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Resumen y Abstract IX

Resumen

El mosquito Aedes aegyptiL. [Diptera: Culicidae] es un reconocido vector de
enfermedades, pues es el responBke de la transmision del dengue, chikungunya, zika
y fiebre amarilla. En los ultimos afio$ia 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 esategias planteadas, una que puede ser exitosa es el
control de las larvas del insecto. Asi, en esta tesis de maestria en CienQagmnica se
propuso la busqueda de compuestos larvicidas contrde. aegyptia partir de
cianobacterias del Caribe colombiano.|Bprimer paso fue seleccionar las muestras a
estudiar, y para esto se realiz6 ecreeningde 16 mats de cianobacterias que fueron
extraidos con diclorometano DCMMeOH (1:1). El Los extractos crudos fueron
sometidos a particiones EL, obteriendo una fraccon de DCM (FD)una butandlica
(FB) y un residuo acuoso Luego/as fracciones FD y FBe evaluaron como larvicidas
contra Ae. aegypti se les determiné suecaoxicidad frente a Artemia salina, y se
ensayaron como inhibidores de aceticolinesterasa, paratblecer si el posible modo
de accién va por la inhibicion de esta enzima. En general, se observo que las fracciones
FD mostraron mejores resultados en los tres bioensayos que las fracciones BB.
observaron diferencias en la actividad biol6gica de lasuestras recolectadas en afios
diferentes (matsde Phormidium submembranaceum/ Symploca hynoidgs como
también segun locacionifhats de Moorea produceny De esta manera, se seleccionaron
3 matspara realizar su estudio quimico debido a los resultados obteshos en los

bioensayos.

Elmatidentificado como Phormidium sp. (BUN-02224) fue fraccionado

cromatograficamente y la fraccion FllIl matré actividad larvicida; una muy baja



X Busqgueda de compuestos con posible actividad insecticida a partir de cianobadéésrmarinas del Caribe colombiano

mortalidad en A. saling lo que sugeriria que no egcotdxico; y no inhibidla ACH,
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 quimico se obtuvieron dos depsipeptidos ciclicos nuev@B1l
ciclo(NMe-(Ala)-(acido  2-hidroxiisovalérico)-(acido 2-metil-3-butandico)-(lleu)-
(&cido  2-hidroxi-3-fenilpropanoico)) y CB2 ciclo(NMe-(Ala)-(acido  2-
hidroxiisovalérico)-(acido  2-metil-3-aminobutandico)-(Leu)-(acido  2-hidroxi-3-
fenilpropanoico)), compuestos nuevos analags de dolastatina D. Estos compuestos
mostraron actividad larvicida (58% de mortalidad a 0.09 mM), con baja toxicidad
contra A. saling por lo tanto son poco ecotoxicos, y no inhibieron AChE. También se
identifico por GGMS el &cido miristico 1), &cido pdmitico (2) y palmitato de metilo
(3). Se ensayaron estos compuesta®nde solo 1 mostré actividad larvicida (55% de
mortalidad a 0.22 mM), pero presento toxicidad contra\. salinay por tanto puede ser

ecotoxico.

También se seleccion6 ehat identificado como Lyngbyasp. (IBUN02213), debido a
quefue el tnicomat cuyafraccion FB mostro actividad larvicida contraAe. aegypticon
una baja toxicidad contraA. salina Adicionalmente, las codiciones ambientales de la
colecta de estanat fueron interesantes ya que crecia sobr@asto marino a 0.3 m de
profundidad, causando necrosis al pasto. La fraccion FBesultd ser un compuesto
puro, identificado por RMN y LE+)-HRESIMS, conocido como éR,59-acido seco
malyngolido (CB3). Este compuesto ha sido reposido como un intermediario
sintético, y como producto de hidrélisis basica del malyngadlido. Por lo anterior, este es
el primer reporte de este conpuesto como un producto natural, aisladen grandes
cantidades (845 mg a partir de725.5 g de material sec. La fracaén FD también fue
estudiada y se logréaislar el malyngélido (CB4). Adicionalmente, se sugiere que este
mat podria ser parte de un posible nuevo género cianobacteriano, productores de
malyngolidos, en la reclasificacién del génerbyngbya También se identificaron por
GCMS los compuestod - 3, el miristato de metilo @), el heptadeceno %) y la fitona
(6). Por LG(+)-HRESIMS se identifico tabién el 1-acetoxi3-acetoximetil-7, 11, 15

trimetilhexadeca-2, 6, 10, 14tetraeno (7). En cuanto a la actidad biolégica, se
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ensayaronCB3, CB4y patrones de 1-4, observando que el 4cido seco malyngolido
(CB3) fue el que presentd mejor actividad larvicida (58% a 0.17 mM), no fue toxico
contra A. saling por lo queno es ecotoxicoge inhibié la AChE, que podsd indicar su
modo de accion. ElI malyndao (CB4) fue inactivo contra las larvas, y muy toxico

contra A. saling por lo queno es promisorio como insecticida.

Finalmente, se realiz6 el estudio quimico dehat IBUN-03496 (Moorea produceny
debido a que suFD resulté ser de las mas activas como larvicida, mostrando una
mortalidad del 100% a 50 C¥ D 1(30% de mortalidad a 10t C7¥ D)l Bd
identificaron los acidos grasos y ésteres metilicak-4, el estereato de metilo §), el
palmitoleato de metilo (9), el okeato de metilo (LO) y el crionasterol (12). También se
aislé colesterol (11), clionasterol (13) y campesterol (4), los cuales fueron
identificados por GEMS y RMN. Adicionalmente, se aislé un &cido graso insaturado
(UFA) en la fraccion FIV1 con un sélo able enlace con geometriais que es el
responsable de la potente actividad larvicida de la fraccién. Se identific6 por RMN y
LG (+)-HRESIMS la neodysideninaQB5), que es un lipopéptido hexaclorado, y un
nuevo compuestoidentificado como 10-decloroneodysidenina (CB6). De la fraccion
mas activa (FVII) se logr6 aislaCB8 (1mg), identificado como ciclo((Dhoya)-(Thr) -
NMe-(OMe-Tyr) -(Val)-(acido 3,5diaminopentanoico)-NMe-(lleu)-(4cido lelcico)),
gue resulté ser un depsipétido nuevo, del cual sobresalen el réduo Dhoya, que es
un hidroxidcido poco comun pero que se ha encontrado en compuestde origen
cianobacteriano, y el acido 3sliaminopentandico que es un -aminoacido reportado
por primera vez en este trabajoEn cuanto a la actividad larvicida, se observo que los
acidos grasos insaturadosgomo el acido oléico, presentaromna actividad larvicida
alta, con baja toxicidad frente &. salinay no inhibieron la AChE. Lanterior sugiere
gue los é&cidos grasos insaturados son riacidas promisorios. Adicionalmente, la
neodysidenina no presenté una mortalidad larvaria alta, pero sin retraso en el
desarrollo larvario, manteniendo las larvas en instar 1l despuége 6 dias, lo cual indica

gue actua como un disruptor de desarrollo.
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Este trabajo de investigacion demuestra la diversidad de compuestos
cianobacterianos con potencial uso como controladores de larvas dee. aegypti
Ademas contribuye con el conocimientoquimiotaxonomico dematsde cianobacterias
del Caribe, demostrando la importancia de esta aproximacion taxonémica en estudios

de bioprospeccion.

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

Artemia salina



Contenido X1

Abstract

Aedes aegyptL. [Diptera: Culicidae]is the disease vectormosquitoe for dengue,
chikungunya, zika and yellow feverRecently, several epidemic outbreak®ccurred in
Colombia andworldwide . Control strategiesfocused onvector larvae control and are
a global concernfor these diseasegprevention. Therefore, in this study, our aim was
to isolate larvicide compounds against Ae. aegyptifrom Colombian Caribbean
cyanobacterid mats. As a first step, 16 cyanobacterial mas were extraded with
DCM/MeOH (1:1). hen, crude extract was fractionated by tL partition in order to
obtain a dichlorometane (FD) and buthanol (FB) fractions. All FD and FBfractions
were evaluatedin 3 different bioassays: arvicide assay againsfe. aegyptiecaoxicity
assay againstrtemia salinaand acetylcholinesterase inhilition assayas an approach
to describethe possibleaction mode In generalterms, FDfractions showedto be more
active thanFB fractions.In addition, mats from the same speciesollectedin different
years exhibited different larvicide bioactivity (i.e. Phormidium submembranaceum
/ Symploca hynoidemats),as well asthe ones that were collectedat the same time in
different locations (i.e.Moorea producens matsps a result three mats were selected

for chemical studyingaccording tobioassays results.

A cyanobacterial mat identifyed asPhormidium sp. (BUN-02224) was fractionated
using a DIOL cartridge (mixtures hexane/ethyl acetate/MeOH, V), andFlII fraction
showed larvicide activity along with a low letalithy over A. salinanauplii. This suggest
that this fraction could control larvaewith no ecotoxicaleffeds. On the other handglll
did not show acetylcholinesterase inhibition, which is an advantage because insects
have already developed insecticide resistance by AChE modification FllI fraction

purification yielded two new cyclic depsypeptidesidentifyed as cyclo(NMe-(Ala)-(2-
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hydroxyisovaleric  acid)-(2-methyl-3-aminobutanoic  acid)-(lleu) -(2-hydroxy-3-
phenilpropanoic acid)) CB1 and cyclo(NMe-(Ala)-(2-hydroxyisovaleric acid)-(2-
methyl-3-aminobutanoic acid)-(Leu)-(2-hydroxy-3-phenilpropanocic acid)) CB2
These peptides arenew 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 inhibites. In addition, miristic acid (1), palmitic acid
(2) and methyl palmitate 3) were identified by GGMS fromFI and FlIfractions. Only
compound 1 exhibited a moderated larvicide activity, butresulted to betoxic for A.

saline

A second cyanobacteria mat identifyedsLyngbyasp. (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 LG(+)-HRESIMSJata. This compound was
previously obtained as a product of malyngolide basic hydrolysis, butwas never
reported as a natural productbefore. Then, thisis the first time malyngolide seco acid
is isolated asa secondary metaboliteln addition, malyngolide (CB4) was also isolated
from this mat FD fraction. Malyngolide mat producer could bea new cyanobacterial
gender amongLyngbyagender taxonomical reclassificationCompounds 1-3, methyl
miristate (4), heptadecene %) and phytone (6) were identified by GGMS from FD.
Compound 7 1-acetoxy-3-acetoxymethyt7,11,15tri methylhexadec2,6,10,14
tetraene was detectedby LGHRESMS of the same matThe bioactivity assays for
these compounds showeda moderated larvicide activity of CB3 along with a low
toxicity againstA. salinaand probably AChE inhibition is its action modeCB4was not
larvicide but showed a highA. salinelethality . This suggest that CB3 could be a good

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

Finally, the FD fraction ofMoorea producensnat (IBUN-03496) exhibitedahigh larvae
mortality (100% at 50t GwEIll and 30% at 10t GQwEll). Chemical analysis i GCGMS
allowed identifing compounds1-4 (alsoisolated from IBUN-02213), methyl stearate
(8), methyl palmitoleate @), mehtyl oleate (10) andcrinasterol (12). Cholesterol (11),
clionasterol (13) and campesterol (4) were isolated andelucidatedby NMR and GE

MSanalysis Additionally, acismonounsaturated fatty acid showed a potent larvicide
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activity. Two peptides named neodyddenin (CB5 and the novel 10-
dechloroneodysidenine (CB6) were isolated andtheir structures were proposed by
NMR and L&(+)-HRESIMs. From the mostactive fraction, anew compoundCB8(1mg)
was isolated. It was identified as a cyclic depsipeptideyclo((Dhoya)-(Thr)-NMe-
(OMe-Tyr) -(Val)-(3,5-diaminopentanoic acid}NMe-(lleu)-(Leucic acid)). Dhoya isa
very uncommon hydroxiacid that has been previously repded in cianobacterial
compounds,and i -aminoacid 3,5diaminopentanoic acid is found in a marine nattal
product for the first time. Regarding the results in the bioactivity tests
monounsaturated fatty acidsas oleic acidexhibited potent larvicide activity with low
A. salinetoxicity and no activity in AChE inhibition test. Neodysidenina showed a low

larvicide activity but alarvae 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 Cariblean cyanobacterial mats, showing the importance of this

taxonomical approach in biorpospection studies.

Keywords: Cyanobaceria, Lyngbya Moorea Aedes aegyptipeptides, AChEIArtemia

salina.
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Introduccion

Las cianobacterias son bacterias autotréficasuya larga historia evolutiva ha permitido su
diversificacion morfolégica, fisiolégica y metabodlica. Durante las Ultimas décadas han sido
ampliamente estudiadas quimcamentey se han aislado gran variedad de compuesto®srt
estructuras complejas, alguna de ellos han mostrado potencial en aplicaciones biomédiéas

El cultivo de estos microorganismos es relativamente senkilya que necesitan medios sélo
con sales, minerales y una fuente luminiéa por lo que se espera un gran desarrollo

biotecnoldgico de su cultivo para producir moléculas bioactivas.

De otro lado, enfermedades comel dengue, chicungunya, la fiebre amarilla y actualmente
zika, son un prdlema de salud publica a niveinundial y en particular para pases de América
Latina debido a su ubicacion geogréaficaLas cuatro enfermedades somroducidas por
arbovirus, cuya transmision se da por medio del mosquito vectokedes aegyptL. [Diptera:
Cuiicidae]4. Actualmente, la fiebre amarilla cuenta con una vacuna que ha permitido controlar
la enfermedad, la vacuna para el dengue esta en fases clinicas con miras a su aprob&ciém
embargo parael chikungunya y zika no sehan desarrollado vacunas para su control. En
cualquier caso una estrategia transversal para el control de las cuatro fermedades esta
asociada a la via de transmision y por tanto al controtlel mosquito vector Aedes aegypti

Entonces, lograr el control del vector podria reduciel nimero de contagios y lagpidemias'.

En el contexto anterior, @ la presente tesis de maestriamos propusimos estudiar algunas
cianobacterias del Caribe colombiano como fuente de compuestos capaale controlar la
poblacién de las larvas deAe. Aegypti Como objetivo general nos propusimos aislar e
identificar compuestos con actividad insecticida contra el mosquité.edes aegyptivector de
enfermedades, a partir de cianobacterias marinas del Caglcolombiano, y como objetivos
especificos: evaluar la actividad insecticidanfediante un screeningpreliminar) de al menos 10

mats de cianobacterias marinasaislar e identificar los compuestos responsables de dicha



30 Busqueda de compuestos con posible actividad insecticida a partir de cianobacterias marinas del Car

colombiano

actividad en pa lo menosuno de losmats seleccionadosy evaluar la actividad insecticida y/o

larvicida contra el mosquitoAedes aegypfile los compuestos puros aislados.

La tesis se presenta en cinco capitulos autocontenidos, por facilidaarael lector. En el primer
capitulo serealiza una revision bibliografica de cianobacterias e insecticidas, qusirve de
marco tedrico para toda la tesis. En el segundo capitulo, escriton@anera de articulo, se
describe la seleccion de las muestras a estudiar a partir de una evaluacitisando tres
bioensayos, elde actividad larvicida contra Ae.aegypti, el de letalidad contra Artemia salina
como cirterio de ecotoxicidad y el de inhibign de acetilcolinesterasa (AChE) como un posible
modo de acobn. El capitulo tres cuatro y cincodescriben el estudio quimico delmat IBUN-
02224, identificado como Phormidiumsp.y esta escrito a manera de articulo, con una breve
introduccion, la parte experimental yla discusion de los resultados alli descritos. El capitulo
cuatro describe el estudio quimico demat IBUN-02213, identificado comoLyngbyasp. y
también se presenta como articuloFinalmente, en el capitulo cinco se presenta el estudio
guimico del mat IBUN-03496 identificado como Moorea producensisando el formato de los

dos capitulosanteriores.
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A continuacion, se presenta la revision bibliograficague se divideen cuatro secciones. La
primera trata del rol del mosquito Aedes aegyptcomo vector de enfermedades; la segunda
habla sobre los controles para dicho vector, centrandose en el control quimico y
microbioldgico. La terceratrata sobre las generabades de las cianobacterias y la cuarta
seccion es sobre el uso de cianobacterias, sus extractos y metabolitos secundarios como

posibles controladores delAedes aegypti

1.1 El vector de enfermedades Aedes aegypti

El Ae. aegyptesun mosquito del orden Diptea y la familia Culicidae, quees el responsable de
la transmision de al menos cuatro enfermedades virales: la fiebre amarilla] dengue, el
chikungunya vy el zika. Estas enfermedades son producidas p@rbovirus y el contagioen
humanos se da a través di picadura de la hembra del mosquito, que requiere sangre como

fuente de proteinas y nutrientes para la formacioén de huevos y posterior ovoposiciin

La fiebre amarilla es una enfermedad hemorragica que afecta alrededie 200.000 personas
por afio a nivel mundial,con una mortalidad de cerca de 60.000 personas al afio. En Africa se
reporta casi el 90% de loxasos. 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 mundé. El dengue, o fiebre de dengue, es una infeccién provocada por un
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virus y puede ser asintomatica @intomatica. Cuando se presentan sintomas leves se denomina
fiebre de dengue, en los s graves recibe el nombre ddengue severo o hemorragico. En la
actualidad no hay tratamientos disponibles para el dengue, y so6lo se dispone de manejo
paliativo de shtomas, por lo que la atencibn 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 mas fecuentes. Atualmente, cerca de 100 paisesbicados principalmente en la zona
tropical, son afectados por estas enfermedadé&slLos esfuerzos por desarrollar una vacuna
eficiente contra el dengue han prosperado en los ultimos afios y en diciembre del 2015 se
registrd6 en México la primera vacuna tetravalente (debido a que son 4 serotipos del véu
llamada Dengvaxia CYDTDV), desarrollada por Sanofi Pasteur. Dicha vacuna se encuentra en
el momento en estudios clinicos de fase lll y se deben administrar 3 dosis espaciadas por seis
meses cada una. La vacuna esta licenciada por las autoridades ratprias para ser usadas en
varios paises ca alta endemicidad del mosquitoy puede ser una solucion a la probleméatica

desencadenada por estasnfermedacdess.

Por otro lado, la fiebre de chikungunya es una enfermedad que genera sintomas gega
acompafiado de fuertes dolores articulares y musculares. En el 2014 hubo un brote epidémico
en Latinoamérica, reportando para la region cerca de 1 millén dmsos (no confirmados). Sin
embargo, las cifras han disminuido en 2015 a cerca de 700000 casoen 2016 a 350000 para

la misma region. No existe vacuna para su prevencion, pero algunos esfuerzos se estan

realizando en el mundo académico para su desarrofio

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

en algunos paise se hanreportado casos detransmision persona a persona via autacto
sexual. Hasta el 2014 esta enfermedad no habia sido llamativa debido a que el reporte de
pacientesinfectadosera escaso. No obstante, a finales de 2015 se presentd un brote epidémico
gue encendio las alarmas globales. La PAHO (Pan American Health Organization) y a la WHO
(World Health Organization) tomaron medidas drasticas no solamente por el aumento subito
de casos, sino también a las nocivas consecuencias que se le han atribuiddaaessfermedad
como: la microcefalia y/o malformaciones del sistema nervioso central en bebés de madres
gestantes contagiadas, asi como el incremente casos del Sindrome GuillaiBarré en
personas que presentan la fiebre de zika. La relacion entre el v@rudel zika, y estas

complicaciones aun no ha sido aclarada por los entes de control, pero ya varios paises han
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reportado casos relacionados. Brasil es el pais con mayor numero de casos reportados de
microcefalia en bebés seguido de Colombia. Por fortungzaaentemente el pico epidémico que

se presentd en la gmera parte del 2016 ya cedid yen este el momato el nimero de casos es
menor. La investigacion relacionada con el control de este virudebe continuar,sobre todo

teniendo en cuenta las otras enferm@ades relacionadas.

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
transmisién. EI mosquitoAe. aegypties de origen africano, pero en la actualideesta presente

en todos los continentesActualmente Asia y Oceania son los continentes con mayor incidencia
del mosquito (mas del 60%), seguido de América, con una ocurrencia del 35%, y finalmente
Africa y Europa. En la figura 11 se muestra un mapa deal prediccion de la distribucion
mundial del Ae. aegpti para 2015 segun los datos de ocurrencia del 2014. Si bien, la zona
tropical es aquella con mayor poblacion del mosquito, existe una preocupacion relacionada
con el incremento de casos de las enfermedes asociadas ahe. aegypten zonas no endémicas
para el mosquito, como Europa. Se cree que el cambio climatico le ha permitido al mosquito
colonizar territorios mas alla del tropico y por tanto se estan estableciendo métodos eficientes
para el control cel vector.En el mapa (figura 11) 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 supervivenciade este yen los ultimos afios el nUmero de cas de estas enfermedades

se ha ido incrementando especialmente para el caso del dengue, chikungunya y2ika
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Figura 1-1. Mapa global de la distribucion predicha del mosquitée. aegyti, mostrando la
probabilidad actual de ocurrencia. Resolucién espacial de 5km x 5km (Rojo: Alta presencia del

mosquito, Amarillo: Presencia moderada, Azul: Baja presenci@)

Colombia, ubicado en la zona tropical de América Latina, es umnipcon una alta tasa de
contagiode estas enfermedades. En esta region suele ser el segundo pais con mayor himero
de casos, siendo Brasil el primero Se observa que la figura-2 es un mapa del pais que
muestra el patrén de endemicidad de dengue entre 2008013 y se observa que cerca de un
80% del territorio del pais resulta ser mesoendémicocon pequefias zonas de
hiperendemicidad distribuidas en casi todo el territorio hacionall. Por esta razon, 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 Atlantica y
Pacifica tienen una alta presencia denosquito y por ende el riesgo de contagio es muy alto.
Lo anterior pone de manifiesto la necesidad de generar estrategias de control del. aegypti

en todo el pais per@articularmente en estas zonas

Figura 1-2. Patron de endemicidad del dengue en municipios de Colombia

Con lo anterior, queda claro que el pais presenta una susceptibilidad alta frente a brotes de
estas enfermedades y se debe incrementar la investigacion para desarrollar diferentes
estrategias de control desde distintas areas del conocimiengpasi mantener una incidegia

baja de estas enfermedades.

Tabla 1-1. Numero total de casos de dengue, chikungunya, fiebre amarilla y zika reportados
en Colombia durante el afio 2015 y los corrido del 2016
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Semana Dengue* Chikungunya 8 Fiebre Zika®
epidemioldgica Amarilla 5

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 vectorAe. aegyptiexisten varias aproximaciones entre las que se cuentan
con el control fisico del vector, el control microbiolégico y el control quimico. No obstante, sélo

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

1.2.1 Control microbiolégico

En el control microbiolégico se usan microorganismos que actlan como productores de
sustancias nocivas para los mosquitos. Para el caso de este mosquito, y muchas otraspldg
insectos, el uso deBacillus thuringiensises la estrategia mas popular. Esta bacteria Gram
positiva produce, durante la esporulacién, proteinas cristalinas (en un rango de masas de 25
28 kDa), también conocidas coin D OT OAp 1 Ar@otokiras)quel posgen actividad
larvicida. Las proteinas Cry han mostrado actividad frente a una gran variedad de insectos y
actualmente son usadas como controladores de diversas plagas. Anteriormente, las proteinas
Cry se nombraban sgun el orden de insectos que pudieran controlar, no obstante en la
actualidad se nombran segun lasimilitud en la secuencia de aminoacidos. Para el orden
Diptera, las proteinas CrylV, que pueden ser producidas por diferentes cepas Be
thuringiensis,son las mas activas Existenalgunos productos comerciales para el control de

especies de insectos pertenecientes a dicho orden basados en esta estratégfia

Para el caso defe. aegyptlas proteinas Cry actian como controladores de sus larvas, que
cuando éstas consumen las bacterias, las proteinas cristalinas se hidrolizan en el tracto
digestivo de la larva, dando lugaa fragmentos téxicos que se unen a receptores en las células
epiteliales del tracto medio de la larva. Finalmente, son obgnerizadas que ingresan das
células produciendolisis osmotica y la muerte de la larvas. Las proteinas Cry4A (CrylVA),

Qy4B (CrylVB), Cryl1A y CytlA (CytA que es citolitica) parecen tener un sinergismo en la
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actividad larvicida, siendo CryllA la mas activa, y CytlA es no larvicida pero potencia la

actividad de las otras proteina&.

1.2.2 Control quimico del Ae. aegypti

En el control quimico se emplean diferentes tipos de sustancias que evitan la propagacion y la
picadura de los mosquito$t. Los controles quimicos sobre el vectore. aegypti son
principalmente tres: losinsecticidas tradicionales , losrepelentes y antialimentarios vy los

disruptores de crecimiento y reproduccion

Los insecticidas tradicionales como los organoclorados, los piretroides, los
organofosforados y los carbmatos, 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 lipidica y contienen atomos de cloro en su estructura. El DDT
(Dicloro Difenil Tricloroetano) es sintético y fue empleado a gran escala desde 1940 ya que fue
la eleccion para la erradicacion dée. aegyptisegun eplan emitido en 1947 por la PAKD. Sin
embargo,gracias al uso reiterado de este insecticida se favorecio el demllo de mosquitos
resistentes y en los afios 70s se dio un nuevo brote de dengue en América Latina por las
infestaciones de mosquitos resistentes al DDY. De otro lado, los compuestos organoclorados
no se degradan facilmente en el ambiente y pueden bioacumularse en el tejido adiposo de
animales, aumentando su concentracion en el organismo y llegando a ser nocivos. Es por esto
gque se fomemd el desarrollo y uso de nuevos compuestos como los piretroides,
organofosforados y carbamatos. En general, los compuestos organoclorados son neurotéxicos
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 repolarizacion de los
axones neuronales, lo cual genera la paralisis instantanea del insecto, efecto conocido como
knockdown(kd) 16.

Los piretroides son compuestos sintéticos basados en las estructuras de las piretrinas, que son
metabolitos secundarios deplantas del géneroChrysanthemum las cuales han sido usadas
como insecticidas. Las piretrinas son estructuras tipo éster, donde el residuo del acido
carboxilico puede ser el acido crisantémico o pirético, mientras el residuo alcohol puede ser la
piretrol ona, la cirenolona o la jarmolon#. Los piretroides se desarrollarona partir de los afios

60s (con la sintesis de piretroides de primera generacion), 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 efectcknockdowrié. Estos compuestos tienen una baja toxicidad en
mamiferos y, al ser derivados € compuestos naturales, se degradan con relativa facilidad en
el ambiente por biodegradacién y fotodegradacion. No obstante, estudios han demostrado que
los piretroides son toxicos para aves, peces y moluscos debido a procesos de bioacumulacion,
ademas somocivos para las abejas, lo cual ha fomentado la busqueda de nuevos compuestos
como alternativas a estos insecticidds. Entre los mas usados, se encuentran el fenvalerato, la
cialotrina y la lamdacialotrina, que son piretroides de segunda generacion (sintetizados

después de los 70sy.

Los organofosforados son compuestos que se caracterizan por tener en su estructura grupos
éster derivados del acido fosférico. Se emplean como insecticidas desde los afios 30s, pero su
uso masivo se dispar6 en los 70s. Su modo de accion consistdagiosforilacion de la enzima
aceticolinesterasa (AChE) inactivAndola. Esta enzima es la responsable de degraldar
acetilcolina (ACh), que es un neurotransmisor que intermedia los procesos motores en los
insectos. Asi que el bloqueo de la AChE genera un aumento en la estimulacion neuronal debido
a que la acetilcolina no es hidrolizada y permanece mas tiempo en famas interneuronales,

lo cual produce dafios motores en los insectés Comacontroladores del mosquitg el malation,

el fenitotrén, fention y el ttmfos (larvicida) son los mas usados.ddo a su uso a gran escala,

tanto doméstico como agricola, se ha favorecido la generacién de resistefftia

Los carbamatos por otra parte, son ésteres del acido carbamico que se desarrollaron a
mediados del siglo XX. Al igual que los organofosforados son inhibidores de la A@GhEos mas
usados contra elAe. aegyptison el bendiocarb, el carbosulfan y elroapoxur. También hay

reportes de resistencia hacia este tipo de insecticidas en Colom#iél.

De otro lado, losrepelentes son aquellas sustancias que evitan la picadura de mosquitos,
mientras que losantialimentarios son aquellasque evitan que los mosquitos se alimenten.
En ambos casos, los compuestos actian por medio de la interaccion con los receptores
odoriparos del mosquito evitando que se acerque a la zona que se quiere proteger. Las plantas
son los productores mas promisoris de repelentes contra insectgsdebido ala co-evolucion

que ellas han teido con los insectos, llevandols a desarrollar estrategias defensivas contra

insectos herbivoros, con el fin de evitar la predacién. Estos mosquitos vectores no son
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herbivoros, pem por cercanias filogenéticas a otros insectos podrian responder a dichas

sustancias repelente&t.

El DEET N,Ndietil-m-toluamida) es un repelate sintético creado en la Segunda Guerra
Mundial, y tiene actividad contra diferentes insectos incluidos los mosquités A pesar de la
gran efectividad del DEET en el control de plagas, sus efectos secundarios asociados con
irritacion y problemas dérmicos han mostrado la necesidad de buscar nuevas moléculas
repelentes menos téxicas. En este campo, los aceites esenciales de diversas plantas rsan u
buena alternativa, ya que presentan una alta eficacia y seguridad. Asi, por ejemplo en los afios
60s se descubriique el PMD (paramentan-3,8-diol), extraido del aceite esencial d€orymbia
citriodora conocido como eucalipto limén, posee una alta eficaciarague su duracién es muy
corta. El aceite esencial dEymbopogon narduconocido como citronella, también ha resultado
ser un repelente muy activo y es actualmente comercializado. Recientemente se ha encontrado
una gran variedad de aceites esenciales quegsentan actividad repelente frente a diferentes
insectos; sin embargo, no hay estudios rigurosos que demuestren su seguriebaéor otro lado,

el Neem(Azadirachta inicg es una arbol nativo de la India cuyo aceite esencial presenta una
variedad de bioactividades utiles en el campo de la medicina asi como en el area de los
insecticidas. De hecho seéha comprobado que es un poderoso repelente y larvicida de
mosquitos. A finales de los 90s, el aceite esencial ti#emfue aprobado en Estados Unidos y
Alemania como insecticida, siendo uno de los pocos insecticidas de aceites esenciales

aprobados y comerciales en los ultimos 40 afié%

Losdisruptores de crecimiento y reproduccién  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 &l la
eclosion de los huevos, la fecundidad y la fertilidad, asi como también los estadios de larva y
pupal4. Este tipo de controladores pueden modular procesos fisioldgicos, bioquimicos y
moleculares asociados al ciclo de vida del insecto. El mosquAe. aegypties un insecto con
metamorfosis completa, cuyas etapas de desarrollo inician con la eclosion de lasvées, las
cuales atraviesan por IMnstar (o estadiog larvarios para llegar a pupa, donde se lleva a cabo
la transformacion metamoérfica a la fase aérea adulta. Cada uno de estosmentos esta
mediados por regulaciones hormonales asociados a la metamorfosis y tambgglos procesos

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

ecotoxicidack4.
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Existen varios tipos de disruptoressegiin sumodo de accion pero nos centraremos en tres
tipos. El primero son los analogos de la hormona juvenil (JHA). Esta hormona es producida por
las glandulas endcrinas y regula el proceso de metamorfosis. La ausencia de ésta en la etapa
preadulta inicia la pupacion, y también actia durante la reproduccion. La JH es un
sesquiterpeno aciclico. Analogos de este sequiterpeno (JHA) actlan sobre larvas inmaduras
interr umpiendo el proceso de metamorfosis. Por tanto, las larvas émstar IV son las mas
susceptibles, realizando la pupacién sin emergencia a la adultez exitosa. En general, los JHA
son muy activos, con L& del orden de ppb, son poco téxicos en mamiferos pehan 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 més conocidos y actualmente

es un producto comercial (Precor®}6.24,

Los insectos poseen un exoesgleto compuesto principalmente de quitina (polimero deN-
acetilglucosamina) que conforma la cuticula, es decir la cubierta externa del insecto. A través
de las diferentes etapas de crecimiento, esta estructura debe ser cambiada o0 mudada debido
al cambio ¢k tamafio o forma del insecto. BEe esun proceso fundamental para el desarrollo
normal de los insectos y es por eso que la disrupcidn en su biosintesis resulta ser catastrofico
para dichos organismos. Es por esto, que el segundo tipo de disruptores a menciosam los
agonistas de ecdisteroides. Entre estas hormonas de muda la ecdisona-fifroxiecdisona o
20E) es la mas comun, es excretada por las glandulas protoracicas, y actla sobre los receptores
de ecdisona que activa los genes relacionados con los procese muda. En la naturaleza la
presencia de compuestos agonistas de ecdisteroides es comun, y entre los mas conocidos se
tienen los fitoecdisteroides y zooecdisteroides. La bisacilhidrazina, o cominmente conocida
como diacilhidrazina, fue el primer agonisa sintético obtenido. Dentro de sus efectos esta la
inhibicion de la alimentacion en etapas larvarias tempranas, la muda prematura y la
interferencia con la formacién normal de la cuticula. Este compuesto es seguro para
mamiferos y otros vertebrados, peo ha mostrado una baja toxicidad contra algunos

invertebrados incluyendo las abeja%.

Finalmente, el tercer tipo de disruptores es el de los inhibidores deuitina, que también
interfieren con los procesos de muda por afectar la formacién de la cuticula. La quitina es
sintetizada por la enzima quitina sintasa, que forma un polimero d§-acetil-D-glucosamina
con enlaces tipor-1,4. Existen dos vias por las ales actuan estos inhibidores, aquellos que

interfieren con la sintesis del polimero, como los derivados de benzofenil Grea; y aquellos que
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afectan la deposicién de la quitina en la cuticula. Por cualquiera de los dos mecanismos lo que
producen estas sustacias es una quitina de naturaleza fragil, que conlleva a la muerte del
insecto. En general, los inhibidores de quitina suelen ser poco téxicos contra mamiferos, y

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

A Resistencia a los insecticidas por parte del mosquito Aedes aegypti

Uno de los mayores retos para el control quimico de mosquitds. aegyptes la resistenca 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 seleccién artificial des insectos que sobreviven a la
exposicion a los insecticidas. Asi, la poblacién de los insectos resistentes va aumentando con
el uso continuo de estos insecticidas hasta hacerse la poblacién dominafatelos cuatro

mecanismos principales de resistencia a los insecticidas se presentan en la tabfa 1

Estudios realizados en Colombia han demostrado que los mosquitose. aegyptiya han
generado resistencia a los insecticidas cominmente usados para su control en el pais. Un
estudio realizado en la zona Caribe de Colombia se recolectaron mosquitos en 9 municipios de
la Costa Atlantica colombiana, y se determind su susceptibilidad y resistencia frente a varios
insecticidas usados en el pais. Los mosquitos nativos y la cepa de referencia (Rockefeller)
fueron expuestos a los insecticidas, piretroides: Pemetrina, Ciflutrina, eDametrina y
Lamdacialotrina, a los organofosforados: Temfos, Malation, Fenitotrion 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 andlisis bipiimicos de esterasas, MFO y Glutatiéh
transferasas, y se determinaron las mutaciones genéticas asociadas a la resistekieteckdown
(Kdr). Los resultados mostraron que, en general, todas las poblaciones de mosquitos
muestreadas presentaron resistencia s 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
knockdowna 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 enzimaticos con respecto a la cepa Rockefeller, pgroubo

diferencias en cuanto a mutaciones asociadas a la resistenkrmockdown Este estudio fue el
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primero que reportd resistencia de los mosquitosAedes aegyptnativos de Colombia a los

insecticidas comunmente usados para su control en el mismo pais

Tabla 1-2. Principales mecanismos de resistencia dee. aegypta los insecticidas tradicionales

generando una pérdida en sy
actividad. Es de las mas comunes.

Mecanismo de Descripcién Ejemplos

resistencia
Los insectos poseen o desarrollar El incremento de los niveles de
enzimas (como oxidasas, esterasa esterasas enmAe. aegyptse ha asociado
amidasas y glutationS a la resistencia hacia piretroides

) . transferasas) que modifican o (hidrolizan el grupo éster)1®
Resistencia destruyen los insecticidas,
metabolica El incremento en los niveles de Id

enzima dehidroclorinasaglutation
transferasa que metaboliza eDDT®

Resistencia por
modificacién en
la estructura

Consiste en modificaciones dg
estructuras especificas de la diang
que es atacada por los insecticidag
Dichas modificaciones se dan po
mutaciones que cambian |4
estructura de la diana haciéndola
menos afin por el insecticida. Es df

Modificacion en la estructura de la|
enzima acetilcolinesterasa (MACE
Modified AChE Enzime) erAe. aegypti
que proporciona resistencia a
organofosforados y carbamaté?

Resistenciaknockdown(Kdr) ante DDT

diana las mas comunes. y piretroides que consiste en una
modificacion en las proteinas
transmembranales de los canales d
sodio dependientes de voltaj&®
Ocurre cuando los insectog Las moscas de los cuernos evita
desarrollan comportamientos que acercarse al ganado que ha sid
Resistencia les permiten detectar y evitar los etiguetado en la oreja después de |
comportamental | insecticidas. aplicacion del insecticida®

Resistencia a la
penetracion

Se da cando algunos insectos
desarrollan la capacidad de
absorber mas lentamente los
insecticidas a través de la cuticula (
el tracto digestivo. Usualmente éstg
mecanismo de resistencia s
combina con otros para mayor
eficacia.

Disminucién en la penetracién de la
Deltametrina por medio de la cuticula
en cepas resistentes deHelicoverpa
armigera (Lepidopterd. Se encontrd
que el 50% del piretroide tardaba 6h
en penetrar la cuticula en cepas
resistentes, mientras que en lag
susceptibles tardaba tan solo 1h

Un estudio mas 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 investigacién en ciencias médicas de Estados Unidos, en el que aatoc
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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 bioquimicos para
determinar el grado de resistencia de estas cepas nativas de. Aegpti (comparando con la
cepa Rockefeller). Los mosquitos recolectados fueron tratados con diferentes insecticidas
como DDT; los piretroides: delametrina y lamdacialotrina; los organofosoforados: fenitotrion,
malation y temfos; y también los carbamatos: pymoxur (muy usado en Colombia) vy
bendiocarb. Los resultados evidenciaron que todos los mosquitos recolectados presentaron
resistencia al DDT, al temfos, al fenitotrién y al bendicarb, mientras que para el propoxur y la
deltametrina, los mosquitos de algunatcalidades presentaron resistencia emergente. Frente
al malatién y la lamdacialotrina, todas las muestras mostraron susceptibilidad sin importar la
localidad de procedencia. En cuanto a las pruebas bioquimicas se observaron incrementos
para algunos pobl@iones de insectos en la cantidad de esterasas y oxidasas de funcién mixta
(MFO), lo cual puede estar asociado a mecanismos de resistencia de naturaleza metabdlica; y
en ningln caso se observaron modificaciones en la estructura de la acetilcolinesterasa
(MACE}®.

Por lo anterior, es claro que se necesita un cambio en las sustancias usadas para el control de
Ae. aegypti pues los mosquitos no solo del pais sino del mundo, han creado distintos
mecanismos de resistencia ante los ins#cidas tradicionales. Actualmente se estan
desarrollando estrategias que buscan evitar la rapida generacién de resistencia por parte del
mosquito hacia los insecticidas, que incluyen el uso de mezclas de insecticidas con diferentes
mecanismos de accion, también la creacion de protocolos de rotacion de insecticidés?s. Por

otro lado, se estan realizando esfuerzos para buscar controladores de larvas y no de adultos,
ya que de esta manera se focaliza ebo de insecticidas en los nichos de cria de larvas, en

contraposicion al ataque de la fase adulta aérea que requiere fumigaciones a grandes dféas

1.3 Cianobacterias como fuente promisoria de compuestos
bioactivos

Con lo anterior queda ilustrada la necesidad de buscar nuevos compuestos qu&ian como
insecticidas contraAe. aegyptiEn este marco las cianobacterias son una fuente interesante de
metabolitos secundarios con la posibilidad de actuar como controladores de este veéfotas
cianobacterias son organismos que habitan la Tierra desde hace 3500 millones de afios y

fueron los responsables de la oxigenacién atmosférica en la era Precambrica. Las
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cianoabacterias, de acuerdo a su organizacion celular, pertenecen al dloonde las eubacteria.

No obstante, ellas presentan un sistema de membranas complejo, que cumple funciones
importantes en la respiracion y la fotosintesis, y que es similar con algunas células eucariotas.
Son organismos autotréficos con dos sistemas fotagéticos principales. En condiciones de
oscuridad, ellas pueden usar un modo fotoheterétrofo en el que usan a la glucosa como fuente
de carbono y energia. Son capaces de sobrevivir en condiciones aerobias y anaerobias, y

algunas cianobacterias son fijadormde nitrdgeno atmosféricd’.

Debido a su antigiiedad y su versatilidad tienen una alta diversidad fisiolégica y morfologica
gue les han pemitido conquistar diferentes habitats terrestres incluyendo rocas, hielo, arena,
ambientes marinos y dulceacuicolas, e incluso son simbiontes de plantas y animales. Han
demostrado ser capaces de crecer bajo condiciones de presion, temperatura, humedad,
luminosidad, muy distintag. Todo lo anterior muestra que son unos organismos muy exitosos

evolutivamente.

En ambientes acuaticos, las cianobacterias pueden ser plantonicas o bentonicas. Estas Ultimas
crecen en afloramientos sobre superficies marinas, también conocidos commats o tapetes.
Estosmats pueden ser monoespecificos o contener distinsaespecies, donde suele haber una
especie dominante. Es mas, puede haberats con otros organismos como algas eucariotas,
bacterias y hongos, que es conocido como perifiton. El perifiton y losats suelen ser una
fuente alimenticia de una gran variedad derganismos marinos que incluyen los peces y otros
herbivoros. En el caso de los afloramientos en agua dulce, las larvas de los mosquitos pueden
llegar a consumir perifiton ymatscianobacterianos como alimento, generando una interaccion
ecoldgica que puedestar mediada por compuestos alelopaticos defensivos por parte de las

cianobacteriags.

En los ultimos 40 afios ha crecido el interés por estos microorganismos, pues han mostrato ser
una fuente muy prolifera de metabolitos secundarios bioactivos. Hasta el 2010, se habian
reportado més de 700 metabolitos secundarios aislados de cianobacterias, sin embargo, en los
tltimos afios se han reportado del orden 120 compuestos nuevos por afio giados de
cianobacteriagg30, Para esos compuestos se han reportado actividades de biolégicas de
interés meédico, farmacoldgico, biotecnolégico e industriagl que incluyen compuestos
antifingicos, artimicrobianos, anticancerigenost, antivirales, antiinflamatorios,

antimalaricos, inmunosupresors? e incluso insecticidags3%35, Algunos compuestos bioactivos
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de cianobacterias ya son comerciales 0 que se encuentran en fases clinicas avanzadas de

desarrollo.

Las cianobacterias pertenecierds al orden Oscillatoriales son responsables de
aproximadamente el 58% de los compuestos bioactivos aislados. Dentro de este orden, los
génerosMoorea yOkeania(antes descritos como especies marinas de los génerbgngbyg
resultan ser los mayores produabres de compuesto®. Desde la perspectiva de la diversidad
guimica, las cianobacterias producen principalmente cinco tipos de compuestos: alcaloides,
péptidos no ribosomales (biosintesis de péptidos no ribosomales NRPS), pélidos y
policétidos mixtos con péptidos no ribosomales (biosintesis via PKISRPS), terpenos y
lipopolisacaridos?’. Entre los productos aislados de cianobacterias laganotoxinas han
despertado el interés ciatificos porque son estructuralmente complejas y diversas, pues
provienen de diferentes rutas biosintéticas. Las cianotoxinas son metabolistos téxicos aislados
de cianobacterias y se pueden clasificar en tres grandegupos segun sus efectosa)
citotoxina s, que poseen estructuras variadas, como péptidos no ribosomales, alcaloides,
terpenos, entre otros. Como ejemplo de este grupo estd la conocida Dolastatina 10
(pentapéptido lineal) y derivados, aislado inicialmente del molusco marinoDolabella
auricularia, no obstante, su origen biosintético esta asociado a una cianobacteria del género
Symplocd8. Este compuesto llegé a Fase Il en estudios clinicos pero fue retirado por su
toxicidad, no obstante,su estructura ha sido fuente de inspiracion para el medicamento
anticancerigeno Brentuximab vedoti®, que actualmente ya es comercializadopb)
hepatotoxin as son usualmente péptidos no ribosomales como las microcistinas, que afectan
el higado de los herbivoros; ) neurotoxinas se caracterizan por afectar el sistema nervioso
del consumidor y suelen ser alcaloides, como la anatoxiaa saxitoxina, y hoiamida\, que es

un producto mixto entre policétido y péptidos no ribosomale#4o,

Finalmente, las canobacterias pueden ser cultivadas bajo condiciones controladas de
laboratorio, lo que puede ser aprovechado para dar solucion a los problemas de suministro de
moléculas bioactivas, tan comun en los productos naturales. El cultivo de estos
microorganismoses relativamente sencillo y barato porque son organismos fotosintéticos que

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

La busqueda de controles quimicos dae. aegyptia partir de cianobacterias es un campo que
lleva en desarrollo cerca de 3 décadas bajo la premisa de que algunas cianobacterias
dulceacuicolashabitan los mismos nichos de cria de larvas de mosquitds Ademas se ha
determinado que dichas larvas se alimentan de algunosnats cianobacterianog244, Esta
interaccion ecolégica podria favorecer la produccién de compuestos toxicos para las larvas con
el fin deevitar la herviboria2s33, No obstante, los estudios en estaea no han sido profundos

pese a que se han encontrado resultados interesantes como se discutird a continuacion.

Algunos estudios han sugerido que lasianotoxinas parecen tener una funcién alelopatica,
que les permite inhibir el crecimiento de otros orgaismos 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 elangg, entre otras) y algunas plantas acuaticas
como Spirodela oligorrhiza A pesar de que los resultados parecen mostrar que las
microcistinas podrian tener una funcién alelopatica, se debe considerar que las
concentraciones usadas en los ensayos son 10ces mayores a las que se encuentran en el
ambiente?s. Otros estudios han demostrado que los extractos resultan tener mayores
repercusiones en el crecimiento de competidores que laganotoxinas aisladas (microcistinas

y anatoxinasa), por lo que se propone que estos compuestos pueden presentar esta funcion

alelopatica en sinergismo con otros metabolitos no identificados presentes en el extratto

Por otro lado, se ha propuesto que lagantoxinas son una respuesta defensiva a predadores
(herbivoros). Algunos experimentos han demostrado que la alimentacién de algunos
predadores de cianobacterias se ve disminuidaoa el aumento en la concentracion de estos
compuestos. Este es el caso d@&®aphnia magnaque evita activamente alimentarse de

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

ser consumidas por el depredador afectan sus enzimas digestidas

Las funciones alelopaticasle estos compuestos son de interés para este trabajo de maestria
debido a que las cianobacterias dulceaquicolas comparten nichos ecolégicos con las larvas del
mosquito Ae. aegyptiy se hacomprobado que las larvas suelen ser predadoras dmats de

cianobaderias y perifiton. Es por esto que las cianobacterias pueden ser una fuente de
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compuestos insecticidas contra las larvas déle. aegyptcon posible accién alelopaticé. En el
marco de esta idea, en 1993 Kiviranta y colaboradores realizaron el primacreeningde
extractos, y masas liofilizadas, de 76 cianobacterias en cuanto a su actividad contra las larvas
del Ae. aegypti Aquellos aislamientos neurobdxicos, debido al contenido de matoxina-a; y
hepatotdxicos, por las microcistinas, resultaron ser los mas activos como larvicidas. A pesar de
estos resultados positivos, no hubo una posibilidad comercial debido a toxicidad de estos
compuestos?, pero reforz6 la idea de la relacion mediada por alelopéaticos entre estos

organismos.

En el 2000, Harada y colaboradores aislaron acidos grasos insaturados (acido oleico, linoleico
y r-linolénico) y saturados (&cidos miristico, palmitico y estearico) de la cianobacteria
Oscillatoria agardhii, siendo los acidos grasos insaturados los responsables de la actividad
larvicida contra Ae. albopictus La ventaja de este tipo de compuestos es baja toxicidad
contra mamiferos y otros organismosposeen bajas cargas residuales y generan pocos dafios
ambientales’4. En estudios mas recientes, se evaluaron aislamientos de cianobacterias de la
Florida, donde los extractos d&ynechococcusp., Coccoidp. y Leptolyngbyasp. fueron los mas
activos. A partir de la primera, se obtuvieron glicolipidos stdtados (Figura :3), que

resultaron larvicidas frente aAe. aegyp#b.

Se ha encontrado que acidos grasos insaturados pueden tener funciones aleloquimicas
competitivas contra alguna algas eucariota$, son téxi®s para varios artrépodos, incluyendo
larvas de mosquito$?, laArtemia saling® y la Dhapnia magn&°. Parece que el modo de accion
de estos compuestos esta asociadala actividad inhibitoria de la ATPasaNa'/K + en larvas de
Ae. albopitugy enArtemia saling y se ha encontrado que la actividad larvicida esayor cuando

la actividad de la ATPasd\at/K + esta disminuida. Por lo anterior, Ie acidos grasos insaturados
aislados de cianobacterias resultan compuestos interesantes como larvicidas debido a su

eficacia y selectividad+4o,

En Colombia en el 2013 se evalud la actividad larvicida contése. aegyptide extractos de
octocorales ymatsde cianobacterias marinas recolectados en kst del Rosario. Los extractos
de octocorales resultaron poco activos contra las larvas, pero losats cianobacterianos si
mostraron una actividad interesante, siendo el mas activo aquel que contenia cianobacterias
de los géneroscillatoria, Lyngbyay Phamidium35. A pesar de que las cianobacteiras marinas

no comparten un nicho ecolégico come. aegypti sus metabolitos secundaos presentaron
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actividad larvicida, mostrando que los mats de cianobacteiras del Caribe colombiano tienen

potenciales larvicidas.
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Figura 1-3. Estructura de los glicolipidos sulfatados ialados de la cianobacteria
Synechococcusp que tiene actividad larvicida contrade. aegpti 25.

Finalmente,las cianobacterias manipuladas genéticamente también pueden ser usadamo
controladores microbiolégicos de larvas deAe. aegypt Esta aplicacién usa especies de
cianobacterias inocuas como productores de las proteinas Cry dgacillus thuringensis
mediante la inclusién de los genes ddacillusque codifican para dichagproteinas. Mediante
esta aproximacioén se tienen varias ventajas, pues algunas cianobacterias suelen ser alimento
de las larvas, por lo que al ser productoras de las proteinas toxicas pueden ser mas eficaces en
su control. Ademas al ser fotosintéticas y ter pocos requerimientos nutricionales se vuelven
ideales para sobrevivir en diversos ambientes. Y por ultimo, gracias a que contienen pigmentos
naturales, evitan la fotodegradacion de las proteinas Cry, lo que si se daria con la cepa de

Bacillus thuringenssst.

En 1994, Stevens y colaboradores introdujeron el gen cryl1A dgacillus thuringiensis var.
israelensis en la cianobacteria SynechococcudPCC7002. Los investigadores escogieron
SynechococcuBCC7002 debido a que no es téxica para otros organismosiene una buena
supervivencia en diferentes ambientes, incluidos los nichos de cria de las larvas donde es
fuente de alimento para las larvas. Los resultados del experimento mostraron que la
cianobacteria modificada deSynechococcuPCC7002 fue poco téra para las larvas déte.
aegypti y su crecimiento celular fue significativamente menor al de la cianobacteria sin
modificar1344, En estudios posteriores, se produjem cianobacterias transgénicas usando la
cepaAnabaenaPCC721, introduciendo los genes de las proteinas toxicas Cryl1Ay Cry4A, con
presencia y ausencia de Cyt1Aa, junto con p20 (que mejora el nivel de expresion de los genes

cry) y los promotores PpsbA (decianobacrerias) y PcpcB (deE. col), que estabilizan la
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expresion génica. Se encontrd que las cianobacteria transgénicas resultaron toxicas para las
larvas y pudieron determinar relaciones de sinergismo entre las diferentes proteinas,
encontrando que el nutante mas toxico fue aquel que contenia las proteinas Cry y &yt
Actualmente, se estan desarrollando métodos para la ptementacion de cianobacterias
transgénicas como control microbioldgico de varias especies de mosquitos. Ketseoglou y
colaboradores evaluaron las condiciones y disefio de un fotobiorreactor interior para el
crecimiento de la cianobacterigAnabaenaPC7120#11, modificada para producir las proteinas
Cry, y probaron su actividad larvicida frente &Anopheles arabiensi/ector de la malaria). En

el estudio determinaron el efecto de factores como el flujo de aire, el flujo de£C® la densidad
del flujo foténico en el crecimiento de las cianobacterias transgénic#s Por otro lado, Yan y
colaboradores evaluaron la actividad larvicida frente aCulex pipiens pallengvector de la
encefalitis japonesa y del virus de Nilo occidental) de cianobacterias transgénicas almacenadas
por uno, dos ytres afios, encontrando que si bien las cianobacterias transgénicas almacenadas
disminuian su toxicidad en funcién del tiempo de almacenamiento, la diferencia no era

significativamente grande y podria ser una técnica viable para su implementacién en carfpo
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RESUMEN

El control de Aedes aegyptivector de enfermedades como el dengue, chikungunya,
fiebre amarilla y zika, es una preocupacion gbal. 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 actividadesbiolégicas, incluyendo la larvicida on el vector antes referido. En
este trabajo se evaluaron los extractos de lats de cianobacterias colectadas en el
Caribe colombiano usando los siguientes ensayos biolégicos: como criterio de
actividad larvicida/insecticida el ensayo contra larvas dé\e aegyptj como criterio de
ecotoxicidad el ensayo de mortalidad con el camardirtemia saling y como criterio

del modode accién el ensayo de inhibicion de aceticolinesterasa (AChE). Se encontré
gue los extractos y fracciones de diclametano (FD) en geeral mostraron mayor
actividad en los tres bioensayos que las fracciones butandlicas. En cuanto al ensayo de
actividad larvicida contra el vector se observé que seis de las fracciones FD dentags
resultaron activas, al igual que una fraccion de polarigh media FIlll de
fraccionamiento por DIOL del mat IBUN-02224.En términos generales se observo que
los mats que contenia cianobacterias de los géneraSymploca, Lyngbya/Moorey
Oscillatoriafueron los mas activos como larvicidas, demostrando el potencidé estas

cianobacterias



52 Busqueda de compuestos con posible actividad insecticida a partir de cianobacterias marinas del Car

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 submembranaceunSymploca hynoidesecolectados en Proviéncia, en
los afios 2009 y 2010. Lo mismo se observd para el misnmoat recolectado en
diferentes sitios, por ejemplo Moorea producens o que pone de manifiesto la
versatilidad de la produccion metabdlica de las cianobacterias marinas en funcion del

tiempo y las condiciones ambientales.

Finalmente, se seleccionaron para estudio quimico los siguientegats como los mas
promisorios: el mat Phormidium sp. IBUN-02224 ya que su fraccion FllI exhibio
actividad larvicida, con una muy baja mortalidacen A. salinglo que sugiere que es
selectivo y poco ecotdxico) y también no inhibicion de AChE (actuando por un modo
de accion diferente y por tanto, no se generarian procesos rapidos de resistencia por
parte de Ae. aegypd. Elmat Lyngbyasp. IBUN-02213 mostro una ectividad larvicida
débil en su fraccion FD, pero su FB fue la Unica fraccién butandlica que mostré
actividad. Ademas fue seleccionada por las particulares condiciones ambientales en las
gue crece fueron bien diferentes a la de los otramats. Finalmente, & eligié también el
mat Moorea producen$BUN-03496 debido a que es uno de los mas activos en los tres
bioensayos, generando una mortalidad del 100% de larvas de. aegypthA v t CT BT UT h

y que también es interesante debido a su gran abundancia.

2.1 Introduccidn

Las cianobacterias son microorganismos autotroficos que, ademas de producir una
gran cantidad de compuestos activos, son cultivables en medios de cultivos simples,
compuestos principalmente de sales y una fuente luminica. Estos organismos han
mostrado ser muy prolificos metabdlicamente, produciendo compuestos con

estructuras quimicas diversas e interesantds Las cianobacterias bentdnicas

arrecifales son de interés para la quimica de productos naturales, pues producen
compuestos con potente actividad biomédica como anticancerigena e insecticida. En

este ultimo tépico se encuentran reportes de que ellas son capaces de controlar el
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mosquito Ae. aegyp#4, que es el responsable de la transmision 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 enuna preocupacion globa?s. Los insecticidas tiena diferentes
modos de accion, uno de ellos es matar la larva del insecto que se quiere controlar
(larvicidas), o actuar como disruptores de desarrollo en etapas especificas del
crecimiento larvario y estado de pupd. El control larvario parece ser una
aproximacién ambientalmentemas seguraque el ataque de la fase adulta del mosquito,
pues en este caso los insecticidas deben cubrir grandes areas aumentando la

probabilidad de contaminacion ambientat.

Del hechoque las larvas compartan su habitat con cianobacterias dulceacuicolas, se
puede tomar ventaja, pues es de esperase que existan relaciones alelopaticas entre
ambos organismos, dada la probada herbivoria de las larvas sobre ta@nobacterias.
Entonces se podrian usar los compuestos alelopaticos producidos por las
cianobacterias como defensa contra las larvas, para emplearlos como larvicida, siendo

tal vez mas selectivos que los insecticidas tradicionales

Para la evaluacion del potencial larvicida de los extractos deatsde cianobacterias se
han propuesto varios bioensayos, entre los que se cuerttan los ensayos en diferentes
instar (estadios) larvarios deteminando mortalidad, los cambios morfolégicos
inducidos, o las propiedades antialimentarias dehat, entre otros. Existen protocolos
de entes de salud regulatorios como el de la WHO (World Health Organizatidgle es
ideal para comparar los resultados obtenidos por diferentes investigadores; sin
embargo, estos ensayos requieren gran cantidad de muestra, o que no es convaeie

para un trabajo de bioprospeccién y se deben ajustar los protocofos

En este trabajo seleccionamos como bioensayos para sgreeningde extractos en

busqueda de compuestos concéividad insecticida los siguientes ensayos bioldgicos:
a) ensayo de actividad larvicida contraAe. aegyptien instar |I. Este bioensayo nos
permiti 6 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 contraA. saling que por un lado es un indicador de ecotoxicidad y
selectividad, también pulo dar cuenta de que tan activo eraun extractol?. En la
actualidad hay debates en torno a como se deben interpretar los resultados de este
bioensayo. c) Finalmente, se evalud el ensayo de inhibicion de alcelinesterasa
(AChEI), que es un ensayo rapido, sencillo y da cuenta de un pésilmodo de accion
de los tratamientos fracciones y compuestos purosgvaluados. La inhibicion de esta
enzima es un modo de accion de insecticidas como los orgavefbrados y carbamatos
sobre algunos insecto¥.. A continuacion, se describen los principales aspectos de estos

ensayos en el marco de la busqueda de insecticidas.

2.1.1 Ensayo larvicida contr a Aedes aegypti

El mosquito deAe. aegypties un insecto del orden Diptera que sufre metamorfosis
completa pasando por huevo, larva, pupa y adulto. Las hembras adultas realizan la
ovoposicidén en cuerpos de agua, donde se da la eclosion de las larvas. &xistiatro
estadios oinstar larvarios, en el instar | las larvas inmaduras miden cerca de 1 mm de
longitud y llegan al instar IV donde miden 8 mm. En el dltimo instar se da la muda de
cuticula para llegar al estado de pupa, donde se desarrollan y madurans lérganos

para la fase adultd2 13,

La fase de larva es de interés para este trabajo y hay gran variedad de bioensayos para
determinar compuestos larvicidas. La WHO idne guias 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 Ill o IV por réplicA. Para un laboratorio
especializado en el estudio quimico de organismos marinos, estos bioensayos son muy
exigentes especimente en cuanto a la cantidad de muestra usada. Es por esto que los
ensayos realizados en este trabajo estan basados en la metodologia optimizada por
Berry G. en su tesis doctoral (Florida International University, USA), que tuvo en cuenta

el poco maerial del que se dispone y de loproblemas de solubilidad de muchos
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productos naturales en agugasi como el uso de controles positivos méas similares a los

compuestos producidos por las cianobacterids

El ensayo que emplmos en este trabajo fueeste Gltimo, debido a que resulta ser un
bioensayo rapido, sencillo y que nos permite evaluar el efecto del tratamiento en
diferentes etapas de desarrollo larvario, pues la exposicion inicen el instar I. Por lo
anterior, este bioensayo es poco demandante en términos de infraestructura, pues
solamente son necesarios los huevos del mosquiée. aegypty un lugar de incubacién

a 28°C, lo que podria ser viable en un laboratorio de quimica. iidnalmente 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 versatil y que se pueden plantear algunasdificaciones,
este ensayo tiene una debilidad asociada a la adicién 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 incluSovelen80,
presentan una mortalidad de larvas por encima de lo acepdo (mas 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 lostamientos a las
placas, dejandcevaporar totalmente el solvente y despuésesagregan las larvas en el
medio acuoso. Si bien, esto no nos permite controlar la concentracion real de cada uno
de los tratamientos en el pozo, nos permite evaluarlos sin la interferencia de los
solventest. Este hecho podria representar una ventaja a la hora de usar este tipo de
fracciones o compuestos en campo, debido a que no requieren usar ningun solvente o

solubilizante que pueda también interferir con el medio ambiente.

2.1.2 Ensayo de letalidad contra Artemia salina

El ensayo de letalidad deArtemia salinaes un bioensayo que permite evaluar la
toxicidad general de un tratamiento. Este organismo es ucrustaceoque crece en
condiciones de salinidad entre 3.8.8% (p/v) y que resulta un buen biosensor para

determinar diferentes actividades bioldgicas. Los resultados de letalidad contra este
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organismo se han correlacionado con la citotoxicida#, y la actividad insecticid@>.
Varios investigadores que buscan agentes insecticidas han usado este bioensayo
debido a que es sencillo, rapido, econémicacyn resultados que permiten cierto grado

de predictibilidad de la actividad insecticidd®. También se ha usado escreening
primario para detectar extractos que presentaran actividad tanto insecticida como
herbicidal®. En algunos estudios se exhibia una buena correlacion entre los dos

bioensayos4.

No obstante, en la busqueda de insecticidas mas selectivos, la actividad coAtraalina
tomo una nueva connotacion; y en la actualidad varios investigadores lo usan como un
indicador de ecotoxicidad’. Esto significaria que extractos activos en este ensayo

serian indeseables como insecticidas pues podrian ser téxicos.

2.1.3 Ensayo de inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa (AChE)

La enzima acetilcolinesterasa (AChE) se encarga k& hidrolisis de la acetilcolina (ACh)

en acetato y colina. La acetilcolina es un neurotransmisor del sistema nervioso central
asociado a procesos cognitivos, y ademas tiene funciones asociadas al sistema nervioso
periférico en la actividad motriz. Estaenzima esta involucrada en la transmision de los
impulsos nerviosos haciéndolos discontinuos y de corta duracién, siendo la AChE la
encargada del control motor de los musculos y fibras sensoriales. Es importante
hidrolizar la ACh para terminar la sinapsisya que los impulsos nerviosos deben ser de
naturaleza discontinua. En los casos en que el estimulo nervioso no sea terminado se
da una sobrestimulacion neuronal, que se refleja en movimientos musculares
descontrolados y que pueden desencadenar en la muertEste efecto se emplea en el
desarrollo de insecticidas, pues si se logra inhibir la AChE, no se hidroliza la ACh y se

desencadenan dafios motrices que terminan en la muerte del inse€to

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 fosforilacionde 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
inhibicibn es de naturaleza revesible!l. Si bien estos insecticidas son eficaces, en
estudios recientes se han mostrado procesos de resistencia por parte de los mosquitos

por modificacion estructural de la AChE.19,

Existen mdltiples ensayos para la deteccion de la actividad inhibitoria sobre esta
enzima. Los ensayos directos se basan en detectar los productos de hidrolisis sin
derivatizaciones. Mientras en los métdos indirectos se detecta la presencia de
moléculas coloreadas (métodos colorimétricos) o luminiscentes, que son el producto
de reacciones de los productos de hidrélisis con los agentes reveladores. La ventaja de
estos Ultimos es que son mas sensibles, ague en algunos casos pueden presentar
interferencias. Martson y colaboradores desarrollaron un método sencillo para
realizar un screeninggeneral de la actividad inhibitoria de AChE, usando un método
indirecto por bioautografia en placa de TLC. El métodouwsiste 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-ti@flilo que actla
como el sustrato. La enzima hidroliza el éster, formalo el 1-naftol que reacciona con

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

figura 2-1 se observa el esquema de la reacci®n

Este método tiene la ventaja de que permite la deteccion de compuestos capaces de
inhibir la enzima adn con pocacantidad de muestra. También provee informacién
sobre el factor de retenci@ (rr) de aquellos compuestos que muestran dicha actividad,
dando una guia para el fraccionamiento y aislamiento de dichos compuestos. Sin
embargo su limitante es que puede reaccionar con compuestos que contengan en su
estructura anillos aromaticos activaas, aldehidos yaminos dando falsos negativos.
Por tanto, si un compuesto con estas caracteristicas puede inhibir la enzima, no
veriamos su actividad debido a que reaccionaria con el FBS y se tornaria de una

coloracibn moradeeo.
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Figura 2-1.Reaccion de la acetilcolinestersa AChE con el acetatte 1-naftilo y el Fast
Blue Salt B°.

Los resultados del ensayo de letalidadon Ae. aegyptise puede combinar con los
resultados del AChEI para obtener informacion sobre el posible modo de accion de las
moléculas ensayadas, pues en el primemo se da informacién acerca del modo de

accion del tratamiento, mientras en el segundo 8i

2.2 Materiales y Métodos

Se usaron los solventes hexano (Hex), diclorometano (DCM), acetato de etilo (AcEOL),
cloroformo (CHCS), acetona y metanol (MeOH) grado RA (Merck, Alemania). Rdos

analisis de HPLC se emple6 agua desionizada y filtrada a través de MilliQ (Merck,
Alemania), y MeOH grado HPLC (Merck, Alemania). Estos analisis 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 us6 una column® ®inetex 50x2.1,

¢8¢cti 8 0AOA Al AEOAA defrhat Phoriididmed. IBUNDZ224 A2 OOA A DI
usaron cartuchos DIOL (Starlab Scientific, China). Para la extraccion se us0 un

sonicador ColeParmer (USA).

Para los ensayos larvicidas se usaron placas de 24 pozos (Corning, USA), usando como
AT 1T 0011 PDIE®BEWde purdza (Bigma Aldrich, USA)os huevos deAe.
aegyptifueron donados por el profesor Fernando Noriega de lalorida International

University (Miami, USA), y son de la cepa Rockefeller. Para alimentarlos se uso polvo
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de higado deshidratado (Sigma Aldrich, USA). Para los ensayosAdtemia salinase
usaron cistos de Artemia International (USA). Para los ensayos de inhibicién de
acdilcolinesterasa se empled una enzima (C.3.1.1.7) ##ectrophorus electricugtipo

VI-S 500 A) (Sigma Aldrich, USA), albumina de suero bovino (BSA, Sigma Aldrich, USA),
acetato de ZInaftilo y Fast blue Salt(FBS) (Sigma Aldrich, USA). Los cromatofolios

usados fueron de silica gel 604 (Merck, Alemania).

2.2.1 Recoleccion y clasificacion de mats de cianobacterias

Se recolectaron mediante buceo autonomo Ifdatsde cianobacterias en Providencia,

y 6 en Ishs de Rosario, entre 2009 y 2016.a recolecta fue coordiada por la profesora
Ph.D. Moénica Puyana, Universidad de Bogota Jorge Tadeo Lozano. El material fue
limpiado in situ, y preservado hasta su extraccion a°C. Una porcion pequefia del
material fue usado para cultivo e identificacion morfolégica y moleculaEste material

fue preservado en tubos falcon que contenian una solucién del medio SW es#ériEn

la tabla 21 se registran los mats colectados, asi como el afio y el lugar. La descripcion
corresponde a una clasificacion tentativa realizada con caracteres morfolégicos por los
biélogos Monica Puyana, Julian Prato ¥redy Duquel?2, Las muestrasfueron
depositadas en el IBUMI 24 de Junio de 20& y el 23 de mayo de 201% los cbodigos

asignados se encuentran en la tabla2.

Tabla 2-1. Matsrecolectados en Providencia e Islas del Rosario

Muestra Cdbdigo IBUN Descripcion Afio de Lugar
recoleccion
PNM-C001 IBUN-02213 Mat negro Lyngbyasp. 2015 Providencia
PNM-C002 IBUN-02214 Mat negro Lyngbyasp. 2015 Providencia
PNM-C009 IBUN-02224 Mat verde Phormidiumsp. 2015 Providencia
PNM-C010 IBUN-02225 Mat verde Phormidiumsp. 2015 Providencia
PNM-C016 IBUN-02231 Mat verde Phormidiumsp. 2015 Providencia
PNM-07 NRe Phormidium 2010 Providencia
submembranaceurh

Symploca. hydnoides
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PNM-08 NRe P. submembranaceumsS. 2010 Providencia
hydnoides
PNM-13 NRe P. submembranaceurhS. 2010 Providencia
hydnoides
PNM-18 NRe P. submembranaceurhS. 2009 Providencia
hydnoides
PNM-28 NRe Lyngbyaspp./Oscillatoria 2009 Providencia
spp.
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 Extraccion y particion L -L de mats de cianobacterias

Los 16 matsfueron liofilizados, pesados y extraidos con una mezcla DCM/MeOH 1:1,
relacion solvente/muestra2:1 (v/p) asegurandose que el material se cubre totalmente
con solvente y usando sonicacion por 15 minutos. La extraccion se repitié dos veces
mas. Los extractos se filtraron al vacio, y se removio el solvente a presion reducida. El
extracto crudo obtenido fue sometido a particion LL con DCM y agua, obteniendo una
fraccion organica FD (DCM) y una fase acuosa, la cual fue sometida a una nueva
particion L-L con BuOH, para asbbtener una fraccion butandlica(FB) y una fase
acuosa residual (WW). Las fracciones de DCM (FD) y BuOH (FB) de cadafueron
sometidas a los bioensay® que se describen a continuacion. La fraccion acuosa
residual no fue ensayada dado que esta constituida principalmente por sal marina, lo

gue podria afectar los resultados de los ensayos biologicos.
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El extracto crudo delmat IBUN-02224 (510mg) fue fraccicnado en un cartucho DIOL
(5 g) usando como fase movil Hex/AcOEt 8:2, AcOEt 100%, AcOEt/MeOH 1:1 y MeOH
100%, obteniendo cinco fraccionesIBUN-02224 Fl a FV). Los bioensayos se realizaron

con todas las fracciones.

2.2.3 Ensayo larvicida contra Aedes aegypti

Loshuevos deAe. aegypt{(4 cm? del papel) se sumergieron en 0.5 L de agua hipoxica,
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 adicionari v U pmnm t ¢ AA AAAA O A AA
EEUI DI O OOEDPI EAAAT 8 #1111 AiT100I1l bDIOEOEOI
DDT. Para la adicion de las fracciones se emplearon gD de los disolventes CH@|

para el caso de las fraccionesedpolaridad mediabaja y MeOH, para las fracciones

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

Como blancos se usaron las mismas cantidades de los disolventes, y también se dejaron
evaporar. Posteriormente, en cad@ozo se adicionaron 4 larvas instar | usando como

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

de higado al 0.1% (p/v), con el fin de alimetar las larvas. El experimento se monitore6

por 7 dias. Se consideraron activas aquellas fracciones que mostraron una mortalidad
ECOAIl 1T T AUIT O Al uvmb A uvm tCTDBPITUT AAODPOI O A
por Gerald Berry en su tesis doctoral

Los huevos deAe. aegypticepa Rockefeller, fueron donados por el profesor Fernando

Noriega de laFlorida International University(Miami, USA).

2.2.4 Ensayo de letalidad contra Artemia salina

Los cistos (1 g) fueron hidratados por dos horas en 500 mL de agua destilada a 28°C y
con aireacion constante. Posteriormente, se adicionaron 500 mL de una solucién al

7.6% (p/v) de sal marina en agua destilada, con el fin de tener una concentracidmai
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de sal del 3.8% (p/v). Para su eclosion los huevos se dejaron entre-28 h a 28°C, con

aireacion y fuente luminica constante. En cada uno de los pozos de una placa de 24 se

AdGAAEAOIT ¢q¢u U cum t CT DI Ulfracéiohesl yicanoddordl OAT EAT OT ¢

positivo se usaron 20 t C¥ BT Ul  AA [ Al AOEei 8 ,1 0 OOAOAI

DOAOEAI AT OA AEOOAI OI O AT uvm t, AAA&ineA8 , OACI

en cada pozo llevando a volumen final de 2 mL, para esto se us6 una solucién salina a

c8yb | BYOQqh ATT Al £ET AA T AOAT A0 Ai 1T AAT OOAAE
Al AT AT OA Ai bl Ae AAAOITA uvm t17¥PIT Ui h AO AAAEO

(v/v). Cada tratamiento se hizo por triplicado. El experimento se incubd a 28°@p
24h. Se realizo6 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

t cCx¥i, 8

2.2.5 Ensayo de inhibicion de AChE

3A ADPI EAAOIT pmnm t C7 Bubdd plata TECAde BigSA dsaroBEQA A AE & |
t g/punto de malation como control positivo y 10t g/punto de CHC} (fracciones de
polaridad media-baja) y MeOH (fracciones polares) como control negativo. En todos
los casos el solvente se dejé evaporar. Para las fracasrapolares se usé como fase
movil Hex/AcOEt 7:3, y para las polares CHIMeOH 9:1Luego de dejar evaporar el
solvente, se asperj6 una solucién 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 minutosielgo se asperjé una
solucion etandlica de acetato de-baftilo (2.5 mg/mL) y nuevamente se incubaron la
placas a 37°C por 30 minutos. Finalmente, una solucion #&ast blue salt(FBS) a 2
mg/mL fue asperjada como revelador. Las zonas de inhibicion se reca@m por no
presentar una coloracién morada sino blanca (color de la placa TI12€)Se consideraron
activos aquellos extractos que presentaron inhibicioy se clasificé en +++ como el mas
activo y - como inactivo dependiendo del nimero de compuestogiue presenten

inhibicién y qué tan potente, en comparacion con el control, es la inhibicién.

Al
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2.2.6 Analisis por UHPLC-DAD-ELSD

Algunos de los extractos fueron analizados en el equipo UHPLC antes descrito, usando
unacolumnaGp +ET AOA@ jpnd¢8ph p8x tiqs8 #1111 OI1.
grado HPLC. Para la elucion se inicié a 70% (v/v) MeOH durante 3 minutos, luego se

realizé 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 mas. La deteccion se realizd con el

detector ELS y UV a 210, 254, 280 y 340 nm.

2.3 Resultados y Discusion

Se recolectaron 16mats de cianobacteriss bentonicas en el Caribe colombiano
principalmente de morfologias filamentosas y algodonosas. En la figura22se
observan fotos de algunos de lamatscolectados, mostrando la diversidad morfol6gica
y la capacidad de lagianobacterias @ra colonizar diferentes ambientescomo lo son
sedimentos, dgas, e incluso corales, donde en algunos casos, por su toxicidad, generan
necrosis parcial del coral (figura 22 c.). La cantidad demat recolectado fue variado,
siendo abundantes losmats IBUN-02213 (filamentosa negra posiblementeLyngbya
sp.) yIBUN-03495, IBUN-03496, IBUN-03497 e IBUN-03498 (los ultimos 4 mats son
flamentosos, rojos, que fueron identificados morfolégicamente comadvioorea
produceng, mientras otros fueron muy poco abundantes comdBUN-02224, IBUN-
02225, PNM18, PNM13, IBUN-03493 y IBUN-03494.

Las cianobacterias del génerbyngbyay/o Moorea(clasificacion actual para especies
marinas del géneroLyngbyd, han sido ampliamente estudiada debido a que se
encuentran en diferentes regiones del Cdre y suelen semats muy abundante$s3; no
obstante, su clasificacion taxonomica es compleja como se discutird mas adelante. No
existe una relacion clara entre actividad iolégica y abundancia delmat, pues mats
abundantes se pueden asociar a cianobacterias de crecimiento rapido, pero también
pueden relacionarse con la produccion de diversos metabolitos secundarios con
funciones alelopaticas que les permiten crecer sin sepnsumidos y sin competidores

por espacio y nutrientes. Por ej. cianobacterias producen alguicidas para inhibir el
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crecimiento de algas competidoras por espacié, o también producen aleloquimicos
contra predacion, como es el casoedlasmicrocistinas, que sontoxicas paraalgunos
consumidores decianobacterias ypor tanto su produccion evita ladepredacionde los
mats?®>. En este Ultimo razonamientos, ummat abundante de lento crecimiento
implicaria compuestos con actividad biolégica interesanfe lo cual se evidenci6 para
el caso deimat IBUN-02213 que fue uno de los mas abundantes al ser colectados pero

bajo condiciones de cultivo mostré lento crecimientd'.

Figura 2-2. Fotografias tomadas en las colectas de lasats de cianobacteiras;a. mat
filamentoso creciendo en esqueleto coralina, Islas del Rosario 2016 €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 (402 m de profundidad)

Los mats recolectados fueron sometidos a una extraccion DCM/MeOH 1:1, buscando
obtener metabolitos secindarios de un amplio rango de polaridad. El extracto crudo

fue sometido a particiones kL donde se obtuvo un extracto organico FD (DCM), uno
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polar FB (BuOH) y un residuo acuoso que contenia principalmente sal marina, por lo
que no fue trabajado para ningh mat. El mat IBUN-02224 fue sometido a un
fraccionamiento diferente debido a que fue el primero que se analiz6. La idea inicial
era usar el fraccionamiento DIOL para todos los extractos con el fin de obtener
fracciones con rangos de polaridad mas variado8lo obstanteal fraccionar el extracto
crudo de IBUN-02224 se obtuvieron bajos porcentajes de recuperacion y una alta
cantidad de sal en la fraccion mayoritaria FIV, lo que implica que la mayoria de los
compuestos quedaron mezclados con la sal @tenidos irreversiblemente en el
cartucho DIOL Como solucion a este problema llevamos a cabo una metodologia
alternativa como las particiones L-L, que por un lado mejora porcentaje de
recuperacion, y también obtener una fraccion de bajamedia polaridad (FD), una
fraccion de mediaalta polaridad (FB), y una fraccion acuosa que contiene
principalmente sal y metabolitos muy polares (como azucares, aminoacidos libres,
etc.). Ese procedernos permitié remover por completo la sal marina presente en las
muestras, y obener los metabolitos apolares y polares de nuestro interés sin presencia

de sales.

Todas las fracciones en diclometano (FD) y butandlicas (FB); asi como las fracciones
de IBUN-02224, fueron evaluadas mediante los tres bioensayos propuestos. Los
resultados se presentan en la tabla 2. A continuacion se discuten los resultados de
cada bioensayo, y luego estos se discuten de manera integral con el fin de definir cuales
mats seestudiaron como fuente de compuestos con actividad insecticida. Los estudios

guimicos de loamats escogidos se presentan en los siguientes capitulos de la tesis.
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Tabla 2-2. Resultados de los bioensayos realizados para las fracciones de diclorometano (FD) y butanol (FB) de nata
recolectado en el Caribe colombiano.

Masa Masa % Mortal. % Mortal. A.
Muestra Descripcion Extracto mat seco extracto larvas de Ae. salina AChEP
(mg) (mg) aegypti (12.5 { g/ml)
(50 t g/ml)
Control acetona NAa NAz2 NA2 NAz2 NAz2 3 NA2
2.5%
Control CHCl3 NA2 NA2 NA2 NA2 8 NA2 Inactivo
(10 t I/pozo)
Control MeOH NA2 NAa NA? NAa 0 NA2 Inactivo
jpm t 1 TDI
Malation NA? NA? NA? NA? NA? 100 +++
(10t g/pozo) (10t g/punto)
DDT NA2 NA2 NA2 NA2 100 NA2 NA2
(10 t l/pozo)
IBUN-02213 Mat negro Lynbyasp. FD 725.5 2931.6 17 67 ++
(Prov., 2015) FB 725.5 845.3 58 33 +
IBUN-02214 Mat negro Lyngbyasp. FD 121.8 29.1 8 40 ++
(Prov., 2015) FB 121.8 24.2 0 30 -
Fl (Hex/AcOEt 8:2) 23.4 9.3 17 71 +
o FIl (Hex/AcOEt 8:2) 23.4 12.5 8 67 +
IBUN-02224 Mat Phormidiumsp. FIII (AcOEt 100%) 23.4 24.7 58 12 -
(Prov., 2015) FIV (ACOEUMeOH 1:1)  23.4 126.2 0 9 -
FV (MeOH 100%) 23.4 27.2 0 3 -
IBUN-02225 Mat Phormidiumsp. FD 50.0 73.0 0 37 ++
(Prov., 2015) FB 50.0 76.4 8 23 ++
IBUN-02231 Mat Phormidiumsp. FD 69.8 52.2 25 60 +++
(Prov., 2015) FB 69.8 171.2 17 10 ++
Phormidium submembranaceum/ FD 54.9 429.8 17 73 ++
PNM-07¢ Symploca hydnoidegProv., 2010) FB 54.9 438.5 17 67 +
P. submembranaceum/ S. FD 175.8 183.6 8 100 ++
PNM-08¢ hydnoides(Prov., 2010) FB 175.8 63.3 14 67 ++
P. submembranaceum / S. FD 150.0 423.7 8 67 ++
PNM-13¢ hydnoides(Prov., 2010) FB 150.0 255.4 9 67 +

PNM-18¢ FD 16.0 249.8 100 37 +
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P. submembranaceum / S. FB 16.0 107.3 25 17 +
hydnoides(Prov., 2009)

Lynghbya sppd/Oscillatoria FD 9.2 1294 90 53 +++
PNM-28¢ spp. (Prov., 2(09) FB 9.2 110.6 0 53 -
IBUN-03493 Mat algodonoso verde FD 28.3 191.2 50 77 ++
(I. Rosario, 2016) FB 28.3 124.1 0 37 -

IBUN-03494 Mat algodonoso verde FD 23.2 141.4 83 70 ++
(I. Rosario, 2016) FB 23.2 50.8 17 30 -

IBUN-03495 Mat Moorea producens FD 247.7 285.2 83 70 ++
(I Rosario, 2016) FB 247.7 104.9 0 23 +

IBUN-03496 Mat Moorea producens FD 315.2 1643.2 100 100 ++
(I. Rosario, 2016) FB 315.2 987.4 8,3 27 +

IBUN-03497 Mat Moorea producens FD 199.6 222.3 45 100 ++
(I. Rosario, 2016) FB 199.6 54.5 33 83 +

IBUN-03498 Mat Moorea producens FD 95.9 833.3 23 100 ++
(I. Rosario, 2016) FB 95.9 875.7 0 33 +

2NA: No aplica

b AChEI (inhibidores de AChE): +++ muestra muy activé,muestra poco activa; muestra inactiva(no se observo ninguna inhibicion)
cMuestras estudiadas previamente por Bayona, &

dldentificadas en otro trabajo comoLyngbya sp Mas adelante se aclarara esto.
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El ensayo de actividad larvicida contraAe. aegyptifue realizado bajo los parametros
propuestos por Berry y colaboradores$. Pa un lado, se decidi6 empleatarvas en
instar | debido a que no so6lo 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 dejandolo evaporar antes de
afiadir las larvas. En ensayos preliminares, concentraciones superiores al 1% de
solventes comoCHC4, acetona y MeOH mostraron una mortalidad de larvas mayor a
la del control sin solvente. Por esto se decidié 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, presentd una
mortalidad del 0%, mientras que el control de CH&presenta una mortalidad del 8%.
Ambos resultados son aceptables, pues la mortalidad regular de las larvas oscila entre
el 8% y 10%*. Como control positivo se uso el insecticida organoclorado DDT, que
i1 0608 pmnmb AA (1 OOAI EAAA A pm t CTPIi U8
Los resultados de los extractos y fracciones ensayadas como larvicidas conie.
aegypti mostraron que tan sélo 8 muestras son activas de las 35 ensayadas (20%), que

bajo los parametros establecidos previamente son aquella que tienen una mortalidad

O
>\
p>>)

OOPAOET O Al uvumb A um  CT¥DI UdsBacchres abtivas| A O

corresponden alas fracciones de menor polaridad, es decir a las fracciones FD y Flll de
IBUN-02224, eluida con AcOEt. El resultado es coherente con lo reportado
previamente por Harad@ y Berry4, que encontraron que las fracciones responsables
de la actividad fueron las de baja polaridad. Eastos trabajos se encontré que la
fraccion lipidica es la que presenta actividad larvicida, siendo los &cidos grasos
ET OAOOOAAT O } UAE AT-linolénicd3E WA Tglicolipitio Tsllfatd¢Eldsi h
responsables de dicha actividad. En nuestroaso,sélo una fraccién butandlica, la del
mat IBUN-02213, mostré actividad larvicida y las acuosas no se ensayaron dada su

gran cantidad de sal que podria dar lugar a falsos positivos.
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las fraccionesFD delmat 18 y de IBUN-03496. El primero corresponde a un consorcio
entre Phormidium submembranaceuny Symploca hynoidessiendo esta Ultima la
productora de la symplostatina 26y 227, compuestos andgos de la dolastatina 10 a

las cuales se les ha reportado actividad citotdxica. 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 (morfolégica y
morfométricamente) como predominantemente Moorea producenspor el biélogo
Fredy Duque y el profesorNiclas Engene. El género de cianobacteriddoorea fue
definido recientemente, pues con él se buscaba resolver algunos inconsistenciag qu
presenta la clasificacion taxonémica del génerhyngbyas8. Inicialmente, especies
marinas denominadas morfolégicamente como del géneroyngbya(como por ejemplo

L. majusculay L. bouillon) se han caracterizado por semats abundantes en el medio
natural con una gran diversidad metabdlica. Hasta el 2010, se reportaron 260
metabolitos aislados de cianobacterias de especies clasificadas morfologica y
morfométricamente como Lyngbya,siendo 196 compuestos aislados solamente de
majusculas. A la fecha se reporta 342 compuestos aislados dé. majusculaMarinlit,
2017), lo que es inusual para una Unica especie. Se han realizado estudios de caracter
taxondmico con este género cianobacteriano usando herramientas de biologia
molecular como la secuenciacién del gen6S rRNA y otros marcadores moleculares,
como también marcadores quimiotaxonémicos, y se determiné que el género
tradicionalmente conocido comoLyngbyaera un grupo polifilético?9z31, Con elndlisis
molecular, se observaron varios clados, el ddyngbya Gensu strictcd h 1T OOI
perteneciente a las cianobacterias dulceacuicolas y halofilicas, un clado cercano
filogenéticamente al génerdSymplocague fue reclasificado comdvooreagen. nov30, y

el tercero que es cercano al génerorichodesiumque fue reclasificado comdkeania

gen. nowsL,

En la figura 23 se observa un arbol filogenético donde spresentanlos dos nuevos
géneros de cianobacteriadlooreay Okeania Es importante mencionar que este arbol

fue obtenido en estudios realizadospor Engene et al, quien nos asesord en la
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clasificacion morfolégica de losnats de Moorea producensy colaboradores. En dicho
estudio seclasificaron morfolégica y morfométricamente muestras colectadas en el
Caribe comoLyngbya pero al hacer su identitacion por métodos moleculares, se
encuentro que dichas muestras sdistribuyeron en dferentes clados, indicando que el
uso de caracteres unicamente morfolégicos es insuficiente para la clasificacion de
estos género8!. Hasta el momento, se han reclastddo los dos géneros aqui
mencionados, pero aun hay que esclarecer las inconsistencias taxondémicas hallades e

este grupo de cianobacterias.

Clade X (Trichodesmium)

Clade 11

o o
P

Figura 2-3. Arbol evolutivo de cianobacterais. Filograma basadoneSSU (16S) rRNA.
Clados en azul son mayores pouctores de Productos naturale®.

Las cianobacteras de los génerosLyngbya (sensu strictoy las especies no
reclasificadas) Mooreay Okeania,son organismos muy prolificos en canto a su
produccion metabodica. Algunosmetabolitos se han logrado usar comonarcadores
guimiotaxonémicos en esta nueva clasificacion. En la tabla3® se presentan los
metabolitos que han sido detectados en cada especie de estos nuevos géneros, a saber
Mooreay Okeanig y que resulan una herramienta muy util para la identificacion
taxondmica. En la tabla también se incluyen algunas de las actividades bioldgicas
reportadas para estos metabolitos, donde sobresalen los anticancerigenos. Esto nos

demuestra el potencial este tipo denatscianobacterianos 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 contraAe. aegyptiaislado de estos

géneros (Marinlit, 2017).

Es importante aclara que en este trabajo se encontraran algunas cianobacterias
clasificadas en el génertyngbya que a pesar de no ser correcto en sentido estricto, se
nombran de esta manera porque presentamorfologiay morfometria asociada a este

género cianobacteriano yno se logro clasificar comdvioorey Okeania
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Tabla 2-3. Compuestos aislados de especies Mworeay Okeaniacomo marcadores quimiotaxondémicos.

Género Especie Compuestos
M. producens ]I‘-Wﬁ"&m o N ‘/{jm ]
Soa, i %”'t)g‘i‘*“l Sy : S,
Curacina A Fown .
Lo . . . - . i 3 = Barbami
Antimicotico, antiproliferativo 32 e inhibe ensamblaje & Carmabina A% uSaLi _dagga da
microttbulos33 Antimalarico Molusquicida
Moorea m pouilloni 1] [ N
°Q /”%/\N \ o
g @ \/\OH
I\//o 0 o / ‘ i o«
) 'L“—/H\J:\/ 7 e
' - v Lynbyabellina A
Apratoxina D Anticancerigeno nasofaringeal y adenocarcinoma de
CitotOxico3® y anticancerigeno pulmona#3 colon®
O. lorea - /Q .,
LY w ' 'y g d A
Yty "Hﬁg SIS 0
’ T i P ’
Grassystatina A I -
Inhibidor de proteasas¥” y anticancerigeno pulmona#? £,
Grassypeptolido A
Okeania Antiproliferativo de sarcoma cervicaPgs e inhibidor de

proteasa DPP§&
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Conectando con la discusion sobre la actividad larvicida, es interesante observar la
actividad de losmats clasificados comoMoorea producendBUN-03495, IBUN-03496,
IBUN-03497 y IBUN-03498, puesson mats muy activos (mortalidades del 83 y 100%,
para las dos primeras) ymats poco activos (mortalidades de 45 y 23%para los dos
ultimos). Estosmats fueron clasificados comoMoorea producengor morfologia y
morfometria, y estd pendiente & identificacion taxondémica 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 bioldgilees, fraccionesFD de
cada una de ellas se analizaron por HPIELSD (figura 24). Este analisis permitio
establecer que el perfil de los domatsmas activosiIBUN-03495-FD yIBUN-03496-FD

son muy similares entre si, aunque se observan diferencias en la propontide 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 si, y
también son distintos con respecto al de losiats mas activos. Estas diferenais en los
perfiles metabdlicos de seguro estan relacionadas con las diferencias de la actividad
larvicida, que podrian ser consecuencia de condiciones ambientales diferenciadas en
los sitos de coleccion de cadaat. Lha misma especie de cianobacterias pueadambiar

la proporcion en que se producen los metabolitos, e incluso producir compuestos
diferentes, dependiendo de las condiciones bidticas y abidticas a las que esté sometida
y por tanto, un cambio en la locacion puede generar cambios en los metabolitos
producidos?s. Sin embargo, se requiere mas informaciésobre las condiciones
(temperatura, pH, tiempo etc.) del lugar de recoleccion para poder tener certeza en las
diferencias en estos parametros entre los dos lugares. De otro lado, también existe la
posibilidad de que estognats presenten diferencias genétias, por lo que es necesario
realizar una secuenciacién del genoma completo que permita establecer si hay
diferencias en las maquinarias metabdlicas. Se propone este tema como un posible

estudio posterior a este trabajo permita esclarecer las diferenciaseontradas.
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Figura 2-4. Cromatograma de los extractosde diclormetano FD especificand si
fueron o no activos como larvicidas, dEBUN-03495 (activo, linea negro) |BUN-03496
(activo, linea azul) IBUN-03497 (inactivo, linea rosado) YIBUN-03498 (inactivo, linea
café) en HPLEELSD.

De otro lado, los mats verdes algodonososIBUN-03493 y IBUN-03494 que
morfolégicamente fueron iguales (recolectados en Providencia junio, 2016), se
diferencian en la actividad arvicida, siendo mayor la mostrada poiBUN-03494-FD
(83%) que por IBUN-03493-FD (50%). En la figura 25 se observa que los
cromatogramas asociados a estas muestras son muy similares, y por tanto,
consideramos que la diferencia en la bioactividad larvicidse debe o a los compuestos
minoritarios o las proporciones entre los mayoritarios. Esta diferencia en la
bioactividad puede también estar relacionada cola variabilidad de la respuesta del
bioensayo, sin embargo, para este caso, el ensayo mostré una afitidad del £10%,
mientras que estos dosnatsse diferencianen un30% de mortalidad y por tanto existe

una diferencia de bioactivdad entre ellos por razonas ajenas al bioensayo.



76 Busqueda de compuestos con posible actividad insecticida a partir de cianobacterias marinas del Caribe colombiano

Figura 2-5. Cromatograma e los extractos en diclorometano (FD) déEBUN-03493
(negro) y IBUN-03494 (azul) en HPLGELSD.

El extracto FD delmat PNM-28, que est4 conformado por especies de los géneros
Lyngbyay Oscillatoria, también mostré buena actividad larvicida. De estos génerdg
cianobacterias se han reportado gran variedad y cantidad de compuestos
bioactivos3945, Cabe resaltar que d@scillatoria aghardii se aislaron acidos grasos
insaturados con actividad larvicid&, que pueden ser responsables de la actividad del

extracto FD de estanat.

Es importante resaltar la actividad larvicida de la fraccion FllIl dBBUN-02224. A pesar
de que estemat aun no esté identificado, es interesante porque Flll fue larvicida pero
no téxico contraA. salinalo cualimplica que no presenta ecotoxicidad significativa y
gue puede ser selectivo. Adicionalmente, al no inhibir la AChE seegle pensar que
tiene un modo de accién diferente, lo que es una ventaja debido a los reportes de

resistencia por parte de los insectos hacia los inhibidores de esta enzith&.

Por otro lado, cabe menionar las diferencias asociadas en cuanto a la actividad
larvicida de los mats algodonosos conformados por especies de los génerds
submembranaceuny S. hydnoidegjue son PNM0O7, PNMO08, PNM13 y PNM18. Estos
mats mostraron bioactividades bien diferenéadas, siendo PNML8-FD el méas activo

como larvicida, mientras que las fracciones FD de PNOT, PNM08 y PNM13
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mostraron una actividad practicamente nula contra las larvas dée. aegypti Las
diferencias relacionadas con esta actividad pueden estar asod#s con el afio de
recoleccion, donde en un estudio metabolémico previo a este trabajo, se demostré que
el perfil metabdlico de losmats colectados en 2009 (PNML8) se diferencian de los
colectados er2010 (PNM-07, PNM08 y PNM13) posiblemente por diferenaas en las

condiciones abibticas?.

En cuanto al ensayo de letalidad contrArtemia saling se puele decir que es comodo
para un laboratorio de aislamiento e identificacion de productos naturales, debido a
gue es de facil implementacion, econdmico y permite establecer qué tan activo es un
extracto. De otro lado, este bioensayo es general y no provedoimacion especifica
sobre la naturaleza de dicha bioactividad. Algunos investigadores han correlacionado
los resultados de toxicidad contraA. salinade extractos con otras actividades como la
citotoxical4y en algunos casos con la pesticifa Actualmente, este bioensayo también
se emplea como un indicador de toxiciad de compuestos frente a ambientes acuaticos,
asi el ensayo contra este camarén resulta un buen biosensor de ecotoxicidad que
permite establecer la posible selectividad de un pesticid& En esta medida analizamos
los resultados de este bioensayo como una posible medida de la selectividad de los
tratamientos ensayados como laricidas, siendo un resultado 6ptimo aquellos
tratamientos muy activos contra las larvas dé\e. aegyptly con poca toxicidad enrA.
salina. No obstante, no descartamos aquellos extractos activos contka. aegyptiy A.

salinaya que presentan la actividad dénterés contra el vector.

Las condiciones del bioensayo se basaron en la metodologia de Sam (1998%ada

por Cuencaet al48. Como control negativo se usé la acetona, pues fue usadaap

solubilizar las fracciones FD y FB, que presenta baja mortalidad (3%g A. salina En

cuanto al control positivo se empled malation, que es un larvicida ampliamente usado

AT 1T A AAOOATI EAAAh A OT A AT 1T AAT OOAAEe&T AA pm
establecio que los extractos activos serian aquellos que tuvieran una mortalidad igual

I OOPAOET O Al uvnmb A pc8u t CTI extctds6D, FlasOA OA O/

fracciones apolaresobtenidas por DIOL para IBUNI2224, presentaron algunnivel de
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letalidad siendo Fl y Fll de las cinco fracciones las que superaron el 50% de ackad.
En cuanto a las fracciones polares, FB, se encontr6 que son menos activos y sus

resultados se discutiran mas adelante.

Las fracciones FD deben ser ricas en compuestos lipidicos. Otros estudios han
demostrado que la actividad de los acidos grasos coatA. salinay algunosartrépodos,

se debe principalmente a la inhibicion de la ATPasa de NaK™9, dando una posible
explicacion al hecho de qe todos las fracciones=D sean activas.Los mats de M.
producens(IBUN-03495, IBUN-03496, IBUN-03497 y IBUN-03498) mostraron una
mortalidad del 100% contra A. saling lo que implicaria que los compuestos
responsables de la actividad son aquellos que se emntran en comun en los perfiles
cromatograficos (figura 24). Esto no ocurre con los consorcios deP.
submembranaceum/S. hynoidesdonde el méas activo resulta ser PNI@S8,
diferenciandose tan solo ligeramente de PNNI7 y PNM13, mientras que PNM18
mostré inactividad contra el camarén. Nuevamente es notable que hay una
diferenciacion en la actividad de letalidad entre los extractos de la misma especies
recolectados en diferentes afios, es el caso de losits PNM-07, PNM08 y PNM13,
recolectados en 2010 queson activos contraA. saling mientras que el recolectado en
2009 son inactivos contra el camardn, aunque activos como larvicidas 8e. aegypti
Esto podria indicar que las diferencias en las condiciones ambientales podrian estar

relacionado con lascondiciones bidticas.

La toxicidad contra A. salina se ha asociado principalmente con la actividad
citotoxical4, que esta relacionada en términos aleloquimicos con compuestos que
puedan inhibir el crecimiento de competidores, como otras bacterias, algas, ®tc
Mientras que la actividad larvicida, podriamos correlacionarla con compuestos de
naturaleza defensiva, que evite el consumo de las cianobacterias por parte de
herbivoros8=0. Desde este punto de vista, podriamos pensar que en el afio 2009, los
matsdel consorcioP. submembranaceuhn®. hynoidegstuvieron bajo la presion de un
consumidor y por tanto produjeron medabolitos con funciones defensivas, mientras

gue en el 2010, estos consorcios se vieron amenazados por algun competidor por
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espacio y/o nutrientes, y por tanto, produjeron compuestos alelopéaticos competitivos.
Claramente, este trabajo no podria concluir ¢agdricamente si esta hipétesises
verdadera; sin embargo, seria interesante estudiar a cuales presiones ambientales se
encuentran sometidas las cianobacterias de estas zonas de nuestro pais, con el fin de

comprender un poco mas como responde la maquinariaetabdlica.

De otro lado, la mayoria de los extractos polares no fueron toxicos pata salinaa
excepcion de PNML3-FB, consorcio de especies dg/ngbyay Oscillatoria, PNM08-FB,
PNM-13-FB, PNM18-FB (consorcios deP. submembranaceum y S. hynoid&s)BUN
03495-FB,IBUN-03497-FB (Moorea producens Estosmats contienen cianobacterias
de génerosLyngbya Moorea Oscillatoriay Symplocaampliamente estudiados por su
diversidad quimica y la bioactividad de sus metabolitos, de las cuales se reportan
compuestos aislados con actividad citotoxica, que pueden ser los responsables de la

toxicidad contra A. salind4.

En cuanto al ensayo de inhibicion de la enzima AChE se realiz6 basandose en el método
de Martson en bioautografia en placa TLC. Este método es sencillo y de facil
interpretacion, siendo muy Gtil para establecer si los extractos con actividad larvicida
tienen por modo de accion la inhibicion de esta enzima, tal y como la hacen insecticidas
comerciales organofosofrados y carbamatds. Los controles negativos fueron CHEY
MeOH, que fueron los solventes usados para aplicar las fracciones FD y FB
respectivamente. Estos controles negativos no mostraron actividad. El control positivo
AOA 1T Al AGEeéT A pnrnsectitida@igahdfosfordtl® de udo©omin que
mostré inhibicién enzimética adecuada. Todas las fracciones FD mostrarmibicion

de laAChE, siendo las mas activdas delos matsIBUN-02231 (verde algodonosa) y el
PNM-28 (consorcio deLyngbyaspp./Oscilatoria spp., filamentosa). En este caso,raht
verde algodonosa no fue activo como larvicida, mientras que ehat PNM-28
filamentoso si mostré una buena actividadontra las larvas del vectorDe otro lado,

no todas las fracciones FB inhibieron la enzien Los mas activos resultaron ser lasats
verdes algodonososIBUN-02225, IBUN02231 y PNMO08 (P. submembranaceuhs.

hynoides algodonoso). Es interesante notar que ninguno de losats de morfologia
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filamentosa (como consorcios con especies dg/ngbyd Osclliatoria y M. producen}y
mostro actividad inhibitoria de AChE en sus fracciones FB, mientras que las FB de los

matsalgodonoso mostraron un mejor desempefio para inhibir esta enzima.

Varios estudios se han realizado sobre la inhibicion de colinesterasas@anobacterias
de ambientes dulceacuicolas, principalmente porque se ha correlacionado la inhibicién
de estas enzimas con problemas ambientales ocasionados por ldarmful Algae
Blooms(HAB)>1. Sehan encontradoefectos neurotoxicos en algunas aves ocasionados
por toxinas que inhiben las colinesterasagjue actuan principalmente en ekistema
nervioso periférico>2. Entre los compuestos mas representativos con esta actividad
aislados de cianobacterias se tiene la anatoxir(S) que es un inhibidor irreversible
de la AChE aislada dé&nabaena flosaquae cuya estructura es similar a la de los

organofosforados debia al éster de fosfato que posee en su estructifa

Por otro lado, es interesante observar que no necesariamente todas las muestras que
presentaron inhibicién de la enzima AChE, fueron larvicidas contrse. aegypta pesar

de que presentan el mismo modo de accion de insecticidas usados actualmente como
organofosforados y carbamato&!. Esto puede estar asociado por un lado a la diferencia
en la estructura de la AChE, ya que en el ensayo bioautografico usando el método de
Martson se empled unaenzima aislada & Electrophorus electricus que difiere
estructuralmente de la enzima que se encuentra en el insecto (larvas Ae. aegypii.

Se ha demostrado que hay diferencias notables en la estructura de las colinesterasas
de invertebrados (de insecto¥ y vertebrados (en este caso de la anguila, usada en el
bioensayo¥?, 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 angulistaobservacion
puede explicar poiqué en algunos casos extractos activos contra la enzima no lo fueron
en el ensayo dedrvas. Una segunda explicacion, mucho més probal#sta relacionada
con el hecho de que los compuestos inhibidores de AChE por bioagtafia son
inactivas en la larva debido a que no pueden atravesar las barreras bioldgicas 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 e. aegyptiy no solameng los resultados

contra untarget especifico en un ensayo preliminar como el de Martson.

Usandola informacién de los tres ensayosse realizdla seleccion de lognats para
estudio quimico, siendo bs resultados de los ensayos larvicidas contriae. aegyptel
criterio de seleccidbn mas importanteLos mats que mostraron seimas promisorios
son: IBUN-03496 (M. producenyy IBUN-03495 (M. produceny que mostraron alta
similitud en la actividad larvicida exhibida en sus fracciones FD; y losatsPNM-18 (P.
submembranaceumsS. hynoidesy 28 (Lyngbyaspp/ Oscillatoriaspp.), donde estos dos
ultimos presentan poca cantidad de muestra yqr tanto fueron descartados. Emat
verde algodonosolBUN-03494 también mostré actividad larvicida interesante, pero
se cuenta tanbién con poca cantidad de extracto crudo. Por lo anterior se escogio
IBUN-03496 que es de losnatsmas activos como larvicida y cuenta con gran cantidad

de fraccion FD.

También se selecciono enat IBUN-02224, a pesar de la poca cantidad de muestra,
porque es activo como larvicida, pero no es téxico contfa salinay no inhibié la AChE,
mostrando su potencial como un insecticida selectivo, poco ecotdxico y con un modo
de accion diferente al de insecticidas organofosforados y carbamatos, que han

generadoresistencia insecticida en algunas cepas de mosquito vect®#e.

Y finalmente se eligié elmat IBUN-02213, a pesar de que no posee una actividad
larvicida notable, fue el Unico mat que mostré actividadarvicida en la fraccién
butandlica. Ademas, se seleccioné pan criterio biolégico y ecoldgico, pues estenat

fue colectado en Providencia, 2015, y es el Unicgat que se colectd en aguas someras
(0.3m) en la linea de costa (figura-6 a.). Adicionalmene es unmat muy abundante
gue crecia sobre pasto marino (macroalgas) generando necrosis en estos organismos
(figura 2-6 b.) Esta informacion nos dice que estenat puede ser interesante
metabdlicamente debido a que crece en condiciones muy diferenciadasoa btros, y
compite con otros organismos por nutrientes y espacio, y por tanto puede prodir no
solamente de compuestoson actividad larvicidas contraAe. aegypti sino también

otros metabolitos con importancia ecologica.
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a.

Figura 2-6.Fotografias de coleccion demat IBUN-02213 en Providencia, 20154a.
crecimiento en sedimento a 0.3 m de profundidady. crecimiento sobre pasto marino
(macroalgas) a 0.3 m de profundidad.

2.4 Conclusiones

Fueron evaluade 16 matsde cianobacterias colectados en el Caribe colombiano como
larvicidas contra Ae. aegypti en ensayos de letalidad contraA. salinay como
inhibidores de AChE. En general se observd que aquellogts de cianobacterias
pertenecientes a los géneros &l Symploca, Lyngbya, Moorea y Oscillator@sultaron

ser los mas activos en los tres bioensayos. Lo anterior es congruente con los reportes,
pues son los géneros de los que mas metabolitos bioactivos se han aislado,
especialmente con actividades citotoxams 3045, Cabe resaltar que los tratamientos que
resultaron activos como larvicidas fueron de naturaleza no polar. De otro lad@s
fracciones de polaridad mediabaja (FD, FlI y Fll)de todos losmats fueron toxicos
contra A. salinglo cual se puede asociar a la presencia de acidos grasos capaces de
inhibir la ATPasade Na y K+49. También, estas fracciones de polaridad medlzja,
fueron inhibidores de AChE.

Fue interesante notar quemats conformados por las nismas especies presentan
actividades biolégicas diferentes. Por ejemplo, losnats de consorcios de P.
submembranaceuny S. hydnoidese diferenciaron en su bioactividad segun el afio de
recoleccion, pues aquellos colectados en 2009 mostraron actividad lacida, mientras
gue los colectados en 2010 mostraron actividad contréA. salina También se

observaron estas diferencias con losiatsde Moorea producensque a pesar de ser una
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misma especie en su clasificacién preliminar, resultan distinguirse en su adtiad
larvicida, lo que relacionamos con las diferencias en sus perfiles de HPLC. Esta
variacion podria 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 quimico se seleccionaron: etat IBUN-02224, por la actividad de su
fraccion FlIl que fue larvicida, pero no téxico contrd\. salinay tampoco inhibié AChE,
demostrando que puede contener compuestos laicidas con selectividad, baja
ecotoxicidad y con baja probabilidad de que el vector cree resistencia rapidamente. El
mat IBUN-02213 fue el Unico que mostro actividad larvicida en FB, ademas de ser un
mat abundante con un rol biolégico y ecoldgico que vala pena explorar. Como tercera
muestra se selecciond emat IBUN-03496, que presentd el 100% de mortalidadie.
aegypti, y a pesar de que fue muy activo conti salinae inhibio la AChE, se seleccion6
por su potente actividad larvicida y por tener gran antidad de extracto, lo cual

aumenta la posibilidad de aislar compuestos larvicidas.
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RESUMEN

El mosquito Aedes aegyptiransmite multiples enfermedades, por lo que su control es
un objetivo de los planes de salud publica de muchos paises. Algunas estrategias
incluyen el uso de productos naturales como larvicidas. HEinat IBUN-02224,
identificado morfolégicamente comoPhormidium sp. colectado en Providencia en el
2015, fue seleccionad para estudio quimico por resultar activo como larvicida. De este
estudio se aislaron dos nuevos depsipéptidos ciclicoCBl y CB2), analogos a la
dolastatina D. Ambos compuestos fueron ensayados contra las larvasfdsles aegypti
mostrando a 0.09 mM unanortalidad del 58% de las larvas. Ademas fueron no toxicos
contra A. salinay no inhibieron la acetilcolinesterasa, sugiriendo que son selectivos y
que tienen un modo de accion diferente al de muchos insecticidas que inhiben esta
enzima. Adicionalmente, 8 podria esperar que cepas del mosquito resistentes a los
insecticidas inhibidores de acetilcolinesterasa podrian ser seitdes a estos péptidos.
De las fracciones Fl y Fll se identificaron el acido miristicd), el &cido palmitico @) y

el palmitato de netilo (3), donde solamente el acido miristico mostré actividad
larvicida (55% mortalidad a ~0.22 mM). Adicionalmente, solo los acidos fueron toxicos

contra A. saling y como inhibidores de AChE no mostraron actividad.

3.1 Introduccioén

Las enfermedades de degue, chikungunya, zika y fiebre amarilla son un problema de

salud publica a nivel mundial y su control es fundamental. Estas enfermedades son
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producidas por virus transmitidos de persona a persona a traves de la picadura del
mosquitos Aedes aegypti Actualmente este vector esta presente en todos los
continentes, aunque su poblacion se conceamlat en las zonas tropicales. Sin embargo,
gracias al cambio climatico ha podido colonizar territorios hacia el norte yus de los
tropicos, y por tantose ha convertido en una preocupaciéon globalEn 2010 la World
Health Organization (WHO) eritié un plan global (de 2010 a 2020) para la prevencion

y control del dengue, donde uno de los 5 frentes de accidn es controlar la poblacion de
mosquitos deAe. aegyptmediante diferentes métodos, en el que se incluye el uso de
insecticidas y larvicida$. En este punto los productos naturales pueden jugar un papel

primordial 4.

En la actualidad los mosquitos y larvas dé\e. aegyptiestan mostrando menor
susceptibilidad hacia los insecticidas y larvicidas usados tradicionalmente, debido al
desarrollo de resistenéa 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 presion selectiva sobre las poblaciones del vector incrementando el
namero de individuos que no son afetados por los insecticidas. Lo que a largo plazo
conduce a tener poblaciones resistentes a los insecticidas, aumentando el riesgo de
transmision de enfermedades. En Colombia, ya existen reportes de resistencia Ael
aegypti en la Costa Atlantica, contransecticidas como al DDT, los organofosforados
temfos, malation, fenitotrion y metil pirimifos, los piretroides lamdacialotrina y la
ciflutrina, ente otros®. En el Valle del Caucse encontraron mosquitos resistentes al
DDT, los organofosforados temfos y fenitotrion, y al carbamato bendic&bPor lo
anterior es importante tomar medidas preventivas como la busqueda de nuevos

compuestos que controlen al vectoAe. aegypti

En esta blsqueda proponemos a las cianobacterias como una fuente interesante de
compuestos controladores del vector, debido no solo a su gran y variada produccién
metabdlica sino también a que son microorganismos cultivables bajo condicionde
laboratorio, lo que permite solucionar el problema de suministro que atafie a los

productos naturales’. Estos microorganisnos han mostrado ser fuente denetabolitos
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secundarios, tales como péptidos no ribosomales, policétidos, alcaloides, entre ofos
Estos compuestos han exhibido actividades biolégicas aprovechables por el hombre,

como anticancerigenog, anti-VIH®, antiinfectivos!?, entre otros.

La actividad larvicida contra Ae. aegyptitambién hace parte de las bioactividades
reportadas para metabolitosaislados de cianobacterias!z14, Los primeros estudios
encontraron que las cianobacterias productoras de microcistinas y anatoxira
resultaban ser letales para las larvas déde. aegypti pero debido a que estos
compuesbs también son hepatotdxicoy neurotéxicos respectivamentesoninviables
como larvicidas comerciales por el riesgo que supondria su usoPosteriormente, se
aislaron deOscillatoria agardhiiacidos grasos insatural O j UAEAT T 1 AEAT h
linolénico) y saturados (acido miristico, palmitico y esteérico), siendo los mas activos
como larvicidas contra Ae. albopictuslos &cidos insaturados. La ventaja de estos
compuestos es que no perduran en el ambiente y sonquotoxicos frente a mamiferos,
peces y ave®¥. En otro estudio se aislaron glicolipidos sulfatados da kianobacteria

Synechococcusp. con actividad larvicida contraAe. aegyptis.

En un estudio local, Cuenca y colaboradores evaluaron extractos de cianobacterias
marinas (génercs Oscillatoria, Lyngbyay Phormidium), recolectadas en lIslas del
Rosario-Colombia, mostrando actividad larvicida contraAe. aegypti Este estudio
mostro el potencial de las cianobacterias marinas recolectadas en Colombia como
productoras de compuestos laricidas, y es una motivacion para el presente estudio
bioprospectivol4. Es asi como en esta parte del trabajo nos propusimosidear
compuestos controladores de las larvas de este vector a partir de cianobacterias
marinas del Caribe colombiano. En este capitulo de la tesis se presenta el estudio
quimico del mat IBUN-02224, el cual resulta muy interesante debidda fraccion Flll

fue activacomo larvicida contra Ae. aegyptisin ser ni toxico paraArtemia salinani

inhibidor de acetilcolinesterasa (ver capitulo anterior).
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3.2 Materiales y métodos

Se usaron para la extracciobn y la cromatografia en columna hexano (Hex),
diclorometano (DCM),acetato de etilo (AcEOL), cloroformo (CHE)l acetona y metanol
(MeOH) grado RA (Merck, Alemania). Para los analisis de HPLC se emple6 agua
desionizada vy filtrada a través de MilliQ (Merck, Alemania), ademéas de ACN grado
HPLC (Merck, Alemania). Para losnalisis de cromatografia liquida seus6 un HPLC
Ultimate 3000 (Dionex, USA) acoplado al detector ELSD SEDEX 85 (Sedere LT,
Francia). Seusé unacolumna@y | pn@cumni i h viiq j+01I 1 AOEI h O0A
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 CDRQ@on un grado de deuteracion >99.8% (Merck,
Alemania) y piridina-ds con un grado de deuteracion >99.59%Panreac, Espafia) como
solventes. Para los @alisis de masas se empled un espectrometro de masgés)-
HRESIMS marca Bruker qTGFamily (Bruker, Alemania). El andlisis de GEM se
realizé en un equipo G@/S Agilent Technologies 6850 series I, acoplado a un detector
de masas Agilent Technologies MSI®B5B (Agilent, USA). Se us6 una columna capilar
HP-5ms, (30 m x.250 pm x.25 um) (Agilent, USA). También se emplearon patrones de
parafinas (C1:C25) y de FAMES (metil ésteres de acidos grasos) {C84) (Sigma
Aldrich, USA). Los datos espectroscopicos, tantde 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 NISWiley9, Wiley10,
NISTO8 y NIST14 USA).

Para la obtencion de los ésteres metflos se us6 BfFen MeOH al 20% (Merck,
Alemania). Para la extraccion se us6 un sonicador Cétarmer (USA). Las fotografias
en microcopio SEM (Microscopio de barrido electronico) se realizaron en un equipo

COXEM modelo ENBOAX gracias a la empresa Intek Gup.

Para los ensayos larvicidas se usaron placas de 24 pozos (Corning, USA), usando como
AT 1T 0011 PDIE®BEWde purdza (Bigma Aldrich, USA)os huevos deAe.

aegyptifueron 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 alimentacion de
las larvas se uso polvo de higado deshidratado (Sigma Aldrich, USA). Para el ensayo de
A. salinase usaron cistos de Artemia International (USA). Para los ensayos de
inhibicion de acetilcolinesterasa se empled una enzima (C.3.1.1.7) Bectrophorus
electricus (tipo VI-S 500 A) (Sigma Aldrich, USA), Albumina de suero bovina (BSA,
Sigma Aldrich, USA), acetato de-rdaftilo y Fast blue Sal{FBS) (Sigma Aldrich, USA).

Los cromatofolios usados fueron de silica gel 606z (Merck, Alemania).

3.2.1 Colecta del mat Phormidium sp. (IBUN-02224)

El mat IBUN-02224 fue colectado mediante buceo autobnomo en Providencia en julio
de 2015. La colecta fue coordinada por la profesora Ménica Puyatd.material fue
limpiado in situy una parte de éste fue conservado en el medio de cultivo SWBG?,

mientras queel resto fue almacenado a4°Cpara su estudio quimico.

Estemat verde algodonoso poco abundantse colecté a 1612 m de profundidad con
crecdmiento sobre corales blandos, causando necrosis del coral como se observa en la
figura 3-la. Cuando estemat fue observado bajo microscopio se hace evidente la
presencia de filamentos pequefios (figura -3b.) que llevd a su calsificacion
morfolégica como Phromidium sp.; sin embargo, bajo condiciones de cultivo en el
medio SWBGL1 se presenté un cambio morfolégico evidenciado en la disminucion del
tamafio de los filamentos, lo cual se puede apreciar en la figural8.. Estemat fue
registrado en la colecciérbiolégica de Banco de cepas y genes del IBUN, con el cédigo
IBUN-02224.
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Figura 3-1. a. Fotografia del mat IBUN-02224 durante colecta, b. Fotografia
microscépica (100 veces magnificada) demat IBUN-02224, c. Fotografia en
microscopia SEM detnat IBUN-02224 cultivado.

3.2.2 Extraccion y fraccionamiento del mat de cianobacterias IBUN -
02224
Elmat IBUN-02224 fue liofilizado y pesado (23.4 g), para luego ser extraido con 60 mL
de una mezcla DCM/MeOH 1) con sonicacion durante 15 minutos. Este proceso se
repitié tres veces. La mezcla se filtré y el solvente fue removido a presién reducida
obteniendo 510 mg de extracto crudo. Posteriormente la totalidad del extracto crudo
fue fraccionado en un cartuchdIOL (5 g) usando como fase movil Hex/AcOEt 8:2,
AcOEt 100%, AcOEt/MeOH 1:1 y MeOH 100%, obteniendo cinco fracciones (FI a FV)
(figura 3-2). Todas las fraccione fueron evaluadas mediante logioensayos, que se

describen a continuacion.

Mat verde
algodonoso IBUN-
02224

Extracto crudo
510 mg

FI (9.3 mg) FII (12.5 mg) FIII (24.7 mg)

Compuesto 3 Compugsto 12, Compuesto CB1 y CB2

FIV (126.2mg) FV (27.2mg)

Figura 3-2. Esquema de fraccionamiento demat verde algodonoso IBUND2224. Los
recuadros verdes indican que dicha fraccion fue activa contra las larvas Ale. aegypti
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3.2.3 Ensayo larvicida contra Aedesaegypti (igual al del cap itulo 2,
seccion Materiales y Métodos, pag 61)

3.2.4 Ensayo de letalidad contra Artemia salina (igual al del capitulo 2,
seccion Materiales y Métodos, pag 61)

3.2.5 Ensayo de inhibicién de AChE por bioautografia (igual al del
capitulo 2, seccion Materiales y Métodos, pag 62)

3.2.6 Andlisis de las fracciones Fl y Fll por CG-EM

Se prepararon soluciones de 1 mg/mL en acetona de cada una de las fracciones a
AOGA1T OAO8 3A ET UAAOe p 8 mplitl;30 ndediant® Aufoiyedior. | OAE & 1
La temperatura del inyector se mantuo a 260°C. Se empled una columna s de
dimensiones 30m x 250um x 0.25um. Como gas de arrastre se emple6 helio grado 5.0
con un flujo de 1.0 mL/min. El programa de temperatura usado inicié a 40°C durante

1 min; después se aumento la temperatura a unahcidad de 60°C/min hasta 100°C;

en seguida se aument6 ésta a 4°C/min hasta llegar a 260°C, finalmente se calent 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 ionizacion se diipor impacto
electronico a 70eV, y detectando en un rango ae/z de 40 a 800. Para la identificacion

de cada uno de los picos cromatogréaficos se determind los indices de retencion (IR), la
longitud equivalente de cadena (ECL), y el estudio de los espedrde masas que
ademas fueron comparados con la base de dat@éley9, Wiley10, NISTO8 y NIST14,

con lo cual se identificaron los compuesto$, 2 y 3.

Acido miristico (1). Solido blanco. RMNH (CD¥ $ h T T 1227 ({.0€7.4 Hz, H-
2), 1.59 (m, H-3), 1.30 (M, H-12 y H-13), 1.31-1.25 (M, H-4 a H-11), 0.90 (t,J6.8Hz,
Hs-14) RMNI3C (CB/ $ R p Tt Te-177/8 (G1)) 35.0 (CH-2), 33.0 (CH-12), 30.7-
30.3 (CH-4 a CH-11), 26.1 (CH-3), 23.7 (CH-13), 14.4 (CH-14) EM 70eV,m/z
(intensidad relativa) 228 (25) [M]*+, 199 (10) [M-GHs]*+, 185 (35) [M-GaH7]*, 171 (15)
[M-GHo]*, 129 (60) [M-C/His]*, 115 (15) [M-GsHi7]*, 73 (100) [M-CiiH21]*. IR

experimental 1781, IR reportado 17®16. Los datos de G®IS corresponden al del
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acido miristico reportado en la base de datos NIST14 y los datos de RMN corresponden

a los hallados en la literatura para el acido miristica.

Acido palmitico (2). Sélido blanco. RMNH (CD¥ $ h 1T 10 v 227 (1 0€].4 Hz, H-
2), 1.59 (m, H-3), 1.30 (m, H-14 y H-15), 1.31-1.25 (m, H-4 a H-13), 0.90 (t, 6.8
Hz, H-16) RMN-13C (CB/ $ h  p 1 e77.8XQ1),B5.0 (CH-2), 33.0 (CH-14), 30.7-
30.3 (CH-4 a CH-13), 26.1 (CH-3), 23.7 (CH-15), 14.4 (CH-16) EM 70eV,m/z
(intensidad relativa) 256 (40) [M]*, 213 (15) [M-GsH7]*, 199 (10) [M-CHo]*, 185 (10)
[M-GsHa1]*, 171 (10) [M-GsHa3]*, 143 (10) [M-CsHa7]*, 129 (40) [M-GoH19]*, 73 (100)
[M-CiaHz21]* . IR experimental 182, IR reportado 198416 Los datos de G®IS
corresponden al del &cido palmitico reportado en la base de datos NIST14 y los datos

de RMN corresponden a los hallados en la literatura para el palmiti¢o

Palmitato de metilo (3). EM 70eVm/z (intensidad relativa) 270 (10) [M]*, 239 (12)
[M-OCH]*, 227 (12) [M-GsH7]*+, 207 (7) [M-CaHe]*+, 143 (25) [M-GoHas]*, 129(10) [M-
CioH21]*, 115 (7) [M-CiiH23]*, 87 (60) [M-CisH27]* , 74 (100) [M-CisH2s]*. IR
experimental 1926, IR reportado 19276, Todos estos datos corresponden con los
informados en la literatura para elpalmitato de metilo reportados en la base de datos
NIST y Wiley.

3.2.7 Purificaciéon de Flll por HPLC preparativa

La fraccion Flll, activa en el ensayo larvicida, fue separada en una columnd8C

+01T 1 AOEl jpm@cumniih vtiq OOAT Alciohseuséuh ACOA
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 deteccién se realiz6 con el detector EL®Ya 210 nm.

Se obtuvieron dos compuestos puro€B1 (6 mg, tr: 31.2 min) yCB2 (3 mg, tr: 31.6

min) que fueron identificados por experimentos de RMN 1D y 2D usando pgs. Los

datos de(+)-HRESIMS se obtuvieron por inyeccion directa en modo positivo.

Compuesto CBL: ciclo(NMe-(Ala)-(acido 2-hidroxiisovalérico)-(acido 2-metil-3-

aminobutandico)-(lleu)-(acido 2-hidroxi-3-fenilpropanoico)) (CB1). Solido blanco (6

CO.
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mg). Datos de RMNH y 13C en Tabla 2. (+)-HRESIMS: [M+N&p68.3000; [M+H}
546.3178 (Co9H4307N3 (calculado para [M+NajE v o 8 c wwyP)x 3 m8ac DODOI

Compuesto CB2: ciclo(NMe-(Ala)-(acido 2-hidroxiisovalérico)-(acido 2-metil-3-
aminobutandico)-(Leu)-(acido 2-hidroxi-3-fenilpropanoico)) (CB2). Sdélido blanco (3
mg). Datos de RMNH y 13C en Tabla 2. (+)-HRESIMS: [M+Nap68.3000; [M+H}
546.3178 (C29H4307Ns (calculado para [M+NafE v @ 8 ¢ wppX 3 T80

3.3 Resultados y discusion

El mat IBUN-02224 es un tapete verde algodonoso poco abundantgue fue
identificado morfoldgicamente comoPhormidiumsp. por el biélogo Fredy DuqueFue
seleccionado para estudio quimico debido a los resultados obtenidos es kensayos de
actividad biolégica que se discutieron en el capitulo anterior. El extracto crudo de este
mat fue obtenido por maceracion usando ultrasonido en DCM/MeOH (1:1), obteniendo
510 mg que posteriormente fue fraccionado sobre un cartucho DIOL y setaieron 5
fracciones. Este mat fue el primero en ser estudiado y se selecciond este
fraccionamiento debido a que podemos obtener mas fracciones con diferentes
polaridades. No obstante, este método resultd inconveniente debido a un bajo
porcentaje de recugeracion y la mayoria del extracto quedé en lal¥, que ademas de
compuestos contenia una gran cantidad de sal. Las fracciones fueron evaluadas en los
tres bioensayos, cuyos resultados se observan en la tabldl3Las fracciones menos
polares Fly Fll fuera activas en el ensayo de inhibicién de AChEAytemia salina pero
inactivas frente a las larvas del insecto. La Unica fraccidn que mostroé actividad larvicida
fue FllI, siendo ademas muy interesante debido a que no es téxica frenté.asalinay

no inhibe la AChE. Esto podria indicar que el modo de accion va por una via diferente
a la inhibicion de esta enzima, que resulta ventajoso debido a los casos de resistencia
de algunos mosquitos frente a los compuestos organofosforados y carbamatbEsta
fraccion fue separada por HPLELSD y se purificaron dos compuestos (cromatograma

en Figura 33). Del compuestaCB1se obtuvieron 6 mg y 3 mg del compuestGB2



96 Busqueda de compuestos con posible actividad insecticida a partir de cianobacterias marinas del Caribe colombiano

Tabla 3-1.Resultados de los bioensayos para las fracciones deht Phormidiumsp.
IBUN-02224

Fraccion Masa % Mortalidad %Mortalidad A.
(mg) Larvas de Ae. salinaj p¢8uv t AChER
aegypti (5_(_) o
t CTDbI UI C
Control negativo NAb NAb 3 NAb
' AAOTT A A um ¢
Control negativo NAb 8 NAP -
(CHCEA pmt , 7DBI Ul
Control negativo NAb 0 NAP -
(MeOHap it , 7PI1 Ul
Malation j pmt t CTHOT NAP NA 100 +++
DDTj pmm t CZ DI Ui NAP 100 NA NA
Fl 9.3 8 71 ++
Fll 12.5 8 67 ++
FIll 24.7 58 12 -
FIV 126.2 0 9 -
FVvV 27.2 0 3 -
alas fracciones activas fueron aquellas que mostraron 2 o mas manchas de inhibicién.
bNA: No aplica
1,200
CBI1
2 CB2
1,000~
OO
00—
SO0
B I
|
he 720 40 260 8.0 %0 2o «:“

Figura 3-3. Cromatograma obtenido en HPLELSD de FlI

El compuestoCB1 fue analizado por (+)-HRESMS en modo positivo (Figura 3#4)
mostrando iones enm/z 568.3000, correspondiente a [M+Naj, y enm/z 546.3178
[M+H]* que sugieren una férmulamolecular GoH4307Ns (calculado para [M+Naj=

veYB8cwwyyxy 3 n8c BPIigs ,1 Al OAOEIT O ET AEA

>\
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junto a la presencia de &tomos de nitrégeno podria indicar que se trata de un péptido,

compuestos comunes en estos microorganismos.

|nte"56:« +MS, 0.8-1.0min #48-56, Background Subtracted
106 4
x10°7 1+

] 568.3000

1+
226.9513 546.31y8
430.9140 \
" 1 Al Ll

0l — P Lal YT WY N A . .
100 200 300 400 500 600 700 mz

Figura 3-4. Espectro(+)-HRESIMS en modo positivo para el compuesgB1

Los espectros de RMN fueron registrados en pyls, debido a que mostré una mejor

resolucion de las sefiales en comparacion con el Medb El compuestdCB1 presenta

en a2 espectro de RMNSC (figura35q OAEO COA®A 1A G7, #1.80)171.1,
pxm8oh U pow8y AOT AEAAAO A AET AT #E/c AA i
pxp8ym U pxp8xx AA O TEOIT #E/ Alc13h6,0 Al 1 A
130.7, 129.2 y 127.7 correspondientes an grupo fenilo monosustituido. Las sefiales

AT c76.3y 74.0 estan asociadas alC A-BEEAOT GEUAEAT Ohcoll3y AO OA
60.6 pertenecen alos G A-Al ET T UAEAT 08 40Q7 yOB.a7AGud O Al
corresponde al desplazamiento del mismo Cnedos conformaciones), y 46.2 son
sefialesdel @ & #OA ODPA A OE O A-anfinoddidoh Cabekesdhdr la sefial en

1c 37.6 que corresponde a un grupdN-metilo. También se observan sefiales de dos

metinos, dos metilenos y seis metilos adicionales. Todo anterior es congruente con

la presencia de un depsipéptidé.
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O

C p-aa

- | )
a-hidroxiacidos CH B CH-a
LCH—Q (x2) Mde

o-aag

5 carbonilos

Figura 3-5. Espectro de RMN3C del compuestaCBl1en pyr-ds en 100MHz

En el espectro de RMNH (Figura 3-6) se observan dos sefiales de protones de NH de

AT EAAQxBlg1 U @8yxunnT.4Q, XA+ A2H A &L304), 7.36(t,
F7.1Hz, 2H 1¢c129.2) y 730 (t, F7.1Hz, 1H 1c127.7) fueron asociadas a un grupo

fenilo monosustituido; las dos sefiales para los-H A A 1 T OhidivAlddsi O
AT OOA ODPIni5.A8Kdd, 6.9, B.9 Hz\c76.3)y 5.45(d, 7.7 Hz/1c74.0), y las

AT O OA dAdisd(@/ 1840.6)y 3.94(q, F6.8 Hz/1c61.3) corresponden a los H

1 A-Bminpacidosss |, AO O Aid.861 (dyd) =98] 6.9y 2.5 HzAc46.2) y 2.66

(qd, F7.0, 2.5 Hzh c46.2) pertenecen al Hf L A(A  &mingéacido poco difundido

en la naturaleza cuyo primer y Unico reporte hasta el momento es el del aislamiento e
identificacion de la dolastatina 388 %1 O Ed3Q9 (X ¢:A7.6f\cbrregpondea un
N-metilo. También se observan sefales asociadas a dos metilenos diasterotdpicos, uno
A1 11163 (ddg, F15.0, 7.4, 3.64z/ 1¢26.5) y 1.19(dqd, F15.0, 7.4, 1.9 Hz/ c26.5),

U Al T+3.@0(dd,AH14.2y 6.9 HzH c26.5) y 3.33(dd, F14.2, 3.9Hz/ 1c26.5). Se

AT AGAT OOAT OAdAl A0 AAn1BA®E G6.8 HeQELR.0),0.38%d AT AOAO
JF6.9 Hz/|c21.4), 1.31(d, E7.0 Hz/|c15.3), 1.05(d, J6.8 Hz/|c16.7), 0.98(d, J6.3

Hz/ 1c18.8) y 0.97(d, 6.5 Hz/1¢c17.8), y un metilotriplete en 0.86 (t, J=7.4 Hz/\c

12.2). Con la informacién de los espectros de RMN 1D podemos afirmar dCiBl es

~ s s e o~ A

OT A IT1T17TAOT A AA AAOUAOAO Ep AOIMdokiacidas, @ U 0+ q Al
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1-A1 ET T UA E Aaimi@oadito, @d los puales uno de lossiduos de aminoéacido esta

N-metilado.

Mle

=20

Sefiales de las

E) cadenas laterales [*™
=260

-

CH-a (x2) i p-aa
\‘/ w-hiroxiacidos | O % 02 CH- CH-a
o-dd

| Ay

_._A—JI_\J TN e »\JL_

£ @5 @i 56

Figura 3-6. Espectro RMN!H del compuestoCBlen pyr-dsen 400MHz

Para identificar cada una de las subestructuras se usaron los experimentos RIEIN-

2D como el C8Y (kgura 3-7), HSQC (figura 8) y HMBC (figura 39). La estructura de

cada uno de los aminoacidos se presenta en la figura93con sus respectivos
acoplamientos en COSY y HMBC. El primer aminoacido se estableci6 mediante la
correlacion en COSY del protén4 AT 1018 w©61.8)con el metilo H-c  Adl1.54

j 314.0). En HMBC se observa la correlacion de los protones 8et A Ab8g o |3
37.6)conelcarbono@-¢ Alppppeacodqarqh U AT 1T c&03 quAAT GEIT |
tanto es el C1 en este aminoao. Finalmente, el proton H-c AT p 8 wi4.0pbi | 3
OAIT AEi 1T AT OOAT AAET T A 1783 permifiendo Adntfidal @ estel AT
aminoacido como laNMeAla (figura 3.9a). La estructura dedcido 2-hidroxiisovalérico

se determin6 por medio de los acopimientos en COSY del-H h  R9.45 (3¢ 74.0),

con el metino Ho  A42.15(1c30.8)U AA 7T OOA A OO OAUw0Ad T 110
(Hz-v Tc18.8) y 0.97 (K-t Tc17.8). En HMBC se observan correlaciones delH 4 3
VBT O YHO HeBpuedngyq AT T All17AAiddndd fuelesteAT

es el Gl del éacido 2-hidroxiisovalérico (figura 3.10 A 8 q 8 -amdibacidp fue
identificado como sigue: el Hc  Adic 8 @ | N A hrc46)2Bcurtelacp@aei¥ COSY

con el metilo doblete H-u  Adl18 q pc15.3) y el metino sobre carbono nitrogenado
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Ho At 8puv j ANAh 813 Nsu godfésherod®ar); alsu yez este metino

H-3 acopla con el metilodoblete it Adb 8p dg g8t U Al 1T A6.75p01 0&1 . (
, AO OA dA268(8-2)A 11.31)(H:-5) correlacionan en HMBC con el carboxilo en
1ecpxe8uh AT 1T EFEOI AT Aminohddo niz2dedladeA AIfA (fighra 2 18). El

acido 2-metil-3-aminobutandico, también conoci® como MabaA O  &iminogcido

poco comun en la naturalezacuyo primero reporte de fuentes naturalesfue en el

aislamiento y elucidacion de la dolastatina B. La isoleucina se identifico mediante las

correlaciones en COSY del proton sobre carbono nitrogenade¢H Adt 8wmr 4 | T )

60.6) con el protdn del metino Ho  Adic 8¢ ¢ cB7i4) y de éste con los protones

metilénicos diasterotopicos -t AT p8p w j ANJR6.5 p1868 fgdx1B.G,h p 8 w7 )
X 8 T h c26.8)gEqn el metilo doblete Bk  Adip 8yt v | H6.7).Q.@& prftones
diasterotopicos de H-4 mostraron correlacién con el metilo Hs-v | 1T 81R.@)THn

HMBC seobserva la correlacion de los protones Aqi4.80yy Ho  Adi2.22)con el

AAOAT @k 17.80Ay 171377 del conférmero), confirmando la estruatra de la

isoleucina (figura 3.1@l). Finalmente, el residuo de acido-hidroxi-3-fenilpropanoico

fue idertificado mediante las correlaciones en COSY entre los protones aromaticos en

X 8o g8 X Ahp xB&@ R LBO.7) Bmbién je pbserva la correlacion

AT OOA 110 POIOITTAO AALAPT EAj PARASBADOPERI @8DEA] O
i AAh pt1&EBoedhiwU JAA i 00T O AT 1T Al wBEBADE CAT T AAC
@ 8 wh ct.8)uER HNIBC se observa qles protones metilénicos H-3 correlacionan
AT T Al A ALQB9I8Griehtias efproton carboxilico Hg  +5168) correlaciona

con el carbono aromatico @ Ad137)6. Todo lo anterior es congruente con la

presencia de un acido zhidroxi-3-fenilpropanoico (figura 3.10e.).
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Figura 3-8. Espectro de HSQC del compues@B1len pyr-ds
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Figura 3-10. Correlaciones claves en COSY (lineas gruesas) y HMBC (flechas) para
determinar la estructura de cada uno de los aminoacidos y ésteres del compueSiB1,

a. NMeAla,b. Acido 2-hidroxiisovalérico, c. Acido 2-metil-3-aminobutandico, d. lleu y

e. acido 2hidroxi-3-fenilpropanoico.
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De esta manera fue posible identificar la presencia di-metilalanina (NMeAla),
Isoleucina (lleu), &cido2-metil-3-aminobutandico, &cido 2hidroxi-3-fenilpropandico

y acido 2hidroxiisovalérico. El paso siguientefue unir estos residuos con el fin de
determinar la secuencia de los residuogsandolas correlaciones en HMBC de los-H

con los carboxilos, los cua@s se observan en la Figura-81. Asi, el H¢ ~ Adl3.94de la
N-Alt1T Ah AAT D1 A AT t1708ly O71.A ElQrAnerd éoirespondddl C=p

de la NMeAla, mientras que el segundo corresponde al C=0O datido 2
hidroxiisovalérico. Lo aterior indica la unién entre el nitrégeno de laNMeAla y el
carboxilo del &cido 2hidroxiisovalérico. A su vez el hidrogeo H-2 del &cido 2-
EEAOI GEEOT OAd U OERAT ORAT AAET T A dJpixip 8pii7dB3, AAOAT @
AGOA 11 OEI T AT OOA OblamidodcidoRimetiA3datiddb@eidico A Al
(Maba). Lo anterior indica la unién entreell @p CAT T AnflloxiidoVaIEri&d y el
AAOAT @E-aniinoadido Maba El H3 del acido 2metil-3-amincA OO AT & BSAT Al
t8uvu AAT DI A AT Tcplic 6 cLARUBCRpFin@eED ddl rlismA dminpéacido,
mientras el segundo pertenece a la lleu, indicando la union entre el carboxilo de el

U Al T E O a#&igokdidb. Adiclomalmente, Ht A A 1 A41480 cdri@lacibha )

AT T Al AAQA7L®K leriyc 1A8.8, que pertenece al acido -Ridroxi-3-
fenilpropanoico. Finalmente, se determind que la estructura es ciclica debido a que
hidrogeno alfa del &acido zhidroxi-3-Z£AT E1 D OT b AISSE acbpla &Adn log
AAOAT @Edpio@ 8AT | AAEAEADII I@ EAVATD.A fleQaNMeARp. Por lo
anterior, se concluye que el compuestol es el ciclo(NMe-(Ala)-(acido 2
hidroxiisovalérico)-(acido  2-metil-3-aminobutandico)-(lleu)-(4cido  2-hidroxi-3-

fenilpropanoico)). Compuesto no antes reportado en la literatura.
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A. 2-hidrosiisovalérico

A. 3-amino-2-
metilbutanodico

A. 2-hidroxi-3-fenilpropandico N\ HMBC 'H-13C

Figura 3-11. Correlaciones claves en HMBC para el ensamblaje del compueSRL

En cuanto al compuest@B2, se encontré que sespectro(+)-HRESIMSFigura SI.3.1)
muestra iones en m/z 568.3005 y 546.3178 sugiriendo la misma formula molecular de
CB1,por lo que setrata de estructuras isoméricas. Los espectros deB2de RMN13C
(figura SI.3.2) y RMNH (figura SI1.3.3) son muy similares a los d€BJ, siendo las
mayores diferencias en las sefiales correspondientes al residuo lleu@Blqgue no esta
presente enCB2,y en cambio aparece un residuo de Leu. Las diferencias clases
observan en la Figura 312, donde la Leu de&CB2fue identificada por las correlaciones

en COSY (Figura S1.3.4) dettd  Adlt 81 ¢54.p) von el metilenoHz2-0  Adlc 8ytp | )
41.8), que a su vez acopla con el metino-tf Al p 8u @25i5); el cual su vez
correlaciona con los metilos dobletes K5 en1HTT 8 Y @23j)y H-¢  AHTI8We | )
22.4). Esto se confirmé mediantdos acoplamientosen el HMBC (Figura SI.3)6De la
misma manera se pudo establecer la presencia €&B2de residuos deN-metilalanina
(NMeAla), acido 2metil-3-aminobutandico, acido 2hidroxi-3-fenilpropandico y acido
2-hidroxiisovalérico, siendo la presencia de Leu en vez de la lleu la Unica diferencia
entre CB1ly CB2 De esta se determind qu€B2es el depsipéptido ciclico alo(NMe-
(Ala)-(acido 2-hidroxiisovalérico)-(acido 2-metil-3-aminobutandico)-(Leu)-(acido 2

hidroxi -3-fenilpropanoico)), cuya estructura se muestra en la figura-13( b).
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= COSY H'-H!

NH
6 e
b) iZL /7 "\ HMBC 'H-13C

Figura 3-12. Comparacion de los sistemas dspin por correlaciones en COSY y los
acoplamientos en HMB@e a. lleu del compuestoCBL y b. Leu del compuestcCB2.

Las estructuras deCB1ly CB2se presentan en la figura 33 (ay b), y se idenificaron
COmMo compuestos nuevepuesto que no se encontraronlaser 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 metaboliteslados

de organismos marinos. Se caracterizan por su naturaleza peptidica y por su
promisoria actividad citotoxica y antitumoral 9. Inicialmente las dolastatinas fueron
aisladas de la liebre marinaDolabella aurialaria, pero en afos posteriores se
demostrd que las cianobacterias son sureales productores, y que la liebre marina tan
sOlo las acumula a través de la dieta. El caso de la dolastatina 10 es el mas
representativo, inicialmente aislada de este invertebrdo marino, pero después se
determind que su origen biosintético es de una cianobacteria del géneBymploca®,
esta dolastatina 10 mostr6 um potente actividad citotoxica cuyos estudios
farmacoldgicos terminaron en el desarrollo del medicamento Brentuximab vedotin®,
un farmaco conjungado con anticuerpo dirigido contra el antigeno CD30 ques e
expresado en el linfoma Hodgkin y una gran cantidad de linfomas anaplasicos. Este
anticuerpo monoclonal consiste en la union de cAC10 quimerizado con la
inmunoglobulina 1gG1, modificado por la adicién del linker valingitrulina que
permite la union del potente inhibidor de la polimerizacion de los microtublulos

monometilauristatina E (MMAE}L.
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(S)-A. 2-hidroxiisovaléi

rico

A. 2-hidroxiisovalérico A. 2-hidroxiisovalérico

o
o ‘ L-NMeVal
. NMeAla o ‘ NMeAla
ny, N
o N N 1R2 - 0’
A, 2-metil-3- A 2emetil-3- N ami
||||||| butanbico aminobutandico ” °
o o NH o 0
NH NH
H

a. A. 2-hidroxi-3-fenilpropandico b . A. 2-hidroxi-3-fenilpropansico (38)-A. 2-hidroxi-3-fenilpropansico

Figura 3-13. Estructura de a.compuestoCBL, b. compuestoCB2 y c. dolastatina D.

De otro lado la dolastatina D fue aislada en 1993 de la liebre mariraolabella
auricularia y present6 actividad citotoxica. Su estructura se muestra en la Figugal3

(c) siendo importante resaltar que en esta dolastatina se reportd por primera vez en la
T AOOOAT AUA 1 A -omhdadido] eA Este cabdel @BR)-agido 2metil-3-
aminobutanoico'® y es un aminoacido poco comin que se ha encontrado en
compuestosaislados de @nobacteriascomo la guineamida B. 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 alimentan la Tabla 32 se
presenta la asignacion en RN de los compuestoCBl, CB2 y de la dolastatina D,
permitiendo la comparacién de los desplazamientos de los diferentes residuos,

mostrando una alta similitud de su estructura 3D.
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Tabla 3-2. Asignacion de s@ales en RMNLH, RMN13C para los compuesto€Bly CB2

Compuesto CB1 (pyr -ds)

Compuesto CB2 (pyr -ds)

Dolastatina D (CDCls)18

Posicion 1Ah 1 € yn (JenHz) 1A8 1 C y1n (JenHz) 1 A8 1 C 1n (JenHz)
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, CH 1.54, d (6.8) 3 14.0, CH 1.56, d (6.8) 3 28.1 CH 2.54,m
NMe 37.6,CH 3.29,s NMe 37.9,CH 3.34,s 4 19.4 CH 0.91,d (7.0)
- - - - - - 5 21.9 CH 0.96, d (6.4)
- - - - - - NMe 40.4 CH 3.34,s
Acido 2-hidroxiisovalérico Acido 2-hidroxiisovalérico Acido 2-hidroxiisovalérico
1 171.1, qC - 1 171.2, qC - 1 170.6, qC -
2 740,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,CHs 0.97, d (6.5) 4 18.2, CH 1.00, d (6.7) 4 17.0, CH 0.97 d (7.0)
5 18.8, CH 0.98, d (6.3) 5 18.5, CH 0.96, d (6.8) 5 19.11,CH  1.02,d (7.0)
Acido 2-metil -3-amino butandico Acido 2-metil -3-amino butandico Acido 2-metil -3-amino butandico
1 172.5, qC - 1 171.6, qC - 1 172.1, qC -
2 46.2,CH  2.66, qd (7.0, 2 46.8, CH 2.67, qd (6.9, 2 459,CH 257, qd (7.0,
2.5) 2.2) 2.8)
3 49.27 [49.17], 4.55, dqd (9.9, 3 48.8,CH  4.56, dqd (10.0, 3 482,CH  4.26,dqd (9.8,
CH 6.9, 2.5) 7.0, 2.2) 7.0, 2.8)
4 21.4,CH 1.38, d (6.9) 4 21.0, CH 1.42,d (7.0) 4 20.5, CH 1.20, d (7.0)
5 15.3, CH 1.31, d (7.0) 5 15.4, CH 1.32, d (7.0) 5 14.8, CH 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 - 1 172.9,qC - 1 171.01, qC -
[171.80], qC

2 60.6, CH 4.80, m 2 545, 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], 2.01, m 3 36.2, CH 1.98, m
Ch
4a 26.5, CH 1.19, dqd 4 25.5, CH 1.59, m 4a 25.4, CH 1.05, m

(15.0, 7.4, 1.9)
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Compuesto CB1 (pyr -ds) Compuesto CB2 (pyr -ds) Dolastatina D (CDCls)18
Posicion 1 Ah 1 C yu (JenHz) 1A8 1 C 71u.(JenHz) 1 A8 1 € 1n (JenHz)
4b 1.63, ddqg 5 23.7,CH 0.89, d (6.9) 4b - 1.42, ddq
(15.0, 7.4, 3.6) (14.0, 3.6, 7.5)
5 12.2,CH 0.86, t (7.4) 6 22.4,CH 0.86, d (7.4) 5 11.6,CH 0.82,1(7.5)
6 16.7, CH 1.05, d (6.8) 6 15.8, CH 0.86, t (6.7)
NH - 7.92,d(9.1) NH - 7.96,d (8.1) NH - 7.51, brd (9.0)
Acido 2-hidroxi -3-fenilpropandi co Acido 2-hidroxi -3-fenilpropanéi co Acido 2-hidroxi -3-fenilpropandi co
1 169.8, qC - 1 169.58 - 1 169.1, qC -
[169.50], gC
2 76.3, CH 5.68, dd (6.9, 2 76.7, CH 5.57, dd (6.9, 2 75.8, CH 5.52.dd (7.9,
3.9) 4.0) 3.7)
3a 38.6, CH 3.40, dd (14.2, 3a 38.3,CH 3.39, dd (14.2, 3a 38.0,CH 3.18, dd (14.6,
6.9) 6.9) 7.9)
3b - 3.33, dd (14.2, 3b - 3.32, dd (14.2, 3b - 3.36, dd (14.6,
3.9) 4.0) 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 7.35,1(7.2) 6/8 129.2, CH 7.34,1(7.3) 6/8 128.4, CH 7.19-7.28, m
7 127.7, CH 7.30,1, (7.1) 7 127.7, CH 7.30,1 (7.0) 7 126.8, CH 7.19-7.28, m

a en parértesis [] se encuentran los desplazamientos de los conférmeros

b Constantes de acoplamiento reportadas aca son determinadas por los valores de J leidos para los protones con los cualea.acopl



Por otro lado, las fracciones FI y Fll fueron inactivas comarvicidas frente a Ae.
aegypti, pero presentaron toxicidad contraA. salinae inhibieron la enzima AChE, por

lo cual fueron analizadas. Los espectros de RMN (Figura S1.3.7 (FI) y Figura S.13.8
(FI) presentaron un perfil tipico de acidos grasos satumdos sin ninguna ramificacion

y por tanto fueron analizados por G@/S. En la Tabla-3 se observan los resultados de
los experimentos de G@AS (figura S.1.3.9 GW®IS de Fl y figura S.1.3.10 G@S de FII)
gue permitieron identificar estos compuestos, usandook criterios de longitud
equivalente de cadena (ECL), e indice de retencién (IR); ademas del estudio de
espectro de masas. Para confirmar la identificacion cada uno de los compuestos se
compararon los espectros de masas de cada compuesto con el reportaddas bases

de datos de NIST y Wiley, encontrande coincidencias superiores a urscorede 97. De
esta manera se identificaron tres compuestos: el acido miristicd), el acido palmitico

(2) y el palmitato de metilo ), cuyas estructura se presentan end figura 3-14. Por

lo anterior, se concluyé que FI contenia principalmente acido palmitico, y en menor
cantidad acido miristico, mientras que FIl contiene tanto acido palmitico
(mayoritario), acido miristio y palmitato de metilo. Sin embargo, consideramogue el
palmitato de metilo se encuentra en baja cantidad en Fll debido a que el espectro de

RMN-1H no presenta el singlete en 3.7ppm tipico delzOMe de los ésteres metilicéa.

Tabla 3-3. Resultados obtaidos de los andlisis de G®IS e identificacion del,2y 3

Masa Férmula
Compuestos  Fracciones ECLlexp. EClrep'® IRep. IRrepl®  molecular molecular
(uma)
Acido FI, FlI NA NA 1781 1780 228 CiaH2802
miristico (1)
Acido FI, FlI NA NA 1982 1984 256 CieH3202
palmitico (2)
Palmitato de Fll 16.0 16.0 1926 1927 270 Ci7H340p
Metilo (3)
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Figura 3-14. Estructura de los compuestos &cido miristicol), acido palmitico @),
palmitato de metilo (3)

Finalmente, la actividad bioldgica fue evaluada parasacompuestosCB1ly CB2,y para

los patrones del, 2 y 3. En la tabla 34 se observan los resultados obtenidos en los tres
bioensayos. Observamos que los mas activos contra las larvastde aegyptfueron los
depsipéptidosCB1y CB2con una mortalidad lanA OEA AA vyb A m8mwi - j
mientras que el acido miristico () presentdé una mortalidad similar peroa una
concentraccion de0.2 mM. Los compuesto? y 3 no mostraron actividad larvicida, lo

cual podria estar relacionado con la longitud de la cadenya quel posee 14C,

mientras que?2 y 3 tienen 16C. Estos resultadoson congruentes con los de las Fl y Fll,

donde ninguna de las dos mostré actividad larvicida debido a que contenian
mayoritariamente acido palmitico y en baja concentracion acido miristp, que esel

acido graso que mostro actividadarvicida.

Tabla 3-4.Resultados de los ensayos de actividad biol6gica de los compuestos aislados
de algunos patrones de compuestos identificados en eiat Phormidium sp. IBUN-
02224

Compuesto % %Mortalidad A. salina %Mortalidad
Mortalidad jpc8u tCTi A. salina AChEI
Larvas de fpqgu tCT (mm)
Ae. aegypti
jum t C7Ti
FAAOTTA ATTOOI I NA? 3 3 NA?
CHCEAT 1 0011 A »p 8 NAa NAa 0
MeOH control ap tt , ¥ D1 0 NA2 NA2 0
- Al AGE&T jpm NAa 100 100 10
$$4 jpmm tCFE 100(0.1 NA2 NA2 NA2
mM)
CB1 58 (0.09 120 NEe 0
mM)
CB2 58 (0.09 12b NEe 0
mM)
Acido miristico (1) 55 (0.22 33 (0.06 mM) 100 (0.54 3
mM) mM)
Acido Palmitico (2) 8 (0.20mM) 20 (0.05 mM) 100 &)).49 3
m
Palmitato de Metilo (3) 0 (0.18 mM) 37 (0.05 mM) 17 (0.46 mM) 4
aNA: No aplica

bEnsayado en mezcla (FIlI)
¢NE: No ensayado
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Para el caso de los compuestd@B1ly CB2resultaron no toxicos contraA salinay por
tanto, tienen una alta probabilidad de que su ecotoxicidad sea baja. También es
relevante mencionar que la mortalidad de las larvas no esté asociada a la inhibicion de
AChE, lo cual puede ser ventajoso debido a que se han reportado casos de resistencia
insecticida pormaodificacion de la AChE, asi que si usa un modo de accion diferente, las
larvas mostraran mayor susceptibilidad y no crearan resistencia rdpidamenté. Los
acidos grasos y ésteres ensayados resultaron inacts@ontraA. salinaA p¢8uv  CT 1 ,
DAOT A pgu 1t Caiy,2) mostré&yon WA @4 @& mprtalidad. Se han
realizado estudios para determinar el modo de accion de los &cidos grasos cornfva
salinay se determin6 que puede estar relacionado con la inhitibn de la ATPasa de
Na" y K23, Es interesante observar que8 fue inactivo contra A. salinaen ambas
concentraciones, por lo que el grupo carbokéo puede estar involucrado en el modo

de accion.

Como inhibidores de AChHEL, 2 y 3 presentaron actividad baja y no se encuentran

reporte de este tipo de &cidos grasos como inhibidores de AChE.

3.4 Conclusiones

El mat verde algodonoso IBUN)2224 fue colectado en Providenciae identificado
morfolégicamente comoPhormidium sp. Se realizéel estudio quimico de estemat
usando una metodologia bioguiadaque llevé a la purificacion dedos nuevos
depsipeptidos ciclicosciclo(NMe-(Ala)-(4cido 2-hidroxiisovalérico)-(acido 2-metil -3-
aminobutandico)-(lleu) -(acido 2-hidroxi-3-fenilpropanoico)) (CB1) y ciclo(NMe-
(Ala)-(acido 2-hidroxiisovalérico)-(acido 2metil-3-aminobutandico)-(Leu)-(acido 2
hidroxi -3-fenilpropanoico)) (CB2) que resultaron ser analogos de dolastatina [Cabe
mencionar que compuestos naturalegue incluyan al acido 2metil-3-aminobutandico
en su estructurason poco comunesEstos compuestos mostraron actividad larvicida
moderada contraAe. aegypti(58% mortalidad a 0.09 mM), pero su ventaja es que
pueden sr selectivos y poco ecotéxicos, y ademas su modo de accion no es por

inhibicion de la AChE, pues ambos mostraron inactividad en el bioensayo como AChEI.
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De las fracciones Fl y Fll se identificaron por G@S los 4cidos grasos lineales de 14:0
y 16:0 atomas de carbono, y el éster metilico del 16:0, donde el acido miriggicnostro
actividad larvicida (55% de mortalidad a 022mM). El &cido miristico fue el Gnico de
estos &cidos grasos que resultd activo contra las larvas dee. aegypti(55% de
mortalidad a 022 mM). En cuanto a la actividad contrd. saling los &cidos grasos
resultaron activos a 125t g/mL, mientras que los ésteres no fueron activos. De otro

lado, 1, 2 y 3 mostraron actividad inhibitoria de AChE.
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RESUMEN

El mosquito deAe. aegyptes el vector responsable de transmitir las enfermedades de
dengue, chikungunya, zika y fiebre amarilla. Estas enfermedades son actualmente una
preocupacion global y uno de los métodos de prevencion es el control del i@¢ que

en este caso se propone usando metabolitos aislados de cianobacterias mariridmat
IBUN-02213 fue clasificado morfolégicamente combayngbyasp. e de interés porque
fue el Unicomat cuya fraccion butandlica FB mostré actividad larvicida contrae.
aegypti. Adicionalmente las condiciones de recoleccion de esteat fueron llamativas

en cuanto a su rol ecoldgico A partir de FB se aisl6 como compuesto mayoritario el
(2R59 é&cido seco malyngdlido CB3), siendo laprimera vez que este compuesto es
aislado de una fuente natural. Este compuestoCB3 mostr6 ser promisorio como
larvicida, debido a que fuectivo contra las larvas deAe. aegypt{(58% de mortalidad

a 0.17mM o 50 g/pozo), no tdxico contraA. salinagdemostrando su baja ecotoxicidad

y posible selectividad, y cuyo posible modo de accién es por inhibicién de la AChE, al
resultar activo en este ensayo. A partir de la fraccion FD se aislo el (2R;5&)yngdlido
(CB4), que mostré poca actividad larvicida, pero si ser toxico contrd. salina Se
identificaron de esa misma fracciorl acido mirisitico (1), el palmitico (2), el palmitato

de metilo (3) y miristato de metilo (4). Entre estos compuestos solo el acido miristico
(1) mostré actividad larvicida con posible ecotoxicidad Se identificaron
tentativamente por GEMS el heptadecano&) y la 6,10,14-trimetil -2-pentadecanona
(6), también conocida como fitona, en la FH fraccion inactiva como larvicida
Finalmente, se idenific6 por LG(+)-HRESIMS el ‘acetoxi3-acetoximetil-7, 11, 15
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trimetilhexadeca-2, 6, 10, 14tetraeno (7) en la fraccion FMV, la cual fue muy activa

como larvicida contraAe. aegypti de la cual no fue posiblaislar ningin compuesto.

4.1 Introduccion

El mogqquito Ae. aegyptes un vector de enfermedades, pues por medio de su picadura,
transmite varios arbovirus. El dengue, chikungunya, zika y fiebre amarilla son las
enfermedadestransmitidas por este vector, las cuales son un problema de salud global
debido alos brotes epidémicos que se han manifestado en los Ultimos afts Existen
varias estrategias para la prevencion de estas enfermedades, dentro de las cuales, el
control del vector es un frente de interés. Los productos naturales pueden ofrecer una
solucién ecosostenible para este problema, siendo las cianobacterias una fuente de

compuestos interesantes que pueden controlar las larvas del vec.

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 secundarioaisladosque han presentado diveras
bioactividades. Actualmenteya se han reportado compuestos con actividad larvicida
contra el Ae. aegyptipor lo que son una fuente interesante para encontrar solucién al

control del vectordz12,

El orden Oscillatoriales resulta ser del que mas se reportan compuestos novedosos con
bioactividades interesantes, donde los género®scillatoria, Symplocay Lyngbya
resultan los mas polificos en cuanto a su produccion de metabolitos secundarigs El
género de cianobacterias marinasLyngbya se ha descrito como un grupo de
organismos que se encuentran abundantemente en forma deats filamentosos, que
juegan un rol ecolégico importante debido a la produccion de oxigeno, fijacion de
nitrégeno y resalta por su riqueza metabdlict15. En los dltimos afos, este género ha
causado una gran conmocion debido a que las especiesarinas clasificadas
morfolégicamente como Lyngbya resultaron ser un grupo polifilético al emplear

clasificaciones taxondémica usando herramientas molecularas como el gen 16S rRNA
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y otros marcadores génicos-1617 En 2012 se plante6 un nuevo género de
cianobacterias llamado Moorea conformado por cianobacterias previamente
clasificadas comd.yngbyasp 6, y en 2013 se determiné otro nuevo género, nombrado,
Okeanial’. La clasificacidén de cianobacterias reportadas coniyngbyaresulta un tema
de estudio en la actualidad, el cual presenta una gran complejidad y que es amante
continuar esclareciendo debido al papel biolégico y ecoldgico de este grupo de

cianobacterias.

Una gran cantidad de compuestos se han aislado del género reportado cdoyagbya
siendoLyngbya majusculda especie de la que mas $maisladocompuestos. A la fecha,
se reportan 242 de esta especie (Marinlit, 2017). En 2014,yngbya majusculafue
reclasificada comoMoorea produceny es posible que hayatras especies e incluso

géneros clasificados erroneamente combyngbya majuscula

Desde los aflog0s se estan aislando compuestos dgyngbya majuscula, plgunos de
los mas relevantes son las mahgamidas y majusculamidas, que son estructuras
novedosas por ser lipopéptidos, lo que da cuenta de la versatilidad metabdlica de estos
organismos. A estos@mpuestos se les han reportado actividades como inhibidores de
oxido nitrico y actividad antiinflamatorial®, asi como aleloquimicos defensivos contra
predadores!®. También se han aislado compuestos como el mayngdlido, que es tiha
lactona con actividad antibacterialy esinhibidor del quorum sensing®2. La dysidenina

y sus derivados son también popéptidos que han mostrado ser potentes citotoxicos y
anticancerigenog2. Por otro lado, méabolitos como las curacinas, e€j. la curacina A que
es un antimicotico y anticancerigen®, la barbaramida, que es un molusquicid4, las
carbaminas, como la carmabina A que se ha reportado como antimaléri¢oy también
las apratoxinas, ej. la apratoxina A que es citotOXi€9 se reportaron por primera vez
aisladas delLyngbya majuscula Sn embargo, en investigaciones recientes y con la
reclasificacion de esta especie dganobacterias, se han establecido como marcadores
guimiotaxonomicos del génerdMooreaté. Muchos otros compuestos han sido aislados,
pero cabe resaltar logpéptidos no ribosomales, de los que se han reportado en variadas

estructuras y bioactividades aislados déyngbya majuscula
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Figura 4-1. Estructura de algunos compuestos bioactivos aislados deyngbya
majuscula.

Es asi como en esta p@ del trabajo nos propusimos buscar compuestos
controladores de las larvas dé\e. aegypta partir de cianobacterias marinas del Caribe
colombiano.En este capitulo se presental estudio quimico delmat negro filamentoso
Lyngbya sp. (IBUN02213), el cual resulta muy interesante debido a que su fraccion
butandlica mostré activicadad larvicida contra Ae. aegypti Ademas, estenat fue de

interés por su rol biolégico y ecoldgico.

4.2 Materiales y métodos

Se usaron para la extraccibny la cromatografia en columna hexano (Hex),
diclorometano (DCM), acetato de etilo (AcEOt), cloroformo, acetona y metanol (MeOH)
grado RA (Merck, Alemania). Para las separaciones en cromatografia en columna se
usosilica gel (0.0430.060mm, Merck), sephadexH-20 (GE Healthcare Life Sciences).
Para los analisis de cromatografia liquida se us6 un HPLC Ultimate 3000 (Dionex, USA)
acoplado al detector ELSD SEDEX 85 (Sedere LT, Francia), se emple6 agua desionizada
con &cido formico vy filtrada a través de MilliQ{Merck, Alemania), ademas de MeOH

grado HPLC (Merck, Alemania). Los analisis por 4(€)-HRESIMS se hicieron en un
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equipo QExactive (Thermo Scientific, USA), usando una columna8CKinetex
vm@¢8pi i h p8x ti jOEATTI AT Agh 5 3 mfgeroni O
registrados en un equipo Bruker Avance de 400 MHz, usando CEHEZICDOD con un
grado de deuteracién >99.8% (Merck, Alemania) como solventes. Los analisis por CG
EM se realizaron en un equipo GEUIS Agilent Technologies 6850 series Il, acoplado a
un detector de masas Agilent Technologies MSD 5975B (Agilent, USA). Se us6 una
columna capilar HR5ms, (30 m x.250 pm x.25 pum) (Agilent, USA). También se
emplearon patrones de parafinas (C1C25) y de FAMES (metil ésteres de &cidos
grasos) (C8C24) (SigmaAldrich, USA). Los datos espectroscopicos, 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 NI@/M€y9,
Wiley10, NISTO8 y NIST14JUSA).

Las medidas de rotaciébn Optica fueron tomadas en un polarimetro ADP 440+
Bellinghan +Stanley usando solventes calidad RA y se indican en cada caso al igual que
la concentracion usada. Para la obtencion de los ésteres metilicos se useeBRVIieOH

al 20% (Merck, Alemania). Para la extraccion se us6 un sonicador C&larmer (USA).

Las fotografias en microcopio SEM (Microscopio de barrido electrénico) se realizaron

en un equipo COXEM modelo EBDAX gracias a la empresa Intek Group.

Para los ensayos larncidas se usaron placas de 24 pozos (Corning, USA), usando como
AT 1T 0011 bPDhITE®BEWde purdza (Bigma Aldrich, USA)os huevos deAe.
aegyptifueron 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 alimentacion de las larvas se uso polvo
de higado deshidratado (Sigma Aldrich, USA). Para los ensayosAdealinase usaron
cistos de Artemia Intenational (USA). Para los ensayos de inhibicion de
acetilcolinesterasa, se emple6 una enzima (C.3.1.1.7) Hectrophorus electricugtipo

VI-S 500 A) (Sigma Aldrich, USA), Albumina de suero bovina (BSA, Sigma Aldrich, USA),
acetato de ZInaftilo y Fast blie Salt(FBS) (Sigma Aldrich, USA). Los cromatofolios

usaron fueron de silica gel 60#s4 (Merck, Alemania).

ADE
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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 Monica Puyana. El material fue limpiada situy una parte
de éste fue conservado en el medio de cultivo SWHA®?!, mientras que el resto fue

almacenado a4 °C para su estudio quimico.

Estemat es un tapete negro, bastante abundante con crecimiensobre pasto marino,

en una zona muy cercana a la linea de costa y se colect6é 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 SWHG sepresentd un cambio
morfologico evidenciado en la disminucion del tamafio de los filamentos, lo cual se
puede apreciar en la figura 2 b. Se identificd estenat comoLyngbyasp. debido a sus
caracteristicas morfolégicas, que no nos permitieron determinarisera del género
Moorea u Okeania La identificacibn molecular esta en proceso para clasificar
taxondmicamente con precision estenat. Estemat fue registrado en el la coleccion

biolégica Banco de cepas y genes del IBUN, con el codigo IB2R13.

[COXEM-INTEK

Ml 5.0[xv]  SP=16.0 WD=13.0 /%5.0k _ 10[um]

Figura 4-2. a. Fotografia del mat Lyngbyasp. (IBUN02213) durante colecta, b.
Fotografia en microscopiocSEM delmat cultivado Lyngbyasp. (IBUN02213).
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4.2.2 Extraccion y particion L -L del mat de cianobacterias IBUN-
02213

El mat Lyngbyasp. fue liofilizado y pesado (725 g), para luego ser extraido con 400mL

de una mezcla DCM/MeOH (1:1) con sonicacion durante 15 minutos. Este proceso se
repiti6 3 veces asegurandose que cada vez la mezcla de solventes cubrier
completamente elmat. La mezcla se filtr6 y el solvente fue removido a presion
reducida obteniendo 9.2 g de extracto cruddcl extracto crudo fue sometido a particion

L-L con DCM y agua, obteniendo una fraccion de DCM FD (2.9 g) y una fase acuosa, la
cua fue sometida a nuevamente a una particion-L con BUOH, para asi obtener una
fraccion butandlica 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&lescritos en el capitulo 2

Lafraccion FB, activa contraAe. aegyptly fue analizada por RMN 1D y 2D, y L@)-
HRESIMS vy se identificé como el (2R,58¢ido seco malyngolidaCBS3.

Por otro lado la fraccién diclorometanicaFD se sometié a particion L con Hexano y
MeOH/Hz20 9:1 obteniend una fraccion soluble en hexano FH (1.8 g), y una fraccion
soluble en metanol FM (1.1 g); ademas de un precipitado insoluble en ellas FP (119.2

mg). Las tres fracciones fueron evaluadas como larvicidas, siendo FM la mas activa.

Se analizé FH por G®IS y RMN-1H y se identificaronel heptadeceno (5) y lafitona (6).

La fraccién FM (1.1 g) se fracciono por cromatografia en columna (3.5 x 60 cm) usando
como fase estacionaria sephadex L-BO que fue eluida con MeOH a un flujo de 0.4
mL/min y se obtuvieron cincofracciones (FMI a FMV). La fraccién FMII (185.7 mQ)

fue analizada por G&@/S identificando el acido miristico 1) y el acido palmitico @),

sin embargo, en RMN se identifico el acido seco malyngélidog3) como el compuesto
mayoritario. La fraccion FMIV (0.7¢) fue fraccionada por cromatografia en columna (3

x 21 cm) sobre silica gel obteniendo cuatro fracciones (FMW.1 a FMIV.4). La fraccién
FM-IV.1 (64.6 mg) se analizé por G®IS, RMNH y13C, y se identificd el palmitato de
metilo (3) y el miristato de metilo (4). En la FMIV.2 (31.7 mg) se analizé por GBIS

derivatizada con BE/MeOH, identificando 3 y 4, pero se confirmé por RMN la



12 Busqueda de compuestos con posible actividad insecticida a partir de cianobacterias maridas Caribe

colombiano

presencia de los respectivos acidomiristico (1) y el &cido palmitico ) y no de los
ésteres. La fraccion FMIV.3 (49.3 mg) fue analizada por RMN 1D y 2D, por ¥{&)-
HRESIMS en modo positivo y por Gi@S, identificando el (2R,5Sjnalyngolido CB4.En
cuanto a FMIV.4 (125.8 mg) también se analizé por RMiH, LC(+)-HRESIMS en
modo positivo y por GEMS identificando una meezla deCB3y CB4. FV (64.8 mg) La
fraccion FMV fue analizada por RMNH y LG(+)-HRESIMS en modo positivo
identificando el l-acetoxi3-acetoximetil-7, 11, 15trimetilhexadeca-2, 6, 10, 14

tetraeno (7).

(2R,59)-Acido seco-malyngdlido (Malyngolide seco adi) (CB3). Solido blanco (845

I C qhesP48.9°Yc 0.3, MeOH). RMH (CD/ $ h 1 11 111 3:3§ (t1J82.2Hz, H-15),

2.21 (m, H2), 1.64 (m, H3a), 1.48 (m, H4a), 1.45 (m, H4b), 1.44 (m, B-6), 1.38 (m,

H-3b), 1.30 (m, H-7 y H-13), 1.29 (m, H-8 a H-12), 1.13(d, 6.9, H-16), 0.90 (t,

J6.8, H-14). RMN-13C (CROD, 100 MHz) 184.8 (G1), 75.5 (G5), 68.2 (CH-15), 43.9

(CH-2), 37.4 (CH-6), 34.9 (CH, G4), 33.0 (CH-12), 31.530.4 (4CH, C8C11), 29.2
(CH-3), 24.3 (CH-7), 23.7 (CH-13), 18.6 (CH-16), 14.4 (CH-14). LG(+)-HRESIMS:
[M+Na]*311.2187; [M+H}" 289.2368 (GeHsz2QuNa calculado para [M+Naf 311.2198

3 v PbPiQgs8 41 AT O AOGOI O AAOGT O AT OOAOPT T AAT Al
acido seco malyngoélido obtenido por semisintesi& 27,

(2R,59-Malyngdlido (CB4Q8 ! AAEOA A AHES.4 (c 0.9 E8HG. RMNIH ¢ | Y
(CDCth 1t mm - ( U120 Ha, 8igl5), 3474(%,J=12.0 Hz, Hb15) 2.43 (m, H

2), 1.96 (m, Had), 1.78 (m, H-3), 1.77 (m, H4b), 1.71 (m, H6a), 1.64 (m, H3b), 1.58

(m, H-6b), 1.28 (d,J6.6 Hz, H-16), 1.25 ( m, H-7 a H-13), 0.87 (t, k7.2 Hz, H-14).
RMNH3C (CDGJ, 100 MHz)) 175.6 (G1), 87.2 (G5), 67.8 (CH-15), 36.6 (CH-6), 35.7

(CH-2), 32.0 (CH, G12), 20.1-28.9 (4CH, G8 a G11), 26.4 (CH, G3), 25.3 (CH, G4),

23.8 (CH, G7), 22.8 (CH, G13), 17.3 (CH, G16), 14.2 (CH, G14) EM 70eV,m/z
(intensidad relativa) 239 (100) [M-CHO]+*, 211 (65) [M-GH7OJ", 155 (30) [M-
C/His0]+,143 (40) [M-GoHig]*. LG(+)-HRESIMS: [2M+Nd] 563.4218, [2M+H]*
541.4404; [M+H} 271.2237 (GeHs10s calculado para [M+Hi= 271.21983 v Db Q8
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Todos estos datos corresponden con los informados en la literatura para el

malyngolido?1.27,

Acido miristico (1). Informacion en el capitulo 3, sedén Materiales y Métodos, pag
93.

Acido palmitico (2). Informacién en el capitub 3, secn Materiales y Métodos, pag
94,

Palmitato de metilo (3). Informacion en el capitulo 3, sedén Materiales y Métodos,

pag 94

Miristato de metilo (4). EM 70eVm/z (intensidad relativa) 242 (25) [M]*, 211 (40)
[M-OHg]*+, 199 (40) [M-CsH7]*, 185 (20) [M-CsHg]*, 143 (50) [M-CrHis]*+, 87 (75) [M-
CiiHz3]*, 74 (100) [M-Ci2H24]*. IR experimental 1725, IR reportado 1728. Todos
estos datos corresponden con los informados en la literatura para elinstato 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-
GsH7]*+, 183 (10) [M-CHo]*+, 169 (10) [M-GsHa1]*, 155 (10) [M-GsHu3]*, 141 (10) [M-
CrHis]*, 141 (10) [M-C/Hais]*, 17 (10) [M-GsH17]*, 113 (20) [M-GoH1o]*, 99 (25) [M-
CioH21]*, 87 (75) [M-CiiH23]*, 71 (80) [M-Ci2H2s]*, 57 (100) [M-CizH27]*. IR
experimental 1703, IR reportado 1708°. Todos estos datos coesponden 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 70eVm/z (intensidad relativa)
250 (45) [M-H20}*, 235 (10) [M-CHO]*+, 225 (8) [M-CsH7]*, 210 (35) [M-CsH10]*, 207
(40) [M-GsHoOT, 194 (120) [M-CuH100]*, 179 (30) [M-GsH120]*, 165 (40) [M-
GsH150]*, 151 (10) [M-C7H14071+, 137 (12) [M-GsH160]+, 123 (60) [M-GoH18OJ*, 109
(60) [M-CioH200]*, 95 (50) [M-Ci1H220]*, 85 (50) [M-CisHz7]*, 71 (90) [M-CiaH29]*+, 58
(100) [M-CisHs1]*. IR experimental 1843, IR reportado 184%. Todos estos datos
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corresponden con los informados en la literatura para la fitona reportad@s 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). LG
(+)-HRESIMS: [2M+N&]803.54382; [M+Na} 413.2665; [M+H]* 391.2847 CaaHasOu
(calculado para [M+H} 391.2848 3- 0.4). Los datos obtenidos corresponden a los
reportados en literatura para el tacetoxi3-acetoximetil-7, 11, 15trimetilhexadeca-2,
6, 10, 14tetraenos2.

sp.
IBUN-02213

[ (725g) |

Extraccién DCM/MeOH 1:1

{ Mat Lyngbya 1

Extracto crudo
92¢g

Particién L-L DCM/Hz20

FD (DCM) Fraccién
29g acuosa
Particién L-L Hex/MeOH:H20 (9:1) Particién L-L BuOH/Hz0
lFfI;[ EP FM Residuo FB
. Gg) 119 mg 1lg Acuoso 08¢g
y 49g (CB3)
CC Sephadex,FM: MeOH
FM-1 FM-IIT FM-V
FM-II FM-IV
10.0mg 185.7mg 64.8mg
110.4mg (CB3,1y2) 692.0 mg ol
CC Si02, FM: CHCl3/MeOH
FM-IV.1 FM-IV.2 FM-IV.3 FM-1V4
64.6 mg 31.7 mg 493 mg 125.8mg
(By4) (1y2) (CB4) (CB3 y CB4)

Figura 4-3. Esquema de fraccionamientodel mat Lyngbyasp. IBUN02213. Los
recuadros verdes indican que dicha fraccidn fue activa contra las larvas Ale. aegypit

4.2.3 Ensayo larvicida contra Aedes aegypti (igual al del capitulo2,
seccion Materiales y Métodos, pag 59)

4.2.4 Ensayo de letalidad contra Artemia salina (igual al del capitulo2,
seccion Materiales y Métodos, pag 59)

4.2.5 Ensayo de inhibicion de AChE por bioautografia (igual al del
capitulo2, seccion Materiales y Métodos, pag 60)
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4.2.6 Andlisis en LC-(+) -HRESIMS

s o~ oA 2 as

Las fracciones fueron analizadosenunegi®i 1 %BAAOEOA Al 1T O AA
(HR/AM) en modo positivo, full scanMS, con resolucién 140000, AGC target 5x106,

Méx. IT 150ms y un rango de escaneo de-8200m/z. Se empled una columna Kinetix

G8 (50x2.1mm, 1.7t m) con una fase movil de acido férmico 0,1% en agua MiliQ y

MeOH grado LEMS (Merck). Se emplearon dos programas de elucion segun 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 elucién 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 movil organia hasta llegar al 100% MeOH (v/v) en 4.5min. Se

mantuvo en 100% (v/v) MeOH durante 5 min.

4.2.7 Metilacion de acidos grasos con BF3/MeOH al 20%

En un vial de 5 mlse adicionaron entre 25mg cada una de las fracciones FM, FM-
V.2, FMIV.3 y FMIV.4.Se adiciaé 1 mL de una solucion de BAMeOH al 20%. El
sistema se sell6 completamente y se puso con agitacion en bafio de maria durante 1h.
Posteriormente se extrajeron los metilésteres mediante adicién de 1 mL de hexano,
realizandolo tres veces. Se recogio la freibn organica y se paso por una CC dedS&
anhidro (0.5 x 2 cm) para secar la fraccién organica. Finalmente se removié el Hex a

presion reducida y se inyectd en GEIS.

4.2.8 Analisis en CGMS

Se usaron dos programas de andlisis. Para cada caso, se inyectgratrones de
parafinas (C18C25) y de FAMES (10:24:0). Se determinaron los indices de retencion

(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 Wileyr@rilibrary
9y 10, NISTO8 y NIST14.

oY pmamly ¢ p T8 Ec. 1

060 0 ¢ Ec. 2

1 Programa 1:

De cada uno de las fracciones se inyectaron 1.0 j AA OT A O1T 1 OAEeélT »p
acetona) en modaosplit 1:30 con el inyector a 260°C. El modo de ionizacién utilizado

fue impacto electronico a 70eV, a una temperatura de 290°C, detectando en un rango

dem/z de 40 a 800. Se emple6 una columna FEMS de dimensiones 30m x 250um X

0.25um. Como gas de arrastre se empleo helio grado 5.0 con un flujo de 1.0 mL/min. El
programa de temperatura usado inicié a 40°C durante 1 min; después aumentando la
temperatura auna velocidad de 60°C/min hasta 100°C; en seguida se aument6 ésta a

4°C/min hasta llegar a 260°C, finalmente se calent6 a 10°C/min hasta 290°C, a esta

temperatura la columna se mantuvo por 15 min adicionales.
1 Programa 2:

De cada uno de las fracciones seyectaron 1.0f , j AA OT A O11 OAE&T ¢
acetona) en modaosplit 1:30 con el inyector a 300°C. El modo de ionizacién utilizado

fue impacto electronico a 70eV, a una temperatura de 290°C, detectando en un rango

dem/z de 40 a 800. Se emple6 una columnaPFBMS de dimensiones 30m x 250um X

0.25 um. Como gas de arrastre se empled helio grado 5.0 con un flujo de 1.0 mL/min.

El programa de temperatura usado inicié a 60°C durante 1 min y luego se aumento a

7.4 °C/min hasta llegar a 310°C, a esta temperatura sentuvo por 15 min.
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4.3 Resultados y discusion

El mat IBUN-02213, recolectado en 2015 en Providencia, presentdé una morfologia
filamentosa de color negro, identificandola tentativamente comayngbyasp., pues
esta identificacibn no es definitiva debido a la rdasificacion taxonémica de este
género. Estemat fue seleccionado para su estudio quimico debido a qfee el Unico
cuya fraccion butandlica resultd activa como larvicida contrde. aegypti Ademas, fue
un mat interesante debido a que las condicionegcoldgicas durante la recoleccion
fueron muy particulares, pues crecia como un tapete bastante abundante cerca de la
linea costera a 0.3 m de mfundidad. Adicionalmente, crecissobre pastos marinos
produciéndole necrosis (zonas opacas en la figura4). El rol biolégico y ecolégico de
estematllama la atencion, partiendo del hecho de que puede contener compuestos con
funciones alelopéticas interesantes que valdria la pena explorar en el marco de esta

tesis.

Figura 4-4. Fotografias tomadas durante la colecta dehat IBUN-02213 creciendo
sobre pasto marino y produciéndoles necrosis.

Si bien elmat IBUN-02213 fue identificado preliminarmente como Lyngbyasp. de
acuerdo a los caracteres morfolégicos, esta clasHition 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 sadvooreay Okeanid617, por

facilidad en esta tesis sera identificado combyngbyasp.

La extraccion delmat se realizdé por maceracién usando ultrasonido en DCM/MeOH
(1:1) y se obtuvieron cerca de 1@ de extracto crudo. Se realiz6 la particion-L usando
primero DCM/H20, y luego a la fasacuosa, fue nuevamente sometida particién L-L
con BUOH. Esto con el fin de obtener una fraccién diclorometanico FD y otra butandlico
FB sin presencia de sales,de esta manera, poder evaluar la actividad de compuestos
de un amplio rango de polaridad. En la tabla-4 (Esquema en figura 45) se observan
los resultados de la actividad larvicida de las fracciones obtenidas, ya que este

bioensayo es el que nos permitidealizar la metodologia bioguiada.

Tabla 4-1. Resultados de actividad larvicida contrade. aegyptpara las fracciones del
mat Lyngbyasp.

Fraccion Masa % Mortalidad Larvas de Ae.
(mg) aegyptij vm t CTHIT U
PAAROIT T A ATTOOT T NAs NAa
CHCEAT T OOT 1T A p Na 8
MeOH controlap mt , ¥ DI NA 0
- Al AGEe&T jpm NAa NAa
$$4 jpmmt { CTD NA 100
FD 2931.6 17
FB (CB3) 845.3 58
FH 1813.7 8
FP 119.2 0
FM 1124.2 83
FM-1 10.0 8
FM-II 110.4 40
FM-1I 185.7 58
FM-1V 692.0 50
FM-V 64.8 100
FM-IV.1 (3y 4) 64.6 58

FM-IV.2 (1y 2) 31.7 100
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FM-1V.3 (CB4) 49.3 25
FM-IV.4 (CB3 y CB4) 125.8 100
aNA: No aplica
Extracto
crudo
e Feosn,
FH FP ™ Residuo FB
FMI FM-II EM-III FM-IV FM-V

FM-1V.1 FM-1V.2 FM-IV.3 FM-IV.4

Figura 4-5. Esquema de actividad larvicida en las fracciones obtenidas del extracto
crudo del matLyngbya sp

La fraccion butandlica (FB) mostr6 una buena actividad (58% de mortalidad
50>g/pozo). Fue analizada por RMNH (figura 4-6) donde se observa un compuesto
puro, cuya elucidacion se presenta mas delante. De otro lado, FD fue sometida de nuevo
a una particion L-L usando Hex y MeOH/EO 9:1 obteniendo tres fracciones: la fase
hexanica(FH), un precipitado insoluble en ambas fases (FP) y la fraccibn metandlica
(FM). Las fracciones también fueron evaluadas como larvicidas contfee. aegypti
siendo FM la mas activa con 83% de mortalidad. Acto seguidd/ fue fraccionadopor
cromatografia en columna usando sephadex como fase estacionaria, y se obtuvieron

cinco fracciones que se ensayaron como larvicidas conte. aegypti
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J L CH-a iasterotdpicod | L

Figura 4-6. Espectro RMN!H del compuestoCB3en CROD-ds a 400MHz

La fraccién butandlica (FB), producto de extraccién con butanol de la porcién acuosa
del extracto crudo, present6 espectros de RMN de un compuesto puf@B3), igual al
antes descrito para FMII, pero como en FBse econtraba con un mayor grado de
pureza,la elucidacion se realizé a partir de FBzI compuestoCB3 (FB) fue analizado
por LG(+)-HRESMS (Figura 47) en modo positivo, donde el pico cromatogréafico méas
abundante presenté un espectro de MS con iones emiz 311.2187, correspondiente a
[M+Na]*, y enm/z 289.2368 [M+H]* (casi al nivel de trazas) que sugieren una férmula
molecular GeHz204 (calculado para[M+NajE c pp 8¢cp wyp 3 v DD Q8 %l
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 {NbO+H} 271.22647, [M2H20+H]} 253.2159

y [M-3H20+H]}" 235.2054, mostrando que es una estructura que contiene al menos tres
grupos hidroxilos. Al realizar la busqueda en laase de datos MarinLit no hubo ningin
match con compuestos aislados dghdhylum Cyanobacteria, por tanto, se procedio con

la determinacion estructural usando RMN 1D y 2D.

Al

AC
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10498-CBF6102#682 RT. 7,09 AV. 1 NL 7,07€8
T: FTMS + p ESI Full ms [80,00-1200,00]
2532159
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1 % 5 1005 2852420
8 ﬁ
7
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Relative Abund.
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Figura 4-7. a. Cromatograma deLG(+)-HRESIMS de FB, ly. espectro de masas para
el pico de mayor érea en tr 7.14 min (compuestGB3)

El espectro de RMN3C del compuestdB3(Figura 4-8), registrado en CROD, muestra
sefales tipicas de un acido como el carbono carboxilo dn184.8, \n metilo de fin de
cadena endc 14.4 y una gran cantidad de sefales en torno de 30 ppm. Ademas, se
observa una sefial carbono cuaternario oxigenado eyc 75.5 y otra para metileno

I @ECAT AcAd.2. ER Bl espectro de RMIH (Figura 4.6) se observan sefales en:
1.29 ppm (brs), y un triplete en 0.99 ppm. Aicionalmente, se observa una sefial de
protones carbindlicos enx 3.38 (dI (doublet-like), J=2.2 Hz, 2H), y un doblete de
metilo endn 1.13 (d, 6.9 Hz), mostrando la presencia de una ramificacion metilo en

la cadena. Finalmente, se observan sefialsl 1 2j22, sefial compleja asociada a un

metino.
Cadena s
alifatica
CH=
o Ramifica. o
O CHa ...
S Erming
O
€0 by
C=0 (acido) J, L
\L OCH2 -

Figura 4-8. Espectro de RMNBC del compuestdCB3en CRBOD-dsa 100MHz.
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Para determinar la estructura de este compuesto, se emplearon las correlaciones en

los experimentos de RMN 2D, como COSY (figuré®@¥ HSQC (figura 4.0) y HMBC

(figura 4-11). En COSY sebservaron dos sistemas despin, uno asociado a la cadena

alifatica desde el H-6 hasta el H-14, y el otro muestra los acoplamientos del metilo en
111.13(d,J=6,9HzHs-16d AT T Al T 1T EAT | AQFENMm HR2PesteA 1111 AO
A 00 OAU AAT BT A AT T Adi1.64 @A 6&3) yAl38 M AEAGOAOT O DE

4). Para determinar la manera en la que estas dos subestructuras estan conectadas, se

usaron las correlaciones de HMBC. Por un lado, ekH 4221, m)y H-p @ 11.133, d)

mostraron acopA i EAT 01T O AT 1 Al86.1AndiEaAdo GUE Esie eshd. Poy

I 00T 1T AAT h HILA8 (0 AgA torrefadioha cpn el carbono cuaternario

I ECAT ARLB8ARh P AT T Al &BADKEE).IDE otrb 1AdD Ha sefbIE AT

AT w338 (dl,CH2-15) acoplaAT 1T A1 AAOAT 11T ADAOCHKSGjakesET 1 GECA
i ATAETTAATh U AT T 171 O3ANGAAY 3HK.0 G4 ipdrditendo T EAT O Al

la union de este metileno oxigenado con el carbono oxigenado efbCFinalmente, los
protones del me€ | T H0%9D (Hy14, 1) correlacionan en HMBC con 33.0 (CHp o Fi )
1.29, m)y 23.7, (Ckp ¢ %1.39, m) de la cadena alifatica. En la figural® se resumen

los acoplamientos claves tanto en COSY como en HMBC que permitieron determinar la
estructura del compuestoCB3, identificado como acido seco malyngolid®. Los datos

de RMN son muy similares a los reportados en la literatugabla 4-2),27 obtenidos por
sintesis o0 semisintesis, las diferencias en el valor de algunos degpglaientos se
pueden explicar por la diferencia en los solventes empleados en los experimentos. En
nuestro caso, se us6 GDDds mientras que en los reportes suelerusar CDG. El
cambio de solvente puede inducir cambios en la conformacion del compuesto

cambiando los desplazamientos quimicos.

Ademas de los datos de RMN, la rotacion optica @B3 se ajusta muy bien a los
reportes de literatura confirmando la identificacion deCB3como el (R 59-acido seco
malyngolido?1.27. Nuevamente se raliz6 la busqueda en la base de datos Marinlit y

Scifinder usando la estructura plana del acido seco malyngdlido, hallando
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principalmente reportes de sintesis total del malyngolido @ue este compuestse ha
obtenido por hidrdlisis basica del malyngélidopero en ningun caso se ha reportado
este compuestaislado e alguna fuente natural. Por tanto, este seria el primer reporte

del acido seco malyngolido€B3) aislado como poducto natural de un organismo.

r0.5

r2.0

f1 (ppm)

r2.5

r3.0

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 08 06 04 02
f2 (ppm)

Figura 4-9. Espectro COSY del compues@B3en CROD-ds.

r3.5
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Figura 4-10. Espectro HSQC del compuestoB3en CROD-d4.
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Figura 4-11. Espectro HMBC del compuestGB3 en CROD-d4.
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o HO OH

HO 2 14
m— COSY H!-H!

15 /7 X HMBC H-13C

Figura 4-12. Estructura del compuestoCB3y sus acoplamientos claves en COSY y
HMBC

En la taba 42 se presentan los resltados de la asignacion de los desplazamientos
guimicos del acido seco malyngolidoGB3) comparados con los datos obtenidos de
literatura. También se comparan con la asignacion del malyngdlido, lo cual se discutira
mas adelante.

Tabla 4-2. Asignacion de sefiales en RMNH, RMN13C para los compuesto£B3y
CB4.

CB3 (2R,5S) CB4 (2R,5S)-
(CDsOD-d4, 400MHz) Acido seco (CDCk, 400MHz) Malyngoélido
malyngolido (CDCE, 400MHz)21
(CDCt,
500MHz) 27
Posicion  y Ah | 7y ( Benj 1 ( Henj 1Ah 1 O n Jen 1 Ah 1u, (Jen
Hz) Hz) Hz) mult Hz)
1 184.8, - - 175.6, qC - 175.0, -
qC qC
2 43.9, CH 221, m 248, m 35.7,CH 243, m 35.2, 240, m
CH
3 29.2, 1.64, m 1.48, m 25.3,CH 1.78, m 25.3, 2.15
Ch Ch 1.45, m
1.38, m - - 1.64, m - -
4 34.9, 1.48, m 1.48, m 26.4,CH 1.96, m 26.3, 2.15
Ch CH 1.45 m
1.45, m - - 1.77, m - -
5 75.5,qC - - 87.2,qC - 86.4, -
qC
6 37.4, 1.44, m 1.48, m 36.6, CH 1.71, m 37.6, 2.15
Ch CH 1.45 m

- - 1.58, m - -
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7 24.3 1.30, m 1.27, m 23.8,CH 1.25, m 23.9, 1.27, m
Ch
8 315 1.29, m 1.27, m 20.1-:289,CH 1.25,m  29.7, 1.27,m
30.4, Chb
ChH
9 31.5 1.29, m 1.27, m 20.1-28.9, CH 1.25, m 29.7, 1.27, m
30.4, ChH
ChH
10 31.5 1.29, m 1.27, m 20.1-28.9, CH 1.25, m 29.7, 1.27, m
30.4, ChH
ChH
11 31.5- 1.29, m 1.27, m 20.1-28.9, CH 1.25, m 29.7, 1.27, m
30.4, ChH
CH
12 33.0, 1.29, m 1.27, m 32.0,CH 1.25,m 32.00, 1.27,m
CH ChH
13 23.7, 1.30, m 1.27, m 22.8,CH 1.25, m 22.7, 1.27, m
Ch ChH
14 14.4, 0.99,t1(6.8) 0.88,d(6.9) 14.2,CH 0.87,t 14.1, 0.88, br
Ch (7.2) Ch t
15 68.2, 3.38,dl2 3.48, m 67.8, CH 3.64,d 67.4, 3.71,d
Ch (2.2) (12.0) Ch (12)
- - - - 3.47,d (12.00 - 3.47,d
(12)
16 18.6, 1.13,d (6.9) 1.21,d, 17.3,CH 1.28,d 17.0, 1.27,d
Ch (7.0) (6.6) CHs (6.5)

adl: doubletlike. Sefial que aparece en el espectro con forma de doblete.

Retomando el fraccionamiento de FD, a partir de la cual se obtuvieron las fracciones
FH, P y FM (Figura42), siendo las dos primerasnactivas, y la tercera activa, se
procedio al fraccionamiento de FM obteniendainco fracciones(FM-I a FMV). Las
fracciones mas activadueron FM-IIl, FM-IV y FMV (tabla 41). La fraccion FM-III
presentd un espectro de RMN!H (Figura Sl.4.1) caracteristico de un &cido graso, con
una sefal ancha enw 1,29, y un triplete en)+ 0.99; adicionalmente, se observa una
sefial de protones carbindlicos enx 3.38 (m, 2H), y un doblete de metilo edn 1.13 (d,
JF6.9 Hz), mostrando la presencia de una ramificacion metilo en la cadena, este
espectro recuerda al deCB3. En el espectro de RMI¥C de FMIlI (Figura S1.4.2)
también se observan las sefales tipicas de un acido graso, como el metilo de fin de
cadena endc 14.4 y wina gran cantidad de sefales en torno de 30 ppm. Ademas, se
observa una seial carbono cuaternario oxigenado eyc 75.5 y otra para metileno

I @ECAT A®8i0. Edtds migmas sefiales se observaron €B3, estando este Ultimo
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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 fraccion FMI, ésta se derivatiz6 usando
BFRs/MeOH, vy la fraccion de hexano fue analizada por @S (cromatograma figura
S.1.4.3). De esta manera se pudieron identificar dos ésteres metilicos, palmitato de
metilo (3) y miristato de metilo (4), sin embargo, el pico mayoritario enel
cromatograma presenté un MS con un solo i6n en Hue no fue posible identificar
Estos compuestos fueron identificados mediante el estudio de sus espectros de masas
en modo impacto electrénico y por comparacién de sus indices de retencion y
longitudes equivalente de cadena (tabla<8). Finalmente, se compararon los espectros
de masas experimentales con los reportados en las bases de datos de Wiley y NIST para
confirmar la identificacion de los &cidos y sus derivados. En el espectro de Ri¥HNde
FM-11l no se observaron singletes empn 3.7, por lo que se puede concluir quies metil
ésteres de los acidos grasé% no son naturales, sino que fueronobtenido por su
metilacion en BRs/MeOH vy por tanto, FMIIl es mayoritariamente CB3, con el acido

miristico y palmitico (1 y 2) como impurezas.

Tabla 4-3. Resultados obtenidos de los analisis de @S e identificacion del-6

Compuesto Fracciones  |IRexp® IRRrep® ECL EClrep Masa Férmula
Exp? 28b molecul  molecular
ar
(uma)
Acido miristico (1) FM-IIL FM- - 1781 1780 14 14 228 CiaH2802
V.2, FM
V.3
Acido Palmitico (2) FM-IIIL FM- 1982 198428 16 16 256 CieH3202
V.2, FM
V.3
Palmitato de metilo FM-IV.1 1926 192728 16 16 270 C17Hz4O2
3)
Miristato de metilo FM-IV.1 1725 172628 14 14 242 CisHz0O2
4)
Heptadecano (5) FH 1703 1700%° 14 - 240 Ci7Hszs
6, 10, 14-trimetil -2- FH 1843 184535 15 - 268 CisHzs0

pentadecanona (6)

apDatos tomados con una columna HBms
bDatos reportados en HPBms o DB5
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Por otro lado, la fraccibon FMV también mostré actividad como larvicida deAe.
aegypti. Fue fraccionada en una columna crosografica sobre silica gel usando
gradientes de CHGIMeOH para obtener cuatro fracciones. Las fracciones FM.1 y
FM-1V.2 fueron analizadas por G& fraccion FMV.1 (cromatograma en figura
Sl.4.4) se analiz6 directamente por GMIS (tabla 43), identificando el palmitato de
metilo (3) y miristato de metilo (4). La fraccion FMIV.2 registré un espectro de RMN
1H (Figura Sl1.4.5) caracteristico de acidos grasos saturados, sin ramificaciones, donde
la ausencia de los singletes epn 3.7, tipico delzOCH del éster4, indica que esta
fraccion contiene acidosgrasos, y no ésteres. Para conocé identidad de ellos, la
fraccion FMHV.2 se inyecto derivatizada con B#VieOH identificando los compuestos
3y 4, que indica que la faccioén original rarresponde a una mezcla de acido palmitico
(1) y acido miristico (2). Sorprendel ela fraccion FMIV.3 no fue activa, a pesar
de que la fracciones contiguas si w 1uerorffigura 4.2), y fue analizado por L&+)
HRESIMS (Figura41) encontrando un pico con urm/z en 271.2238 que corresponde
a [M+HJ, que corresponden a la formulaisH300s (calculado para [M+H}=271.2273

3 v D DI phderod dbservar los picos de [2M+H] en 541.4404y [2M+Na]* en
563.4219 que confirman la formula molealar propuesta, y también se encuentra los
picos asociados a la pérdida de tres unidades de agua-H4O+H} en 253.2133, [M-
2H.0+H} en 235.2030y [M-3H2.0+H}- en 217.2085.
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Figura 4-13. a. Cromaograma de LC(+)-HRESIMS y espectro de masas para el
compuestoCB4, b. Ampliacion del espectro de masas en la zona entre m/z 250 y 320.

Para determinar la estructura del compuest@&B4se analiz6 el espectro de APT (Figura
4-14), donde se observa un carbabo enyc175.6, una sefial de carbono cuaternario en
1¢c87.2, y de un metileno oxigenado enc67.8. Entrey c36.6 y 22.8 se observan sefales
de metilenos correspondientes a una cadena alifatica, §835.7 se observa un metino,

y dos metilos: uno enyc 17.3, posiblemente de un metilo ramificando la cadena
alifatica, y otro enyc14.2 que corresponde al metilo terminal de dicha cadena. En

general el espectro es muy similar al encontrado pai@B3.



Busqueda de compuestos con posible actividad insecticida a partir de cianobacterias maridas Caribe
colombiano

14

Cadena alifatica

OCH2

{4000

CDCl3

3000

Cg-0

C=0

f-1000

[-2000

[PUILLIB] £H7)

[-3000

CH-a
CH3 Ramificado

4000

[-5000

T T T T T T T T T T T T T T
g0 170 1s0 150 140 130 120 }10 100 a0 BO 70 &0 50 40 30 20 10 0
{ppm

Figura 4-14. Espectro APT deCB4en CDGlen 100MHz

En el espectro de RMNH (figura4puv q OA T AOAOOATH3AA (QF1RT Al AGAO
Hz, H-15) y 3.47 (d,J=12 Hz, H-15) que se asocian a dos protones diasterotopicos de

un metileno oxigenado, una sefial de metil8 T O1 AT Al2AE&6 Hk H:-16)
correspondiente a un metilo sobre la cadena, y un metilo triplete en un metilo terminal

AT H088 (t,F7.2Hz H-1408 , A @ A4BAdrrespohde @ un metino, mientras

Al OET ¢l A@ARA27Adrrdspaide dnhetilgnos de cadena alifatic&En términos

generales el espectro es muy similar al encontrado pafzB3.

/
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Figura 4-15. Espectro RMN!H deCB4en CDCGl en 400MHz

La estructura se determind usando loexperimentos de RMN 2D como el COSY (figura
S.1.4.6), HSQC (figura S.1.4.7) y HMBC (figura S.1.4.8). En la figtir& 4e observan los
acoplamientos en COSY y HMBC para el compue€iB4, observando en COSY dos
sistemas despin, uno correspondiente a la cdena alifatica y otro que une el metilo bt
16, el metino H2, el metileno H-3 y el metileno H-4. Se unieron estos dos sistemas de
spinusando las correlaciones en HMBC, donde+ #1996y 1.77), H-puv nuB.G4y
3.47)y H-¢@ 1 1371) correlacionan con el Gu  @d87.2). Adicionalmente, el Bp @ Hi )
1.28,d,JF6.6 Hz), HC 1243, m)y -0 H{1,)/8y 1.64) corelacionan con el carboxilo
G1l} ¢175.6), por tanto, esta unido al metino .

Con la informacién obtenida por L&+)-HRESIMS y RMN déB4se realiz6 la busqueda
en la base de datos Marinlit encontrando que el compuesto corresponde al
malyngélido. Al comparar los valores de la rotacion Optica experimentales y
reportados se puedo establecer que el compuest€B4 corresponde al (R59-
malyngolido o (-)-malyngolido?! (figura 4-17 b.). Este compuesto es unalactona con
bioactividades de interés como antibacterial contra los patdogenos humanos
Mycobacterium smegmatisy Streptococcus pyogen&sy es inhibidor del quorum
sensingcontra el biosensorC. violaceurP. Fue aislado por primera vez en 1979y desde

entonces existen unayran variedad de metodologias para su sintesis total.
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Figura 4-16. Estructura del compuesto CB4 y sus acoplamientos claves en los
experimentos COSY y HMBC

a.

Figura 4-17.a. Acido seco malyngo6lidoCB4, b. Malyngdlido CB4

El &cido seco malyngolidoCB3) (Figura 4-17 a.) ha sido obtenido en la literatta por
hidrélisis basica del (2R,5Smalyngolido (CB4) (Figura 4-17 b.), y como ya se
menciono no habia sido aislado como producto natural. Sin embargo, en esta tesis el
acido seco malyngolido CB3) se aislé 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 extraccion, se tomaron 8.2 mg de (2R;58)lyngdlido
puro (CB4), y se les adicionaron 20 L de una mezcla de DCM/MeOH 1:1 que se sonico
por 15 min. Posteriormente se removio el solvente a presion reducida y se realizo una
particion L-L DCM/H0O. Cada una de las fracciones se secO a presion reducida y se
obtuvieron 7.5 mg de residuo en la fase de diclorometano, mientras que en la acuosa
s6lo 0.3 mg. La cantidad de compuesto obtenido en la fraccién acuosa fue muy poco
para realizar la identificacion y por tanto no pudimos corroborar su identidad. Sin
embargo, en la fase de diclorometano si se pudo establecer que 94% del malyngdlido
guedo intacto en ella y no sufrié procesos de hidrdlisis, mientras que el 6% restante
pudo haberse hidrolizado (o tan solo quedo6 en la fase acuosa por problemas en la
sepracion de fases). Lo anterior permite establecer que el acido seco malyngolido
(CB3) no fue obtendo por un proceso de hidrdlisis del malyngolido CB4) durante la

extraccién, debido a que éste acido smslé una gran cantidad. Bl malyngélido (CB4)
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se aislaron cerca de 50 mg, mientras que del acido seco malyngolid€R3) se
obtuvieron 845 mg en FB y 18 mg en FMIIl después de todos los procesos de

extraccion y purificacion.

En la fraccion FMIV.4 se identifico la presencia de los compuest@B3y CB4en una
proporcion de 1:3 aproximadamente. Esto se hizo mediante andlisis por {(€)-
HRESIMS observagip 2 picos cromatograficos, uno a tr 7.22 min correspondiente a
CB3(figura 4-18 a.) y otro a 7.64 min correspondiente &B4 (figura 4-18 b.).
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Figura 4-18. Cromatograma de L&+)-HRESIMS en modo mitivo de FMIV.4 y
espectro de masas. Pico en tr 7.22 min CB3), b. Pico en tr 7.64 min CB4)

Finalmente, la fraccion FM-V, fue la muestra con mejor actividad larvicida. Sin
embargo, es una mezcla compleja que no pudo separaps® métodos cromatografios
convencionalesSe analiz6 poRMN-1H (figura 4-19), en el quese observan sefiales en
campo bajo (entretin 9.5-8.5ppm) que pueden asociarse a protones de aldehidos o de
anillos porfirinicos, se observa una sefial compleja am 7.75 que pude asignarse a un
protbn de Gsp? exociclico pero conjugado con los dobles enlaces de un anillo
porfirinico. La sefia enln 6.12 podria asignarse a protones de dobles enlaces
exociclicos o ligeramente desprotegidos. Las sefiales enttie 5.5 y 5.0 pueden

asignarse a protones de dobles enlaces. La zona enir&.5 y 4.0 se ve complejay pude

corresponder CHU de ami ndhg§dirdos §oi dos. H3By3.3ingl e



14 Busqueda de compuestos con posible actividad insecticida a partir de cianobacterias maridas Caribe

colombiano

pueden asignarsé\aMe uO-Me, o también a los metilos de anillos porfirinicos. Las sefiales

en campo bajo se asocian a metinos y metilenos alifaticos, a una cadena alifatica por la sefial
i nteneg&29cen un met i Ilh088tEtanahdisrdadste espectrdo sugiere

gue en esta fraccion pueden encontrarse algunos acidos grasos, posiblemente péptidos y
también podria haber clorofilas, pues hay algunas sefiales que corresponden al anillo

porfirinico, sin embargo, al encontrarse en mezcla con otros compuestos, no se pudo

determinar qué clorofila predomina.
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Figura 4-19. Espectro RMN!H deFM-V en CROD-d4s a 400MHz

Esta fraccion se analizé entonces parG(+)-HRESIMS en modo positivo con el fin de
dereplicar y poder identificar algunos compuestos. Se identific6 en malyngélidoB4
(tr 7.63 min) en bajas cantidades, y el -hAcetoxi3-acetoximetil-7, 11, 15
trimetilhexadeca-2, 6, 10, 14tetraeno (7) por el pico de tr 9.06 min (cromatograma y
espectro de masas en figura-20), cuya formula molecular corresponde a £GHzsQs a
juzgar por los am/z 391.2847 corresponde a [M+Hj] (calculado para [M+H} 391.2848
3-0.4 ppm); m/z 413.2665 [M+NaJ;, ym/z 803.5438 [2M+Na]* Este compuesto ha sido
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aislado previamente Chlorodesmis fastigiatauna macroalga verde perteneciente al

phylum Chloropyta32, sin embargo, no se reportan bioactividades asociadas.

848
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Figura 4-20. Cromatograma de L&+)-HRESIMS en modo positivo de FM y espectro
de masas del pico en tr 9.09 min7()

Por otro lado, la fraccionFH, que no es activa como larvicida, fue analizada por RMN
1H (Figura S1.4.10) donde se obtuvo una sefal bastanhtensa endu 1.2 de una cadena
hidrocarbonada tipica de metilenos acumulados y unas sefiales poco intensas en la
zona de doble enlaces de acidos grasos insaturados &m 5,35, sin embargo, no
pertenece a un compuesto mayoritarioPor GEMS (Figura Sl.4.1), se logro identificar

el compuesto mayoritario que resulto ser el ftheptadecano §). y la 6, 10, 14trimetil -
2-pentadecanona 6) (Figura 4-21.) a nivel de trazas, lo anterior haciendo uso no solo

de espectro de masas sino también de los indices de ret@n. Este compuesto es
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también conocido como fitona phytone y es un biomarcador de los productos de
degradacion tipo fitol de la clorofil&¢. Ha sido aislado deCynodon dactylorfpasto de
bermuda) y fue evaluado como controlador de insectos gamnivorosSpodoptera
frugiperda) debido a suactividad fagoestimulanté’. También hace parte de una
patente estadounidense que busca aprovechar su bioactividad usandolo en trampas
para remover la plaga mencionadaSpodoptera frugiperda con el fin de que estos nos
afecten los cultivo§’. Hasta el momento no ha sido reportado en aiabacterias, pero

si en los aceites volatilesialados de algas especialmente dehylum Rhodophyte?8.
También hay un estudio en el que este compuesto fue identificado del aceite esencial
de la cafla comunArundo donax L. cuyo aceite esencial mostré actividad alguicida
contra M. aureginosasin embargo no se confirmoé qué fitona fuera responsable de
esta actividac®®. Por un lado, las cianobacterias podrian producir este tipo de
compuestos como aleloquimicos competitivds sin embargo, también es posible que
el pasto marino, donde crecié estemat abundantemente, produzca este tipo de

compuestos para defenderse de la invasora, en este casmet Lyngbyasp.

Figura 4-21. Estructura de compuestos identificados por derreplicaciéon

El dltimo paso fue determinar actividad biolégica de los compuestos aislados, asi como
de algunos patrones de aqulos identificados en mezclal, 2,3y 4). Los resultados se
resumen en la tabla 44. Se observa el acido seco malyngodlido y el acido miristico
fueron los Unicos compuestos activos contra las larvas de. aegyptimientras que los
otros compuestos fueroncompletamente inactivos. El &cido seco malyngélido produjo

un 58% de mortalidad a 50t g/pozo, sin embargo, al ser un compuesto puro también
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se reporta la concentracion mM, que para este caso fue de 0.17 mM, mientras que el

acido miristico present6 un 55% de mortalidad a 0.22 mM.

Tabla 4-4. Resultados de los ensayos de actividad biolégica de los compuestos aislados
de algunos patrones de compuestos identificados enmlat Lyngbyasp.

Compuesto % %Mortalidad A. salina %Mortalidad  AChEI
Mortalidad i pP¢8u 1t CT A sdina (mm)
Larvas de i pcu 1 C
Ae. aegypti
(50
t CTDHI L
L AAOGT T A AT1T OOT1 1 NAa 3 3 NAa
CHCEAT 1 OOT 1 jpm 8 NA= NA= 0
-A1( AT1T OoO11 i 0 NAa NAg 0
- Al AGE&T jpm NA2 100 100 10
$$4 jpm tCTH 100(0.1 NA? NA? NA2
mM)
Acido seco-maly ngolido (C B3) 58 (0.17 17 (0.04 mM) 17 (0.43 mM) 8
mM)
Maly ngolido (CB4) 0 (0.19 mM) 93 (0.04 mM) 100 (0.46 4
mM)
Acido miristico (1) 55 (0.22 33 (0.06 mM) 100 (0.55 3
mM) mM)
Acido palmitico (2) 8 (0.20 mM) 20 (0.05 mM) 100 (0.49 3
mM)
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 resulté ser toxico
contra A. salinaa 12.5t €@nL excepciéon del malyngdélido CB4) que mostré6 una
mortalidad del 93%, lo que indica queposee bioactividades diferentes a la larvicida,
como ya ha sido reportado previamente. Los acidos grasdsy 2 mostraron una
mortalidad del 100% a 125t @nL, mientras que sus respectivos éstered y 3 no
mostraron toxicidad a ninguna concentracién. Se ha encontrado en reportes de
literatura, que los acidos grasos inhiben la ATPasa de N\Na K+ en A. salinay se ha
propuesto como su modo de accion frente a este organisfi. Adicionalmente, el acido
seco malyngélido CB3), que resultd ser el mas activo contra las larvas dee. aegypti

no es toxico contraA. salira, lo cual implica que no es ecotdxico y podria ser selectivo

como larvicida.
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Al observar los resultados de la inhibicion de AChE el acido seco malyngolideBd)
resultd ser el més activo, con una inhibicion que a 1Q0y/punto iguald la inhibicion
presentada por el malation (10t g/punto). El malyngélido (CB4) y el miristato de
metilo (4) mostraron menor inhibicidn, y los acidos miristico, palmitico, y el palmitato
de metilo mostraron una muy pequefa inhibicién. Esto patda correlacionarse con la
actividad larvicida contra Ae. aegypti donde el acido seco malyngélidoGB3) mostro
mejor actividad como larvicida y como inhibidor de AChE que el malyngoélidecB4),
por lo cual podriamos pensar que la mortalidad de las larvase€B3tenga por modo

de accidn la inhibicién de esta enzima.

Los metabolitos aislados de estmat de cianobacterias han sido aislados previamente
de Lyngbya majusculaEl malyngolido fue aislado en 1979 de la especie menciondta
y recientemente, se aislé el dimero de malyngélido deyngbya majusculaolectada en

la costa pacifica de Panamda El asunto es que el génerbyngbyade cianobacterias
marinas es un grupo polifilético que ha sid reclasificado en los génerodMooreay
Okeania Por tanto, la quimiotaxonomia de estos géneros es compleja, ya que no se han
identificado claramente qué géneros producen cada uno de los metabolitos reportados
de Lyngbya majuscul&. Se han determinado algunosiarcadores quimiotaxonémicos
del géneroMooreal® y Okeanid’, sin embargo, el malyngolido no se ha correlacionado
con ninguno de estos dos género, e nos sugiere que estos compuestos podrian ser
producidos por otro género de cianobacterias todavia clasificado comoyngbya
majuscula Es asi como el malyngdlido se reporta aislado por primera vez de un
organismo del Caribe colombiano. Pero es aun méslevante la presencia del &cido
seco malyngdlido, que ha sido identificado por procesos de sintesis total del
malyngolido o por la hidrdlisis basica de dicho compuesto, pero en este estudio
encontramos por primera vez grandes cantidades de este compuestomo producto

natural.



Capitulo 4 149

4.4 Conclusiones

El mat IBUN-02213 fue identificado morfologicanente como Lyngbya sp. y los
metabolitos aisladosno permitieron asociarla a los génerosooreau Okeania Por lo
anterior consideramos que puede tratarse de un nuevo génerde cianobacterias
inmerso en la reclasificacion del génerd.yngbyg donde el malyngolido se puede
proponer como marcador quimiotaxonomico. El extracto mostré6 una actividad
larvicida moderada, pero sus caracteristicas ecoldgicas lo hacen interesante puese
sobre pastos marinosen la lineacostera (0.3 m de profundidad), y causa necrosgel
pasto, lo que podria indicar que puede producir alelopéticos, que son potencialmente
aprovechables como insecticidas. El aislamiento bioguiado, por actividad landei
contra Aedes aegyptipermitié aislar en grandes cantidades e(2R,5S}éacido seco
malyngélido (CB3), siendo la primera vez que se reporta este compuesto como
producto natural. Este compuesto fue el mas promisorio como insecticida pues es
activo contra las larvas del vectorAe. aegypt(58% de mortalidad a 0.2 mM), no fue
toxico contra A. salinaindicando que no es ecotoxico y puede ser selectivo, y ademas
se plantea que su modo de accigmuede relacionarse con lanhibicion de AChE pues
en este ensayo tmbién resulté activo. También fue aislado el (2R,5%halyngélido
(CB4), previamente aislado deLyngbya majuscula que fue inactivo como larvicida,
pero si fue tdxico contraA. salinay como inhibidor de AChE present6é una actividad
moderada. El &cido seco alyngdlido se puede obtener meidnte hidrélisis basica del
malyngdlido, pero se determiné que las condiciones de extraccion no causaron la

hidrélisis de lay -lactona.

Adicionalmente, por derreplicacién fue posible identificar la presencia de los acidos
miristico (1) y palmitico (2), y sus respectivos ésteres metilicos4(y 3). Estos
compuestos fueron evaluados con los bioensayos planteados en este trabajonake
sélo el &cido miristico mostro actividad larvicida (55% a 0.2 mM), ambos acidos grasos
presentaron toxicidad contra A. salina,mientras que los ésteres metilicos fueron

inactivos en los tres bioensayos.
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Finalmente, se identificaron tentativamente porGGMS heptadecano §), la fitona o
6,10,14trimetil -2-pentadecanona 6) y el l-acetoxi3-acetoximetil-7, 11, 15
trimetilhexadeca-2, 6, 10, 14tetraeno (7).
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RESUMEN

Las enfermedades producidas por el vectohe. aegyptison actualmente una problema de
salud publica mundial debido a los brotes epidémicos que se han manifestado en logidts
afios. El control quimico del vector resulta una alternativa para prevenir los contagios
masivos de estas enfermedades. Es por eso que en este capitulo nos propusimos a realizar
una estudio bioaguiado delmat IBUN-03496, identificado morfolégicamente omo Moorea
producens Se realiz6 un fraccionamiento obteniendse 9 fracciones, de las cuales 6
mostraron buena actividad larvicida. Algunas de las fracciones activas fueron analizadas por
GCMS y RMN, identificando el acido palmitico2(, palmitato de metio (3), miristato de
metilo (4), el estereato de metilo 8), el palmitoleato de metilo @), oleato de metilo (0), el
crinasterol (12) y se obtuvieron puros el colesterol11), el clionasteral (L3) y el campesterol
(14). De la FIV se aislo de la fraccion\F1 un acido graso monoinsaturado con geometrias
(UFA) y la neodysidenina CB5). Otras fracciones fueron purificadas por HPL-@reparativa,
aislando el compuestdCB6de FV, que posee una estructura similar a la de la neodysidenina,
pero sin un atomo decloro en G10. El compuestoCB6 es un compuesto nuevo y fue
nombrado 10-decloroneodysidenina.La fraccion FVII fue la méas activa de todas, mostrando
Ol pnmbp AA 11 OOAI EAAA A pmn tCTPiI UI8 %OOA A£OA
CB8 que es un depméptido ciclico llamado ciclo((Dhoya)-(Thr) -NMe-(OMe-Tyr)-(Val)-
(acido 3,5diaminopentandico)-NMe-(lleu) -(Acido lelcic), el cual contiene el poco comun
residuo Dhoya y el acido 3sliaminopentandico La actividad biol6ogica fue evaluada para

algunos de I compuestos purificados CB5Y los esteroles), y algunos patrones de acidos

E
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grasos y ésteres metilicos. Se observo que el acido oleico y-Elgresentaron una buena
actividad larvicida, mientras que los esteroles fueron inactivos en los tres bioensayos E
cuanto a la neodysidenina CB5) presenté una mortalidad baja, perodemostré ser un

disruptor de desarrollo.

5.1 Introduccidn

En la actualidad, las enfermedades del dengue, chikungunya, zika y fiebre amarilla son un
problema de salud publica debido a los bres epidémicos que se han presentado en los
ultimos afios. Estas enfermedades son prodidas por arbovirus transmitidos por el
mosquito Ae. aegyptia través de su picadur&4. La prevencion de estas enfermedades es
importante y una de las estrategias planteadas es el control del vectoDesde este punto de

vista, los productos naturales pueden ser una solucion a este problefra

En este trabajo se propusieron las cianobacterias como una fuente interesante de
compuestos con posible actividad larvicida. Las ventajas de estos micrganismos son: que
son cultivables en condiciones de laboratorio, lo que favoreceria el suministro constante de
los insecticida®, se caracterizan por su diversidad metabdlica, pues se han aislado gran
cantidad de compuestos con actividades bioldgicas interesantésl, entre las cuales, se

encuentra la larvicida contraAe. aegyp#i%15,

Las cianobacterias marinas que presentan mayor cantidad de méfditos secundarios
aislados son pertenecientes al orden Oscillatorialles, donde los génerd3scillatoria,
Symplocay Lyngbyaresultan los mas prolificogé. El género de cianobacterias marinas
Lyngbyase ha descrito como un grupo de organismos que se encuentran abundantemente
en forma de mats bentonicos, de naturaleza filamentosa y que juegan un rol ecolégico
importante debido a la produccion de oxigeno, fijacion de nitrogeno y su riqueza
metabdlical’.18, En los ultimos afos, este género ha causado una gran conmocion debido a
gue las especies marinas clasificadas por morfologia y morfometria comgngbya
resultaron ser un grupo polifilético al emplear clasificaciones taxondmicos usandbgen 16S

rRNA y otros marcadores génicds1920, En 2012 se popuso un nuevo geénero de
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cianobacterias llamaddvoorea compuesto de cianobacterias previamente clasificadas como
Lyngbya spl19, y en 2013 se determind otro nuevo género, nombradd)keani&®. La
clasificacion de cianobacterias reportadas combyngbyaresulta un tema de estudio en la
actualidad, el cual presenta una gran complejidad y que es importante continuar

esclareciendo debido al papel biolégico y ecoldgico de este grupo de cianobactérias

Del géneroMooreano se han reportado muchos compuestos, pues fue propuesto hace tan
sé6lo 5 afos. Sin embargo, algunos estudios se han realizado enghmiento de metabolitos
secundarios de este género cianobacteriano, reportando hasta el momento 34 compuestos
(Marinlit, 2017) Adicionalmente, hay estudios quimiotaxondmicos que permitieron
diferenciar algunos compuestos aislados previamente dd.yngbya majuscula como
marcadores quimiotaxonémicos de la especiMoorea produceny 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 s@& legtablecido como marcadores
guimiotaxondmicos deMoorea producensMientras que las apratoxinas y las lyngbyabellinas

son quimiomarcadores para la especie ddoorea bouillonii®.

Tabla 5-1. Marcadores quimiotaxonémicos para las especies déoored®.

Especie Compuestos

M. producens e W A ;"?"':h
S, ? - T /r_f‘*” : 7‘ s
vy

Curacina A . - L
Antimicotico, Carmablqza_ A Barbamida
antiproliferativo 2 e Antimalarico ici
anlp . Molusquicida?3
inhibe ensamblaje de
microtdbulos1!
M. bouilloni NN | [ Y
\\7/ > \ﬂ/ " N //\\OH i, = 5
‘\N/'\}O \7
I\\/[,o ” & / i’ P .
L I~ B
S Ri4
g ! Lynbyabellina A
Anticancerigeno nasofaringeal y
Apratoxina D adenocarcinoma de coloft
Citotdxico?4y

anticancerigeno
pulmonarit
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Debido al potencial metabdlico exhibido por las cianobacterias del génekdoorea en esta
parte del trabajo nos propusimos a buscar compuestogutroladores de las larvas del vector
Ae. aegyptia partir de cianobacterias marinas del Caribe colombiandn este capitulo se
presentael estudio quimico delmat Moorea producensréjo filamentoso IBUN-03496), el

cual resulta muy interesante debido a ge fue el mas activo como larvicida en streening

preliminar que se discute en el capitulo 2.

5.2 Materiales y meétodos

Se usaron para la extraccion y la cromatografia en columna hexano (Hex), diclorometano
(DCM), acetato de etilo (AcEOt), cloroformo (CH{}lacetona y metanol (MeOH) grado RA
(Merck, Alemania). Para los analisis de cromatografia liquida se us6 un HPLC Ultimate 3000
(Dionex, USA) acoplado al detector ELSD SEDEX 85 (Sedere LT, Francia), se empled agua
desionizada pura y con acido férmico 0.1% fjltrada a través de MilliQ (Merck, Alemania),
ademas de MeOH grado HPLC (Merck, Alemania). Se usé un equipgHERESIMS Q
Exactive (Thermo Scientific, USA), usando una columna8inetex (50x2.1 mm, 1.4 m)

para los experimentos LA+)-HRESIMS y unaaumna Kinetex (50x2.1, 2.2m) para los
analisis HPLCELSD (Phenomenex, USA). Para fines preparativos se usé una columi&a C
Kromasil (10x250mm, 5 m) (Kromasil, Paises bajos). Para las separaciones en
cromatografia en columna se us@ilica gel (0.0430.060mm, Merck).Los experimentos de
RMN fueron registrados en un equipo Bruker Avance de 400 MHz, usando GQGT3OD

con un grado de deuteracion >99.8%(Merck, Alemania) como solventes. El analisis deNC$5

se realizé en un equipo G®IS Agilent Technologies 850 series Il, acoplado a un detector

de masas Agilent Technologies MSD 5975B (Agilent, US®&. us6 una columna capilar HP
5ms, (30 m x 250 um x 0.25 um) (Agilent, USA). También se emplearon patrones de parafinas
(C11-C25) y de FAMES (metil ésteres de @as grasos) (C8C24) (Sigma Aldrich, USA). Los
datos espectroscopicos, 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, NISTO8 y NIST14)USA).
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Las medidas de rotacién Optica fueron tomadas en un polarimetro ADP 440+ Bellinghan
+Stanley, los solventes empleados fueron calidad RA y se indican en cada caso al igual que la
concentracion usada. Se uso BEn MeOH alk0% (Merck, Alemania). Para la extraccion se
us6 un sonicador ColdParmer (USA). Las fotografias en microcopio SEM (Microscopio de
barrido electronico) se realizaron en un equipo COXEM modelo EBOAX gracias a la

empresa Intek Group.

Para los ensayos largidas se usaron placas de 24 pozos (Corning, USA), usando como
AT 1T 0011 pboTEIOE N putehatSigma Aldrich, USA)s huevos deAe. aegypti
fueron donados por el profesor Fernando Noriega de la Florida International University
(Miami, USA) ypor la profesora Luz Stella Fuentes del Centro de Biosistemas de la
Universidad Jorge Tadeo Lozano (Bogota, Colombia). Se usé para alimentar las larvas polvo
de higado deshidratado (Sigma Aldrich, USA). Para los ensayosAdsalinase usaron cistos

de Artemia International (USA). Para los ensayos de inhibicién de acetilcolinesterasa, se
empled una enzima (C.3.1.1.7) delectrophorus electricugtipo VI-S 500 A) (Sigma Aldrich,
USA), Albumina de suero bovina (BSA, Sigma Aldrich, USA), acetato-daffilo y Fast blue
Salt(FBS) (Sigma Aldrich, USA). Los cromatofolios usaron fueron de silica gel 8@BVerck,

Alemania).

5.2.1 Colecta del mat Moorea producens (IBUN-03496)

El mat IBUN-03496 fue colectado mediante buceo auténomo en Islas del Rosario en julio de
2016. La colecta fue coordinada por la profesora Mdénica Puyana. El material fue limpiano
situ y una parte de éste fue conservado en el medio de cultivo SWBEG>, mientras que el

resto fue almacenado a4°C para su estudio quimico.

Estemat rojo es muy abundante y se encontraba a 102 m de profundidad con crecimiento
sobre sedimentos y corales, como se observa en la figurald. Cuando estemat 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 SWRG se presentd un
cambio morfolégico evidenciado en la disminucion del taafo de los filamentos, lo cual se

puede apreciar en la figura Elc. Estemat fue identificado comoMoorea producengor el
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Profesor Niclas Engene, quien fue el que propuso este nuevo género de cianobacterias, y
también fue corroborado por el bidlogo Fredg Duque. Estemat fue registrado en la

coleccion biolégica de Banco de cepas y genes del IBUN, con el cédigo 188496

8 8 m

Figura 5-1. a. Fotografia del mat Moorea producens(IBUN-03496) durante colecta, b.
Fotografia microscépica (40 veces magnificada) delat Moorea producen$§iBUN-03496), c.
Fotografia en microscopia SEM dehat IBUN-03496 cultivado.

5.2.2 Extraccion t particion L -L del mat de cianobacterias IBUN -03496

El mat Moorea producengIBUN-03496) fue liofilizado y pesado (315 g), para luego ser
extraido con 150 mL de una mezcla DCM/MeOH (1;19on cubrimiento total de la muestra,

en sonicacion durante 15 minutos. Este proceso se repitié 3 veces. La mezcla se filtré y el
solvente fue removdo a presion reducida obteniendo 3.9 g de extracto crud&l extracto
crudo fue sometido a particion EL con DCM y agua, obtgendo un extracto DCM (FD) (1.6

g) y una fag acuosa, la cual fue sometidauevamente a una particion EL con BUOH, para asi
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 continuacion.

El extracto diclorometanico FD, que resulté ser muy activo en los tres bioeryss, fue
fraccionado en CC flash sobre SiOusando 300 mL de cada una de las siguientes fases
moviles: 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 contrse. aegyptiLas fracciones FlI,



Capitulo 5 159

FllI, FIV,FVIl y FVIII mostraron ser muy activas produciendo una mortalidad del 100% a 50
t g/mL, y fueron sometidas a procesos de aislamiento y separacidon come sienciona a

continuacion.

La fraccion FlI (28.4 mg) fue analizada por GMIS identificando una mezcla de 3
heptadecenos (3 picos cromatograficos). La fraccion Fll (6.8 mg) fue analizada por RMN
identificando acidos grasos y triacilglicéridos principalmate. Fue hidrolizada y metilada con
BFs/MeOH al 20% para posteriormente inyectarla en GBS, identificando el palmitato de
metilo (3), el miristato de metilo 4), el estereato de metilo 8),el palmitoleato de metilo Q)
y el oleato de metilo (0). Tambiénfue analizada por L&+)-HRESIMS y se identifico la

curacina D (5).

La fraccion Flll (366.7 g) fue fraccionada usando una CC sobre i8x21 cm) y fue eluida
con un gradiente de Hex/AcOEt desde 1:0 a 0:1 y se obtuvieron 5 fracciones {&I& FIII-5).

La fraccidbn mayoritaria FlI-3 (126.3 mg) fue separada por HPLC preparativa usando una
columna Kromasil G8 (10 x 250 mm, % m), la fase movil empleada fue #0/MeOH iniciando
en 80% (v/v) de MeOH hasta 90% (v/v) de MeOH en 5 min, luego llegé a 100% de MeOH en
15 min, donde se mantuvo por 15 min. Se obtuvieron 10 fracciones (FBI1 a FIIF3.10), las
cuales fueron analizadas poGCMS y RMNH. En la fraccion FIH3.5 (tr: 23.8 min, 1.7 mg)
se identificé por GEMS el acido palmitico2) (mayoritario por RMN), palmitoleato de metilo
(9), oleato de metilo (0), colesterol (L1), crinosterol (12) y campesterol (L4). En la fraccion
FIII-3.6 (tr: 25.5 min, 5.7 mg) es mayoritariamente acido palmitico2). La fraccién FI+3.8
(tr: 30.7 min, 5.7 mg) es colesterolX1). La fraccion FII#3.9 (tr: 32.2 min, 1.2 mg) se identifico
mayoritariamente el clionasterol (13). Y finalmente en FIH3.10 (tr: 33.4 min, 1.2 mg) se

aislé el campesterol 14).

La fraccion FIV (300.5 mg) fue fraccionada usando una columna CC sobre 8 21 cm) y
eluida con mezclas de Hex/AcOEt desde 9:1 a 0:1. Se obtuvieron 7 fracciones-FB/FI\
7). La fraccion FIV1 (10.2 mg) fue analizada por GMS con y sin derivatizar con B#MeOH)
y RMNIH, identificado una mezcla de &cido miristicol(), &cido palmitico @) y acido(s)

graso(s) insaturado(s) (UFA’s, unsaturated fatty acids), no identificados. En la fraccion FIV
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3(28.3 mg) se identifico por RMNY(  OT A | AUAT A AA UAEAT O ET OAOOO
(16). La fraccion FIV6 (107.2 mg) fue purificada por HPLC preparativo usando una columna

Kromasil G8 (10 x 250 mm, 5{ m) con un gradiente HO/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 (FB\M aFI\

6.4) de las cuales FIN6.2 contiene UFA"s (8.0 mg) y en H&.3 se obtuvo el compuest&B5

(tr: 13.8.min, 8.1 mg), identificada por L&+)-HRESIMS y RMN 1D y 2D.

La fraccion FV (53.2 mg) fue purificada por HPLC preparativa usando una columna Kromasil
G8 (10 x 250 mm, 5t m) y un gradiente de HO/ MeOH que inici6 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 (Hva FV15) donde F\5
corresponde al compuestdCB6(tr: 25.1 min, 1.9mgq) y FV7 al compuestoCB7 (tr: 26.3 min,

1.5 mg)

La fraccion FVII (20.0mg) fue la méas activa como larvicida. Fue purificada por HPLC
preparativa usando una columna Kromasil 8 (10 x 250 mm, 5{ m) y como fase movil se
empleé HO/MeOH niciando 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 compu€&8é
(tr: 12.5 min, 1.0 mg) en la fraccion FViR.

Compuesto CB5. Neodysidenina.Sélido incoloro (8.1 mg), [ ]2sP-74.8° (¢ 0.3, CH@). Datos
de RMNH y13C en las tablas 8! y 5-5 respectivamente LG(+)-HRESIMS: [M+H}E543.9724
(C17H2335CEN3CO:S calculado para [M+H}= 543.9732 3 1 ppm). Los datos obtenidos

corresponden la neodysideniné&®.

Compuesto CB6: 10-decloro neodysidenina Sdlido incoloro (1.9 mg). |]2sP -1.0° (c 0.14,
CHC$). Datos de RMNH y 13C en las tablas 8 y 55 respectivamente.LG(+)-HRESIMS:
[M+Na]*568.3000; [M+H}546.3178 (Ci7H223°CENsO:S (calculado para [M+H}=546.31353

7 ppm).
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Compuesto CB8 ciclo((Dhoya)-(Thr) -NMe-(OMe-Tyr) -(Val)-(acido 3,5
diaminopentandico)-NMe-(lleu) -(acido leucicqg). Sdlido blanco (1 mg). Datos de RMM y
13C en la tabla 56.

Acido miristico (1). Informacién en el capitulo 3, sedon Materiales y Métodos, pag 93
Acido palmitico (2). Informacion en el capitulo 3, sedéon Materiales y Métodos, pag 94
Palmitato de metilo (3). Informacién en el capitulo 3, sedon Materiales y Métodos, pag 94
Miristato de metilo (3). Informacién en el capitulo 4, seccion MaterialgsMétodos, pag 121.

Estereato de metilo (8). EM 70eVm/z (intensidad relativa) 298 (25) [M]*, 267 (10) [M-
OCH]*, 255 (25) [M-CsH7]*+, 241 (7) [M-GHe]*+, 185 (10) [M-CsH17]*, 143 (40) [M-Ci1Ha3]*,
129 (10) [M-Ci2Hzs]*, 87 (75) [M-CisH29]*, 74 (100) [M-CieHs2]*. 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.

Palmitoleato de metilo (9). EM 70eVm/z (intensidad relativa) 268 (10) [M]+, 237 (23) [M-
OCH]*, 236 (25) [M-CHiOJ*, 194 (20) [M-GHsO2]*, 152 (25) [M-GsH120]*, 110 (25) [M-
GoH180z]+, 97 (7) [M-CioH1902]*, 87 (50) [M-CisH29]*, 83 (50) [M-Ci1H210z]*, 74 (75) [M-
CiaHze]* , 69 (75) [M-Ci2H23Cz]*, 55 (100) [M-CisHzsQ:]*. IR experimental 1902, IR
reportado 189427, Todos estos datos corresponden con los informados en la literatura para

el palmitoleato demetilo 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-
OCH]*, 264 (25) [M-CHO]*, [222 (20) M-CsHsCz]*, 180 (15) [M-GsH1202]*, 123(25) [M-
CioH2102]+, 110 (7) [M-Cr1H2202]*, 87 (50) [M-Ci7Hz33]*, 83 (50) [M-Ci3H2502]*, 74 (75) [M-
CieHso]* , 69 (75) [M-CiaH27Oz]*, 55 (100) [M-CisH2sCz]*. IR experimental 2110, IR
reportado 208227, Todos estos datos corresponden cond informados en la literatura para

el oleato de metilo reportados en la base de datos NIST y Wiley.

Colesterol (11). Solido blanco. RMNH (CDG4, 400 MHz) 1+ 5.34 (dd, JF3.1, 2.1 Hz, Fb),
3.52 (m, H3), 2.27 (m, R-4), 1.01 (s, H-19), 0.91 (d,J6.5 Hz, H-21), 0.87 (d,J6.6 Hz, K-
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26), 0.85 (d,J6.6 Hz, H-27), 0.68 (s, H-18). Datos de RMN reportados para el coleste#sl
EM 70eV, m/z (intensidad relativa) 386 (100) [M]+, 368 (50) [M-H20]*, 353 (50) [M-CHO]*,
301 (60) [M-CsH13]*, 275 (60) [M-GsHis]*, 255 (40) [M-GsH190]+, 231 (45) [M-Ci1Hz23]*, 213
(50) [M-Ci1H250]", 145 (55) [M-CieHs7OJ* . IR experimental 3163, IR reportado 319%.
Todos estos datos corresponden con los informados en la literatura para el colesterol

reportados en la base de datos NIST y Wiley.

Crinosterol (12). Sélido blanco. EM 70eV\/z (intensidad relativa) 398 (75) [M]*, 384 (23)
[M-CHs]*, 365 (25) [M-CHOJ*, 365 (25) [M-CsH7]*, 337 (25) [M-GsHeO]*, 300 (65) [M-
CrHi4]*, 281 (25) [M-GrH170]*, 273 (30) [M-GoH17]*, 271 (75) [M-GoHao]*, 255 (100) [M-
GoH190] , 231 (25) [M-CizHz3]*, 213 (50) [M-Ci2H2s0]", 145 (40) [M-Ci7Hs7OJ 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) Solido blanco. RMNH (CDCth 1 1t 1t 15.030nH-6), 3.29 (m, H3), ,
0.97 (s, B-19), 0.88 (d,>6.5 Hz, B-21), 0.81 (t,J7.5 Hz, H29), 0.79 (d,J6.9 Hz, H-27),
0.77 (d,JE7.9 Hz, H-26), 0.64 (s, H-18) Datos de RMN reportados para el clionaster8l. EM
70eV, m/z (intensidad relativa ) 414 (100) [M}-, 297 (35) [M-CHs]*, 396 (40) [M-H20]* , 381
(35) [M-CHsOJ*, 329 (60) [M-GsH13]*,, 303 (60) [M-CsHas]*, 273 (30) [M-CioH21]*, 255 (40)
[M-CioH230]*, 231 (25) [M-CisH27]*, 213 (60) [M-Ci3sH200]", 145 (40) [M-CisH410]*. IR
experimental 3349, IR reportado 32832. Todos estos datos corresponden con los

informados en la literatura para el clionasterol reportados en la base de datos NIST y Wiley.

Campesterol (14). RMNIH (CDd, 400 MHz) 1 5.07(m, H6), 3.21 (m, H3), , 1.01 (s, B
19), 0.910 (d,J=6.6 Hz, H-21), 0.850 (d,J=6.7 Hz, H-26), 0.802 (d,J=6.8 Hz, H-27), 0.680 (s,
Hs-18). Datos de RMN reportados para el campeste#®l EM 70eV m/z (intensidad relativa)
400 (100) [M]*, 382 (50) [M-H20]+, 367 (50) [M-CHOJ*, 315 (75) [M-CsH13]*+, 289 (60) [M-
CGsHas]*, 273 (40) [M-GoHaig]*, 255 (40) [M-CGsH210], 231 (30) [M-Ci2Hz2s]*, 213 (60) [M-
Ci2H270]+, 145 (40) [M-Ci7H390]*". IR experimental 3254, IR reportado 326%. 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). LG(+)-HRESIMS: [M+H]360.2348 C2H3aNOS(calculado para [M+H}
360.23563 2 ppm). Los datos obtenidos corresponden a los reportados en literatura para la

Curacina B4.

Mat Moorea

producens
(315.2¢)

Extracto
crudo
(392

FD i
(16g) Acupsa

El eI FIII FIV FV vl FVII VIl FIX
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Mezcla (34,89
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Figura 5-2. Esquema de fraccionamiento delmat Moorea producendBUN-03496. Los
recuadros en verde gjnifican que fueron activos contra las larvas dae. aegypti

5.2.3 Ensayo larvicida contra Aedes aegypti (igual al del capitulo 2,
secdon Materiales y Métodos, pag 61 )

5.2.4 Ensayo de letalidad contra Artemia salina (igual al del capitulo 2,
seccion Materiales y Mé todos, pag 61)

5.2.5 Ensayo de inhibicion de AChE por bioautografia (igual al del capitulo
2, secdon Materiales y Métodos, pag 62 )

5.2.6 Analisis en LC-(+) -HRESIMS (Igual al capitulo 4, seccon Materiales y
Métodos, pag 125)
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5.2.7 Metilacion de acidos grasos con BF3/MeOH al 20% (lgual al capitulo
4, seccion Materiales y Métodos, pag 125)

5.2.8 Analisis en GGMS (Igual al capitulo 4, seccion Materiales y Métodos,
pag 125)

5.3 Resultados y discusion

El mat Moorea producendBUN-03496 fue escogido debido a que presenté una actividad
notable como larvicida en los ensayos prelimiranes, donde mostr6é el 100% de mortalidad
AA 1 AOOAO Acapitato 2). EUE Rdlecthdo en 2016 en Islas del Rosario a una
profundidad de 10-12 m junto con otros 3mats que presentaron morfologias similares y
también fueron clasificados comoMoorea producensEste tipo demats son abundantes,
crecen sobre sedimentos e invaden octocorales, produciendo el blanqueamiento del cnidario
(figura 5-1a.). El génerdMoorease caracteriza por formar tapetes abundantesug presentan
una morfologia filamentosa y tienen un rol ecolégico importante en la oxigenacion vy fijacion

de nitr6genol7.18,

En el capitulo 2 se discutié la actividad larvicida presentada por los cuatneats clasificados
como Moorea producens Las fracciones FD de losnats IBUN-03495 y IBUN03496
presentaron una actividad larvieda alta, mientras que las de lomats 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 estogtsse pudo correlacionar con
diferencias en & perfil metabdlico de los mismos. Al analizarlos por HPLELSD se observo
gue los cromatogramas de IBUNI3495 y IBUN-03496 fueron perfiles muy similares que se
diferenciaban claramente de los cromatogramas exhibidos por IBU0B497 y IBUN03498.
Lo anterior confirma que las diferencias en la actividad larvicida de estaonats es diferente
debido a que presentan distintos metabolitos. Estos resultados son interesantes debido a
gue la morfologia de estosmats resulta muy similar entre si, y fueron clasificadosomo

Moorea producensSin embargo, sus diferencias metabolicas se pueden asociar a que son
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genéticamente diferentes, 0 a que las condiciones de crecimiento en campo cambiaron de tal

manera, que expresaron distintos metabolitos.

Anteriormente, las cianolacterias del géneroMooreaeran clasificadas como especies del
género Lyngbya Esta clasificacion era realizada con caracteres morfologicos, pero al usar
herramientas moleculares empleando el gen 16S rRNA, y otros marcadores génicos, se
determind que estegénero Lyngbyaera un grupo polifiléticol’. Hasta el momento, se han
propuestos dos géners nuevos de cianobacterias antes clasificadas conwyngbya los
cuales son Moored?® y Okeani&®. EI mat IBUN-03496 fue clasificado por caracteres
morfolégicos como Moorea producengoor el profesor Niclas Engene y el bidlogo Fredy
Duque. Sin embargo, es importante realizar la clasificacion molecular para comprobar que

dicho mat esta conformado por esta especie de cianobacterias.

Estemat fue sometido a una extraccion por maceracion usando ultrasonido en DCM/MeOH
(1:1) y se obtuvieron 3.9 g de extracto crudo. Se realizé una particioALLusando DCM/HO,

y luego la fase auosa se extrajo con BUOH. Esto con el fin de obtener fracciones de
diclorometano FD y de butanol FB. La fraccion acuosa no es estadigor contener muchas
sales. La fraccién FD y FB fueron evaluadas en cuanto a su actividad larvicida coAa
aegypti, los resultados se resumen en la tabla-8. La fraccion FD fue muy activa, presentando
un 100% de mortalidad a 50 pg/pozo. Por lo anterior, la fraccion FD fue sometida a un
fraccionamiento en CC flash en fase normal obteniendo 9 fracciones (FlI a FIX), lzeas

también fueron ensayadas como larvicidas contrAe. aegypt{tabla 5-2, figura 5-3)

Tabla 5-2. Resultados de actividad larvicida contraie. aegyptpara las fracciones del mat
Moorea producenglBUN-03496).

Fraccién Masa(mg) % Mortalidad Larvas de Ae. aegypti

jom tC¥L jpm tCTA
CHCkcontrol j pmit , 7D NA2 8 8
MeOH control § pmt , TE NAa 0 0
DDTj pmm t CTDI L NAa 100 100
FD 1643.2 100 8

FB 987.4 8 0
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Fl 28.4 8 0
Fll 6.8 100 75
Fll 366.7 100 8
FIV 300.5 100 25
FV 53.6 67 0
FVI 46.9 0 0
FVil 20.0 100 100
FViI 279.1 100 67
FIX 415.5 40 17

aNA: No aplica

Las fracciones FllI, Flll, FIV, FV, FVII y FVIII resultaron activas, mostrando una mortalidad
OOPAOGET O Al vuvmb A vuvm tCrPIUI8 S$AAEAT A 1 A AC
también A AOAI OAOTT A pm tcCcrPIT Ul ATT Al  £ET AA
actividad. La fraccion FVII resulta ser la mas activa, con una mortalidad de 100% en ambas
concentraciones ensayadas. También mostraron resultados interesantes Fll y FVIII, que a la
concentracion mas baja presentaron una mortalidad del 75% y 67%, respectivamente. A
continuacioén, se presenta la identificacién y aislamiento de compuestos las fracciones

activas como larvicidas contraAe. aegypti La actividad de estas fracciones se rese en

esquema de la figura 53.

Extracto
crudo

Fraccién
Acuosa

FD
Residuo

FB acuoso

FI FII FIII FIV FV FVI EVII FVIII FIX

Figura 5-3. Esquema de actividad larvicida en las fracciones obtenidas del extracto crudo
del matMoorea producens

Estudio quimico
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La fraccion Fl, a pesar de no mostrar asidad larvicida, fue analizada por GBISy se
observaron 3 picos cromatograficos (figura Sl.5.1a). Se hallaron los indices de retencién
(tabla 5-3) para cada uno y al estudiar sus espectros de masas, se determiné que son 3
heptadecenos que se diferencianrela posicion y/o geometria del doble enlace. Al comparar
los indices de retencidn (IR) hallados experimentalmente con los datos de litéuaa,
encontramos que hayreportes con informacion muy variada. Se encontré quel IR de %
heptadeceno es de 169, mientras que para los otros heptadecenos que poseen el doble
enlace en otro posicion, siendo cis o trans, presentan un IR cercano a los E700on los datos
gue se obtuviera experimentalmente no se pudo determinar ni la posicion ni la geometria

del doble enlace usando los datos de IR.

Por otro lado, se registro el espectro de RMMH de FI (figura S.I1.5.1b), donde se observan
sefales caracteristicas del-heptadeceno erdy 5.84 (ddt, = 16.9, 10.2, 6.7 Hz, ), 5.02 (d,
F16.9, 3.6, 1.6 Hz, Ha) y en 4.95 (ddt,}=10.2, 2.2, 1.6 Hz, Hb). También se observa la
presencia del 2heptadeceno por la sefial caracteristica del metilo alilico el 1.60 (dd,J6.0,

0.8 Hz, H-1) y la sefial compleja em+5.39 que supone la presencia de otros heptadecenos a
juzgar por su integracion 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 mas fluida a bajas
temperaturas 3¢. No obstante, es de notar que esta cianobacteria se colectd en aguas calidas
y que posiblemente estos compuestos tengan otra funcién. Eoiro estudio, el (Z)8-
heptadeceno fue identificado como compuesto mayoritario que se produce al realizar
heridas mecénicas en el alga marirBryopsis maximadonde los investigadores plantean que
este compuesto se forma de la degradacion enzimatica de das grasos como respuesta

defensiva del alg&’.

Tabla 5-3. Resultados obt@midos de los analisis de G@®IS para la identificacion de
compuestos

Compuesto Fracciones IRex?® IRRep® EClexp EClgep®® Masa Férmula
molecular molecular
(uma)

Heptadeceno Fi 1694 - 14 - 238 Ci7Hsza

Heptadeceno Fi 1699 - 14 - 238 Ci7Haa
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Heptadeceno Fi 1719 - 14 - 238 Ci7Hza
Acido miristico (1) FIv-1 1781 1780% 14 10 228 CiaH2580z
Acido palmitico (2) FIl-3.6 1982 198427 16 16 256 Ci6H3202
Palmitato de metilo (3) Fil, FIV1 1926 192727 16 16 270 Ci7H340z
Miristato de Metilo (4) Fil, FIV1 1725 1726% 14 242 CisH3002
Estereato de metilo (8) Fil 2133 2128% 18 18 298 CioHzsO2
Palmitoleato de metilo (9) Fil, FlII-5, 1902 189427 16 16 268 Ci7H3202
FIV-1, FIV6.2

Oleato de metilo (10) FILFI-35 2110 208227 18 18 296 CioH360;2
Colesterol (11) F”'-?:3-5é Fllb 3163 319230 - - 386 C7H460
Crinosterol (12) Fill-3.5 2970 NEd - - 398 CosHa60
Clionasterol (13) 33 F”lg-bel“- 3349 328332 - - 414 CooHs00
Campesterol (14) Fill-3.9 3254 326333 - - 400 CasHas0

aDatos experimentales tomados enmucolumna HR5ms
b, Datos reportados en columnas HBms o DB5

¢ Datos reportados en una columna DR

dNE: No encontrado

La fraccién Fll fue una de las mas activas como larvicida, sin embargo, se obtuvo muy poca
cantidad de esta muestra. El espectro deMN-1H (figura S.1.5.2b) presenta un perfil de &cidos
grasos, a juzgar por la sefal intensa ain 1.29 y el triplete endn 0.9039, también se observa

la presencia de triacilglicéridos por las sefales edi4.29 (dd, =11.8, 4.2 Hz) y 4.14 (dd,
JF11.8, 6.0 Hz), y posiblemente fosfolipidos de colina por el singlete ancho eh 3.33
correspondiente a los-N(CHs)3*40. Por esta razon, se decidié obtener los ésteres metilicos de
los &cidos grasos usando BAVieOH al 20% para poder analizar esta muestra por GKIS
(cromatograma figura S.1.5.2b). Los datos obtenidos fueron interpretados usando los icels

de retencion (IR), la longitud equivalente de cadena (ECL) y en analisis del espectro de
masas. Los resultados fueron comparados con los reportes en literatura y las bases de datos
(este procedimiento se llevo a cabo con el analisis de datos de las stuas inyectadas por
GCMS). Se identificod en FlI el miristato de metilo4), el palmitato de metilo @), el estereato

de metilo (8), el palmitoleato de metilo Q) y el oleato de metilo (0).

Adicionalmente, esta fraccion Fll fue analizada por E@G)-HRESMS, encontrando que el pico
cromatografico (tr 5.46 min, figura 54) tiene un ion enm/z 360.2348 que corresponde al
[M+H]*, donde al comparar con el valor calculado para la féormula2H3zsNOSse obtuvo un

error de 2 ppm. Al realizar la busqueda en la baske datos Marinlit se encontré que podria

corresponder a lacuracina D (L5), que es un compuesto aislado de cianobacterias. Se analiz6
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el espectro de RMNLH de Fll y se logro observar una sefial de los protones del metileno del
ciclopropanilo enyn 0.67 (H-19a), que son caracteristicos de la curacina® En la figura
S.1.5.2b se observa el espectro de RMN con una ampliacion de la mencionada sefial, que
es poco intensa, y que demuestra que la curacina D se encuentra en una baja proporcion. Es
importante notar que las curacinas son compuestos que se han propuesto como marcadores
guimiotaxonomicos de la especidloorea producengy la presencia de curacina D en esteat

refuerza la identificacion propuestad®.34,

594
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Figura 5-4. Cromatograma de L&+)-HRESIMS en modo positivo de FM y espectro de

masa del pico en tr 9.09 mini5)

La fraccion Flll mostré una buena actividad como controlador de las laag deAe. aegyptiy
por tanto se procedié con su fraccionamiento por CC en fase normal obteniendo 5 fracciones
(FII-1 a FIIE5). La fraccibn mayoritaria FIIF3 (126.3 mg) fue sometida a una purificacion
por HPLC preparativa usando una columna-& Kromasi y una fase mévil HO y MeOH grado
HPLC. Desafortunadamente, no se pudieron aislar los picos mayoritarios como compuestos
puros. Las fracciones menos polares fueron analizadas por-®1S y RMN identificando el
acido palmitico @), el palmitoleato de metilo (9), colesterol (L1), crinosterol (12),
clionasterol (13) y el campesterol (4). Se obtuvieron con un buen grado de pureza el
colesterol (11) (figura S.1.5.3a G®AS vy figura S.1.5.3b RMIH), el clionasterol (L3) (figura
S.1.5.4a GG®/S y figura S.1.5.4b RN-1H). y el campesterol {4) (figura S.1.5.5a GBAS y figura
S.1.5.5b RMNH), cuya estereoquimica en @4 fue determinada por los desplazamientos de
los metilos y su comparacion con lo reportado en literatura, verificando que en todos los

casos e$?931, Los compuestos aqui purificados junto con algunos patrones de acidos grasos,
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fueron evaluados como larvicidas contraAe. aegypti resultados que se presentaran mas

adelante.

Figura 5-5. Estructuras de los esteroles aislados o identificadosolesterol (11), ainasterol
(12), dionasterol (13) y campesterol (14)

Durante mucho tiempo se discutio la capacidad de las cianobacterias de producir esteroles
por sintesis de novg hoy en dia se acepta que los producen en bajas cantidadés Los
esteroles reportados contienen estructuras comunes como ebi@>, Cg 3%, G730, G930 (Co7
suelen estar metilados en €4, y los Go suelen tener un grupo etil en €4)42, El colesterol
es tipico de organismos eucariotas, ague puede ser aislado de fuentes bacterianas. Se
plantea que esto es posible gracias a que la bifurcacion primaria de los organismos
eucariotasque se dio hace tan so6lo 850 Ma y que la maquinaria biosintética del colesterol se
derivd de una actinobacteriamuy cercana a los conocidos géneroMlycobacteriumy
Streptomyce4’. Esto sugiere que algunas bacterias en la actualidad pueden producir el

colesterol.

Para el caso de las cianobacterias, se realizé un estudio con cultivos axénicos de especies del
género Anabaenayy se logaron aislar 13 esteroles saturados e insaturados, dentro de los
cuales se encontr6 el colesterol, el campesterol, el brassicasterol (epimero del crinosterol) y
el clionasterol, compuestos aislados también en este trabdfo A pesar de que las
cianobacterias del estudio mencionado an dulceacuicolas, 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 aisladosde Lyngbya agardh
incluyendo al sitosterol (epimero del &ionasterol)44. Sin embargo, no descartamos la
posibilidad de que estos esteroles provengan do otros organismos que estén presentes en el
mat, bien san otras cianobacterias, macroalgas o microorganismos como arqueas Yy/o

eucariotas.
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En cuantoa la fraccion FIV, también fue estudiada debido a que mostré ser muy activa como
larvicida de Ae. aegypt(100% de mortalidad a 50 pg/pozo). Se fracciond por una CC sobre
SiQ y se obtuvieron 7 fracciones (FIVL y FI\/7). La fraccion FIV1 (10.2 mg), quees muy
activa como larvicida contraAe. aegypt{100% de mortalidad a 50 pug/pozo), se analizé por
RMN-13C (figura5-6) observandcse una sefialen 1c 179.7 correspondiente a un acido
carboxilico, cuatro sefiales de metinos C3@n )¢ 130.18, 130.04, 130.01 y 29.89, lo que
sugiere la presencia de dobles enlaces. Las sefiales en la zona gniB y 23 corresponden

a metilenos de una cadena alifatica, y también se observan al menos dos metilos terminales
en)cl4.3y 14.1. En el espectro de RMM (figura 5-7) se observa una sefial compleja eu
5.35 correspondiente a protores de dobles enlacesina sefal en +2.32 asociado a protones
del GJ, una sefial enn 2.01 que puede asignarse a los protones de los metilenos alilicos
unidos también a la cadena alifaticayna sefal intensa emu 1.29 correspondiente a los

metilenos de la cadena alifatica y el metilo terminal ey 0.883°

Cadena
alifatica

C=0 (acido)

|

(CH=CH) CHs

Terminal

BN

i CDCI3

.....

Figura 5-6. Espectro de RMN3C del compuesto FIM en CDGl 100MHz.
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Figura 5-7. Espectro de RMNH del compuesto FIVL en CDGl 400MHz.

La fraccion FIV1 derivatizada con BE/MeOH fue inyectada por G@AS encontrando
miristato de metilo (4), palmitato de metilo 3) y en trazas el pénitoleato de metilo (9).
Estos resultados no son congruentes con lo observado en RMN, pues en los espectros se ve
claramente la presencia de una insaturacidn. Se inyectd sin derivatizacion enkd8y en este
caso no salié ningun pico cromatografico. Unalbqueda en literatura nos llevé a encontrar
gue las amidas primarias de acido graso insaturado presentan espectros de RMN muy
similares a los de los acidos grasos insaturados, con diferencias muy sutiles en cuanto a los
desplazamientos quimico$?. La presencia de una amida podria explicar el compamiento

de esta muestra en GEIS, pues presentan tiempos de retencidon mayores a los de los acidos
grasos con la misma longitud de cadena. Adicionalmente, las amidas son menos reactivas
ante la sustitucion acil nucleofilica, lo que podria explicar porquéo se obtuvieron sus
derivados metilados. Para establecer si el compuesto mayoritario en FIVcorresponde a
una amida y a un &cido carboxilo se registré un espectro de IR (figureBh Se observa una
banda tipica de carbonilo en 1703cm tipica del estramiento C=0 de acidos carboxilicos.
Por lo anterior, concluimos que en FIAL ha uno o mas &cidos grasos monoinsaturado con

geometria cis.



Capitulo 5 173

90—

%T

75

80

4000 3000 2000 1500 1000 500
1fem

Figura 5-8. Espectro IR de FIVL tomado en pastilla de KBr.

Por otro lado, h fraccién FIVV3 (poco activa) fue analizada por RMN y se identificé también

acido graso insaturada en FIAL y un compuesto tipo porfirinico. En el espectro de RMM

(figura 5-9) se observan sefales tipicas de un anillo porfirinico ern 9.80 (s,H-1), 9.46 (s,
Hr)y8.63(s,H) qh OAiI AEi 1T OAdAT A0 AA O AT ALS00AT 1T AARA
(ddd, X15.6, 9.9, 4.1, F2a) ademas de las sefiales del metileno Csh 1 1 6132 (dd, E15.6,

1.1Hz,Hc A6 q U X.8 4.1yHzj Hib). Adicionalmente se observa un metilo de éster

i AOpIl BBRIIBAM-wg U o T AOEIT O O1 Aws’le2 A 1HBIN,BI2(DT OLEO
Hs-1) y 3.25 (s, H-3). Se observan sefales para un doble enlace 1,2 disustituido con

CAT 1 AOODp Ans20 @l HP2)A 14.49)(m, HP1). Finalmente, se observan sefiales de

metilos en campo alto que son sefales complejas debido a que se solapan entre ellas Todas

estas sefiales nos llevan a identificar este compuesto como la clorofifd.4. Este pigmento

escomun y abundante en cianobacterias y especialmente en el géndioorea Este género

se caracteriza por contener pigmentos comoidocianina, ficoeritrina y allopicocianina,

ademas de clorofila &°.
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Figura 5-9. Espectro RMN!H de FI\V\6 en CDCJ en 400MHz

La fraccion FIV6 fue analizada por L&+)-HRESIMS encontrando dos picos cromatogréaficos
mayoritarios. Por RMN!H (figura S.1.6) se determiné que da fraccion es una mezclalel
acido insaturado (FI\*1) y otro compuesto. E pico cromatografico en 4.86 min muestra un
espectro de masas (figura8.0) con un ion enm/z 543.9724 y patrén isotdpico caracteristico
de compuestos hexaclorados y azufrado. Este ion corresponde a [M*ibugiere la formula
molecular Ci7H24CkN3O2S (C17H243°CkNsO;:S calculado para [M+H}= 543.97203 1 ppm).
Esta fraccion fue separada por HPLC preparativa usando una columna8 Gromasil
(10x250mm, 5t m) y una fase movil en gradiente de HD/MeOH, obteniendo 4 fracciones
(FIV-6.1 a FIV6.4) donde la fraccién FIV6.3 (8.1 mg) corresponde el compuest@&B5.
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Figura 5-10. Cromatograma de FIV6 obtenido en LC(+)-HRESIMS en modo positivo de

FIV-6 y espectro de masas del pico en tr 4.86 miiBY5)

En el espectro de RMNH de FIV6.3 (CB5) (figura 5-11) se obseran sefiales enn 7.73(d,

JF3.2 Hz, H15/ ¢ 142.7) y 7.33(d, F3.2 Hz, H16/ jc 120.1), que corresponden a los
metinos del anillo tiazolico; un doblete em+ 6.94 (d, 8.5 Hz, N-H) de proton de amida
secundaria; dos sefales ep46.15 (q,J7.0, H12/ ¢ 50.8 y 5.05 (ddd, JF11.1, 8.5, 2.4 Hz,

H-5/ 1c 47.6 de H
H-7/7c51.80n OAIl AEi 1
(m, H-3b/ ¢ 40.2 y 2.33 (m, H3a/ 1c 40.2QN U

OA

I AOAOOAI

AA AT ERT OAEADOBILOn, AX 1cp0.7yen 2.61 (m,
AT O OAdAILA@
THO.84(m, Béb/ ¢ 36.7) y 1.67 (m,

A A

H-6a/ ¢ 36.7). Adicionalmente, se observan tres metilos epw1.67 (d, 7.0 Hz, H-13/ \c
17.0), 1.48 (d,>X6.4 Hz, B-8/ ¢ 16.6 y en 1.37 (d,J6.4 Hz, B-1/ ¢ 16.4). La sefal enH
2.94 (s,N12-Me/ 1 ¢ 30.0 corresponde a unNMe

M12-Me

ccl-CH

CH2 (x2)

CH-CH: (x3)

diasterotopicos

ﬂi\‘%ur/\

)

2.5

Figura 5-11. Espectro de RMNtH del compuestoCB5en CDG 400MHz.
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El espectro de RMN3C de FIV6 (en mezcla, figura 512) confirmé las sefiales antes
descritas, donde tambié& se observan 2 sefales de carboxilos tipo éster y/o amida g
171.8 (G11) y 170.8 (G13), sefales caracteristicas del anillo tiazélico enc 169.4 (G14),
correspondiente al carbono cuaternario. También vale la pena notar dos sefales particulares
de Gcuaternario en)c105.4 (G9) y 105.1 (G10) correspondientes a grupogCC$. Con esta
informacion se debe tratar de un compuesto tipo lipopéptido policlorado con un anillo
tiazolico. De cianobacterias, se han aislado compuestos de este tipo como la cal#oci
dysidenina y sus derivados, que fueron originalmente aislados de esponjas del género
Dysided®. Al realizar la busgeda en Marinlit, usaado también los datos de L&+)-HRESIMS
para CB5, se encontr6 que este compuesto podria ser la dysidenina, la isodysiderttha
(epimero en G5 de la dysidenina), la pseudodysidenina (que se diferencian en la posicion de
NMe de la dysidenina)® o la neodysidenina (epimero en €2 de la pseudodysideninad#. En

la figura 5-13 se presentan lagstructuras de estos lipopéptias con su respectiva asignacion

estereoquimica.

fam o Sefiales CH y CH2 alifaticos | ...
i, oy A A 1 é (algunas sefiales de UFA)
C=0 (x2) L
(gster/amida) CCls (X?__I l ‘ ‘ | l“
PO o | — - ANTRLIITR
i ww—rm ] Suring bouds it e T Ay gy e
UFA
\\ / ccla-CH|| | N1z-Me
\ (x2) CH-CH3 | seee
\T CH-a (x3) |

Figura 5-12. Espectro RMN13C de FIV6 en CDGlen 100MHz

Con el fin de determinar cual de los tres compuestos correspondeCi5, se analizaron los
espectros de RMN 2D (COSY figura S.I.53QC figura S.1.5.8 y de HMBC figura S.1.5.9). Para
establecer la posicion deNMe, se observo la correlacion en HMBC de éstejer?.94 (s) con

el metino G12 en)¢50.8 y con el carboxilo €11 en)c171.8. Lo anterior permitio confirmar

gue elNMe esta en la amida del carboxilo-C1. En la figura 514 se observan los principales
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acoplamientos en COSY y HMBC que permitieron estai®e la estructura plana deCB5es
igual a la de la pseudodysidenina o a la de la neodysidenina (epimeros). En las tabldsy5

5-5 se observan las asignaciones de RMN y RMN13C, respectivamente, par&B5.

Em 5

Q* @)\ CH\

Dysidenina Isody51den1na

g)

Neodysidenina 10-declorodysideatiazol

Pseudodysidenina

Figura 5-13. Estructuras de la dysidenina, isodysidenina, pseudodysidenina, neodysidenina
y 10-declorodysideatiazol

Figura 5-14. Estructura de los compuesto£B5y CB6,y sus acoplamientos claves en los
experimentos COSY y HMBC
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Tabla 5-4. Asignacion de sefiales en RMM para los compuesto$B5, CB6y los datos reportados para la dysidenina, la

isodesydenina, la pseudodysidenina, la neodysidenina y la-teclorodisydeatiazol.

CB5 CB6 Dysidenina s Isodysidenina  Pseudysidenina  Neodysidenina 2 10-
50 6 declorodysideati
azol4®
Posiciona 4, (Jen Hz) 1+, (Jen Hz) 11, JenHz) 7w, (Jen Hz) 11, (Jen Hz) 11, (Jen Hz) 11, (Jen 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 (102, 2.80, m
6.7, 3.2)
3 2.33, m 2.28, m 2.50, m 2.51, dd 2.34,dd (15.0, 232, m 234, m
(16.0, 9.5) 10.0)
3.07, dd 2.62, m 3.08, dd 3.07,dd (15.0, 3.09, dd (15.3, 259, m
(14.8, 2.4) (16.0, 2.0) 2.5) 2.4)
5 5.05, ddd 5.05, ddd (11.3 5.27,dd 5.34,dd (9.0, 5.10,ddd (11.0, 5.06, ddd (11.1, 5.56, m
(11.1, 8.5, 9.0, 3.1) (11.0, 4.5) 4.5) 9.0, 2.4) 8.4,2.4)
2.4)
6 1.67, m 1.67, m 194, m 1.49, m 1.67, m 1.67, m 2.7, m
234, m 2.35m 3.10, m 294, m 2.35, brt (13) 2.38, m 2.14, ddd (13.5,
10.0, 35)
7 261, m 258, m 220, m 2.68, m 2.60, m 2.60, m 2.7, m
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, 5.43,dq (8.0, 6.15,q (6.9) 6.17,q (6.7)
7.0) 7.0)
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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Ns-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)
Ni2-H 6.94, bd (8.5) 6.60, bd (9.0) 7.08, d (9.0) 6.70. bd (8.4)

Ns-Me 2.94,s 2.94,s 294, s 2.94,s
Ni2-Me 3.04,s 298, s -

La nomenclatura usada para este compuesto es la misma empleada en el reporte de literatura con los que se comparan los daspdatos
gquimicos?6.49.50,

Tabla 5-5. Asignacionde sefales en RMN3C para los compuesto€B5,CB6Y los datos reportados para la dysidenina, la
isodesydenina, la pseudodysidenina, la neodysidenina y la-teclorodisydeatiazol.

CB5 CB6 Dysidenina5° Isodysidenina  Pseudysideninas Neodysidenina26 10-declorodysideatiazol 4
Posiciona Yy Ah | YAh I Ah 1 ¢ AR 160 1 Ah T Ol 1 Ah 1 Ol 1Ah 1 010

1 16.4, CH 15.7, CH 17.3, CH ND2 17.3, CH 16.3, CH 16.6, CH
2 50.7, CH 41.5,CH 51.4,CH NDa 51.4,CH 50.6, CH 48.7, CH
3 40.2,CH 39.4,CH 37.4,CH ND2 37.4,CH 40.3,CH 39.8,CH
4 170.8,qC 170.5,qC  171.2,qC ND= 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,CH 37.3,CH 31.0,CH ND2 31.0,CH 36.9, CH 39.2,CH
7 51.8, CH 51.9,CH 51.9, CH ND& 51.9, CH 51.74, CH 40.8,CH
8 16.6, CH 17.2, CH 16.2, CH ND2 16.2, CH 16.5, CH 15.1, CH
9 105.4,qC 104.4,qC  105.5,qC ND= 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 ND= 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, CH 16.9, CH 21.8,CH ND2 21.8,CH 16.8, CH -

14 169.4,qC  169.4,qC  168.2,qC ND= 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, H
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16 120.1,CH 119.4,CH 118.9, CH NDa 118.9, CH 119.9, CH 119.4, CH
Ns-Me - - 30.8,CH NDa - - -
Ni2-Me 30.0, CH 29.5,CH - NDa 30.8, CH (n12-Me) 29.8, CH (n12-Me -

La nomenclatura usada para estosompuestcs es la misma empleada en losportes de literatura con los que se comparan los desplazamientos

gquimicos?6.49.50



Por otro lado, la fraccion FV mostro una actividad moderada como larvicida, con una
mortalidad del 67% a 50t g/pozo. Fue separada por HPLC preparativo usando una
columna Kromasil G8. se obtuviera 2 compuestos puroCB6 (tr: 25.1 min, 1.9 mg) y
CB7(tr: 26.3 min, 1.5 mg).Las sefales d&CB7 observadas en el espectro de RMAH
(figura 5-15) y carbono (figura S.1.5.10 HSQC) fueron casi idénticas a lasGES. En la
figura 5-15 se observa el espectradle RMNIH de CB7y de CB5 sobrepuestos, donde
se observa que la Unica diferencia radica en el desplazamiento del NH, que puede
presentar corrimientos por un efecto de concentraciorPara determinar siCB5y CB7
son el mismo compuesto, se analizaron paHPLGELSD usando una columna UHPLC
G-8 Kinetex por coinyeccion. Los perfiles de coinyeccidn mostraron un solo pico
cromatografico, corrobrando queCB5y CB7son el mismo compuestoEn la tabla 54

y 5-5 se presenta la asignacion de las sefales dé€B5 mostrando que los
desplazamientos en RMNH y RMN!3C son casi idénticos a los reportados para la

neodysideninaes.

uuuuu

N
L [ W R | UV WL =

T T T T T T T
4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5
f1 (ppm)

Figura 5-15. Comparacion de espectro RMNH deCB5y CB7en CDGlen 400MHz

La dysidenina fue aislada en 1977 de la egpja marinaDysidea herbaceaque esta en
simbiosis con la cianobacteria®scillatoria spongeliaé®. Este compuesto esn potente
inhibidor del cotransportador yodo-sodio de la tiroide bovina.El epimero de la

dysidenina en el carbono & es la isodysidenina, también aislada de la misma especie
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y tiene actividad ictiotdxicebl. Estos compuestos se caractean por la presercia del
aminoacido muy poco comun 5,5 Sricloroleucina. La neodysidenina es un compuesto
relacionado con dysidenina y isodysidenina, pero a diferencia de ellos no se halla
metilado en el residuo de 5,5,8ricloroleucina, sino en la tiazolil alanina(NMe en el G
12). En estos compuestos los centros asimétricos de los grupos tricloroisopropilo son
invariablemente S, mientras para el caso de & se pueden tener los dos
estereoisdmeros. De hecho, la dysidenina y la isodesydinina (figural3) son
epimeros en G5. También se han observado variaciones en el centro asimétrical@
como es el caso de la pseudodysidenina y neodysidenina (figural8). En términos
generales se ha observado que la rotacion Optica edteertemente influenciadacon la
estereoquimica deC-5, teniendo valores mrgativos para cuando ste centro asimétrico
es S y positivos cuando esR Mientras que las técnicas de dicroismo circular
(transiciones nza 6 QD A diférénciah mas claramentelos estereoisomeros en €
1226,

Se determiné el valor de la rotacion 6ptica d€B5, presentando un valor negativo
mayor que el reportado para la neodysidenina. Con la alta similitud en los
desplazmaientos quimicos en RMN déB5 con los reportados para la neodysidenina
podemos afirmar queCB5es la neodysidenina o su enantiomero. Al presentar un valor
de la rotacion oOptica cercana la reportada para la neodysidenina podemos afirmar
gue CB5 es la neodysidenina.No obstante, es importante realizar esperimentos

adicionales que permitan confirmar que efectivament€B5es la neodysidenina.

Por otro lado, el compuestdCB6 (FV-V.2)fue analizado por L&+)-HRESIMS (figura 5
16) mostrando un ion enm/z 510.0110, correspondiente al [M+H}, congruente con
una formula molecular G7H24CbN3O:S (G7H243°CEN3O:S calculado para [M+H}
510.01103 0 ppm). El patrén isotopico también confirma la presencia de 5 cloros, uno
menos que lo encontrado paraCB5. El espectro de RMNH (figura 517) del
compuesto CB6 resultdé similar al espectro deCB5. Asi, se observan las sefales
caracteristicas del anillotiazolico en11 7.73 (d,>X3.2 Hz/1c 141.4) y 7.33 (d,J=3.2 Hz
/ 1c119.4). Del metino em+u 6.16 (g, 7.0 Hz/ 1c50.5) de la tiazolil alanina, y del
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i AGETT | AA fisBS (6dO,&F148) 9.0A311 HzA c47.6). La sefialque
marca una difererciacon CB5corresponde al metino emn5.94 (d,J3.1 Hz /1 c77.4)
gue corresponde a un metio diclorado, arreglo estructural también encontrado en los
analogos dadysidenina. & observan dos sefiales de metilenos diasterotépicos, uno en
1H2.28 (M /1c39.4) yen 2.62 (m /1¢c39.4), y el otro emn 1.67 (m /1c36.7) y 2.35
(m/ 1¢36.7). Finalmente, se observan sefiales de 3 metilos gn1.68 (d, J=7.0 HzAc
16.9), 1.48 (d, J=6.3fc17.2) y en 1.19 (d, J=6.7 Hz/c15.7), como también la presencia
de unNMe enH 2.94 (s/1¢28.5). Usando el HSQC (figura S.1.5)¥Re posible asignar
los carbonos correspondientes a las sefiales observadas en el espectro de RMNya
gue por la poca cantidad de muestra no se pudo obtener un buen espectro de RIMIN
Por medio del HMBC (figura S.1.5.13) se determinaron los desplazamientos de los
carbonos cuaternarios, como lo son dos carboxilos g 170.5 y 170.2 de amidas o
ésteres, otro em c104.4 correspondiente al grupo-CCt U Acl1694 que hace parte

del anillo tiazdlico.

5120080
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, 4073478 ‘
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Figura 5-16. Espectro de masa del pico en tr 4.26 mirCB6)
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Figura 5-17. Espectro de RMNH del compuestoCB6en CDG 400MHz.

Para determinar k& posicion deN-metilacion enCB6se observo la correlacion en HMBC
de la sefial em+12.94 (s) con el carboxilo €1 y el metino G12, confirmando laNMe
en el grupo amida de €2. 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, esta @da por la falta de un &tomo de cloro en el carboneXD de uno de los
residuos 5,5dicloroleucina. Los desplazamientos quimicos de esta posicion coinciden
con los reportados para el 1@declorodysideatiazol (figura 5-13)4°. La asignacion de
este compuesto se observa en la tabla-by 55, y su estrwctura plana con las
correlaciones halladas en COSY y HMBC se observan efiglara 5-14. Se realizé una
busqueda en Scifinder usando la estructura plana planteada paf@B6, el cual se
nombra como10-decloroneodysidenina y no se hallé ningun reporte asociado. Por lo
tanto, esta es la primera vez que se reporta este compueso la literatura. En cuanto

a la estereoquimica, no fue posible determinarla debido a que requiere varias
reacciones de hidrdlisis y ozondlisis, y la cantidad de muestra fue una limitante. Por
otro lado, el valor de la rotacién 6ptica no fue muy informativo dado a que esta muy

cercano a cero, y no nos permite determinar la asignacion del centro asimétricesC

Finalmente, se estudio la fraccion FVII debido a que fue la que presentd la mejor
actividad larvicida, mostrando una mortalidad del 100% a 10 pg/pozd-ue separada
por HPLGELSD preparativa usando una columna -& Kromasil, obteniendo 4
fracciones (FVIFL y FVIH4). En la fraccion FVH2 se obtuvo el compuest&B8(tr: 12.5
min, 1.0 mg), el cual fue analizado pdr)-HRESIMS y RMN.
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La fraccion FVII fueanalizada porLG(+)-HRESIMS en modo positivo y el pico en 7.23
min, que corresponde al compuest&B8, presenta el espectro de masas que se observa
en la figura 518, con un ion emrm/z 913.5645, siendo [M+H}, que corresponde a una
formula molecular de GsH7sNeOr1 (calculado para [M+H}=913.5650 gpl1 ppm). En el
espectro también se observan un ion em/z 896.5374, que corresponde a una pérdida

de un grupo amino [MNHsz+H]*y otro enm/z 919.5190 que es el adcto [M-NHz+NaJ*.
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Figura 5-18. Espectro de masa del pico en tr 7.23 mirCB88)

En las figura 519 se presenta el espectro de RMMH, y los espectros bidimensionales
estan las figuras del anexo (COSY, figura S.1.5.14; HSQC, figura S.1.5.15, HMBC, figura
S.1.516). El espectro de RMNSC no fue posible obtenerlo debido a la poca cantidad
obtenida del compuesto. EI RMNH de CBS8 sugiere que este compuesto es un
depsipéptido, por las sefiales tipicas de-d  ob délaminoacidos e hidroxiacidos en
du 5.71 (dd, F12.1, 4.8 Hz/yc57.3), 5.52 (d,3=9.8 Hz/1¢.77.5), 4.82 (dd k=11.0, 1.6
Hz/ 1c.72.0), 4.73 (dd 7.6, 2.0 Hz/1c.54.0), 4.62 (m/)c.57.4), 4.41 (dd k9.5, 2.3
Hz/ 1¢.58.9) y 4.12 (dd,J=7.7, 2.5 Hz/1c.64.5). La sefial erdn 4.68 corresponde al
protén del grupo hidroxilo, puesto que no presenta acoplamientos en HSQC. También
se observan 3 sefales asociadas a NH en 7.27 (m, 2H), 7.2&8,5 Hz) y 6.91 (dJ=7.6
Hz), tres singletes intenss endn 3.75 (s/ 1¢55.7), correspondiente a unOMe, y end
3.08 (s/1¢31.9)y 2.98 (s/71c31.0) que corresponden a dotNMe. Por HSQC se lograron
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identificar nueve metilenos diasterotopicos (tabla 56) y se observan nueve sefales de
metilos adicionales,dos metilos singletes erdn 1.37 (s/1c.17.1) y en 1.17 (shc.25.4),
seis metilos dobletes erdn 0.97 (d, JF7.2 Hz/1c23.6), dos metilos solapados en 0.93
(d, 6.5 Hz/7¢.20.1), 1.05 (d, 6.5 Hz/|c.20.0), 1.01 (d,:6.6 Hz/1¢c.16.3) y 0.73 (d,
J6.6 Hz/1c.16.1), como también erdn 0.96 (obscured, m/yc.12.4). Se identificaron
dieciséis metinos, siete previamente descritos como protonest yb Hle | os resi duoc
un carbinolico adicional et 4.05 (mj c67.3) caracteristico de un residuo de trenina,
cuatro metinos aromaticas tipicos de paradisustituidal4 7.08 (d,J8.2, 2H/dc129.5) y
6.77 (d,JF8.2, 2H/dc113.7) y un metino de triple enlace terminal erdx 1.95 (t, =2.5
Hz/ 1 c.69.4). Por medio del HMBC fue posible identificar carbonos cuaterrios como
varias sefiales de carboxilos entrelc 169 y 174, tipicos de amidas o ésteres, dos
carbonos s en)c129.8 y 158.4 pertenecientes a un sistema aromatico y un carbono

sp en) c84.4 del triple enlace.
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Figura 5-19.Espectro de RMNH del compuestoCB8en CDCG 400MHz.

Se identificaron siete residuos que corresponden a cuatr@-aminoacidos, un b-
aminoacido y dos hidroxiacidos, cuya determinacion estructural se realiz6 usando los
experimentos 2D de RM. En la figura 520 se observan las correlaciones en COSY y
HMBC de cada una ellos. Asi se identificoNiMie-OMe tirosina (NMe-OMe-Tyr), (ver
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figura 5-20 a.), laOmetilacion se dedujo por el acoplamiento en HMBC entre el metilo
ends 3.75 (Hs-10) y el G7 en dc 158.4, y laN metilacién se determind por el
acoplamiento del metilo endn 3.08 con el € endc57.3. Finalmente, los acoplamientos
entre el H2 (dn 5.71) y H-3 (dn 2.84) con el carboxilo erdc 171.0 confirman que éste
es C1l. También se i@ntifico el acido ledcico también conocido como el &cido-2
hidroxiisocapréico, cuyas correlaciones en COSY y HMBC se observan en la figta@ 5
b. Cabe resaltar el desplazamiento del GMend+4.82 ydc 77.0 que es tipico de ut}
hidroxiacido. El carboxlo perteneciente a este residuo no fue determinado por
ausencia de correlaciones con de los protones®y H-3. Para el caso de la valina (Val)
se observan las correlaciones en la figura20 c. Es preciso mencionar que la ausencia
de un acoplamiento COS¥ntre d4 4.73 (H-2) y el metinodu 1.87 (H3) se debe
principalmente a un asunto conformacional, donde el angulo de los dos protones esta
cercano a 90° y por tanto, el valor de ldes muy pequeié?. La sefal erdc 172.8 se
asigné como €l de este aminoacido ya que tanto el metino-Bl como el NH ¢+ 6.91)
presentaron correlaciones en HMBC con este carboxilo. Se determind 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 e 4.05 (m/dc67.3, H3) muestra una
correlacién en COSY con el proton ain 4.68 (d,J=11.5 Hz), el cual pertenece al grupo
hidroxilo. Tanto el metino H2 como el NH @+ 7.24) mostraron acoplamientos en
HMBC con el carboxilo edc 169.7 que por tanto es €l para este aminoacido. El quirtt
residuo fue laNMe-isoleucina (NMe-lleu), cuya estructura y correlaciones se observan
en la figura 520 e. LaN metilacion se determind por el acoplamiento del metilo
singlete endn 2.98 con el CH2 endc64.5 (d+ 4.12, dd). El carboxilo erdc 169.9 se
establecio como €l de este aminoacido debido al acoplamiento con el metinc-2
Todos los aminoacidos anteriores son comunmente encontrados en compuestos

aislados de cianobacterias.

Un sexto residuo es el acido 2;8imetil -3-hidroxi -7-octindico, también conocido como
Dhoya por sus siglas en inglés, el cual es poco comun en la naturaleza, pero se ha

encontrado en varios compuestos de cianobacteiras como las viequeamidas, el



18 Busqueda de compuestos con posible actividad insecticida a partir de cianobacterias marinas del Car

8 colombiano

kulolido-1, el pitipeptolido A y D, y las dudawalamid&d$, siendo estas Ultimas
compuestos obtenidos déMoorea producen®, que es la misma especie aquitadiada.
La estructura son sus acoplamientos en COSY y HMBC se presentan en la fig@faf5
Los dos metilos singletes erdn 1.17 (s/dc 25.4, K-9) y 1.37 (s/dc 17.1, H-10)
mostraron correlaciones intensas en HMBC con el metino oxigenado dn 77.5 (dn
5.52, d¥9.8 Hz/ CH3), con un carbono cuaternario emc47.0 (G2) y con un carboxilo
endc175.1 que corresponde al & de este residuo. El sistema dgpindeterminado por
las correlaciones en COSY inicia con el metino oxigenade3 Kt 5.52) queacopla con
los protones del metileno H-4 (dn 1.52, m/dc27.7, H-4 y 1.66, m/dc 27.7, H-4), que

a su vez acopla con el metilenozH5 (du 1.53, m/dc 24.8, H-5y 1.59, m/dc 24.8, H-
5), que continua la cadena con un acoplamiento con un tercer nletio H-6 (du 2.19,
m/dc 18.2, H-6 y 2.30, m/dc 18.2, H-6). Este ultimo metileno (H-6) presenta un
acoplamiento adicional en COSY a cuatro enlaces con un metinodenl.96 (d, J2.5
Hz/d 69.2, H8) que corresponde al metino sp del triple enlace. &3¢ acoplamientos a
cuatro enlaces en COSY son comunes debido al sistema insatupadoas correlaciones
antes descritas se confirman por los acoplamientos presentados en HMBC que se
presentan en la figura 520 f. Los valores de desplazamiento quimico tanto para

carbono como hidrégeno resultan congruerds a lo reportado en literatur&4.s.

El daltimo residuo se identific6 como el acido 34liaminopentandico, el cual no se ha
reportado como aminoacido en compuestos cianobacterianos. Sin embargo se ha
reportado la presencia deb-aminoacidos en metabolitos obtenidos de cianobacterias,
como el mencionado anteriormente acido 2netil-3-aminobutandico (Maba), que se
encuentra en compuestos como la dolastatina>®y la guineamida B7, como también

el &cido 3amino-2-metilhexandico (Amha) presente en la medusamida. En cuanto a
los aminoacidos aminoterminales también se han aislado de cianobacteiras como la
lisina que esta presente en la Kempopeptina B, compuesto aislado ldgngbyasp 53
Esto sugiere que la estructura de este aminoacido es posible biosintéticamente. Su
estructura y acoplamientos en COSY y HMBE observan en la figura 20 g. EI metino

endd 4.62 (m/ dc 57.4, H3), 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
diasterotopicos diferentes, uno erdn 1.51 (m/dc 34.3, H-2) y el otro endn 1.98 (m/ dn
25.9, H-4). La sefial de b4 acopla en COSY con &8 (du 3.71, m/dc 47.3, H-5y 3.43,

m/ dc 47.3, H-5), que por su desplazamiento corresponde a un metileno unido a un
grupo amino. Lo anterior se confirma por el agplamiento en COSY entre ¢-b con el
NHz (du 7.27, m, 2H). Las correlaciones en HMBC confirman la estructura planteada
usando los acoplamientos en COSY. El carboxilo de este aminoacido no logré

observarse en HMBC.

Py
QN o/
NMe-OMe-Tyr 2 %7_
3

. HN/LLLL H/izz
£ byt

5
Acido Léucico Thr

b

NMe-Tleu
c

8

EEmmmm——  Acoplamientos COSY a 3 enlaces

/\ Acoplamientos HMBC 'H-13C

/\ Acoplamientos COSY a 4 enlaces

Figura 5-20. Estructura de los residuos de aminoéacidos identificados del compuesto
CB8mostrando los acoplamientos claves en los experimentos COSY y HMBGQIMe-
OMe tirosina (NMe-OMe-Tyr), b. acido lelcico, c.valina (Val), d. Treonina (Thr), e.
NMe-isoleucina (NMe-lleu), f. acido 2,2dimetil -3-hidroxi-7-octanindico (Dhoya) y g.
acido 3,5diaminopentandico. Los carboxilos en gris no fueron asignados.

La conexion de estos residuos se realizé por medio de los ptamientos de HMBC que
se describe a continuacion. El residuo de Dhoya se une al carboxilo de la Thr por la
correlacion entre el H3 (d45.52, d) de Dhoya con el-C de la Thr @c169.7). La Thr se

une al carboxilo de laNMe-OMe-Tyr por al acoplamiento deH-2 (dn4.41, dd) y NH ¢H
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7.24,d) de la Thr con el @ (dc171.0) de laNMe-OMe-Tyr. A su vezNMe-OMe-Tyr se
une al carboxilo de la Val por la correlacién entre &lMe (d4 3.08, s) con el carboxilo
de la Val €c172.8). La Val se une a un carboxilo et 174.9 que no fue asignado
previamente. Lo anterior por el acoplamiento en HMBC de-2(d+4.73, dd) y NH ¢x
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) correspode a laNMe-lleu que se une al carboxilo en
172.7, que tampoco fue asignado a ningun residuo. Lo anterior por el acoplamiento del
NMe (dH2.98, s) de IadNMe-lleu con el carboxilo erdc 172.7. Una tercera subestructura
(1) es el residuo del acido 3,5diaminopentandico, cuyos protones no mostraron
acoplamiento alguno con algun carboxilo. Lo mismo sucede para la sutpestura 1V
gue es el residuo del acido leucicoque tampoco muestra correlaciones con los
carboxilos. Con el fin de tratar observar estas calaciones se registraron otros
experimentos de HMBC variando el valor d&(J>3 Hz yJ5 Hz yJX7 Hz). Sin embargo,
estos experimentos no mostraron las correlaciones necesarias para poder esclarecer
los carboxilos de los residuos mencionados. Por lo anter, la elucidacion se realizo en

base con datos de la literatura como se menciona a continuacion.

Propusimos la estructura presentada en laidgura 5-21 b. Planteamos que el acido
letcicoesta unido al carboxilo G1 del residuo Dhoya por medio de un grupéster. Lo
anterior puesto que los depsipéptidos aislados de cianobacterias que contienen Dhoya
presentan una union tipo éstef4.55. Asi el 4cido lelcices el unico residuo que podria

presentar esta union tipo éster con Dhoya, lo que permite unir la subestructura | y IV.

Hay solamente una forma de ensamblar las subestructuras Il y Ill. Por un lado, el
carboxilo endc 174.9 (en el extremo de la Val de la subestructan) no podria ser el €

1 del acido leucicoporque ciclaria el péptido y quedarian 3 residuos sin incluir.
Entonces la dnica posibilidad es que dicho carboxilo sea el1Cdel acido 3,5
diaminopentandico, el cual no se habia identificado. Asi se unen las subestructuras I,
'y V.
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Finalmente, el carboxilo €1 de laNMe-lleu (subestructura Il) debe esté unido al grupo
b-amino del 4cido 3,5diaminopentandico (subestructura 1V) y por tanto, el carboxilo
en 172.7 dée estar unido con el CF2 del 4cido lelcico Proponemos una estructura
ciclica porque se ajusta & formula molecular hallada en (HHRESIMS (63H76011Ne),
como se menciond anteriormente. De esta manera, se establece qOB8 es un
depsipéptido ciclico nombrado cicl¢(Dhoya)-(Thr) -NMe-(OMe-Tyr) -(Val)-(4cido 3,5
diaminopentandico)-NMe-(lleu) -(&cido lelcicq). La asignacién completa se encuentra

en la tabla 56.

4
j;:‘*\ j\ 3 _NHy
5 . 9 [ H
R - o] : ~ S 0
s (1Al YT
N Al s
v 3 i o
0

a. b.
7~ X umBc e

Figura 5-21.Correlaciones claves en HMBC para el ensamblaje del compue€iB8 a.
Subestructuras | (verde), Il (azul), lll (rojo), IV (morado)carbonilos no asignads en
gris b. Propuesta de la estructura del compuest@B8

Tabla 5-6. Asignacion de sefiales en RMMNH y RMN-13C para el compuest&B38

CB8(CDC}, 600MHz)

Posiciona | Ah | 11, (Jen Hz)

Dhoya
175.1, cC
47.0,qC
77.5,CH 5.52,d (9.8)




19

Busqueda de compuestos con posible actividad insecticida a partir de cianobacterias marinas del Car

colombiano

4 27.7,CH 152, m
- 1.66, m
5 24.8,CH 153, m
- 159, m
6 18.2,CH 2.19,m
- 2.30, m
7 84.4,qC -
8 69.2, CH 1.96,d (2.5)
9 25.4,CH 1.17,s
10 17.1,CH 1.37,s
Thr
1 169.7, qC -
2 58.9, ¢H 4.41,dd (9.5, 2.3)
3 67.3, CH 4.05, m
4 20.0,CH 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)
3 325,CH 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,CH 3.75, s
NMe 31.9,CH 3.08, s
Val
1 172.8,qC -
2 54.0,CH 4.73,dd (7.6, 2.0)
3 32.2,CH 187, m
4 20.9,CH 0.93,d (6.5)
5 16.1, CH 0.73, d (6.6)
NH - 6.91, d (7.6)
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Acido 3,5-diaminopentandico

174.9, qC -
34.3,CH 2.30, m
- 151, m
3 57.4, CH 4.62, m
4 25.9,CH 211, m
- 1.98, m
5 47.3, CH 3.71, m
- 3.43, m
NH2 - 7.27, m
NMe-lleu
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,CH 1.90, m
- 1.76, m
5 12.4, CH 0.95, m
6 16.3, CH 1.01, d (6.6)
NMe 31.0, CH 2.98, s
Acido letcico
172.7,qC -
72.0,CH 4.82,dd (11.0, 1.6)
38.5, CH 1.73, m
. 1.49, m
4 25.3, CH 1.77, m
5 23.6, CH 0.97,d (7.2)
6 20.9, CH 0.93, d (6.5)

De otro lado,la fraccién mayoritaria fue FVI4 (tr:15.1 min, 8 mg) que fue analizada
por RMN (figura 522), pudiéndose establecer que es una mezcla de un acido graso,
por la sefal intensa endy 1.29 y el metilo terminal endn 0.84, con otro péptido
diferente, juzgado por las sefiales entrdn 4.5 y 5.5. También se observan 5 singletes
correspondientes a Nmetilaciones. 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!H deFVII-4 en CDCGlen 400MHz

Actividad biolégica

Finalmente, se evalud la actividad biologica 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 patronesl( 2, 3,4, 8) y el del acido oleico para comparar con los
resultados de FIV1. En la Tabla 57 se encuentran los resultados de los bioensayos. El
acido oleico mostré una muy buena actividad con un 92% de mortalidad a $@/pozo
(0.18 mM). Estos resultados son congruentes con lo reportado por Harada y
colaboradores, donde encontraron que los acidos grasos insaturados presentaban
actividad larvicida contra Ae. albopictus teniendo mayor actividad a medida que

aumenta el nanero de dobles enlaces.

Tabla 5-7. Resultados de los ensayos de actividad biologica de los compuestos aislados
de algunos patrones de compuestos identificados en mlat Mooreaproducens(IBUN-
03496)

% Mortalidad %Mortalidad %Mortalidad A. AChEI
i i de

Compuesto Larvas de Ae. A. salina salina ) (mm
P aegypti i pg8u C ipcu tCTI diametro)
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(v t ¢CTDI
Acetona control NAa 3 3 NAa
(um t, ADIT UI
CHCkcontrol (p it , 7pi 8 NAza NAz2 -
MeOH control (p mt , 7D 0 NAza NAz2 -
Malation j pt t CTDO NAz2 100 100 10
DDTj pm t ¢7¥Hi U 100 (0.1 mM) NAza NAz2 NAz2
CB5 33 (0.09 mM) 23 (0.02 mM) 13 (0.23 mM) 3
Acido miristico (1) 55 (0.22 mM) 33 (0.06 mM) 100 (0.55 mM) 3
Acido Palmitico (2) 8 (0.20 mM) 20 (0.05mM) 100 (0.49 mM) 3
Palmitato de Metilo 0 (0.19mM) 17 (0.05 mM) 37 (0.46 mM) 4
3)
Miristato de Metilo 0 (0.21 mM) 13 (0.052 mM) 17 (0.52 mM) 4
(4)
Estereato de metilo 0 (0.127 mM) 7 (0.04 mM) 17 (0.42 mM) 0
®
Acido oleico 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 NE° NEe 0

aNA: no aplica
bNE: No ensayado

Por otro lado, laCB5 (neodysidenina) presentd una mortalidad deB3% a 50t g/pozo

(0.09 mM), que es una actividad baja, sin embargo, durante el seguimiento del

desarrollo larvario se observo que este compuesto no permitié que las larvas de.

aegyptise desarrollaran normalmente. En la figura 23 se puede ver las fotgrafias a

los 6 dias después de tratamiento de (a) los pozos expuestos doB5, y de (b) el

control negativo usado (CHG). Se observa una diferencia entre los dos casos, no

solamente en tamafo, sino también en color e incluso en el instar larvaifo

Normalmente, las larvas dé\e. aegypttienen una primera muda entre el instar Il y 1l

a juzgar por la morfologia de las larvasxpuestas a&CB5ellas parecen estar en un instar

[I, mientras que las larvas del control negativo estan en instar IV. Es posible DB5

sea un controlador de larvas de tipo larvistatico, donde no se produce la mortalidad

larvaria, sino que se interrumpe & desarrollo larvario, evitando procesos de muda.

Para confirmar esta hipétesis deben realizarse muchos mas ensayos que demuestren

gue CB5es un disruptor de crecimiento, lo cual no fue abordado en este trabajo.
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a.

Figura 5-23. a.Larvas expuestas £B5(50t g/pozo) al sexto dia de tratamientop.
Larvas expuestas a CHE(50 t L/pozo) al sexto dia de exposicion.

En los ensayos de toxicidad se observa que el compuesto mas activo como larvicida, el
acido okico, fue inactivo a 12.5 g/mL y 12.5{ g/mL, lo cual es un indicador de que
este compuesto puede no ser ecotoxico y selectivo como larvicida. Lo mismo se
observé para CB5 que también fue poco mortal paraA. salina en ambas
concentraciones. Solamente logcidos grasos saturadosl(y 2) mostraron toxicidad a

125 t g/mL. En estudios sobre el efecto que tienen los acidos grasos Ansalinase
determind que el modo de accion de este tipo de compuestos puede estar relacionado
con la inhibicién de la ATPasa dedyy K*, donde se presenta una mayor inhibicién en
los acidos grasos no esterificados con insaturaciorf&s No obstante, al evaluar
nuestros resutados, observamos que los acidos grasos saturadby 2 mostraron una
mejor actividad contra A. salinaque el acido oleico, que es un compuesto insaturado.
Consideramos que estas diferencias con respecto al reporte se debe a que las
evaluaciones de la infdicion de la ATPasa se realizaron en bioautografia usando la
ATPasa extraida del camarédn y al no evaluarlos directamente conAasalina,no es

posible determinar si estos compuestos puedan atravesar las barreras biologicas.

En cuanto a la actividad comanhibidores de AChE, no se observé una actividad
notable por parte de los compuestos ensayados. Para los géneros cianobaterianos

Lyngbyay Mooreano se han reportado compuestos con actividad inhibidora de esta
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enzima. Hay reportes de cianobacterias comaonliibidores de AChE del género
Anabaena de la cual se logré aislar el potente inhibidor Anatoxina(s)él. Estos
resultados se podrian interpretar como una ventaja ya que los mosquitos 8e. aegypti
ya han desarrollado procesos de resistencia a los insecticidas con actividad AChEI, y
por tanto, los compuestos omo el acido oleico y 1&CB5 (neodysidenina) pueden ser

unos buenos candidatos como insecticidas que no van por este modo de accion.

5.4 Conclusiones

El mat IBUN-03496 fue identificado morfol6gicamente comdMoorea produceny fue
seleccionado para estudio quinco debido a que su extracto mostré6 una buena
actividad larvicida. Fue fraccionadoy se obtuvieron9 fracciones de las cuales 6 (FlI,
Flll, FIV,FV, FVII y FVIII) exhibieron actividad larvicida, siendo FVII la mas potente
(100% de mortalidad a 10t g/pozo). En la FI se identificaron por GBS y RMN el 1
heptadeceno, el zZheptadeceno y otro heptadeceno, cuya ubicacion del doble enlace no
fue posible determinar. El espectro de RMMH de FIl mostr6 un perfil de &cidos grasos
con presencia de triglicéridos y poblemente fosfatidilcolina. La fraccién Fll se analizé
derivatizada con BE/MeOH por GGMS identificandcse el miristato de metilo (4),
palmitato de metilo (3), estereato de metilo 8), palmitoleato de metilo y el oleato de
metilo (10). Por LG(+)-HRESIMS & detectd curacina D, que es umarcador
quimiotaxondémico de la especieMoorea producengjue confirma la identificacion de

estemat.

La fraccion FlIl también fue activa como larvicida, de la cual se identificaron varios
acidos grasos y metil ésteres?, 8, 11, 12y 13) obteniendo puros el colesterd(11), el
clionasterol (13) y el campesterol (4). Los esteroles fueron ensayados con los tres
bioensayos propuestos sin presentar actividad en ninguno. De otro lade, FIV fue
fraccionada, y se identifico en V-1 un acido graso monoinsaturado con geometrias,

y en FIV3 el compuesto CB5, identificado por RMN y L&+)-HRESIMS como
neodysidenina. La fraccion FV mostré una actividad moderada como larvicida contra

Ae. aegyptisin embargo, fue fraccionada obteandosedos compuestos purosCB7que
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resulté ser también neodysidenina YCB6 cuyaestructura se determiné por RMN y LE
(+)-HRESIMS, y que resulté ser nuevo. Lo llamamos-décloroneodysidenina por la

ausencia de un atomo de cloro en la osicion1D.

De otro lado, se estudi6 la fraccion FVII que fue la méas activa. Se obtuvo el compuesto
CB8(1 mg), un depsipéptido ciclico que contiene el residuo Dhoya, poco comun en la
naturaleza, y se propone eb-aminoacido acido 3,5diaminopentandico. Se le llamé
ciclo((Dhoya)-(Thr) -NMe-(OMe-Tyr) -(Val)-(acido 3,5-diaminopentandico)-NMe-

(lleu)-(4cido leucic).

Se evalud la actividad biologica de los compuestos completamente elucidados y con
cantidad suficiente. La fraccion FIM y el acido oleico fueron los méas activos cam
larvicidas, y no fueron téxicos contraA. salinani inhibieron la enzima AChE, lo cual los
hace unos buenos candidatos por su baja ecotoxicidad, selectividad y que presentan
un modo de accién diferente a los carbamatos y organofosforados. Cabe resaltze @
neodysidenina (CB5) mostré una mortalidad larvaria baja, sin embargo produjo una
disrupcion en el desarrollo larvario. CB5 también mostrdé baja ecotoxicidad y no
inhibi6 la AChE. Seria interesante también evaluar este compuesto y determinar cual

es sumodo de accion.
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La presente tesis de maestria tenia como objetivo identificar compuestos con actividad
insecticida a partir de cianobacterias marinas. Como organismo modelo se usé el
mosquito vector de enfermedadedAe. aegyptiEl primer pasofue hacer unscreening

de 16 mats de cianobacterias recolectados en Providencia e Islas del Rosario, con el fin
de identificar cuales de ellas son activas como larviciddsosmatsfueron extraidos con
DCM/MeOH (1:1), para luego realizar particiones-L can el fin de obtener una fraccion
diclorometanica FD y una butandlica FB. Dichas fracciones fueron ensayadas como
larvicidas contra Ae. aegyptitambién se evalu6 su ecotoxicidad mediante el ensayo de
letalidad contra A. salina Adicionalmente, se empled eénsayo de inhibidores de
acdilcolinesterasa para evaluar un posible rado de accién. En general, se observo que
las fracciones FD fueron mas activas que las FB en los tres bioensageabservaron
diferencias en las actividades bioldgicas de lasatsde una misma especie cuando son
recolectados en diferentes afiog en la misma locacionEste fue el caso deonsorcio
Phormidium submembranaceuhBymploca hynoides siendo potentes larvicidas
aqguellos colectados en 2009, y no larvicidas los colectados en 20IGambién se
observaron variaciones en la actividad biolégica y perfil quimico dmats de Moorea
producens recolectados en la misma época, pero en diferente locacidn Estos
resultados, sugieren la necesidad de llevar a cabo estudios metabolémicos que
determinen cudles son las variables ambientales que generan estos cambios en los

metabolitos y por tanto en la bioactividad.

Basandonos en los resultados de los ensayos de actividad biologica, se seleccionaron 3

matsde cianobacterias para estudio quimico. Ehat Phormidiumsp.(IBUN-02224) fue
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seleccionado para su estudio quimico debido a que fi@ccion Flll present6 actividad
larvicida moderada, pero resultoé ser poco ecotdxico y no inhibié AChE. De esta fraccion
se aislaron dos depsipeptidos ciclicos CB1 ciclo(NMe-(Ala)-(acido 2
hidroxiisovalérico)-(acido  2-metil-3-aminobutandico)-(lleu)-(acido  2-hidroxi-3-
fenilpropanoico)) y CB2 ciclo(NMe-(Ala)-(acido 2-hidroxiisovalérico)-(acido 2-metil -
3-aminobutandico)-(Leu)-(acido 2-hidroxi-3-fenilpropanoico)) que resultaron ser
nuevosanalogos de la dolastatina D. Con los experimentos realizados se determinoé la
estructura plana de estos compuestos y se sugiere la determinacion de la
estereoquimica absoluta usando el método de Marfepdicionalmente se identificaron
por GCMSel acidomiristico (1), palmitico (2) y el palmitato de metilo @3). Todos los
compuestos purificados, fueron ealuados con los tres bioensayos. Los compuestos
CB1ly CB2fueron los mejores candidatos como larvicidas debiro a que fueron activos
contra las larvas, presentaronbaja ecotoxicidad y no inhibieron la AChE. El acido
miristico (1) presento actividad larvicida moderada, pero presento toxicidad contrA.
salina. Se recomienda completar la identificacion taxonémica dehat IBUN-02224

usando herramientas moleculares para establecea especie demat.

El estudio quimico delmat IBUN-02213, identificado comoLyngbyasp, fuerealizado
debido a que fue el Unico mat cuya fraccibn FB mostré actividad larvicida.
Adicionalmente, estemat resulta interesantebiol6gicamente pues creciaobre pastcs
marinos a 0.3 m de profmdidad, causando la necrosis de los pastoBe la fraccién FB
se aido el compuesto puro (R59 acidoseco malyngolido CB3), que fue identificado
por RMN y LC(+)-HRESIMS. En estedbajo seaislé por primera vezeste compuesto
como producto natural, y seobtuvo a nivel de multigramos De la fraccion FD se aisl6
el (2R55 malyngolido (CB4). Estudios previos habianidentificado el acido seco
malyngolido como producto de la hidrdlisis basica @l malyngdlido bajo condiciones
de laboratorio, no obstante, en este estudio se demostré que el acido seco malyngolido
no es un artefacto por el proceso de extraccioén y por ende es un producto natural
nuevo. También se identificaron por GBS los compuests 1- 3, el miristato de metilo
(4), el heptadeceno ) vy la fitona (6). Por LG(+)-HRESIMS se identificé también el-1
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acetoxi3-acetoximetil-7, 11, 15trimetilhexadeca-2, 6, 10, 14tetraeno (7). Los
ensayos de actividad larvicida mostraron que el &cido secmalyngolido (CB3)
presentd el mejor perfil larvicida, mostrado mortalidad de las larvas corbaja
ecotoxcidad y fue capaz denhibir la AChE, lo que puede sugerir que este es su modo
de accién. ElI malyngolido no presentd actividad larvicida, y fue muyxi@o contra A.
salina, por lo que no tiene potencial como insecticid&ste estudio aporta al proceso
de reclasificacion del géneroLyngbya, siendo el malyngolido un posible marcador

guimiotaxondémico para un nuevo género.

Finalmente, la fraccion FD deiat IBUN-03496 (Moorea producengresultd ser la mas
activacomo larvicida, con una mortalidad del 10% a las condiciones ensayadaksta
fraccion también mostré una alta toxicidad contraA. salina De su estudio quimico se
identificaron los acidos grasos y gteres metilicosl-4, ademas del estereato de metilo
(8), el palmitoleato de metilo @), € oleato de metilo (LO) y el crionasterol (12).
También seaislaron e identificaron por RMN y G@®/Slos esteroles: colesterol {1),
clionasterol (13) y campesterol (L4). De la fraccion mas activa se aislo un acido graso
insaturado (UFA) con un sélo doble enlace con geometiies, que es el responsable de
la actividad.De la fraccion FIV también se aislo e identificé p&MN y LC(+)-HRESIMS
la neodysidenina CB5), un lipopéptido hexaclorado, yde FV se aislé&l compuesto
novedoso 10decloroneodysidenina (CB6). De la fraccion mas activa (FVII) se logro
aislar CB8, un depsipéptido ciclico nombrado ciclo((Dhoya)(Thr) -NMe-(OMe-Tyr) -
(Val)-(acido 3,5-diaminopentandico)-NMe-(lleu)-(acido leucico)). Debido a la poca
masa obtenida deCB8(1 mg), no se ha determinado su estereoquimica absoluta, que
se recomienda realizar usando el método de Marfey y posteriormente evaluar la
actividad larvicida, pues promete ser un compuesto muwyctivo. En cuanto a la
actividad larvicida, se observo que los acidos grasos insaturados, como el acido oléico
y FIV-1, presentan una actividad larvicida potente, con baja toxicidad frenteAa salina

y no inhiben de la AChE, lo cual es un buen panoramaan larvicida. Los esteroles
no fueron activos como larvicidas, y ni tampoco toxicos contraA. salina
Adicionalmente, la neodysidenina CB5) no presentd una mortalidad larvaria alta,

pero si resulta ser un disruptor de desarrollo, por lo que podria sarsado larvastatico.
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Se recomiendaealizar la determinacién de la estereoquimicabsolutade CB5, CB6y
CB8, para posteriormente evaluar su actividad larvicida. Adicionalmente, seria
interesante establecer el mecanismo de accion larvostatica de la neodyasiiha (CB5),

pues este seria un larvicida selectivo y poco ecotoxico.

Este estudio demuestra la gran diversidad metabdlica que existe en las cianobacterias
de nuestro pais. Ademas, confirmé no solo la presencia de compuestos con actividad
de larvicida, siro también con actividad moduladora de crecimiento larvario. Los
acidos grasos insaturados aislados, que son convencionales, fueron los mas activos
como larvicidas sin presentar ecotoxicidad. Lo que sugiere que buscarlos en fuentes
alternativas puede ser undesarrollo biotecnologico interesante. El acido seco
malyngolido tiene un buen potencial como insecticida, pero deben elucidarse su
mecanismo de accion para su potencial desarrollo biotecnolégico. Los péptidos aca
aislados son promisorios encuanto a su atividad, pero las pocasantidades que se
pueden recuperar hacen dificil pensar en ellos como insecticidas comercial&in
embargo, existen rutas para la “sintesis total de compuestos similares que podrian dar

respuesta al problema del suministro.
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Figura S.1.4.3. Cromatograma de G@AS por impacto electronico (70eV) de FMII.
Palmitato de metilo (3), Miristato de metilo (4).
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Figura S.1.4.7. Espectro HSQC déB4en CDJ
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Figura S.1.4.10. Espectro RMN!H de FH CDGlen 400MHz

Figura S.1.4.11. Cromatograma de G@AS por impacto electrénico (70eV) de FH.
Heptadecano b) , 6, 10, 14trim etil-2-pentadecanona o fitona §)
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Figura S.1.5.1. a. Cromatograma de G@S por impacto electrénico (70eV) de Fh.
Espectro RMN!H de Fl en CD@En 400MHz
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Figura S.1.5.2. a.Cromatograma de G@/AS por impacto electrénico (70eV) de H, el
palmitato de metilo (3), el miristato de metilo @), el estereato de metilo 8), el
palmitoleato de metilo (9) y el oleato de metilo (0), b. Espectro RMN!H de FIl en
CDCi4 en 400MHz



