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IDENTIFICACION DE COMPUESTOS ACTIVOS EN DOS ESPECIES DE Tagetes
(Compositac) CON TOXICIDAD PARA LARVAS DE Aedes aegypti L



1. INTRODUCCION.

En los tltimos afios en materia de comunicacién, terrestre, aérea, marftima y
ferroviaria, asi como los avances en la industrializacién, favorecieron a la movilizacién
de numerosas poblaciones de una zona a otra dentro del coutexto mundial.

Esto aunado a la proliferacién de articulos manufacturados en su mayoria desechables, el
aumento en la produccién de botellas, frascos, llantas, etc. han provisto condiciones
optimas para ¢l desarrollo y propagacién de mosquitos y con ellos la incidencia de
enfermedades de origen infeccioso, que amenaza con incrementarse en un futuro
inmediato; otros de los factores que actian en el incremento de los vectores, es sin duda
la disparidad entre poblacién y servicios, como: agua potable, pavimentacion, drenaje y
En diversas regiones geogréaficas incluyendo entre ellas a México, todos estos elementos
han traido consigo problemas de salud, entre los cuales nos referimos a un padecimiento

El dengue es una enfermedad arboviral altamente trasmisible y 1a mas importante
en términos de morbilidad y mortalidad (Grantz, 1991), se caracteriza por sintomas
como: fiebres altas, cefaleas, artralgias, mialgias, esto en su forma clasica, sin embargo
estas manifestaciones sitomatologicas, tienden & agravarse cuando a ellas se le
adicionan varias manifestaciones hemorrégicas, déndole entonces el nombre de dengue
hemorrégico, el cual es altamente letal (vector topics.1980)

Aproximadamente 1.5 millones de personas en los tropicos, esencialmente de
Asia, la regién del pacifico occidental, ¢l caribe, centro y sur América viven bajo la
amenaza de infecciones por dengue (Beker y cols,1991)

Por lo anterior mencionado, es importante tomar acciones que nos conduzcan a
disminuir grandemente las densidades poblacionales de los vectores de esta
cafermedad,, ya que desde 1a perspectiva de prevencién y control, el ¢mico punto para
frenar la cadena de trasmisién por la picadura del mosquito es precisamente el vector
mismo, desde sus criaderos en muchas ocasiones proporcionadas por el hombre, pasando
por controles fisicos (lavado, cambio de agua, tapando depdsitos etc) controles quimicos
hasta el control y / ¢ eliminacién de los adultos.



La idea de combatir a los insectos plaga es realmente antigua; por ejemplo el

azufre se utilizé desde el afio 1000 A.de.C. Plinio en el aflo 79 D.C., recomendaba usar
arsénico como insecticida y en el siglo XVI los chinos ya aplicaban compuestos de
arsénico, (Lagunes 1994) a través del tiempo los imsecticidas fueron evolucionando,
muchos de estos venenos fueron empleados para el control de insectos y otras plagas, en
ocasiones los resultados fueron espectaculares aunque el riesgo para el usuario era ain
mayor, entre estos venenos que se utilizaron como insecticidas podemos citar al cianuro
de hidrogeno usado generalmente como fumigante, el verde de Paris usado como
msecticida, el uso indisciminado provocd la desaprobacion de estos, por lo que en la
bisqueda de nuevos msecticidas vinieron entonces compuestos organicos como el
alquitran y los aceites del petrleo. Al icio de los afios treintas comienza la ema
moderna de los plaguicidas con la introduccion de nuevos compuestos organicos
derivados del tiocianato de alquilo, la salicilianilida, el p-dicolrobenceno, el naftaleno y
la tiodifenilamina (Cremlyn,1985).
En los afios cuarentas aparecieron los insecticidas organoclorados, a principio de los
cicuentas apareci6 €l segundo grupo de insecticidas residuales, los 6rgano fosforados, en
los sesentas, los carbamatos y a partir de los setentas comenzaron el uso de los
piretroides

El uso de plaguicidas de diferentes grupos quimicos como organoclorados,
organofosforados, carbamatos y piretrina ha traido consigo problemas ambientales y en
otro sentido la aparicién de tolerancia a estos grupos quimicos por parte de los insectos.
En pleno siglo XXI ia proteccion del medio ambiente y 1a salud es una prioridad en
muchos paises por lo que se ha impulsado la investigacién, desarrollo y produccién de
productos naturales de origen vegetal, el objetivo de este trabajo es generar nucvas
alternativas para ¢l control y/o erradicacién de vectores que son perjudiciales para el
hombre en cuanto salud publica se refiere, con las atenuantes de ser altamente efectivos
y que simult4neamente no acarreen problemas ecolégicos, desde esta perspectiva nos
encausamos a aquellas plantas que posen ciertas propiedades medicinales, con el
abjetivo de obtener sus ingredientes activos, los cuales puedan ser utilizados no sin antes
ser sometidas a imvestigaciones seriag para su posterior uso en formulaciones de nuevos
plaguicidas.



2 ANTECEDENTES.

2.1 Aedes aegypti

Aedes aegypti es un mosquito originario de Africa y se comsidera que
inicialmente fue silvicola, a finales del siglo XIX penetra a Asia y reemplazd a Ade.
albopictus como vector de dengue en 4reas urbanas (Salas L.1993)

En México existe un mumero conocidos de mosquitos el cual comprende 20
géneros, 37 subgéneros y 223 especies (Darise 1995) .

Datos Sisteméticos

Phyllum: Arthropoda
Clase: Hexapoda (Insecta)
Orden: Diptcra
Suborden: Nematocera
Familia: Culicidae
Subfamilia : Culicmae

Triba: Aedeomyiini
Género: Jedes
Subgénero: stegomyia
Especie: aegypt.

2.1.1 BIOLOGIA DE Aedes aegypti.
2.1.1.1 Huevos

Los hueveciilos recién puestos son de color gris y suaves, pero al poco tiempo se
tornan de un color negro y se endurecen, la cantidad de huevos que una hembra puede
ovipocitar varia, tiene como minimo 20 y um méximo de 120, la oviposicién es afectada
por diferentes factores como tamafio del cuerpo de la hembra, magnitud del volumen de
sangre ingerida, calidad proteica de la sangre ingerida etc.(Harwood. 1987)
El lugar donde comimmente se encuentran los huevos de Ae. aegypti es sobre las paredes
del recipiente a unos escasos centimetros del nivel del agua a este punto ain con
bumedad la hembra pega los huevos uno a uno, este aspecto es muy imporiante de
conocer porque ademds la hembra por lo general no oviposita toda su carga de buevos en
un so0lo lugar sino que lo hace parcialmente.



2.1.1.2 Larva:

La antena es un poco mas de un tercio del tamafio de la cabeza, lisa; El penacho
antenal representado por un cabello sencillo inserto cerca de la mitad del eje (haz).
Pelos de la cabeza: posiclipeal 4, algo grande, 3 a 5 ramificaciones; frontal superior 5;
casi directamente enfrente del pelo 5. Pelos pro tordcicos: 1 medio, de 2 a §
ramificaciones;

el 2 corto, sencillo; 3 corto, doble ( a veces triple); 4 corto, sencillo o doble; 5 largo,
casi siempre doble, 6 largo, sencillo, 7 largo, doble o triple en los segmentos I-V.
Peine de ocho segmentos con 7 a 12 escamas en una hilera sencilla y curva; las
escamas individuales en forma de espina, con una espina fuerte media y romas, espinas
cortas laterales. fndice de sifén de 2.0; pecten de 10 a 19 dientes que alcanzan la mitad
del sifén; penacho sifonal de 2 a 5 ramificaciones, inserto mas allf del pecten. El
segmento anal con el lomo llegando cerca de 7/8 debajo de los lados; el pelo lateral
sencillo o doble, cerca del tamafio del lomo; cepillo dorsal bilateral que consiste de un
pelo caudal inferior y un penacho caudal superior de 2 a 4 ramificaciones; el cepillo
ventral esta compuesto de cerca de 7 a 10 pelos largos y dobles que estdn confinados al
érea enrejada; las branquias cerca de tres veces el tamafio del lomo cada una ancha y
redondeada y roma en la punta. (Elizondo,2002).

Las larvas dentro de un mismo criadero varian de instar, numero y tamafio y a veces en
origen maternal, se alimentan de protozoarios de viada libre y microalgas, la
alimentacién la efectian tanto en el fondo del criadero, como en el intermedio de la
columna de agua.

Fig. 1 Larva de de. aegypti



2.1.1.3 Pupa

Después del cuarto instar la larva segrega por todo su cuerpo una cubierta que
finalmente la envuoelve por completo, dentro de esta cubierta la larva deja de alimentarse
y solo flota y nada con sus aletas caudales (Chapman, 1982). Dos trompetas respiratorias
en su cabeza le permiten el mtercambio gaseoso. El estado pupal es necesario para que
los cambios morfolégicos se efectiien y asi en un futuro inmediato este listo para invadir

¢l espacio aéreo.
2.1.1.4 Adulto
Marcado con bandas y rayas de color plateado o amarillo blanquizcos sobre un

fondo casi negro, tiene un patrén umiforme sobre el dorso del torax, las patas estin
conspicuamente bandeadas y el ultimo artejo de la pata posterior es blanco.
Generalmente se reconocen dos variedades: la variedad aegypti es de color café
negruzco, ampliamente distribuida pero ausente en el interior de Affica. ; la formosus es
negra y esta limitada en Africa al sur del Sahara donde es la {nica variedad excepto Ia
érea costera. (Harwood1987).

Fig.2 Adulto de Ae. aegypti aimentéindose

2.1.1.5 DISTRIBUCION
Aedes aegypti esta ampliamente distribuido dentro de los limites de las latitudes

40°N y 40° S, Nuevo Ledn se encuentra localizado en el Noreste de la Repiiblica
Mexicana entre los paralelos 27° 48’ y 23° 09” de latitud Norte, los meridianos 98° 26’y
101° 13’ de longitud oeste. El Trépico de Céancer atraviesa el estado, pasa a 24
kilémetros al sur de la cabecera de Doctor Arroyo y a 3 kilémetros al norte de la de Mier



y Noriega. El estado presenta forma romboidal, y su longitud méxima de norte a sur es
de 504 kilémetros y de este a oeste de 225 kilémetros, y su extension total es de 64,555
kilémetros cuadrados. (Elizondo, 2002).

2.2 EPIDEMIOLOGIA

El dengue es una infeccién viral de los tropicos y sub. Trépicos, originado por
mosquitos con posibles consecuencias epidémicas; Esta es una enfermedad infecciosa
altamente transmisible se caracteriza por sintomas como: Fiebre alta, dolores agndos de
cabeza, articulaciones y musculos de ahi el nombre de ficbre rompe huesos, sin
embargo, en varias regiones del mundo las infecciones caracteristicas se convierten en
una enfermedad endémica y altamente letal, comocida con el nombre de ficbre
hemorrégica del dengue, la sintomatologia observada es ficbre alta y varias
manifestaciones hemorrdgicas. La ficbre hemorrigica se ha extendido ampliamente
hacia él pacifico occidental, sureste de Asia y América latina, este sindrome es una de
las principales causas de hospitalizacién y muerte de nifios de ocho paises del trépico
Asidtico en donde se han reportado minimamente 1.5 millones de hospitalizacion y
treinta y tres mil muertes desde su primera aparicién en la década de 1950 (Gratz, 1991)

En América latina durante el programa de erradicacién del vector Aedes aegypti
L, en 1947, muchos paises fueron declarados libres de mosquito. En décadas pasadas
varios paises de América latina fueron reinfectados ocurriendo desde entonces serias
epidemias.

En 1977, en Puerto Rico se notificaron alrededor de 355 mil casos. En Brasil se presentd
en1986 y hubo més de tres mil reportes de dengue (Reyes, 1991)

Asi mismo durante 1990 y 1991, se reportaron 36,167 casos de dengue de los cuales 237
fueron diagnosticados como dengue hemorrigico ( Gémez, 1992)

Entre 1989-1990 se notificaron en Venezuela 12200 casos de dengue de los cuales 3108
se diagnosticaron como fiebre hemorrdgica con 73 muertes estimadas (Gratz, 1991).
Casos esporddicos de dengue se reportaron en trece paises del Caribe, Centro y Sur
América incluyendo México, en ¢l cual ea los periodos de 1980-1990 correspondieron a



México con el 22%. A la par con Colombia son de los pafses con una transmigién muy
activa (Gémez, 1992)

En México s¢ sabe que el dengue entrd por Tapachula a finales de los afios
setenta y se dispersd por el territorio en menos de 10 afios.

Ast encontramos que ¢} informe comprendido de 1978-1994 asciende a 254,168
siendo en 1980 el afio con mayor nimero (20%) (Gémez, DH y Robles, MJ. , 1995)

En datos -epidemioldgicos en la 21 de 1997 se reportaron para seis entidades
federativas los siguientes datos:

Campeche(103), Colima(235), Morelos(74), Tabasco(231), Veracruz(255), Yucatén,
(197) (Sistema Nacional de Vigitancia Epidemiologica, 1997).

En Nuevo Leén durante los afios 2000-2001 hubo un total de 25 casos, 22 de
dengue clisico y 3 bemorrigicos, 52% de los casos ocurricror ¢l mmunicipio de
Monterrey, 12% en San Nicolas y Apodaca, 8% en Guadalupe y 4% en Allende.
Actualmente el sistema (mico de informacién para la vigilancia epidemiolégica hace un
informe preliminar de los casos por entidad federativa en [a semana 21 para el dengue
clasico donde destacan los siguientes estados: Colima(141), Chiapas (9), Guerrero (12)y
Veracruz(61)

El dengue hemorrdgico hasta la semana 23 de este afio se han reportado los siguientes
-casps para las diferentes -entidades federativas: Campeche (1), Guerrero(12) y Yucatén
).

Aunque en el comunicado de prensa n°138 correspondiente a la fecha del 18 de
agosto de 2002, Ia SSA informa que se han confirmado un total de 3032 casos de
dengue en lo que va del afio en todo el territorio nacional, de los cuales 2,638
corresponden dengue elasico y 394 a dengue hemorrdgico, incluidas cuatro defuncienes,
una en colima una en Oaxaca y dos en Veracruz



23 GENERALIDADES DE Tagetes.
El genero Tagetes se caracteriza por tener cabezuelas heterégamas de tamafio

diverso, solitarias o carimbosas, con las flores amarillag. Las flores marginales
femeninas, linguadas, a veces ausentes; las de disco hermafroditas y tubulosas.
Involucro cilindrico 0 acampanado, con las bracteas uniseriadas, soldadas hasta cerca del
épice; receptaculo plano, desnudo o algo ciliado, anteras redondeadas en la base; estilos
de las flores femeninas con las ramas truncadas en el #dpice. Aquenios lineares o
fusiformes, comprimidos o angulares, Hierbas o arbustitos con gléndulas oloriferas
epidérmicas, especialmente en las bracteas invohicrales, hojas enteras o pinatisectas,
opuestas.(Sanchez §,0.1980)
Tagetes lucida

Datos sistematicos

Orden: Campanulate
Familia: compositae
Subfamilia: Tubuliforme
Tribu: Helienicae

Genero: Tagetes

Especie: lucida Fig. 3 Tagetes lucida(yernanis)

Tagetes lucida (pericon, hierbanis, etc.)

Hierba de tallos derechos, que mide 30-40 cm de altura, hojas opuestas, sésiles,
oblongas, finamente aserradas, aromaticas, miden 2.5-3.5 cm de largo por 7-9 mm de
ancho. Cabezulas pedunculadas con el involucro de 7-9 mm de alto, flores amarillas,
lingulas de 3-4 mm. Florece de agosto a octubre (Sdnchez,S.0. 1980)

Usos comunes.

Cominmente s¢ usa en infusibn para curar cdlicos menstruales, dolores
estomacales, enfriamientos de la matriz y matriz caida, los frutos tradicionalmente son
usados en forma de té actiia como sedante en el tratamiento de personas nerviosas los
Huicholes mezclan esta planta con tabaco a la cual le llaman “ye”, se han reportado
efectos alucingenos al fumarla (Linares E & Bye , A 1986), también al quemarla sirve
para ahuyentar a los mosquitos (Sénchez, S.1980)



Distribucion.

Tagetes lucida se encuentra ampliamente distribuida en veinte estados de Ia
Republica Mexicana y en los Estados Unidos en Arizona, Colorado, Nuevo México y
Texas (Linares E & Bye , A 1986).

2.4 Tagetes erecta:

Datos sisteméticos de la planta.

Orden: Sinandarae

Familia: compositae

Subfamilia: Tubuliforme

Triba: Helienicae

Genero: Tagetes

Especie: erecta

Tagetes erecta (Flor de muerto, cempasuchil, clavelén, copetona)

Planta herbdcea dicotilidonea de 50 a 60 cm de aiturs, tallo aéreo, herbaceo con
numerosas estriaciones longitudinales, cabezuelas carimbozas, heterogamas de tamafio
diverso con flores amarilias, recepticulo marcadamente comvexo, pediinculo largo
antenas redondeadas en la base con filamentos libres, presentan glindulas oloriferas
.epidérmicas -especialmente en las bracteas ¥ hojas sesiles de disposicién cpuesta.
(Martinez G, 1997).

Usos comunes:

Es de gran importancia en Ia floricultura por su gran inflorescencia, uniformidad
y resistencia a diferentes climas, es ampliamente usada en la industria alimenticia como
colorante, s¢ han reportado uses medicimales -como antipalidico y -nematicida, se han
Distribucitn,

Es originaria de México, se encuentra en gran abundancia en ¢l valle central y en general
en todas las regiones calientes del pais.
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2.4 CONTROL QUIMICO

El desarrollo. de los plaguicidas orgnicos a partir de la segunda guerra mundial
cred una revolucién en ¢l control, de plagas. Para 1955, 1a produccién de plaguicidas
érgano sintéticos en EUA habia alcanzado 227 millones de Kg. {Lagunes, 1994), en
1940 se descubrieron las propicdades insecticidas del DDT por lo que causéd que se
usara amplia y cotidianamente en la agricultura y en los hogares en pricticamente todo
el mundo, sus condiciones de usos y sus propicdades trajeron como consecuencia que la
industria quimica buscara masivamente otros productos con propiedades similares
(Albert, 1990). La aparicion de nuevos grupos gquimicos como los organoclorados,.
oigmofosforados, carbamatos y piretrinas y ©i mal uso de elios trajeron, una sene de
cambios acelerados ¢ indeseables como la contaminacién al medio ambiente y en otros
términos la resisteneia por parte de los insectos ocasienando la proliferacién del msecto
plaga por lo antes mencionado y al no contar con enemigos natrales que por lo general
son mds susceptibles (Metcalf, 1990).

Razén por la cual en la actualidad se estudian diversas alternativas, desde la
utilizacién de patogenos hasta depredadores (Rodriguez-Monmroy y Col, 1991).
Tomando en cuenta los graves problemas -que han ‘ocasionado ‘¢l mal uso y abuso de los
insecticidas se comienza con nucvos métodos y estrategias de control como el uso de
entomopatogenos- como virus, bacterias, protozoarios, nemétodos y hongos.
Algunos de estos patdgenos pueden ser bastante comunes y son los causantes de las
epizootias em las poblaciones naturales de los insectos (Maddox,1977). Se tiene
evidencia d¢ que los entomopatdgenos comocidos comercialmente no afectan a los
animales de sangre caliente y tienen la ventaja de no causar daflos al medio ambiente
por ser biodegradables. Entre los entomepatégenos mas usados ostan los insecticidas
microbianos.

2..5 CONTROL MICROBIANO,

Los insecticidas microbianos comimmente tiene efecto en un corto tiempo, las
principales ventajas de estos son la seguridad y especificidad det hospedero (Maddox,
1977), pueden ser aplicados como polvos liquidos, pellets o cebos. Existen dos grandes
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grupos que han llamado mayormente la atencién como insecticidas microbianos, los
baculovirus y las bacterias formadoras de esporas (Metcalf, 1990).

Lagunes 1994, menciona a Bacillus pompilliae y B. thuringensis , como bacterias
formadoras de esporas, asi mismo bace referencia que preparaciones de B. thuringensis
var kurstaki, son efectivas contra larvas de lepiddpteros, por otro lado B. thuringensis
var israelensis, es efectivo contra larvas de mosquitos y quironominos. La accién de B.
thuringensis es después de la ingestion, la inclusién se solubiliza en ¢l intestino medio
de los insectos iberando toxinas protefnicas (Galdn, 1996) tales como delta exotoxina,
especifica contra lepidopteros, beta exotoxina, especifica contra mosca, gama exotoxins
de amplia socién insecticida.

Sin embargo no solo el control microbiano a sido usado como un método altlerativo en
el control de los insectos en la actuslidad sé han retomado las mvestigaciones tendientes
a extraer de las plantas ingredientes activos con Oropiedad biol6gica para ego

2.6 CONTROL BOTANICO Y SUS COMPUESTOS ACTIVOS.

Una de estas alternativas es ¢l estadio de algunas plantas con ciertas propiedades
medicinales atribuidas en tiempos pasados al tratamiento de alguna enfermedad o
malestar, Martinez, A. 1976 sugicre la utilizacién de las mismas pero siguiendo wna
pauta que bajo investigaciones boténicas, médicas y quimicas de explicaciones por més
satisfactorias de los elementos 0 compuestos que se involucran para resolver dicha
problemiética, tal es el caso de los insecticidas botanicos, que en términos ambientales
prevean seguridad y efectividad.

Las plantas han evelucionado por mas de 400 millones de afios, para oponerse al atague
de los insectos como la repelencia y la accién insecticida, se sabe de muchas plantas
cuyos exiractos posen propiedades insecticidas, sin embargo solo se han aprovechado
algunos entre los cuales estén, el tabaco, ¢l piretro, de ¢l derris , 1a riania y la sabadilla.
Se sabe que el principio activo del tabaco es la nicotina, de el Dexris es la rotenona, de la
Rianta la ramiodina y de Iz Sabadilts lx veratridina (Lagunes, 1994)
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Fig. 4 Estructuras quinvicas de pmcipios activos de Nicotina y Derris.

Recientemente el 4rbol de neem ha sido objeto de estudio tanto en el campo de
la entomologia como en la fitoquimica Mulla & Tianyun Su, 1999, se han obtenido de
seis especies de neem 33 principios biol6gicos activos en diferentes insectos{mosquitos,
moscas, triatominos, cucarachas) con diferentes modos de accién, entre los cuales
tenemos: regulador de crecimiento, esterilizacion y supresion de la fecundidad, en
repelencia  y afraccion en la oviposicién, también se ham encontrado actividad
insecticida Jos aceites de Helictta parvifolia contra Musca demestica (Bocanegra.1982)
o los alcaloides de Annona squamosa los cuales actian sobre sistemas fisiologico de
animales e insectos (Saxena y Tikkn 1990).

Diferentes partes de plantas con cicrtas propiedades han sido estudiadas con el

objetivo de encontrar a los ingredientes responsables de dicha actividad, tal es el caso
de Solenostemma argel de la cual se han encontrado en extractos acuosos del pericarpio
de la fruta seca, dc las flores y sus raices actividad larvicida contra Culex
quinguefasciatus, donde €l pericarpio fue la mis efectiva con una LCsp de 0.49 mg/ml
las flores y Ias raices mostraron una LCs de 1.74 mg/ mi y 3.02 mg/ml
respectivamente ( El-Kamali 2001).
Por otro 1ado el uso de Jos compuestos aisiados de ias plantas también se han usado
como repelentes ¢ incluso se han hecho comparaciones con repelentes que existen
comercialmente, Trigg 1996, hace referencia al eucalipto cuyo principal ingrediente
activo p-metilo-3,8-diol ha sido evaluado en ¢l campo en comparacién con el DEET
contra Angpheles gambiae y An. fimestus donde se observd una proteccién entre 6 y
7.75 horas no habiendo diferencia significativa con el Deet
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Con respecto a las plantas en estudio podemos decir que pertenecen a una
familia muy amplia y diversificadas, as{ como de mayor dificultad para su. estudio,
muchas son cultivadas como el girasol, 1a lechuga, el guayule, 1a wargarita, el
crisantemo, la dalia, la manzanilla, etc. (Sanchez S, 1980) y otras se desarrollan de
Importantes géneros y especies de esta familia ha sido estudiadas exitosamente al
poder aislarse importantes compuestos, tal es ¢l caso de las piretrinas aisladas de
Chrysanthemum L. '

2.7 COMPUESTOS BIOACTIVOS AISLADOS DEL GENERO Tagetes

El genero Tagetes es tan amphio que dentro de sus especies se han realizado

estudios quimicos encontrando constituyentes volétiles como monoterpenoides,
sesquiterpenos y arométicos, comprobando que atn en el mismo género pero diferentes
especies existen diferencias quimicas por lo que hacen més atractivo su estudio
(Rodrignez y Marby 1977).
La caracterizacion biologica y quimica en estos extractos son importantes debido a que
se han observado en mosquitos adultos los clisicos sintomas de
envenenamiento(excitacién, seguida de pardlisis y finalmente ia muerte) similar a Jos
sintomas producidos por las piretrinas (Quraisshi 1977) .

Se han probado extractos de T.erecte , T patula T.diminuta contra larvas de
Aedes aegypti y Anopheles stephensi (PerichJ M. et al 1994) resultando tener buena
Las mvestigaciones de las diferencias quimicas sefialan que especies de Fagetes
tiofenos, e tal mancra que se han estudiado por separado, mencionando que la
actividad larvicida de los extractos de T.mimua es causado por ¢l componente
ocimenona, Fig 5 (Maradufu, et al 1978)

(E)-ocimenone
o _
o CW
Tagetes minusm L.
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También se hace mencién de que este componente no es el Gnico de la actividad
larvicida sino que también existen aceites responsables de dicha actividad.

Asi tenemos que para T. Patula es el alfa-tiertenil el responsable de la actividad
larvicida contra Aedes aegypti del cuarto estadio por ¢f método de inmersion y
expuesto bajo LUV por 30 minutos a una LD 1.0 ppm en wm tiempo de 24 h
obteniendo el 100% de montalidad y el Fenil heptatrieno con una LDsp 1.0 ppm y uma
LDg 2.7 ppm (Dev, S. & Koul, O. 1997).

Alfa-Terthienyl

Phenytheptatryne
Oy {O—e=
Tagetes pamila L.

Fig 6 Estructuras quimicas de los ingredientes activos de T. patula
Tambien se ha observado que en el alfa terthienyl la actividad se incrementa con la
hiz, produciendo una accién fototdxica. (Amason et at. 1981) as{ mismo se han aistado
dos fototoxinas del genero Tagefes: erythrosin-B y ¢l alpha tertiopheno o alfa —T
donde se ha-comprobado que-el alfa T es seguro para los mamiferos (Science, 1995).

Por otro lado en extractos de T.erecta se ha visto que poseen actividad larvicida contra
larvas de Culex pipiens. quinguefascitus coun una LDs. 75 ppm y una LDy 185 ppm ,
pero no se conoce con precision el responsable de dicha actividad { Martinez, G, 1997).
De Tagetes lucida se aislé e identificd un principio activo responsable del efecto
bactericida Jogréindose dilucidar su estructurs quimica por métodos espectroscépicos:
(U.V., RMN, Cromatografia de gases) el compuesto identificado es la 7-metoxi
coumarina reportada come Herniarina I. (Salgado, G. 2000) fig. 7.

CH,

Fig. 7 Estructura quimica de Ia Hemniarina [
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HIPOTESIS.

Los compuestos extraidos de dos especies de Tageres podrian tener actividad biologica
contra larvas de Aedes aegypti

OBJETIVO GENERAL.

Extraer ¢ identificar de dos especics de Tagetes los compuestos con actividad larvicida
en Aedes aegypti

OBJETIVOS PARTICULARES.

a) Obtener extractos de dos especies de Tagetes con solventes de diferente polaridad y
Probar la actividad biologica de Tagetes lucida contra larvas de dedes aegypii.

b) Probar diferentes vehiculos con los extractos de Tagetes lucida para su posterior
formulacién

c) Separar las fracciones de los extractos activos Tagetes lucida y probar la actividad
biolégica de cada una contra larvas

d) Aislar, purificar y caracterizar quimicamente los compuestos activos de Tagefes
lucida

¢) Evaluacién estadistica
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3 MATERIAL Y METODO.
3.1 Obtencién de los extractos.

Se partié de la maceracién de la plantas Tagetes lucida y Tagetes erecta , se
pesaron 40 y 200 g., respectivamente, los cuales se depositaron en matraces de 500 y
1000 ml, se pusieron en agitacion continua en un agitador Dual Actino Shaker Lab
Line, con hexano ( solvente no polar) dejindolo por un periodo de siete dias a 3000

r.p.m

Fig. 8 Extraccién por Agitacién continua

Posteriormente con ayuda de un embudo de Vidrio (pyrex) y papel filtro (watman N° 2)
se realizo la separacién del extracto hexanico.
El filtrado obtenido se sometié al rota vapor donde se eliminé la mayor parte del
solvente, posteriormente se dejé que el hexéno se evaporara en un vaso de precipitado
por un periodo de 24 horas a temperatura ambiente, el precipitado se recogi6 con ayuda
de una espétula de aluminio, se pesd y se depositd en viales de vidrio de 2 ml, para
posteriores pruebas quimicas. La misma metodologia se siguié para T erecta donde solo
se utilizaron los pétalos y ademds se extrajo con metanol siendo este extracto el que se
utilizo finalmente.

Fig. 9 Rotavapor modelo R-3000

17



3.2 Material Biolégico.

Las larvas se obtuvieron del insectario del laboratorio de Entomologia medica,
las cuales provenian de huevos de una cepa de la ciudad de Escobedo N.L.
Los huevos se pusieron a eclosionar en charolas de plastico que contenian agua
reposada, a las cuales se les adicioné aproximadamente 0.05 g de levadura con el objeto
de bajar la cantidad de oxigeno, el ambiente de crianza de las larvas y adultos de Ae.
aegypti en el insectario fluctué de entre 26 a 29°C y una humedad relativa del 70 %,
(figura 9).
Una vez que los huevos eclosionaron, las larvas fueron alimentadas con croquetas
molidas de perro previamente desengrasadas (figura 10). Las pupas se recolectaron y
fueron colocadas en cédmaras de emergencias dentro de una jaula, con el propésito de
mantener la colonia. Las hembras se alimentaron con sangre humana cada tercer dia y
los machos con una solucién azucarada preparada al 10%. Se colocaron tiras de papel
secante sumergidas parcialmente en agua, para que sirviera como superficie de
oviposicién

Fig. 10Registro de la Fig. 11 Charolas con larvas de de. aegypti
temperatura ambiente del
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3.3 Métodos Quimicos de Identificacion.

Se tomd una pequefia porcién del extracto crudo y se resuspendié en un tubo de
ensayo con 10 ml de agua destilada, se homogeniz6 en & vortex y de aqui se partié para
efectuar las siguientes pruebas quimicas:

Liberman-Burchard: Prucba para triterpenos y compuestos esteroidales.
Reactivo: 1 mL de anhidrido acético y 1 mL de cloroformo, se enfiio 0°c y se le afiadio
una gota de dcido sulfiirico. La prueba es positiva si hay formacién de colores azul,
verde, rojo anaranjado etc. Y se espera por un espacio de tiempo de 15, 30 y 60 minutos
entre cada aparicién de color.

Dragendroff: Prueba para alcaloides.

Reactivo: Se disolvieron 8 g de nitrato de bismuto pentahidratado en 20 mL de dcido
nitrico y 27.2 g de KI en 50 mL de agua, se mezclaron las dos soluciones y se dejaron
reposar por 24 h. Se decant la solucién y se aford a 100 mL con agua destilada. La

prucba fue positiva cuando apareci6 un precipitado anaranjado-marrén,

Wagner: prueba para alcaloides.
Se disolvieron 1.27 g de yodo (resublimado) y 2 g de yoduro de potasio en 20 mlL de
agua; la solucién se aforo con 100 mL de agua destilada, un precipitado anaranjado-

Cloruro Férrico: Hidroxilos fendlicos.

Se disolvi6 una pequefia cantidad de la muestra en una solucién metanélica o acuosa de

tricloruro de fierro al 5%, un color azul, verde 6 violeta. Indicaria la prueba como
.

Felhing: Azucares.

Se utilizaron dos soluciones, A y B, se disolvi6 la muestra en agua y se agregaron partes
iguales de las soluciones. si se forma un precipitado rojo ladrillo 1a prucba es positiva.
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Bromo: Instauraciones.

Reactivo: Solucion de bromo al 5% en tetracloruro de carbono, mas 2 mg de la muestra,
se le afiadi6 gota a gota hasta que la coloracién resistié varios minutos. La prucba es
positiva si en wn principio la coloracion del bromo desaparece, es indicativo de

Shinoda: Flavonoides.

Reactivo: HCl concentrado, mds trocitos de magnesio méas el extracto, si da una

coloracién roja, anaranjada cori desprendimiento de calor. La prueba se considera
»

Baljet: Sesquiterpenlactonas;

El reactivo se prepard con dos soluciones que se mezclaron en volimenes iguales antes
de usarse, solucién A: 1 g de ac picrico en 100 ml de etanol, solucién B: 10 g de
hidréxido de sodio en 100 ml de agua destilada. Se agregan 8 gotas de muestra y 3-4
gotas de reactivo, Ia prucba es positiva si se forma una coloracion naranja o roja obscura.
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3.4 Bioensayos

Preparacién de la Solucién stock.
Se parti6 de los extractos crudos, hexénico y metanélico de T. lucida y T. erecta,

respectivamente, se pesaron en una balanza analitica la cantidad de 0.72 mg y se sigui6é
el siguiente protocolo.
solucién stock para T.lucida :

masa
Vol

ppm= x10°

0.72mg .

=———>x10° =7200
L 100mi X L
Posteriormente se realizaron las diluciones correspondientes para cada dosis con la
siguiente formula:
VG =V,C,
v, =1
C,= 7200 ppm.
¥,=250 mL
C,={25,30,40,50,60,70,80,90,100,110 ]

Para 90 ppm:

V. = VZCZ
1 Cl

V= (250mi Y90 ppm) =3.1ml
' (7200pm)

Fig.12 Soluciones stock de los extractos de Tagetes sp
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3.4.1 Pruebas preliminares.

Una vez obtenidos los extractos crudos, se procedi a realizar los bioensayos con cada
uno. Con la solucién Stock ya preparada, se inicié para dar con la dosis minima ( no
menor del 8 % de mortalidad) y la méxima ( arriba del 90 % de mortalidad)

Fig.13 Bioensayo para evaluar la actividad de Tagetes sp sobre larvas de 3 estadio
tardio y 4° temprano de Ae aegypti

3.4.2 Evaluacién de la actividad larvicida de los extractos.
Determinadas las dosis de referencia se procedié a trabajar con cinco dosis: 15,45,
75,115 y 140 ppm, para el caso de T.erecta ( repitiendo cada una por cuadruplicado) y
un testigo por cada dosis, también por cuadruplicado, el cual solo contenia agua
destilada sin el extracto.
Para T.lucida se trabaj6 con siete dosis: 25, 30, 40, 50, 60, 70 y 80 ppm, cada dosis se
repitié nueve veces, ademas de sus controles (positivos y negativos) con las mismas
repeticiones
Posteriormente a cada vaso conteniendo el volumen indicado (250 mL) mas sus dosis
correspondientes, se les agregé con la ayuda de una red un lote de 25 larvas del 3er
estadio tardio y cuarto temprano, previamente separadas en vasos de menor volumen.
La mortalidad se registrd a las 24 h. tanto en los vasos problema como en el control.
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Los datos obtenidos fueron evaluados por anailisis probit método de méxima
verosimilitud (Finney 1971)

Criterio de mortalidad larval:
Se consider6 muertas aquellas larvas que quedaron inméviles en el fondo y las que no
reaccionaron al ser tocadas con un objeto.

- . O

B o - WWW

Extracto Dosis
Sol. Stock Minima

Dosis
Maxima

: & G 4@
Analisis Estadistico _ D - Ds ‘ ‘ ‘
Mortalidad Analisis Probit

Bioensayo
25 Larvas 4°
Estadio
250 mL H20 30°C

Fig. 14 Diagrama de flujo del bioensayo para probar la actividad de los extractos de
Tagetes sp sobre larvas de Ae aegypfti.
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3.5 Prucbas con diferentes vehiculos

Se utilizaron tres vehiculos: Tierra de Diatomeas, Termolita, silica gel de 7G J.T Baker
Se pesaron 5 g de cada vehiculo y se saturé con 10 ml del extracto hexénico de
Tageles lucida a tres concentraciones diferentes 80 ppm, 160ppm y 7200 ppm ,
posteriormente se pesd un gramo de la mezcla y se someti6 a una prensa mammal para la
claboracién de pastillas. Una vez realizado lo anterior se efectuaron bioensayos
siguiendo la metodologia como se describe en el punto 82.2 con 5 repeticiones por
cada concentracion m4s su testigo

3.6 Separacién por métodos cromatograficos.
3.6.1 Cromatografia en capa fina.

Se usé para Ia separacién de compuestos de nuestra muestra. Las placas cromatograficas
se prepararon utilizando placas de vidrio de diferentes dimensiones, a las cuales se le
impregné silica gel de 7G J.T.Baker mediante una solucién saturada de la misma,
dejando secar por espacio de una hora, posteriormente se activaron en la estufa g una
temperatura de 110° C por un periodo de una hora.

Cuando Ias placas cromatogréificas estuvieron listas, se procedié a buscar ¢l mejor
eluente, es decir aquel que separara mejor a nuestro extracio en patrones de bandas bien
definidas y separadas.

La metodologia abajo descrita se utilizé tanto para la eleccion del 6 los eluente como
para la corrida cromatogréfica preparativa

1) Para esto la muestra se depositd en la paste inferior de la placa con la ayuda de
un capilar, aproximadamente lcm arriba con respecto al borde inferior de Ia
misma.

2) El 6 los solventes elegidos se depositaron en un recipicute de vidrio segundos
después de haber realizado el inciso anterior.

3) Se introdujo la placa con la muestra del extracto en el recipiente de vidrio
conteniendo al eluente, este es absorbido por la placa movilizando al extracto
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por su superficie y separindola en fracciones de acuerdo a las interacciones
polares entre la muestra y ei solvente.

4) Antes de que ¢l eluente llegara a la parte superior de Ia placa (aproximadamente
0.5 cm) se sacd del recipiente y se esperd a que esta se secara.

5) Posteriormente se observo la piaca en la cAmara de luz ultravioleta y se aprecié
el patrén de bandas

3.6.2 Cromatografia preparativa

Una vez realizada 1a cromatografia en capa fina y haber observado el nimero,
tamafio y coloracién de las bandas obtenidas, se procedié a recolectar las bandas de
mayor tamafio para la cual se utilizaron placas de vidrio de 20 X 20 cm

a) Con la ayuda dec una espétula de aluminio se inicié a raspar la fraccion de
nuestro mterés cuidando no mezclar dichas fracciones.

b) Cuando la banda que deseamos no se percibe a simple vista se procede a la
utilizacion de 1a limpara de U.V. y entonces se procede como en el inciso A.

¢) Una vez realizado lo anterior se depositan las fracciones en vidrios de reloj por
ser estos de un didmetro considerable y retener mayonmente la silica con la
fraccion adsorbida, posteriormente se¢ depositan en tubos de ensayo
cuidadosamente.

d) Ya en los tubos de ensayo la silica con la fraccion se resuspendié con 3ml de
metanol con la finalidad de separar al componente de la silica.

¢) Se agité vigorosamente con 1a ayuda de vm vortex y se centrifuga a 3000 rp.m
por espacio de cinco minutos, este paso se repiti tres veces

f) Finalmente se deposit6 el sobrenadante en cajas petri con la ayuda de una pipeta
Pasteur, se dejé a temperatura ambiente esperando que se evapore ef solvente.

25



3.7 Bioensayo con las fracciones.

Cada fraccién contenida en las cajas petri se resuspendié nuevamente con 2 ml de
etanol, se agitd con movimientos envolventes, para posteriormente ser recolectadas con
pipetas Pasteur, a tubos de ensayo.

Una vez realizado lo amterior se seleccionaron 10 larvas del 2° estadio tardio y se
depositaron en un vaso desechable conteniendo 50 ml de agua, con sus respectivos
controles, a cada lote de larvas previamente separadas se les adiciond la fracciom
correspondiente, para el control se le afiadié 2 ml de etanol absohuto, se regitro la
mortalidad a las 24 horas.

3.8 Pruebas quimicas para la identificacion de grupos quimncos en fracciones.

Prueba de la vanillina.

Para terpenos, el reactivo se roci6 sobre los cromatogramas ya corridos de los extractos
y se colocd ¢n 1a estnfa a 100°C, por espacio de 8 minutos. Es positivo al observar en ta
placa coloraciones rojas o azules (El reactivo se prepara con 4 g de vanillina en 100 ml
de H;S0y).

Prueha de Dmagendorff.

Modificacion de Mumier y Machelobuf, para alcaloides. El reactivo se rocié sobre el
cromatograma y la prucba se considerd positiva al observar en la placa coloraciones rojo
© naranja, persisten por -algunas horas. El reactivo se preparé con dos soluciones:
solucién A: se disuelve 0.85 g de nitrato de bismuto, en una mezcla de 10 ml 4cido
acético glacial y 40 ml de agua. Solucién B: Se disolvié. 8 g de yoduro de potasio.en 20
ml de agua ( El reactivo se prepara mezclando 5 ml de 1a solucién A y 4 ml de la
solucion B y 100 ml de agua, el reactivo es estable por un afio).

Prueba 2,4-dinitrofenilhidracina.

Para grupo carbonilo. En un tubo de ensayo se disolvieron 10 gotas de 2,4
dinitrofenilhidracina en 1 ml de etanol caliente, se agregaron 10 gotas de la muestra, se
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calento a baflo maria por 10 al5 minutos, se dejé en reposo y luego se enfirio en un bafio
con hielo, la aparicién de un precipitado indicara la presencia del grupo carbonilo,

3.9 Identificacion por métodos espectroscopicos.
La identificacién det compuesto activo se realizé por medio de cromatografia de gases
acoplado a espectro de masas

3.10 Pruebas de citotoxicidad.

La pmeba de citotoxicidad fue realizada en The University of Arizona College of
Medicine , por fa M.C. Mara del Pilar Carranza Rosales por el método  colorimetrico
de la reduccion del MTT (Mosmann, 1983).



4 RESULTADOS
4.1 Tagetes lucida
4.1.1 Obtencién del extracto.

Mediante la técnica de extraccion por maceracion se obtuvo después de 7 dias de
agitacién continua el extracto hexdnico con las siguientes caracteristicas: Color verde
olivo, de aspecto aceitoso, de olor agradable, ligeramente dulce al olfato, depositado en
el fondo de vaso de precipitado asi como en sus paredes, cuyo rendimiento fue de 0.39 g
y 1.8 g de un total de 40 y 200 g de planta respectivamente; Su mayor solubilidad fue
en etanol (cuadrol)

Cuadro 1 Caracteristicas fisicas de 7. lucida

A ;

———
o8 A
o b Bl

Tagetes lucida Olor: dulce al olfato 0.94
Textura: aceitosa 0.9
Soluble: etanol




4.2 Pruebas quimicas.

Las pruebas quimicas realizadas para los diferentes grupos funcionales y metabolitos
solo resultaron positivas para alcaloides, flavonoles, sesquiterpenlactonas, asi como para

grupos carbonilos e instauraciones (cuadro 2),

Cuadro. 2 Pruebas quimicas para la identificacién de grupos funcionales y metabolitos
en el extracto Hexénico de Tagetes lucida

Dragendorff Alcaloides Positivo Color anaranjado
Cloruro Férrico Hidroxilos Fenolicos Negativo No hnbo cambio en la
coloracion

KmnO4 Instauraciones Positivo Precipitado color café
oscuro

2-4

Dinitrofenilhidracina Grupo Carbonilo Positivo Precipitado color
amarillo

H; SO4 Flavonoides Positivo(flavonoles) Color rojo

Baljet Sesquiterpenlactonas Positivo Color naranja

Molisch Azucares Negativo No hay formacion de

anillo en la interfase.




4.3 Pruebas preliminares en larvas de Ae. aegypti

Se realizaron varios ensayos preliminares con diferentes rangos de concentracién hasta
obtener un rango de mortalidad entre 8 y 90% , las concentraciones elegidas y las
mortalidades registradas se resumen en cuadro 3. Como puede observarse la mortalidad
minima y méxima fue de 40 ppm y 225 ppm respectivamente.

Cuadro .3 Ensayos preliminares de diferentes concentraciones del extracto hexénico de
tesularvasdee. aegypi ‘

B

145 15 15 100%
165 15 15 100%
185 15 15 100%
205 15 15 100%
225 15 15 100%
Control 15 0 0
Preliminar 2
100 15 15 100%
115 15 15 100%
130 15 15 100%
145 15 15 100%
160 15 15 100%
Control 15 15 0
Preliminar 3
40 15 6 40
50 15 7 43
60 15 9 60
70 15 11 73
80 15 13 86
Control 15 0 0
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4.4 Evaluacion de la actividad larvicida del extracto hexénico de T.lucida

Una vez determinadas los rangos de concentracion se procedio a hacer el bioensayo, en
el cual se probaron siete dosis, cada dosis con nueve repeticiones(tabla 4), con los datos
de mortalidad se determinaron de las LCso 55.14 con limite inferior de53.21 ppm y un
limite superior de 57.23 y LCos 127.34 cuyos limites inferior y superior fueron de 116.46

y 141.82 respectivamente (P<0.05) ( Fig.16)

Tabla 4, Actividad larvicida contra Aedes aegypti del extracto hexinico de 7. lucida

C1(25 ppm) 225 10
Cz (30 ppm) 225 14
Cs (40ppm) # 22
Cs (50 ppm) B 32
Cs (60 ppm) o 50
Cs (70 ppm) s 66
C (80 ppm) e 88
CONTROL x5 0
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LooL 1 22%50 1,742
LDIG 1.458 LD99 2,25¢

Fig.15 Distribucién logaritmica de la relacién dosis-respuesta del extracto hexénico de
T.lucida contra larvas de Ae. aegypti
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Fig.16 Linea dosis- mortalidad de larvas de Ae. aegypti después de 24 hrs de exposicién
al extracto hexénico de Tfucida



Por otro lado se probé el extracto hexémico de T.lucida que se tenia almacenado en
condiciones de refrigeracién por espacio de un afio,como puede observarse en las cuadro
5, el porcentaje de mortalidad fue significativamente alta comparado con el extracto
reciente asi también se determino su LCso de 32.46 con un limite inferior de 29.14 y un
limite superior de 35.36 y una LCos de 91.47 ppm con limites inferior y superior de
79.26 y 112.24 (P<D.05)Fig. 18) para ello se realizaron tres repeticiones por cada
dosis.

Cuadro. 5 Actividad larvicida contra Aedes aegypti del extracto hexanico de 7. Lucida
después de un afio de almacenamiento

C1(25 ppm) 75 38
C2 (30 ppm) & 45
C; (40ppm) & 53
C4 (50 ppm) #3 78
Cs (60 ppm) i 85
Ce (70 ppm) - %
C7 (80 ppm) 75 94
CONTROL B 0
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Fig.17 Distribucién logaritmica de la relacion dosis-respuesta del extracto hexénico de
T.lucida contra larvas de Ae. Aegypti después de un afio de almacenamiento

Bl Quomr = om0 ™Y

Fig.18 Linea dosis- mortalidad de larvas de Ae. aegypti después de 24 hrs de exposicién
al extracto hexanico de 7lucida de un afio de almacenamiento



4.5 Pruebas preliminares con diferentes vehiculos

Se probaron tres vehiculos par una posterior formulaciéon como se puede observar en la
cuadro 6, con ninguno de ellos se obtuvo un resultado satisfactorio, ya que atn en la
concentracion mayor de 7200 ppm solo se registrd el 2.4 % de mortalidad en la termolita

y silica gel y 0% en la tierra de diatomeas.

Cuadro.6. Evaluacion de vehiculos para el extracto hexanico de T./ucida contra larvas de

3% estadio tardio y 4° temprano de Ae. aegypti a las 24 hrs de exposicion.

ppm Repeticiones N° larvas expuestas NP° larvas muertas

60 5 125 0
80 5 125 1
7200 5 125 3

N° expuestas

p ‘ Repeticiones N° larvas muertas
60 5 125 0
80 5 125 2
7200 5 125 3

Repeticiones N° larvas expuestas
60 5 125 0
80 5 125 0
7200 5 125 0




4.6 Separacién por métodos cromatograficos

Se probaron diferentes solventes: con los cuales se hicieron mezclas proporcionales,
resultando ser buen eluente la mezcla de benceno — metanol en una proporcion de
9:1 observindose un total de ocho fracciones de diferentes colores, de las ochos
fracciones se eligieron tres por ser estas las m4s abundantes y mejor aisladas Fig.14,
tomando su Rf como referencia, por otro lado por medio de la técnica de raspado y
resuspensién de cada fraccién se pudo determinar la cantidad de las mismas cuadro
!

Cuadro. 7 Obtenci6n de fracciones del extracto hexanico de T lucida.

I 0.62 96% Banda de color azul violeta
I 0.72 55% Banda de color azul violeta
I 0.88 22% Banda de color verde fosforescente

Fig.19 Cromatografia en capa fina, expuesta a luz ultravioleta, fracciones I, I y ITI
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4.9 Identificacién de la fraccién activa

La identificacion se realizé mediante la ayuda de cromatdgrafo de gases acoplado a
Espectro de masas donde la fraccién I resulté ser la 7-metoxi cumarina (herniarina I)
como se muestra en la figura 21

4.10 Pruebas de citotoxicidad.

Se realizaron pruebas de citotoxicidad al extracto de T./ucida donde se demuestra su
inocuidad, para esto se probaron tres concentraciones més un control positivo siendo
este tdxico a la linea celular donde se realizaron dichas pruebas. (figura 20).

Tagetes lucida(ex-hex)

Et-OH(100)

100

Fig. 20 Prueba de citotoxicidad del extracto hexénico de T.fucida sobre la linea celular
LLC- PK1(thibulo préximal de cerdo).
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4.7 Identificacién de grupos quimicos en fracciones.

Se realizaron pruebas quimicas para las tres diferentes fracciones los resultados nos
mucstran que la fraccién 1 identifico a el grupo carbonilo, la fraccién II a terpenoides y
la fraccién IIT alacaloides como se observa en la cuadro 8.

Cuadro. 8 Pruebas quimicas en las fracciones obtenidas

Negativo
Negativo Negativo Positivo

Positivo Negativo Positivo

4.8 Ensayo de la actividad larvicida de las fracciones obtenidas del extracto hexénico de
T.lucida contra larvas de 2° estadio tardio de Ae. aegypti.

De las fracciones obtenidas por cromatografia en capa fina se realizo el ensayo de
actividad biolégica donde las tres fracciones resultaron tener actividad como se ilustra a
continuacién en la cuadro 9, la actividad fluctu6 entre 90 y 100 % respectivamente.

Cuadro..9 Actividad biolégica de las fracciones I, I1 y III  contra larvas de 2° estadio
tardio de Ae aegypti.

I 10 10
I 10 9

3%



Fig. 21 Espectro de masas de la fraccion 1
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4.11 Tagetes erecta.

4.11.1 Obtencién del extracto

Extracto de color amarillo-anaranjado, de aspecto pegajoso, de olor agradable,
ligeramente dulce al olfato, cuyo rendimiento fue de 0.3g y 0.85 g de un total de 40 y
200 g de planta respectivamente; su mejor solubilidad se observé em agua
pudiéndose apreciar pequefias particulas precipitadas al cabo de tres dias, Cuadro 10

Cuadro 10 Caracteﬁsum fisicas de T. erecta

| : moxmwo%
. Color amanllo-anaranjado
Tagetes erecta Olor: dulce al olfato 0.75
Textura: pegajosa 0 .42
Soluble: agua

4.12 Pruebas quimicas para la identificacion de grupos funcionales y metabolitos.

El extracto metanélico resulté positivo para alcaloides, hidréxilos fenélicos,
flavonoides y aziicares, representadas en la cuadro 11.




Cuadro 11 Pruebas quimicas para la identificacién de grupos funcionales y
metabolitos en el extracto metandlico de Tagetes erecta.

Dragendorff Alcaloides Positivo Color rojizo
Cloruro Férrico Hidroxilos Fenélicos Positivo Color verde militar
10 gotas fueron el
Bromo Instauraciones Positivo tope para decolora el
reactivo
Wagner alcaloides Positivo Color rojizo
Shinoda Flavonoide pasimaRed 17 T H T
oides ositivo(flavonoles
exotérmica
Liberman-Burchard Compuestos negativo No hubo vire de
esteroidales inmediato
Felhing
Azicares positivo Precipitado rojo
ladrillo
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5 DISCUSION GENERAL

El presente estudio se llevo acabo con dos especies de Tagetes: Tagetes lucida
y T.erecta para probar la actividad larvicida en Aedes aegypti
La eleccion de estas plantas se debié a que son nativas de nuestro pais ademds de
estar distribwida ampliamente en casi todo el territorio nacional, ser resistentes a
cambios climaticos.

Tagetes lucida: Para T.lucida de la cual se trabaj6 con toda 2 planta excepto
la raiz dentro de estas ventajas encuentra la facilidad de manejo debido a su tamafio,
de esta manera pudimos constatar lo que menciona Sénchez, (1980) acerca de que
su tallo es tubuliforme ademds de presentar un aroma caracteristico por la presencia
de glandulas oloriferas epidérmicas. De esta manera se decidié trabajar con la planta
completa sin embargo esto podria crear una controversia en cuanto que parte de la
planta es la que tiene mayor actividad, la cual seria algo laborioso de descifrar ya que
se tendrfan que hacer estudios separados de cada parte de la planta trayendo como
consecuencia la rentabilidad en cuanto a costos, ya que segun nuestros resultados
trabajando toda la planta se obtienen rendimientos pocos significativos; lo que
probablemente podria compensar esta parte es la gran actividad biologica que
presenta como las que se reporta en los antecedentes tanto de estudios quimicos y
como los de uso comim, tanto de la misma planta, como varias especies de su mismo
género

Metabolitos: Linares & Bye, (1986) reportan que los frutos se han usado en
forma de té el cual actia como sedante en el tratamiento de personas nerviosas, se
confirma con las pruebas quimicas reabzadas para la deteccion de metabolitos y
grupos funcionales en ¢l extracto hexémico de T.lucida ya que se encontrd la
presencia de alcaloides determinado por 1a prueba de Dragendorff, Jos cuales tienen
efectos narcotizantes y relajantes del sistema nervioso (los huicholes 1a queman para
ahuyentar a los moscos)
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Bioensayos: Estos estudios nos reafirmaron el rambo para proseguir con los
objetivos planteados, ya que la probabilidad de que algunos compuestos o
metabolitos podrian poseer la accidn larvicida era grande, asi como los ya descritos
ea otras especies de Tagetes.

Se procedié a realizar pruebas preliminares donde establecer los rangos de
conceatracion fue algo laborioso ya que existian varios factores que pudieran afectar
en la actividad de dicho extracto ya sea disminuyendo su accién o potencidndolo,
uno de estos factores potenciadores fue la luz ya que se observé que al manejar dosis
mas pequefias en los vasos donde estaban contenido lag larvas en un principio era
escasamente turbia, sin embargo al cabo de las 24 hrs que era el tiempo que duraba el
experimento, el agua con el extracto era més turbia esto concuerda con Amnason et al.
(1981) el cual menciona que algunas especies de Tagetes tienen actividad fototoxicas
es decir que incrementan su actividad con la luz como el caso de 7 patula por lo que
se opté por tomar un rango de concentraciones

menores hasta obtener los rangos de concenfraciém, descrita en la tabla 4
correspondiente al bioensayo , donde se observa una proporcién directa entre la
mortalidad y las concentraciones de las dosis las LCso 55.14 con lLimite nferior
de53.21 ppm y un limite supenor de 57.23 y LCos 127.34 cuyos limites inferior y
superior fueron de 116.46 y 141.82 respectivamente (P<0.05) obtenidas del analisis
probit por le método de maxima verosimilitud fue comparado con los de T.erecta
reportados por Martinez 1997 por el mismo método obteniendo una LCsy de 75.68
ppm y una LCqg de 185.48 ppm en larvas de Culex pipens quinquefasciatus y a los de
Perich et al 1994, donde se observaban las L.Csy y LCyy de Terecta de 104 y 145
ppm respectivamente obteniendo los extractos por soxhlet, en larvas de Ade. aegypti

Bioensayos con extractos almacenados por un afio; Por otra parte existia la
duda de que tan activo podaria perdurar ¢l extracto con el tiempo por lo que se
realizaron bioensayos com extractos hexdmicos de T.Mucida almacenados em
refrigeracién, por espacio de un afio, donde se observd tener mas actividad que los
extraotos recientes, esto se oomprucba de acuerdo & Jos resultados obtenidos donde seo
ve claramenfe un incrémento de mortalidad casi al doble en las mismas
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concentraciones con una LCsq de 32.46 con un limite inferior de 29.14 y um limite
superior de 35.36 y una LCos de 91.47 ppm con Timites inferior y superior de 79.26
y 112.24 (P<0.05) esto posiblemente se deba a que los componentes del extracto
hayan sufrido algim cambio o que hayan reacciomsdo entre ellos teniendo accion
sinergistas o0 que simplemente al ponerse muevamente al contacto con la luz
incrementara su propiedad larvicida.

Pruebas preliminares con diferentes vehiculos: Buscando sentar las bases para.

realizar un formulado se ensayaron con tres diferentes vehiculos, cabe hacer la
aclaracién que dichos ensayos se realizaron con el extracto hexdnico de 7.lucida
crudo y no con las fracciones, estos se debe a que se obtiene poca cantidad de la
fraccion ademés de hacerla mas practica y menos costosa ya que de igual manera el
ingrediente activo esta presente aunque no sabemos en que proporcion.
De los tres vehiculos que se eligieron ninguno mostré Ia propiedad de liberar al
extracto como se muestra en la tabla 6, aun wusado el extracto a su méixima
concentracién de 7200 ppm en la Silica gel esto puede deberse segun a 1o citado por
Cannell, (1998) donde 1la silica es un buen adsorbente y aunque este es un proceso
meramente fisico no podemos descartar las interacciones relstivamente débiles como
los puentes de hidrégeno, fuerzas de Van der Waals ¢ mteracciones dipolares. En
cuanto a las tierras de distomeas y termolita(silicato) probablemente se requiera de la
ayuda de un coadyuvante que lo libere o disperse, por otro lado este tipo de vehiculos
se emplean mas cominmente en polvos humectébles y espolvoreables ademis segim
Angus y Lithy (1971), se debe tener en cuenta ¢l pH del material inerte 1a capacidad
de adsorcion y el intercambio iénico

Para la separacion de las fracciones, se utilizd la cromatografia en capa fina ya
que la fase estacionaria que es la silica gel, tiene la capacidad de adsorcién la cual
involucra la distnibucién de Ia molécula en esta fase y una fase mévil liquida, el
equilibrio dindmico cambia de la fase estacionaria a la fase movil es especifico para
cada molécela y es afoctada por 1a competencia que existe enire ¢l solute y el
solvente por sitios de la fase estacionaria lo que trae como consecuencia una buena
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separacién de los componentes del extracto. Para lograr una buena separacién se
realizaron mezclas de diferentes solventes polares, intermedio ¥ no polares, para la
separacién de las fracciones obtuvimos buenos resultados con la mezcla benceno-
metanol (9:1) obteniendo un total de ocho bandas de las cuales solo se eligieron tres
debido a las siguientes razones: 1) Estar en mayor abundancia 2) mejor separadas y
3) por 1a informacién que ya se tenia tanto de los resultados de las pruebas quimicas,
ya que el extracto hexanico de 7./ucida habia salido positiva para el grupo carbonilo
en la prueba de 2,4-DNF, la presencia de dobles enlaces por la prueba de KMnO,, y
los colores de las bandas observadas las cuales eran azul violeta Fraccion I y Il y
verde fosforecente fraccion Il todo esto dandonos indicios de que se pudiera tratar
de una coumarina segin lo descrito por Dominguez. (1973) de que las coumarinas se
observan florescencia azul cuando se exponen a luz ultravioleta o de tratarse de una
furocumarina la cual desarrolla fluorescencia verde.

Identificacién de grupos quimicos en fracciones: Una vez separadas y
recolectadas las fracciones se realizaron nuevamente pruecbas para la identificacién
de grupos quimicos, dichas pruebas era Ia vamillina la cual se eligi6 debido a que
esta es para triterpenos y la literatura consultada donde Rodriguez y Marby (1977),
seilalan que en él genero Tagetes se han encontrado constituyentes voldtiles como
moterpenos, sesquiterpenos y aromaticos,

La segunda prueba elegida fue la de Dragendorff modificacion de Munier y
Machelobuf, para alcaloides, pensando de que se pudiera tratar de un alcaloide de
acuerdo a los resultados obtenidos en Ias pruebas quimicas coloridas la cual era
positiva para ests metabolito

La 2 4-DNF se realizd por estar presente en el extracto crudo y  por el patrén de
coloracion obtenidos en las bandas pudiéndose tratar de una coumarina por la
presencia del grupo carbonilo.

Identificacion de la fraccion por espectroscopia: Una vez obtenidos los

resultados de la pruebas quimicas para las fracciones como se sefialan en la tabla 8,
se procedid a la identificacién del compuesto activo resultando ser la fraccién 1
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La 7-metoxi coumarina confirmando la prueba de 2,4 DNF de dicha fraccién
ya que en el espectro y de acuerdo a la referencias del aparato se vea los picos
caracteristicos de este compuesto los cuales son la eliminacién de CO (M" -28),y de
el anillo aromético 77 m® (figura 21), asi también secunda lo referente & Ila
coloracion desarrollada en la banda de la cromatografia en capa fina. Este resultado
también concuerda con el de Salgado (2000), el cual identifica el mismo compuesto
la herniarina I en T lucida con actividad bactericida.

Citotoxicidad: Fue importante realizar estudios de citotoxicidad en extractos o
compuestos bioactivos extraidos de las plantas , por lo que s¢ mandaron a realizar
estas prucbas a la universidad de Arizona en el colegio de Medicina con la M.C. Pilar
Carranaza R. la cual nos reporta que el extracto hexdnico de T.lucida no es toxico
de acuerdo con Mosmann (1983), esto es por la capacidad que tienen la células del
tubulo proximal de cerdo(LLC-PK1) de reducir el MMT a formazin por enzimas
deshidrogenasas esto se puede apreciar en la figura 20, donde en las fres
concentraciones ensayadas muestran un incremento en la absorbancia demostrando
su viabilidad.

Tagetes erecta: Al inicio de nuestro trabajo se planteo como objetivo, evaluar
la actividad de 2 especies de Tagetes, sin embargo debido a problemas de
disponibilidad pues Tagetes erecta es un poco mas escasa que T.lucida, esto no
quiere decir que no se dé todo el afio como lo sefiala Sanchez, (1980) a pesar de esto
T. erecta se encuentra en mayor abundancia por los meses de octubre y noviembre,
razdn por la cual el trabajo con esta planta fue mas dificil. Por lo antes mencionado y
otros motivos como un sin mimero de variedades o hibridos que solo se pueden
distinguirse por rasgos genéticos, lo que hace casi imposible tener la certeza de que se
estuviera trabajando con la especie correcta. Pero talvez la mas importante de las
circunstancias por lo cual no se continuo trabajando con ella fue que se eligi6
procesar solo la parte aérea es decir los pétalos; esta decision fue tomada en base a los
antecedentes que existian de la misma planta desarrollado por Martinez G, (1997)
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contra larvas de Culex pipiens quinquefasciatus donde solo utilizé los pétalos
obteniendo resultados satisfactorios. Se realizaron pruebas quimicas para la
identificacion de metabolitos y grupos funcionales de los cuales solo resulta negativo
para la prueba de Liberman-Burchard (compuestos esteroidales) tabla 11. por otro
lado se determinaron aspectos fiscos como color, olor, consistencia pero el que nos
dio Ja iniciativa de modificar el trabajo con esta especie fué su rendimiento expresado
en porcentaje, liegando a obtener hasta 0.92% de 1300 g, es decir que se necesitan
trabajar grandes cantidades de la parte aérea para obtener una cantidad significativa.
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6 CONCLUSIONES.
-Los extractos de Tagetes lucida, presentaron actividad contra larvas del tercer
estadio tardio y cuarto temprano de Aedes aegypti.
-La LCsoy LCys del extracto hexanico de T. lucida fue 55.14 pp.m y 127.34 p.p.m
(P<0.05) respectivamente, asi mismo la LDsy LDys se vieron iicrementados en el
extracto hexanico de la misma planta con un afio de almacenamiento en condiciones
de refrigeracion a 32.46 y 91.47 p.p.m respectivamente.
-Los vehiculos probados, para la fornmlacion : Slica gel 7 G, tierra de diatomeas y la
termolita no fuerén buenos liberadores del extracto hexdmico de .T. lucida.
-Se obtuvieron ocho fracciopes del extracto hexanico de T/ucida por cromatografia
en capa fina, tres de ellos presentaron actividad larvicida.
-La fraccién ITI con un 90 % de mortalidad, dio positivo para la prueba de
Dragendorff por lo que se infiere que se um alcaloide.
-La fraccion II con un 100% de mortalidad no fue posible su identificacién
-La fracciém I con un 99 % de mortalidad de acuerdo a las pruebas quimicas y
estudios espectroscopicos es la 7-metoxi coumaring 6 Hemiarina I cuya formula es:

H,Co

Herniarina I

-Las pruebas de citotoxicicidad Llevadas a cabo la linea celular LLC-PK1
resultaron negativas

Los resultados anteriores nos indican que T.Jucida puede ser una buena alternativa en
el uso de bioinsecticidas naturales por su actividad larvicida relevante y su nula
toxicidad, a la linea célular probada
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