el cuál no se ha 

reportado como aminoácido en compuestos cianobacterianos. Sin embargo se ha 

reportado la presencia de ɓ-aminoácidos en metabolitos obtenidos de cianobacterias, 

como el mencionado anteriormente ácido 2-metil -3-aminobutanóico (Maba), que se 

encuentra en compuestos como la dolastatina D56 y la guineamida B57, como también 

el ácido 3-amino-2-metilhexanóico (Amha) presente en la medusamida58. En cuanto a 

los aminoácidos aminoterminales también se han aislado de cianobacteiras como la 

lisina que está presente en la Kempopeptina B, compuesto aislado de Lyngbya sp.53 

Esto sugiere que la estructura de este aminoácido es posible biosintéticamente. Su 

estructura y acoplamientos en COSY y HMBC se observan en la figura 5-20 g. El metino 

en dH  4.62 (m/ dC  57.4, H-3), que se propuso como un metino unido a un grupo amino 
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por su desplazamiento, acopla en COSY con dos protones de dos metilenos 

diasterotópicos diferentes, uno en dH  1.51 (m/dC  34.3, Hb-2) y el otro en dH  1.98 (m/dH  

25.9, Hb-4). La señal de Hb-4 acopla en COSY con CH2-5 (dH  3.71, m/dC  47.3, Ha-5 y 3.43, 

m/dC  47.3, Hb-5), que por su desplazamiento corresponde a un metileno unido a un 

grupo amino. Lo anterior se confirma por el acoplamiento en COSY entre Hb-5 con el 

NH2  (dH  7.27, m, 2H). Las correlaciones en HMBC confirman la estructura planteada 

usando los acoplamientos en COSY. El carboxilo de este aminoácido no logró 

observarse en HMBC.  

 

 

Figura 5-20. Estructura de los residuos de aminoácidos identificados del compuesto 

CB8 mostrando los acoplamientos claves en los experimentos COSY y HMBC. a. NMe-

OMe tirosina (NMe-OMe-Tyr), b. ácido leúcico , c. valina (Val), d. Treonina (Thr), e. 

NMe-isoleucina (NMe-Ileu), f. ácido 2,2-dimetil -3-hidroxi -7-octáninóico (Dhoya) y g. 

ácido 3,5-diaminopentanóico. Los carboxilos en gris no fueron asignados. 

La conexión de estos residuos se realizó por medio de los acoplamientos de HMBC que 

se describe a continuación. El residuo de Dhoya se une al carboxilo de la Thr por la 

correlación entre el H-3 (dH 5.52, d) de Dhoya con el C-1 de la Thr (dC 169.7). La Thr se 

une al carboxilo de la NMe-OMe-Tyr por al acoplamiento de H-2 (dH 4.41, dd) y NH (dH 
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7.24, d) de la Thr con el C-1 (dC 171.0) de la NMe-OMe-Tyr. A su vez, NMe-OMe-Tyr se 

une al carboxilo de la Val por la correlación entre el NMe (dH 3.08, s) con el carboxilo 

de la Val (dC 172.8). La Val se une a un carboxilo en dC  174.9 que no fue asignado 

previamente. Lo anterior por el acoplamiento en HMBC de H-2 (dH 4.73, dd) y NH (dH 

6.91, d) de la Val con dicho carboxilo. Esta primera subestructura (I) se muestra en la 

figura 5-21 a.  

Una segunda subestructura (II) corresponde a la NMe-Ileu que se une al carboxilo en 

172.7, que tampoco fue asignado a ningún residuo. Lo anterior por el acoplamiento del 

NMe (dH 2.98, s) de la NMe-Ileu con el carboxilo en dC  172.7. Una tercera subestructura 

(III) es el residuo del ácido 3,5-diaminopentanóico, cuyos protones no mostraron 

acoplamiento alguno con algún carboxilo. Lo mismo sucede para la subestructura IV 

que es el residuo del ácido leúcico, que tampoco muestra correlaciones con los 

carboxilos. Con el fin de tratar observar estas correlaciones se registraron otros 

experimentos de HMBC variando el valor de J (J=3 Hz y J=5 Hz y J=7 Hz). Sin embargo, 

estos experimentos no mostraron las correlaciones necesarias para poder esclarecer 

los carboxilos de los residuos mencionados. Por lo anterior, la elucidación se realizó en 

base con datos de la literatura como se menciona a continuación.  

Propusimos la estructura presentada en la figura 5-21 b. Planteamos que el ácido 

leúcico está unido al carboxilo C-1 del residuo Dhoya por medio de un grupo éster. Lo 

anterior puesto que los depsipéptidos aislados de cianobacterias que contienen Dhoya 

presentan una unión tipo éster54,55. Así el ácido leúcico es el único residuo que podría 

presentar esta unión tipo éster con Dhoya, lo que permite unir la subestructura I y IV.  

Hay solamente una forma de ensamblar las subestructuras II y III. Por un lado, el 

carboxilo en dC  174.9 (en el extremo de la Val de la subestructura I) no podría ser el C-

1 del ácido leúcico porque ciclaría el péptido y quedarían 3 residuos sin incluir. 

Entonces la única posibilidad es que dicho carboxilo sea el C-1 del ácido 3,5-

diaminopentanóico, el cual no se había identificado. Así se unen las subestructuras I, 

III y IV.  
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Finalmente, el carboxilo C-1 de la NMe-Ileu (subestructura II) debe está unido al grupo 

ɓ-amino del ácido 3,5-diaminopentanóico (subestructura IV) y por tanto, el carboxilo 

en 172.7 debe estar unido con el CH-2 del ácido leúcico. Proponemos una estructura 

cíclica porque se ajusta a la fórmula molecular hallada en (+)-HRESIMS (C48H76O11N6), 

como se mencionó anteriormente. De esta manera, se establece que CB8 es un 

depsipéptido cíclico nombrado ciclo((Dhoya)-(Thr) -NMe-(OMe-Tyr) -(Val)-(ácido 3,5-

diaminopentanóico)-NMe-(Ileu) -(ácido leúcico)). La asignación completa se encuentra 

en la tabla 5-6. 

a.   b. 

 

Figura 5-21.Correlaciones claves en HMBC para el ensamblaje del compuesto CB8 a. 

Subestructuras I (verde), II (azul), III (rojo), IV (morado), carbonilos no asignados en 

gris b. Propuesta de la estructura del compuesto CB8 

 

 

 

Tabla 5-6. Asignación de señales en RMN-1H y RMN-13C para el compuesto CB8 

CB8 (CDCl3 , 600MHz) 

Posición a ɿÃȟ ÍÕÌÔ ɿH, (J en Hz) 

Dhoya 

1 175.1, qC - 

2 47.0, qC - 

3 77.5, CH 5.52, d (9.8) 
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4 27.7, CH2 1.52, m 

 
- 1.66, m 

5 24.8, CH2 1.53, m 
 

- 1.59, m 

6 18.2, CH2 2.19, m 
 

- 2.30, m 

7 84.4, qC - 

8 69.2, CH 1.96, d (2.5) 

9 25.4, CH3 1.17, s 

10 17.1, CH3 1.37, s 

Thr  

1 169.7, qC - 

2 58.9, CH 4.41, dd (9.5, 2.3) 

3 67.3, CH 4.05, m 

4 20.0, CH3 1.05, d (6.5) 

OH - 4.68, d (11.5) 

NH - 7.24,d (9.5) 

NMe-OMe Tyr  

1 171.0, qC - 

2 57.3, CH 5.71, dd (12.1, 4.8) 

3 32.5, CH2 3.51, dd (15.4, 4.8) 
  

2.84, dd (15.4, 12.1) 

4 129.8, qC - 

5 129.5, CH 7.08, d (8.2) 

6 113.7, CH 6.77, d (8.2) 

7 158.4, qC - 

8 113.7, CH 6.77, d (8.2) 

9 129.5, CH 7.08, d (8.2) 

10 (OMe) 55.7, CH3 3.75, s 

NMe 31.9, CH3 3.08, s 

  Val   

1 172.8, qC - 

2 54.0, CH 4.73, dd (7.6, 2.0) 

3 32.2, CH 1.87, m 

4 20.9, CH3 0.93, d (6.5) 

5 16.1, CH3 0.73, d (6.6) 

NH - 6.91, d (7.6) 
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Ácido 3,5-diaminopentanóico  

1 174.9, qC - 

2 34.3, CH2 2.30, m 

  - 1.51, m 

3 57.4, CH 4.62, m 

4 25.9, CH2 2.11, m 
 

- 1.98, m 

5 47.3, CH2 3.71, m 
 

- 3.43, m 

NH2 - 7.27, m 

NMe-Ileu  

1 169,9 qC - 

2 64.5, CH 4.12, dd (7.5, 2.5) 

3 37.9, CH 1.74, m 

4 27.9, CH2 1.90, m 

  - 1.76, m 

5 12.4, CH3 0.95, m 

6 16.3, CH3 1.01, d (6.6) 

NMe 31.0, CH3 2.98, s 

Ácido leúcico  

1 172.7, qC - 

2 72.0, CH 4.82, dd (11.0, 1.6) 

3 38.5, CH2 1.73, m 

  . 1.49, m 

4 25.3, CH 1.77, m 

5 23.6, CH3 0.97, d (7.2) 

6 20.9, CH3 0.93, d (6.5) 

 

De otro lado, la fracción mayoritaria fue FVII-4 (tr:15.1 min, 8 mg) que fue analizada 

por RMN (figura 5-22), pudiéndose establecer que es una mezcla de un ácido graso, 

por la señal intensa en dH 1.29 y el metilo terminal en dH 0.84, con otro péptido 

diferente, juzgado por las señales entre dH 4.5 y 5.5. También se observan 5 singletes 

correspondientes a N-metilaciones. Debido a la complejidad de la muestra no fue 

posible determinar la estructura de estos compuestos.  
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Figura 5-22. Espectro RMN-1H de FVII-4 en CDCl3 en 400MHz 

 

Actividad biológica  

Finalmente, se evaluó la actividad biológica de los compuestos aislados en cantidad 

suficiente (CB5, 11, 13 y 14), y de algunos de los compuestos identificados los que 

tuvimos acceso a los patrones (1, 2, 3, 4, 8) y el del ácido oleico para comparar con los 

resultados de FIV-1. En la Tabla 5-7 se encuentran los resultados de los bioensayos. El 

ácido oleico mostró una muy buena actividad con un 92% de mortalidad a 50 ʈg/pozo 

(0.18 mM). Estos resultados son congruentes con lo reportado por Harada y 

colaboradores, donde encontraron que los ácidos grasos insaturados presentaban 

actividad larvicida contra Ae. albopictus, teniendo mayor actividad a medida que 

aumenta el número de dobles enlaces.  

Tabla 5-7. Resultados de los ensayos de actividad biológica de los compuestos aislados 
de algunos patrones de compuestos identificados en el mat Moorea producens (IBUN-
03496) 

 
Compuesto 

% Mortalidad 
Larvas de Ae. 

aegypti   

%Mortalidad 
A. salina  
ɉρςȢυ ʈÇȾÍ,Ɋ 

%Mortalidad A. 
salina   

ɉρςυ ʈÇȾÍ,Ɋ 

AChEI  
(mm de 

diámetro)  
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(υπ ʈÇȾÐÏÚÏɊ 

Acetona control  
(υπ ʈ,ȾÐÏÚÏ) 

NAa 3 3 NAa 

CHCl3 control (ρπʈ,ȾÐÏÚÏ) 8 NAa NAa - 
MeOH control (ρπʈ,ȾÐÏÚÏɊ 0 NAa NAa - 

Malatión ɉρπ ʈÇȾÐÕÎÔÏɊ NAa 100 100 10 
DDT ɉρπ ʈÇȾÐÏÚÏɊ 100 (0.1 mM) NAa NAa NAa 

CB5 33 (0.09 mM) 23 (0.02 mM) 13 (0.23 mM) 3 

Ácido mirístico (1)  55 (0.22 mM) 33 (0.06 mM) 100 (0.55 mM) 3 

Ácido Palmítico (2)  8 (0.20 mM) 20 (0.05mM) 100  (0.49 mM) 3 

Palmitato de Metilo 
(3)  

0 (0.19 mM) 17 (0.05 mM) 37 (0.46 mM) 4 

Miristato de Metilo 
(4)  

0 (0.21 mM) 13 (0.052 mM) 17 (0.52 mM) 4 

Estereato de metilo 
(8)  

0 (0.17 mM) 7 (0.04 mM)  17 (0.42 mM) 0 

Ácido oleíco  92 (0.18 mM) 13 (0.04 mM) 20 (0.44 mM) 0 

Colesterol (11)  17 (0.13 mM) 23 (0.03 mM) 40 (0.32 mM) 0 

Clionasterol (13)  0 (0.12 mM) 3 (0.03 mM) 13 (0.30mM) 0 

Campesterol (14)  0 (0.12 mM) 10 (0.03 mM) 17 (0.31 mM) 0 

FIV-1 100 NEb NEe 0 

aNA: no aplica 
bNE: No ensayado 

Por otro lado, la CB5 (neodysidenina) presentó una mortalidad del 33% a 50 ʈg/pozo 

(0.09 mM), que es una actividad baja, sin embargo, durante el seguimiento del 

desarrollo larvario se observó que este compuesto no permitió que las larvas de Ae. 

aegypti se desarrollaran normalmente. En la figura 5-23 se puede ver las fotografías a 

los 6 días después de tratamiento de (a) los pozos expuestos con CB5, y de (b) el 

control negativo usado (CHCl3). Se observa una diferencia entre los dos casos, no 

solamente en tamaño, sino también en color e incluso en el instar larvario59. 

Normalmente, las larvas de Ae. aegypti tienen una primera muda entre el instar II y III, 

a juzgar por la morfología de las larvas expuestas a CB5 ellas parecen estar en un instar 

II, mientras que las larvas del control negativo están en instar IV. Es posible que CB5 

sea un controlador de larvas de tipo larvistático, donde no se produce la mortalidad 

larvaria, sino que se interrumpe el desarrollo larvario, evitando procesos de muda. 

Para confirmar esta hipótesis deben realizarse muchos más ensayos que demuestren 

que CB5 es un disruptor de crecimiento, lo cual no fue abordado en este trabajo. 
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a. b.  

Figura 5-23. a. Larvas expuestas a CB5 (50ʈg/pozo) al sexto día de tratamiento, b. 
Larvas expuestas a CHCl3 (50 ʈL/pozo) al sexto día de exposición.  

En los ensayos de toxicidad se observa que el compuesto más activo como larvicida, el 

ácido oleico, fue inactivo a 12.5 ʈg/mL y 12.5 ʈg/mL, lo cual es un indicador de que 

este compuesto puede no ser ecotóxico y selectivo como larvicida. Lo mismo se 

observó para CB5, que también fue poco mortal para A. salina en ambas 

concentraciones. Solamente los ácidos grasos saturados (1 y 2) mostraron toxicidad a 

125 ʈg/mL. En estudios sobre el efecto que tienen los ácidos grasos en A. salina se 

determinó que el modo de acción de este tipo de compuestos puede estar relacionado 

con la inhibición de la ATPasa de Na+ y K+, donde se presenta una mayor inhibición en 

los ácidos grasos no esterificados con insaturaciones60. No obstante, al evaluar 

nuestros resultados, observamos que los ácidos grasos saturados 1 y 2 mostraron una 

mejor actividad contra A. salina que el ácido oleico, que es un compuesto insaturado. 

Consideramos que estas diferencias con respecto al reporte se debe a que las 

evaluaciones de la inhibición de la ATPasa se realizaron en bioautografía usando la 

ATPasa extraída del camarón y al no evaluarlos directamente con la A. salina, no es 

posible determinar si estos compuestos puedan atravesar las barreras biológicas.  

En cuanto a la actividad como inhibidores de AChE, no se observó una actividad 

notable por parte de los compuestos ensayados. Para los géneros cianobaterianos 

Lyngbya y Moorea no se han reportado compuestos con actividad inhibidora de esta 
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enzima. Hay reportes de cianobacterias como inhibidores de AChE del género 

Anabaena, de la cual se logró aislar el potente inhibidor Anatoxina-a(s)61. Estos 

resultados se podrían interpretar como una ventaja ya que los mosquitos de Ae. aegypti 

ya han desarrollado procesos de resistencia a los insecticidas con actividad AChEI, y 

por tanto, los compuestos como el ácido oleico y la CB5 (neodysidenina) pueden ser 

unos buenos candidatos como insecticidas que no van por este modo de acción. 

5.4 Conclusiones 

El mat IBUN-03496 fue identificado morfológicamente como Moorea producens y fue 

seleccionado para estudio químico debido a que su extracto mostró una buena 

actividad larvicida. Fue fraccionado y se obtuvieron 9 fracciones de las cuales 6 (FII, 

FIII, FIV, FV, FVII y FVIII) exhibieron actividad larvicida, siendo FVII la más potente 

(100% de mortalidad a 10 ʈg/pozo). En la FI se identificaron por GC-MS y RMN el 1-

heptadeceno, el 2-heptadeceno y otro heptadeceno, cuya ubicación del doble enlace no 

fue posible determinar. El espectro de RMN-1H de FII mostró un perfil de ácidos grasos 

con presencia de triglicéridos y posiblemente fosfatidilcolina. La fracción FII se analizó 

derivatizada con BF3/MeOH por GC-MS identificandose el miristato de metilo (4), 

palmitato de metilo (3), estereato de metilo (8), palmitoleato de metilo y el oleato de 

metilo (10). Por LC-(+)-HRESIMS se detectó curacina D, que es un marcador 

quimiotaxonómico de la especie Moorea producens que confirma la identificación de 

este mat.  

La fracción FIII también fue activa como larvicida, de la cual se identificaron varios 

ácidos grasos y metil ésteres (2, 8, 11, 12 y 13) obteniendo puros el colesterol (11), el 

clionasterol (13) y el campesterol (14). Los esteroles fueron ensayados con los tres 

bioensayos propuestos sin presentar actividad en ninguno. De otro lado, la FIV fue 

fraccionada, y se identificó en FIV-1 un ácido graso monoinsaturado con geometría cis, 

y en FIV-3 el compuesto CB5, identificado por RMN y LC-(+)-HRESIMS como 

neodysidenina. La fracción FV mostró una actividad moderada como larvicida contra 

Ae. aegypti, sin embargo, fue fraccionada obteniendose dos compuestos puros, CB7 que 
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resultó ser también neodysidenina y CB6 cuya estructura se determinó por RMN y LC-

(+)-HRESIMS, y que resultó ser nuevo. Lo llamamos 10-decloroneodysidenina por la 

ausencia de un átomo de cloro en la osición C-10. 

De otro lado, se estudió la fracción FVII que fue la más activa. Se obtuvo el compuesto 

CB8 (1 mg), un depsipéptido cíclico que contiene el residuo Dhoya, poco común en la 

naturaleza, y se propone el ɓ-aminoácido ácido 3,5-diaminopentanóico. Se le llamó 

ciclo((Dhoya)-(Thr) -NMe-(OMe-Tyr) -(Val)-(ácido 3,5-diaminopentanóico)-NMe-

(Ileu) -(ácido leúcico)). 

Se evaluó la actividad biológica de los compuestos completamente elucidados y con 

cantidad suficiente. La fracción FIV-1 y el ácido oleico fueron los más activos como 

larvicidas, y no fueron tóxicos contra A. salina ni inhibieron la enzima AChE, lo cual los 

hace unos buenos candidatos por su baja ecotoxicidad, selectividad y que presentan 

un modo de acción diferente a los carbamatos y organofosforados. Cabe resaltar que la 

neodysidenina (CB5) mostró una mortalidad larvaria baja, sin embargo produjo una 

disrupción en el desarrollo larvario. CB5 también mostró baja ecotoxicidad y no 

inhibió la AChE. Sería interesante también evaluar este compuesto y determinar cuál 

es su modo de acción. 
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6. #ÏÎÃÌÕÓÉÏÎÅÓ Ù ÒÅÃÏÍÅÎÄÁÃÉÏÎÅÓ 

La presente tesis de maestría tenía como objetivo identificar compuestos con actividad 

insecticida a partir de cianobacterias marinas. Como organismo modelo se usó el 

mosquito vector de enfermedades Ae. aegypti. El primer paso fue hacer un screening 

de 16 mats de cianobacterias recolectados en Providencia e Islas del Rosario, con el fin 

de identificar cuáles de ellas son activas como larvicidas. Los mats fueron extraídos con 

DCM/MeOH (1:1), para luego realizar particiones L-L con el fin de obtener una fracción 

diclorometánica FD y una butanólica FB. Dichas fracciones fueron ensayadas como 

larvicidas contra Ae. aegypti; también se evaluó su ecotoxicidad mediante el ensayo de 

letalidad contra A. salina. Adicionalmente, se empleó el ensayo de inhibidores de 

acetilcolinesterasa para evaluar un posible modo de acción. En general, se observó que 

las fracciones FD fueron más activas que las FB en los tres bioensayos. Se observaron 

diferencias en las actividades biológicas de los mats de una misma especie cuando son 

recolectados en diferentes años y en la misma locación. Este fue el caso del consorcio 

Phormidium submembranaceum/ Symploca hynoides, siendo potentes larvicidas 

aquellos colectados en 2009, y no larvicidas los colectados en 2010. También se 

observaron variaciones en la actividad biológica y perfil químico de mats de Moorea 

producens recolectados en la misma época, pero en diferente locación. Estos 

resultados, sugieren la necesidad de llevar a cabo estudios metabolómicos que 

determinen cuáles son las variables ambientales que generan estos cambios en los 

metabolitos y por tanto en la bioactividad. 

Basándonos en los resultados de los ensayos de actividad biológica, se seleccionaron 3 

mats de cianobacterias para estudio químico. El mat Phormidium sp. (IBUN-02224) fue 
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seleccionado para su estudio químico debido a que la fracción FIII presentó actividad 

larvicida moderada, pero resultó ser poco ecotóxico y no inhibió AChE. De esta fracción 

se aislaron dos depsipeptidos cíclicos CB1 ciclo(NMe-(Ala)-(ácido 2-

hidroxiisovalérico)-(ácido 2-metil -3-aminobutanóico)-(Il eu)-(ácido 2-hidroxi -3-

fenilpropanoíco)) y CB2 ciclo(NMe-(Ala)-(ácido 2-hidroxiisovalérico)-(ácido 2-metil -

3-aminobutanóico)-(Leu)-(ácido 2-hidroxi -3-fenilpropanoíco)) que resultaron ser 

nuevos análogos de la dolastatina D. Con los experimentos realizados se determinó la 

estructura plana de estos compuestos y se sugiere la determinación de la 

estereoquímica absoluta usando el método de Marfey. Adicionalmente se identificaron 

por GC-MS el ácido mirístico (1), palmítico (2) y el palmitato de metilo (3). Todos los 

compuestos purificados, fueron evaluados con los tres bioensayos. Los compuestos 

CB1 y CB2 fueron los mejores candidatos como larvicidas debiro a que fueron activos 

contra las larvas, presentaron baja ecotoxicidad y no inhibieron la AChE. El ácido 

mirístico (1) presentó actividad larvicida moderada, pero presentó toxicidad contra A. 

salina. Se recomienda completar la identificación taxonómica del mat IBUN-02224 

usando herramientas moleculares para establecer la especie del mat. 

El estudio químico del mat IBUN-02213, identificado como Lyngbya sp, fue realizado 

debido a que fue el único mat cuya fracción FB mostró actividad larvicida. 

Adicionalmente, este mat resulta interesante biológicamente pues crecía sobre pastos 

marinos a 0.3 m de profundidad, causando la necrosis de los pastos. De la fracción FB 

se aisló el compuesto puro (2R,5S) ácido seco malyngólido (CB3), que fue identificado 

por RMN y LC-(+)-HRESIMS. En este trabajo se aisló por primera vez este compuesto 

como producto natural, y se obtuvo a nivel de multigramos. De la fracción FD se aisló 

el (2R,5S) malyngólido (CB4). Estudios previos habían identificado el ácido seco 

malyngólido como producto de la hidrólisis básica del malyngólido bajo condiciones 

de laboratorio, no obstante, en este estudio se demostró que el ácido seco malyngólido 

no es un artefacto por el proceso de extracción y por ende es un producto natural 

nuevo. También se identificaron por GC-MS los compuestos 1- 3, el miristato de metilo 

(4), el heptadeceno (5) y la fitona (6). Por LC-(+)-HRESIMS se identificó también el 1-
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acetoxi-3-acetoximetil-7, 11, 15-trimetilhexadeca-2, 6, 10, 14-tetraeno (7). Los 

ensayos de actividad larvicida mostraron que el ácido seco malyngólido (CB3) 

presentó el mejor perfil larvicida, mostrado mortalidad de las larvas con baja 

ecotoxicidad y fue capaz de inhibir la AChE, lo que puede sugerir que este es su modo 

de acción. El malyngólido no presentó actividad larvicida, y fue muy tóxico contra A. 

salina, por lo que no tiene potencial como insecticida. Este estudio aporta al proceso 

de reclasificación del género Lyngbya, siendo el malyngólido un posible marcador 

quimiotaxonómico para un nuevo género. 

Finalmente, la fracción FD del mat IBUN-03496 (Moorea producens) resultó ser la más 

activa como larvicida, con una mortalidad del 100% a las condiciones ensayadas. Esta 

fracción también mostró una alta toxicidad contra A. salina. De su estudio químico se 

identificaron los ácidos grasos y ésteres metílicos 1-4, además del estereato de metilo 

(8), el palmitoleato de metilo (9), el oleato de metilo (10) y el crionasterol (12). 

También se aislaron e identificaron por RMN y GC-MS los esteroles: colesterol (11), 

clionasterol (13) y campesterol (14). De la fracción más activa se aisló un ácido graso 

insaturado (UFA) con un sólo doble enlace con geometría cis, que es el responsable de 

la actividad. De la fracción FIV también se aisló e identificó por RMN y LC-(+)-HRESIMS 

la neodysidenina (CB5), un lipopéptido hexaclorado, y de FV se aisló el compuesto 

novedoso 10-decloroneodysidenina (CB6). De la fracción más activa (FVII) se logró 

aislar CB8, un depsipéptido cíclico nombrado ciclo((Dhoya)-(Thr) -NMe-(OMe-Tyr) -

(Val)-(ácido 3,5-diaminopentanóico)-NMe-(Ileu)-(ácido leúcico)). Debido a la poca 

masa obtenida de CB8 (1 mg), no se ha determinado su estereoquímica absoluta, que 

se recomienda realizar usando el método de Marfey y posteriormente evaluar la 

actividad larvicida, pues promete ser un compuesto muy activo. En cuanto a la 

actividad larvicida, se observó que los ácidos grasos insaturados, como el ácido oléico 

y FIV-1, presentan una actividad larvicida potente, con baja toxicidad frente a A. salina 

y no inhiben de la AChE, lo cual es un buen panorama para un larvicida. Los esteroles 

no fueron activos como larvicidas, y ni tampoco tóxicos contra A. salina. 

Adicionalmente, la neodysidenina (CB5) no presentó una mortalidad larvaria alta, 

pero si resulta ser un disruptor de desarrollo, por lo que podría ser usado larvastático. 
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Se recomienda realizar la determinación de la estereoquímica absoluta de CB5, CB6 y 

CB8, para posteriormente evaluar su actividad larvicida. Adicionalmente, sería 

interesante establecer el mecanismo de acción larvostática de la neodysidenina (CB5), 

pues este sería un larvicida selectivo y poco ecotóxico. 

Este estudio demuestra la gran diversidad metabólica que existe en las cianobacterias 

de nuestro país. Además, confirmó no solo la presencia de compuestos con actividad 

de larvicida, sino también con actividad moduladora de crecimiento larvario. Los 

ácidos grasos insaturados aislados, que son convencionales, fueron los más activos 

como larvicidas sin presentar ecotoxicidad. Lo que sugiere que buscarlos en fuentes 

alternativas puede ser un desarrollo biotecnológico interesante. El ácido seco 

malyngólido tiene un buen potencial como insecticida, pero deben elucidarse su 

mecanismo de acción para su potencial desarrollo biotecnológico. Los péptidos acá 

aislados son promisorios en cuanto a su actividad, pero las pocas cantidades que se 

pueden recuperar hacen difícil pensar en ellos como insecticidas comerciales. Sin 

embargo, existen rutas para la ´sintesis total de compuestos similares que podrían dar 

respuesta al problema del suministro. 
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Figura S.I.3.1. Espectros de (+)-HRESIMS en modo positivo por inyección directa del 

compuesto CB2. 



208 Búsqueda de compuestos con posible actividad insecticida a partir de cianobacterias marinas del Caribe 

colombiano 
Título de la tesis o trabajo de investigación 

 
 

Figura S.I.3.2. Espectro RMN-13C de CB2 en pyr-d5 en 100MHz 

 

Figura S.I.3.3. Espectro RMN-1H de CB2 en pyr-d5 en 400MHz 
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Figura S.I.3.4. Espectro COSY de 2 en pyr-d5 

 

Figura S.I.3.5. Espectro de HSQC de CB2 en pyr-d5 
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Figura S.I.3.6. Espectro HMBC de CB2 en pyr-d5 

 

 

Figura S.I.3.7. Espectro RMN-1H de FI en CDCl3 
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Figura S.I.3.8. Espectro RMN-1H de FII en CDCl3 

 

 

Figura S.I.3.9. Espectro de GC-MS por impacto electrónico (70eV) de FI, ácido 

mirístico (1), ácido palmítico (2)

 

Figura S.I.3.10. Espectro de GC-MS por impacto electrónico (70eV) de FM-II, ácido 

mirístico (1), ácido palmítico (2), palmitato de metilo (3). 
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Figura S.I.4.1. Espectro RMN-1H de FM-III en CD3OD-d4 en 400MHz 
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Figura S.I.4.2. Espectro RMN-13C de FM-III en CD3OD-d4 en 100MHz 

 

Figura S.I.4.3. Cromatograma de GC-MS por impacto electrónico (70eV) de FM-III. 
Palmitato de metilo (3), Miristato de metilo (4).  
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Figura S.I.4.4. Cromatograma de GC-MS por impacto electrónico (70eV) de FM-IV.2. 
Palmitato de metilo (3), Miristato de metilo (4). 

 

Figura S.I.4.5. Espectro RMN-1H de FM-IV.2 en CD3OD-d4 en 400MHz 
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Figura S.I.4.6. Espectro COSY de CB4 en CDCl3  
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Figura S.I.4.7. Espectro HSQC de CB4 en CDCl3  

 

Figura S.I.4.8. Espectro HMBC de CB4 en CDCl3  

 
Figura S.I.4.9. Cromatograma de GC-MS por impacto electrónico (70eV) de FIV-2, 
palmitato de metilo (3) y miristato de metilo (4) 
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Figura S.I.4.10. Espectro RMN-1H de FH CDCl3 en 400MHz  

 

Figura S.I.4.11. Cromatograma de GC-MS por impacto electrónico (70eV) de FH.  
Heptadecano (5) , 6, 10, 14-trim etil -2-pentadecanona o fitona (6) 
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de capítulo 5  

 

a. 

 

b. 

 

Figura S.I.5.1. a. Cromatograma de GC-MS por impacto electrónico (70eV) de FI, b. 
Espectro RMN-1H de FI en CDCl3 en 400MHz 
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a. 

 

b  

 
Figura S.I.5.2. a. Cromatograma de GC-MS por impacto electrónico (70eV) de F-II,  el 
palmitato de metilo (3), el miristato de metilo (4), el estereato de metilo (8), el 
palmitoleato de metilo (9) y el oleato de metilo (10), b. Espectro RMN-1H de FII en 
CDCl3 en 400MHz 


