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Resumen

Titulo: Identificacion de compuestos con posible actividad antimiasis empleando
Drosophila melanogaster como modelo biolégico y la mitocondria como diana

farmacologica*

Autora: Anjy Tatiana Ojeda Cardenas**

Palabras clave: Miasis, metabolitos secundarios, Drosophila melanogaster, acoplamiento

molecular, ensayos de toxicidad, cadena trasportadora de electrones, mitocondria, xantona.

Descripcion:

La miasis es una enfermedad parasitaria que afecta los tejidos de vertebrados, tanto humanos
como animales, y es causada por larvas de dipteros de las familias Muscidae, Fannidae,
Oestridae, Sarcophagidae y Calliphoridae (Zumpt, 1965; Francesconi & Lupi 2012). Esta
problematica conlleva infecciones secundarias, pérdidas econdmicas en la poblacion humana
y efectos ambientales y toxicoldgicos asociados al uso de insecticidas sintéticos, tales como
los organofosforados (Tandonnet et al., 2020, 2023). El objetivo de este estudio fue
identificar metabolitos secundarios con potencial actividad antimiasis mediante un enfoque
integral que incluyé analisis in silico, ensayos in vivo, e investigaciones in vitro empleando
Drosophila melanogaster como modelo experimental. En la fase in silico, se modelaron
proteinas mitocondriales de los complejos | al IV (subunidades ND5, A, Cyt b y 4)
empleando Alphafold2 y se realiz6 acoplamiento molecular con 210 metabolitos,
destacandose la xantona, el carvacrol y el timol. Estos metabolitos se evaluaron in vivo, por
medio de ensayos de toxicidad por ingesta, y se determinaron los valores de Clso, donde se
obtuvieron valores de 3,5 ppm (xantona), 50,0 ppm (carvacrol) y 150,0 ppm (timol), en
moscas Drosophila melanogaster. Finalmente, en la fase in vitro se evalu6 la inhibicion de
la cadena transportadora de electrones mitocondrial, confirmando que la xantona presento la
mayor actividad inhibitoria en las enzimas NADH y succinato oxidasas. Estos resultados
sugieren que la xantona es un candidato prometedor como agente antimiasis de origen
natural.

*Trabajo de grado

**Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Directora: Stelia Carolina Méndez Sanchez. Doctora en Ciencias
con especializacion en Bioquimica. Codirector: Luis Carlos Vesga Gamboa. Doctor en Quimica. Asesor: Jonny
Edward Duque Luna. Doctor en Ciencias Basicas, area de Entomologia médica.
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Abstract

Title: Identification of compounds with potencial antimyiasis using Drosophila

melanogaster as a biological model and mitochondria as a pharmacological target *

Author: Anjy Tatiana Ojeda Cardenas **

Keywords: Myiasis, secundary metabolites, Drosophila melanogaster, molecular docking,

toxicity asssays, electron transport chain, mitochondria, xanthone.

Description:

Myiasis is a parasitic disease that affects the tissues of vertebrates, both humans and animals,
and is caused by larvae of dipterans from the families Muscidae, Fannidae, Oestridae,
Sarcophagidae y Calliphoridae. (Zumpt, 1965; Francesconi & Lupi 2012). This problem
leads to secondary infections, economic losses in the human population, and evironmental
and toxicological effects associated with the use of synthetic insecticides, such as
organophosphates (Tandonnet et al., 2020, 2023). The objetive of this study was to identify
secondary metabolites with potential antimyiasis activity through an integrative approach
that included in silico analysis, in vivo assays, and in vitro investigations using Drosophila
melanogaster as an experimental model. In the in silico phase, mitochondrial proteins from
complexex | to IV (ND5, A, Cyt b, and 4 subunits) were modeled using AlphaFold2 and
molecular docking was performed with 210 metabolites, highlighting xhantone, carvacrol,
and thymol. These metabolites were evaluated in vivo through ingestion toxicity assays, and
ICso values were determined: 3.5 ppm (xanthone), 50.0 ppm (carvacrol), and 150.0 ppm
(thymol) were obtained in Drosophila melanogaster. Finally, in the in vitro phase, inhibition
of the mitochondrial electron transport chain was evaluated, confirming that xanthone present
the highest inhibitory activity in NADH and succinate oxidase enzymes. These results
suggest that xanthone is a promising candidate as a natural antimyiasis agent.

**Degree Work

**Science Faculty, Chemistry Department. Director: Stelia Carolina Méndez Sanchez. PhD in Science,
specializing in Biochemistry. Co-Director: Luis Carlos Vesga Gamboa. PhD in Chemistry. Advisor: Jonny
Edward Duque Luna. PhD in Basic Sciences, Medical Entomology area.
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Introduccion

La miasis es una infestacion parasitaria causada por larvas de dipteros que afectan tanto a
humanos como a animales. Entre las especies mas relevantes se encuentran Cochliomyia
hominivorax, Dermatobia hominis, Oestrus ovis, Lucilia sericata, Sarcophaga, Musca domestica
y Chrysomya; cuyos estadios larvarios se desarrollan en heridas o tejidos vivos, ocasionando
necrosis, infecciones secundarias, disminucion en la productividad animal e incluso la muerte si

no se instaura un tratamiento oportuno (Francesconia & Lupi, 2012a; Scholl et al., 2019).

Tradicionalmente, el control de la miasis se ha basado en el uso de insecticidas sintéticos
de tipo organofosforado, carbamato y piretroide; sin embargo, su uso extensivo se asocia a
toxicidad en organismos no blanco, desarrollo de resistencia y acumulacion ambiental (Shalaby et
al., 2016; Sidhu et al., 2019). Estas limitaciones han impulsado la bdsqueda de alternativas
naturales, entre ellas los metabolitos secundarios de plantas con potencial insecticida, larvicida y

repelente (Rattan, 2010; Duque et al., 2023a)

En este contexto, Drosophila melanogaster se ha consolidado como un modelo biolégico
versatil para estudios de toxicologia, genética y metabolismo energético. Su genoma fue uno de
los primeros (en insectos) en ser secuenciado completamente, lo que permite establecer
correlaciones moleculares con otras especies de interés médico y veterinario (Matthews et., 2015).
Ademas, presenta similitudes bioguimicas y fisioldgicas con los mamiferos, un ciclo de vida corto
(Figura 1) y bajo costo de mantenimiento, lo que facilita su uso en investigaciones de laboratorio

(Rocha, 2013; Moraes & Montagne, 2021). Estas caracteristicas la posicionan como organismo
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idoneo para la evaluacion de metabolitos secundarios en modelos de toxicidad in vivo, ensayos

celulares in vitro y aproximaciones computaciones in silico.

Los estudios in vivo en D. melanogaster han demostrado que aceites esenciales como el de
Rosmarinus officinalis generan alteraciones en biomarcadores oxidativos, disminucion en el
desarrollo larval y aumento en la mortalidad adulta, evidenciando un efecto insecticida/larvicida
atribuible a la induccion de estrés oxidativo (Pedroso et., 2023). De manera complementaria,
ensayos in vitro han permitido analizar el impacto de metabolitos como terpenos y
fenilpropanoides sobre la actividad enzimatica mitocondrial, reforzando la hipotesis de que la
mitocondria constituye una diana farmacoldgica clave en el disefio de nuevos insecticidas

(Ldmmen, 2007; Duque et al., 2023b).

Paralelamente, los enfoques in silico mediante modelado molecular y acoplamiento por
Docking han facilitado la prediccion de interacciones entre metabolitos secundarios y enzimas de
la cadena respiratoria mitocondrial. Estas simulaciones permiten identificar compuestos con alta
afinidad a complejos enzimaticos criticos, como NADH deshidrogenasa (Complejo 1) y citocromo
bci (Complejo 11), lo que abre la posibilidad de seleccionar moléculas candidatas previo a la
realizacion de ensayos bioldgicos, reduciendo tiempo y costos de experimentacion (Alonso et al.,

2006; Chaaban et al., 2017).

De esta manera, la integracién de estudios in silico, in vivo, e in vitro en D. melanogaster
constituye una estrategia solida para la evaluacion de metabolitos secundarios con potencial
insecticida. Este enfoque multidimensional no solo permite validar mecanismos de accion sobre

la mitocondria, sino también proyectar la aplicabilidad de dichos compuestos al control de especies
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productoras de miasis, aportando a la busqueda de alternativas sostenibles, seguras y efectivas en

salud publica y veterinaria.

Figura 1.

Ciclo de vida Drosophila melanogaster

Adulto

Masculino Femenino

A W

/ “ A 4%
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Nota: Tomado de Drosophila melanogaster as a model organism to study nanotoxicity. (p. 398),
por Ong et al., 2015, Nanotoxicology.

Segundo estadio
larval
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Objetivos

Objetivo general

Determinar compuestos con potencial actividad antimiasis, teniendo la mitocondria como

diana farmacoldgica y la especie Drosophila melanogaster como modelo bioldgico de evaluacion.
Objetivos especificos

e |dentificar mediante técnicas in silico compuestos con posible actividad insecticida
teniendo como diana farmacoldgica la mitocondria.

e Determinar el efecto de los compuestos previamente seleccionados en los ensayos
in silico en el desarrollo de la especie Drosophila melanogaster.

e Evaluar in vitro el efecto de los metabolitos con mejor actividad insecticida sobre

la bioenergética mitocondrial en el estadio adulto Drosophila melanogaster.

El presente documento se estructura en tres capitulos interconectados que abarcan desde la
prediccion computacional hasta la validacion bioldgica. El Capitulo 1 detalla la fase in silico,
centrada en el modelado estructural y el acoplamiento molecular de los metabolitos. EI Capitulo 2
integra las fases experimentales in vivo e in vitro, describiendo la metodologia y los resultados
obtenidos sobre el desarrollo y la bioenergética de Drosophila melanogaster. Finalmente, el
Capitulo 3 presenta una discusion y conclusiones globales, donde se contrastan los hallazgos de
todas las etapas; asimismo, se incluyen las recomendaciones derivadas del estudio y las estrategias

de divulgacion de los resultados alcanzados.
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1. Analisis in silico de compuestos con posible actividad antimiasis con afectacion en
los complejos mitocondriales encargados del transporte de electrones en Drosophila

melanogaster.

En este capitulo, se presenta un método ampliamente empleado en el analisis
computacional que permite la prediccion de posibles interacciones proteina-ligando, con sus
respectivas energias. Esta técnica proporciona informacion relevante para el estudio de nuevos
compuestos con potencial terapéutico en el campo de la miasis, denotando un enfoque previo a la
fase experimental, facilitando el screening o determinacion de compuestos con potencial actividad

bioldgica.

Con este prop06sito, se obtuvieron los modelos de homologia de las proteinas de interés en
el estudio y se realiz6 una blsqueda en la literatura de los compuestos a evaluar, dando

cumplimiento al primer objetivo especifico estipulado en la investigacion:

Identificar mediante técnicas in silico compuestos con posible actividad insecticida

teniendo como diana farmacoldgica la mitocondria.

1.1. Metodologia fase in silico

En la Figura 2 se aprecia la metodologia empleada en la fase in silico con sus
respectivas etapas computacionales. Inicialmente, se realizo la busqueda de las secuencias
primarias de las proteinas blanco de las principales especies causantes de miasis utilizando
la plataforma UniProt, una base de datos ampliamente utilizada para la basqueda de

proteinas con caracterizacion estructural (The UniProt Consortium, 2023). Posteriormente,
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se llevo a cabo un alineamiento multiple de las secuencias aminoacidicas, de cada proteina
mitocondrial de diferentes especies de moscas, mediante la herramienta Clustal Omega
(Madeira et al., 2022), con el objetivo de identificar regiones conservadas entre las

secuencias seleccionadas (Sievers & Higgins, 2018).

Con base en estos alineamientos, se construyeron modelos de homologia utilizando
AlphaFold2, una herramienta de prediccion estructural basada en inteligencia artificial que
ha demostrado alta precision en la modelacion de proteinas (Jumper er al., 2021).
Seguidamente, las estructuras generadas fueron analizadas y superpuestas utilizando el
software PyMOL, con el propésito de evaluar el grado de conservacion espacial entre las

proteinas homélogas (Schrodinger, LLC, 2015).

Una vez validadas las estructuras, se procedid a la busqueda de compuestos con
potencial actividad insecticida reportados en la literatura, incluyendo metabolitos
secundarios y compuestos sintéticos utilizados como referencia, identificAndose un total de
210 compuestos. Para la evaluacion de las interacciones proteina-ligando, los compuestos
(ligandos) fueron preparados mediante la herramienta LigPrep de Schrédinger
(Schrodinger, 2025), mientras que las proteinas de estudio se prepararon utilizando la

interfaz Protein Preparation Wizard (PrepWiz) de Schrddinger, Inc (Schrodinger, 2025).

Posteriormente, los ligados preparados fueron evaluados en funcion de sus
propiedades farmacocinéticas ADME (absorcion, distribucion, metabolismo y excrecién)
mediante la interfaz Qik Prop de Maestro, Schrodinger, Inc (Schrodinger, 2025), con el fin
de prever posibles violaciones de las reglas de Lipinski. Como resultado de este analisis,

se seleccionaron 62 compuestos que cumplian con los criterios establecidos.
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A continuacién, los compuestos seleccionados fueron sometidos a estudios de
acoplamiento molecular utilizando el software Schrddinger, el cual incluye herramientas
especializadas para el analisis estructural y prediccién de interacciones proteina-ligando,

como Glide y Maestro (Schrodinger, LLC, 2021).

El acoplamiento molecular (docking) se llevo a cabo utilizando la herramienta
Glide, considerando los ligandos como flexibles y definiendo una caja de acoplamiento
para cada subunidad proteica, en la cual el sitio de union fue identificado mediante la
herramienta SiteMap (Schrédinger, LLC, 2025). El procedimiento de docking se desarrollo
a diferentes niveles de precision, de menor a mayor. En la primera etapa, se empleo el
modo de precision estandar (Standard Precision, SP), a partir del cual se seleccionaron los
20 compuestos con las mejores puntuaciones. Posteriormente, estos compuestos fueron
evaluados utilizando el modo de precision extra (Extra Precision, XP), lo que permitio la

seleccion final de 10 compuestos con el mayor potencial para estudios posteriores.

Finalmente, los 10 compuestos seleccionados fueron analizados adicionalmente en
funcién del cumplimiento de la regla de Lipinski o “regla de los cinco”, la cual predice la
biodisponibilidad oral de los farmacos a partir de propiedades fisicoquimicas como el peso
molecular y el niumero de donadores y aceptores de enlaces de hidrdgeno, entre otros
parametros (Lipinski et al., 2001). Asimismo, se consideraron la energia de afinidad
(MMGBSA), utilizando la interfaz Prime (Schrodinger, LLC, 2025), y el docking score
como indicadores clave del potencial de interaccion entre los ligandos y los sitios drogables
de las proteinas blanco, criterios ampliamente empleados en el disefio racional de farmacos

(Owino et al., 2022; Aina et al., 2020; Ajiboye et al., 2023).



COMPUESTOS ANTIMIASIS EN D. melanogaster 23
Figura 2.

Descripcion metodologia fase in silico.
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1.1.1. Fase preliminar

Con el fin de validar el modelo biolégico Drosophila melanogaster, se
realiz6 una comparacion de las proteinas de estudio de las principales especies
productoras de miasis junto con D. melanogaster y Aedes aegypti. Dado que las
proteinas de estas especies no se encuentran caracterizadas experimentalmente, las
secuencias primarias fueron obtenidas a partir de la base de datos Uniprot (Berman
et al., 2000). Posteriormente, dichas secuencias fueron alineadas para determinar
los porcentajes de identidad utilizando Clustal Omega (Madeira et al., 2022). A

continuacion, se generaron las estructuras terciarias mediante Alphafold2, con el
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1.1.2.

propdsito de visualizar y evaluar la superposicion estructural empleando el software

Pymol (Jumper et al., 2021; DeLano, 2002).

Una vez evaluado el modelo bioldgico, se establecié una base de datos
conformada por 210 compuestos. Entre estos se identificaron metabolitos
secundarios de aceites esenciales de origen vegetal, asi como posibles controles
positivos reportados en la literatura con actividad insecticida frente a las principales
especies productoras de miasis. La base de datos de compuestos se presenta en el
Apéndice A. Las estructuras quimicas de los compuestos fueron obtenidas a partir
de la plataforma PubChem, en formato SDF, para su posterior analisis mediante
acoplamiento molecular (docking) utilizando el programa Maestro (Kim et al.,

2023).

Obtencién modelos de homologia

Los modelos de homologia de las subunidades ND5, SdhA, cyt b y 4
correspondientes a los complejos I, I1, 111 'y IV respectivamente, fueron disefiados
haciendo uso del software AlphaFold2, con la secuencia FASTA de cada subunidad
obtenida de la base de datos Uniprot (Jumper et al., 2021; Tunyasuvunakool et al.,

2021).

La validacion de los modelos de homologia sugeridos por el software
Alphafold2, se realiz6 por medio del calculo de los porcentajes de precision de cada
seccion de la estructura cristalina, lo que facilita evaluar su fiabilidad (Jumper et

al., 2021).
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1.1.3. Preparaciény screening virtual de los ligandos y proteinas

Los ligandos seleccionados se prepararon utilizando la herramienta LigPrep
de Schrddinger, Inc. En el cual se configuraron parametros como la quiralidad,
estereoisomeria, y se determind la configuracion de menor energia. Después, se
generaron todos los estados de protonacion posibles en un rango de pH de 7,2 £ 0,2
y tautdmeros, basados en el valor de pKa teérico calculado, entre otros ajustes

predeterminados del programa (Pietro et al., 2016).

Posterior a la preparacion de los ligandos, se evaluaron sus propiedades
ADME utilizando la interfaz QikProp de Maestro, Schrodinger, Inc. Esto permitio
obtener una prediccion precisa de las propiedades farmacol6gicamente relevantes
de cada molécula, asi como el perfil ADME de los compuestos, lo que facilit6 la
identificacion de posibles violaciones de las reglas de Lipinski o regla de 5 (peso
molecular, PM < 500 g/mol; aceptores de hidrégeno, AH <5; donadores de
hidrogeno, DH <10; la prediccion de la permeabilidad aparente de las células Caco-
2, Permeabilidad Caco-2 >500 kcal/mol y el coeficiente de reparticion octanol

agua, QPlogP/w < 5) (Natarajan A, et al., 2015).

Las estructuras cristalinas de las subunidades 5, SdhA, cyt b y 4
correspondientes a los complejos I, 11, 111 y IV respectivamente, se prepararon
utilizando la interfaz Protein Preparation Wizard (PrepWiz) de Schrédinger, Inc
(Sastry et al., 2013), donde se agregaron atomos de hidrogeno a pH fisioldgico

(7,4), se identificaron las cadenas laterales y los residuos faltantes, se utilizo el
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campo de intensidad OPLS3e para corregir el estado de protonacion y la falta de

cadenas laterales. (Pietro et al., 2016; Sastry et al., 2013).

Docking molecular

Los probables sitios drogables de las proteinas fueron identificados
utilizando la herramienta SiteMap de Schrddinger, Inc. Esta herramienta permitio
localizar regiones energéticamente favorables para la union de ligandos y
proporciond un Docking score (Dscore), parametro calculado en la interfaz Maestro
de Schrodinger. El Dscore fue empleado como un criterio cuantitativo para estimar
la idoneidad de los sitios de unidn y su potencial para establecer interacciones
proteina-ligando estables; en este estudio se seleccionaron aquellos sitios con
valores de Dscore superiores a 1, los cuales fueron considerados altamente

drogables.

Adicionalmente, SiteMap permitié la seleccion del sitio éptimo de union
para cada proteina a partir de descriptores energéticos y geométricos derivados de
calculos cuanticos aproximados, y proporciond informacién relevante sobre las
posibles interacciones proteina-ligando, asi como sugerencias para la optimizacién
estructural de los compuestos (Halgren, 2009). Los sitios identificados fueron
posteriormente utilizados en los estudios de acoplamiento molecular, durante los
cuales el programa Glide predijo la pose de acoplamiento més favorable del ligando
dentro del sitio seleccionado, lo que permitio evaluar la estabilidad y afinidad de

las interacciones obtenidas.
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1.15.

El acoplamiento molecular se realizd en la plataforma Maestro de
Schrodinger, que emplea el algoritmo Glide (Freisner, 2004). Adicionalmente, se
llevaron a cabo acoplamientos con diferentes niveles de precisién, comenzando con
precision estandar (SP), el cual es un docking de menor precision y posteriormente
el de precision extra (XP), el cual es un docking de mayor precision en comparacion
al SP. Los ligandos se acoplaron en una caja de 16 A, generando al menos 10 poses

por ligando.

Posteriormente, se utiliz6 la herramienta Prime para generar los pardmetros
de energia de afinidad calculados mediante la interaccion proteina-ligando, ademas,
de eliminar iones metalicos y considerar la presencia de enlaces tipo puente de
hidrégeno y moléculas de solvente. Por Gltimo, se determinaron los compuestos
candidatos basandose en parametros como el cumplimiento de los pardmetros de
Lipinski o regla de 5, los valores de docking score y energia de afinidad por debajo
de 0 (indican mayor afinidad proteina-ligando), la temperatura de ebullicion y las
concentraciones de toxicidad. Los compuestos que cumplieron con los criterios

establecidos fueron elegidos para la fase in vivo.
Visualizacion

Las posiciones de acoplamiento creadas por el software Maestro
Schrodinger se importaron directamente a Pymol para visualizar las poses y las

interacciones de cada compuesto con cada proteina.
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1.2. Resultados y discusion

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos durante el desarrollo de la

fase in silico del presente estudio.

1.2.1. Alineamiento estructuras primarias proteinas de estudio

Las proteinas de las subunidades ND5, SdhA, Cyt b y COX4,
correspondientes a los complejos I, 11, 11 y IV, respectivamente, fueron el foco
central de este estudio debido a su papel esencial en el funcionamiento de dichos
complejos y, por ende, en la cadena transportadora de electrones mitocondrial,
proceso clave para la fosforilacién oxidativa y la produccion de energia celular

(Hirst, 2013; Sun et al., 2005; Crofts, 2004; Kadenbach et al., 2012).

Actualmente, la estructura cristalina de las subunidades de estudio de las
principales especies productoras de miasis (Oestrus ovis, Dermatobia hominis,
Cochliomyia hominivorax, Sarcophaga, Chrysomya, Lucilia, y Musca domestica),
asi como para D. melanogaster y Ae. aegypti, no se encuentra caracterizada en la
literatura, fue necesario iniciar el analisis a partir de la estructura primaria de las
proteinas. En este contexto, las secuencias aminoacidicas de cada subunidad fueron

obtenidas a través de la base de datos Uniprot bajo formato FASTA.

Posteriormente, se realizo el alineamiento multiple de las secuencias
primarias correspondientes a cada subunidad mitocondrial mediante la herramienta
Clustal Omega (Madeira et al., 2022), con el objetivo de identificar regiones

conservadas entre las diferentes especies analizadas. A partir de estos
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alineamientos, se calcularon los porcentajes de identidad, los cuales se presentan
en la Figura 3, Figura 4, Figura 5 y Figura 6 para la subunidad ND5 del complejo
I, la subunidad SdhA del complejo I, la subunidad Cyt b del complejo 111 y la
subunidad 4 del complejo 1V, respectivamente. Estos analisis constituyeron la base

para la obtencion de los modelos de homologia de las proteinas de interés.

Figura 3.

Alineamiento de las secuencias primarias de las proteinas Complejo | Subunidad ND5 con

sus correspondientes valores del porcentaje de identidad.

Porcentaje de
identidad

T

AEDES GFYSKDLILETVMLSYMNFFSFFLFFFSTGLTVCYSFRLVYYSMTGDFNSTTLNMLNDKG 420 74,48
DROSOPHILA E:yS'DVI_E:JS:SWTH”:S:F_ YFSTGLTVSYSFRLVYYSMTGDLNCGSLNMLNDES 414 100,00
OESTRUS GFYSKDLILEVVSLSY : RLVYYTMTGDFNFFSLNLLNDEG 419 76,05
DERMATOBIA GFYSKDLILEMVSYSYINMFSFFLFFFSTGLTVCYSFRLVYYTMTGVSNFFSLNMLSDEG 414 78,50
MUSCA GFYSKDLILEMVSFS' LVYYSMTGDSNFSSLNMLNDEG 414 79,20
SARCOPHAGA GFYSKDLILEMVSLS RLVYYTMTGDSNFSSLNMLNDEG 414 78,67
COCHLIOMYIA GFYSKDLILEMVSLS RLVYYTMTGDSNFSSLNMLNDEG 414 79,37
CHRYSOMYA GFYSKDLILETVSLS LVYYTMTGDSNFSSFNMLNDEG 414 79,20
LUCILIA GFYSKDLILETVSLSY LVYYTMTGDSNFSSLNMLNDEG 414 79,72
KREREH Kk X * KHKK L Rk * el Mo Fe s

Nota: Los simbolos significan: * Se conservan las propiedades, : Mismas propiedades

quimicas y . propiedades quimicas diferentes. Clustal Omega.

Figura 4.

Alineamiento de las secuencias primarias de las proteinas Complejo Il Subunidad A con

sus correspondientes valores del porcentaje de identidad.
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CHRYSOMYA
AEDES
DROSOPHILA
MUSCA
SARCOPHAGA
LUCILIA

Porcentaje de
identidad

4

TLQK-GKEEVVEGLFAIGEAACVSVHGANRLGSNSLLOLVVFGRAAALRAKEKLKPDTPH 432 61,64
TVDSSGNDHVVPGLYRCGESACSSVHGANRLGANSLLDLVVFGRACAKTIAAENRPGEKI 476 80,52
TID'(DGKDVIVPGLY#A(EASSSVHGANRLGANSLLDLWFGRACA/\TIAELNKPGAPA 479 100.00
TIDANGNDKVVPGLYAAGESACSSVHGANRLGANSLLDLVVFGRACAKTIAEENKPGATP 477 86,80
TIDENGCDKVVPGLYAAGESACSSVHGANRLGANSLLOLVVFGRACAKTIAEENNPGATP 477 86,34
TIDENGADKVVPGLYAAGESACSSVHGANRLGANSLLDLVVFGRACAKTIAEENKPGATP 477 87,25

R T I T I R L S PO 2 Lt st s i sttt TR

Nota: Los simbolos significan: * Se conservan las propiedades, : Mismas propiedades

quimicas y . propiedades quimicas diferentes. Clustal Omega.

Figura 5.

Alineamiento de las secuencias primarias de las proteinas Complejo 111 Subunidad cyt b

con sus correspondientes valores del porcentaje de identidad.

AEDES
OESTRUS
DROSOPHILA
DERMATOBIA
MUSCA
SARCOPHAGA
COCHLIOMYIA
CHRYSOMYA
LUCILIA

Porcentaje de
identidad

T

IGFIWKFNYLLMDPENFIPANPLVTPVHIQPEWYFLFAYAILRSIPNKLGGVIALVLSIA 360 79,63
MLLTLMNPYLLGDPDNFIPANPLVTPIHIQPEWYFLFAYAJLRSIPNKLGGVIALVMSIA 300 85,45
ISLVLISPNLLGDPDNFIPANPLVTPAHIQPEHYF ILRSIPNKLGGVIALVLSIA 360 100,00
IMLVLINPYLLGDPDNFIPANPLVTPVHIQPEWYFLFAYAILRSIPNKLGGVIALILSIA 300 90,48
ILLVLINPYLLGDPDNFIPANPLVTPVHIQPEWYFLFAYAILRSIPNKLGGVIALVLSIA 300 91,01
ILLVLINPYLLGDPDNFIPANPLVTPVHIQPEWYFLFAYAILRSIPNKLGGVIALVLSIA 300 90,48
ILLVLINPYLLGDPDNFIPANPLVTPVHIQPEWYFLFAYAILRSIPNKLGGVIALVLSIA 300 88,62
ILLVLINPYLLGDPDNFIPANPLVTPVHIQPEWYFLFAYAILRSIPNKLGGVIALVLSIA 300 89,42
LLLVLINPYLLGDPDNFIPANPLVTPVHIQPEWYFLFAYAILRSIPNKLGGVIALVLSIA 300 90,21

R R L R RS R RO e e e e e e e e e sk e e ek sk dodekoiok D L kiR

Nota: Los simbolos significan: * Se conservan las propiedades, : Mismas propiedades

quimicas y . propiedades quimicas diferentes. Clustal Omega.
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Figura 6.

31

Alineamiento de las secuencias primarias de las proteinas Complejo 1V Subunidad 4 con

sus correspondientes valores de porcentajes de identidad.

Porcentaje de

identidad
LUCILIA ) 115 50,00
AEDES ADRVDYPMPAIRFKEVTPDIQALREKEKGDW QEHKALYRASFCQTFSEIKYPTGE 108 55,81
MUSCA VDRVDYPMPPVRFR NEINNLREKEKGDW SVEEKKALYRASFCQTLAELKAPSGE 112 80,22

DROSOPHILA ADRVDYPLPAVRFREPTNEINALRAKEQGWKKLSTQETKAYRASFCQTIAEVQAGSGE 112 100,00

FORKIRIH TRAIK DTk Rk kR kkRkkR Sk Kk Rkk kik k!

¥

Nota: Los simbolos significan: * Se conservan las propiedades, : Mismas propiedades

quimicas y . propiedades quimicas diferentes. Clustal Omega.

El analisis comparativo de las secuencias primarias de proteinas

mitocondriales de Drosophila melanogaster frente a otras especies de dipteros

mostré altos porcentajes de identidad, en su mayoria superiores al 70% (Figura 3,

Figura 4, Figura 5 y Figura 6). Estos resultados evidenciaron una marcada

conservacion evolutiva de regiones clave en las subunidades de los complejos de la

cadena transportadora de electrones, lo cual es consistente con la naturaleza

altamente conservada y funcionalmente esencial de estas proteinas en los procesos

de transferencia de electrones y fosforilacion oxidativa en organismos eucariotas

(Hirst, 2013; Letts & Sazanov, 2017).
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1.2.2.

La conservacion observada coincide con lo reportado en estudios recientes,
donde se demuestra que la divergencia de proteinas a lo largo de millones de afios
estd limitada por la necesidad de preservar sitios criticos para la funcion y la
estabilidad estructural (Echave et al., 2016; Echave et al., 2021; Mayer-Friedrich et
al., 2023). Incluso en casos donde la identidad global fue moderada (=50% en
algunos complejos), se mantuvieron regiones conservadas funcionalmente
relevantes, lo que refuerza la hipdtesis de que la presion selectiva conserva regiones
esenciales para la actividad catalitica y estructural de las proteinas mitocondriales

(Goldstein, Pollock, & Shah, 2015; Mayer-Friedrich et al., 2023).

Obtencion modelos de homologia

Los modelos de homologia de las proteinas de estudio de la especie D.
melanogaster, fueron generados empleando el software AlphaFold2, partiendo de
las secuencias aminoacidicas (estructuras primarias) extraidas de la base de datos
de la Uniprot con los codigos B6EOR2, Q94523, P18935, y Q9VIQ8, las cuales
corresponden a la subunidad 5 de la NADH deshidrogenasa (complejo 1) (Figura
7A), la subunidad flavoproteina SdhA del succinato deshidrogenasa (Complejo I1)
(Figura 7C), la subunidad citocromo b ubiquinol-citocromo ¢ reductasa (complejo
I11 o complejo citocromo b-c1) (Figura 7E) y la subunidad 4 del Citocromo c

oxidasa (Complejo 1V) (Figura 7G), respectivamente.

La confiabilidad de estos modelos se evalu6 mediante los rangos de
confianza representados por un codigo de colores, donde el color azul indica una

confiabilidad superior del 90%, celeste entre el 90% y 70%, el color amarillo entre
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el 50% y 70% vy el color naranja inferior al 50%. Asimismo, este software indicd
una confiabilidad global del 86,6 % para la estructura en conjunto. Este nivel de
prediccion estructural es consistente con lo reportado en la literatura, donde
AlphaFold2 ha demostrado alcanzar predicciones comparables a métodos
experimentales, especialmente en proteinas con regiones bien definidas (Jumper,

Evans, & Pritzel, 2021; Varadi & Met y Col, 2021).

Los posibles sitios activos de las proteinas correspondientes a las
subunidades ND5 (Figura 7B), SdhA (Figura 7D), citocromo b (Figura 7F) y
subunidad 4 (Figura 7H) se encuentran en regiones con porcentajes de confiabilidad
entre el 90 y el 70% para la subunidad ND5, y superiores al 90% para las
subunidades SdhA, citocromo b y subunidad 4, lo cual permitié proseguir con los

estudios posteriores.

Figura 7.

Modelos de homologia de las proteinas de estudio de la especie D. melanogaster (A)
Subunidad ND5 de la NADH deshidrogenasa (complejo 1). Codigo Uniprot B6EOR2.

https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/B6EOR2. (B) Posible sitio drogable de la proteina. (C)

Subunidad flavoproteina SdhA del succinato deshidrogenasa (Complejo I1). Codigo

Uniprot Q94523. https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/Q94523. (D) Posible sitio drogable de
la proteina. (E) Subunidad citocromo b ubiquinol-citocromo c reductasa (complejo 1l o
complejo citocromo b-cl). Cddigo Uniprot P18935.

https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/P18935. (F) Posible sitio drogable de la proteina. (G)



https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/B6E0R2.
https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/Q94523.
https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/P18935.
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Subunidad 4 del Citocromo c oxidasa (Complejo 1V). Cddigo Uniprot Q9VIQS8.

https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/Q9VIQ8. (H) Posible sitio drogable de la proteina.

Los modelos de homologia obtenidos con AlphaFold2 para las subunidades

mitocondriales mostraron una alta confiabilidad global (86,6%), lo que respalda la
su precision estructural. Los sitios activos predichos se localizaron en regiones con
valores superiores al 70% coincidiendo con zonas evolutivamente conservadas y
esenciales para la funcion de la cadena respiratoria. Estos resultados refuerzan la
utilidad de Drosophila melanogaster como modelo y consolidan a AlphaFold2
como herramienta clave para la identificacion de blancos funcionales y terapéuticos

(Jumper et al., 2021; Xu et al., 2024).


https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/Q9VIQ8.
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1.2.3.

La localizacién de posibles sitios activos en zonas con porcentajes de
confiabilidad superiores al 70% sugiere que las predicciones realizadas son
robustas para andlisis funcionales posteriores. En particular, los residuos ubicados
en las subunidades ND5 y SdhA, asi como en el citocromo b y la subunidad 4, se
encuentran en regiones evolutivamente conservadas, lo que refuerza su papel critico
en la transferencia de electrones y la generacion de energia mitocondrial. Estos
hallazgos destacan la importancia de los modelos in silico para identificar blancos
terapéuticos y comprender la evolucién de los complejos mitocondriales en insectos

y otros organismos (Bork et al., 2023; Xu et al., 2024).

Superposicidn estructuras terciarias

Una vez obtenidas las secuencias primarias de las proteinas de las especies
reportadas como causantes de miasis, asi como del modelo biologico D.
melanogaster, a partir de la base de datos Uniprot, se procedié al modelado de sus
estructuras terciarias, los cuales se obtuvieron mediante Alphafold2.
Posteriormente, estos modelos se visualizaron utilizando PyMOL, y se realizé una
superposicion de las estructuras terciarias para observar la conservacion de las

proteinas, lo cual se aprecia en la Figura 8.

Figura 8.

Superposicion de las proteinas analizadas en el presente estudio. (A) Complejo |

subunidad ND5, (B) Complejo Il subunidad A, (C) Complejo Il subunidad cyt b y (D)

Complejo IV subunidad 4. Pymol.
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Nota: La superposicion de los modelos estructurales de las proteinas mitocondriales mostré
una alta conservacion en las hélices a y dominios centrales, evidenciando una presion
selectiva por mantener su funcion esencial en la cadena respiratoria. Esta conservacion
estructural, consistente con los porcentajes de identidad de secuencia, confirma la
importancia de estos complejos en la bioenergética celular y respalda el uso de D.
melanogaster como modelo de estudio de proteinas mitocondriales (Varadi et al., 2022;
Martinez-Canton et al., 2025).
La superposicion de los modelos de homologia de las subunidades
mitocondriales ND5 (Complejo 1), A (Complejo II), cyt b (Complejo I1I) y
subunidad 4 (Complejo IV) reveldé una notable conservacion de la estructura

terciaria entre Drosophila melanogaster y las especies de moscas asociadas a
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1.2.4.

miasis. Esta conservacion estructural es consistente con los altos porcentajes de
identidad observados en los alineamientos de secuencia, lo que sugiere que, a pesar
de la divergencia evolutiva entre los taxones, las regiones criticas de estas proteinas

mantienen una fuerte presion selectiva para preservar su funcién bioenergética.

En particular, la coincidencia de hélices o y dominios centrales indica que
la arquitectura global de los complejos mitocondriales esta altamente conservada,
lo cual es esencial para asegurar la eficiencia en la transferencia de electrones y la
produccion de ATP. Esto coincide con reportes recientes que indican que, incluso
en organismos distantes, las proteinas de la cadena respiratoria conservan su
organizacion estructural debido a la necesidad de mantener la integridad funcional

del metabolismo oxidativo (Martinez-Cantdn et al., 2025; Meyer et al., 2023).

Ademas, la comparacion estructural mediante herramientas de prediccion
como Alphafold2 ha demostrado ser altamente confiable para el estudio evolutivo
y funcional de proteinas, ya que permite identificar regiones conservadas que no
siempre son evidentes a nivel de secuencia (Varadi et al., 2022). En este caso, las
regiones mas superpuestas corresponden a los sitios cataliticos y de interaccion con
cofactores, lo que confirma su relevancia bioldgica y explica la conservacion

observada.

Docking molecular

Los metabolitos secundarios y compuestos sintéticos constituyen una fuente
relevante de moléculas bioactivas con potencial aplicacion en el control de insectos

causantes de miasis. En este estudio, el acoplamiento molecular se utilizé como una
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herramienta in silico para evaluar la afinidad y el modo de interaccién de estos
compuestos con proteinas mitocondriales clave, con el fin de identificar candidatos
con posible actividad antimiasis, siguiendo el procedimiento descrito en los items

6-10 de la metodologia (Figura 2).

Tras realizar el acoplamiento molecular (docking) sobre un conjunto inicial
de 210 compuestos insecticidas de origen natural y sintético reportados en la
literatura, se seleccionaron los ligandos con mejor desempefio en los modos de
precision SP y XP, para los cuales se calcul6 la energia (EA). Los resultados se

presentan en la Tabla 1, ordenados de forma ascendente segun los valores de EA.

Para la seleccidn de los compuestos que se utilizaron en la fase in vivo, se
consideraron los valores de energia de afinidad, Docking score, punto de ebullicion,
y las propiedades ADME siguiendo las reglas de Lipinski en los parametros del
peso molecular (<500), el nimero de donadores (<10) y aceptores de hidrogeno
(<5), la permeabilidad en las celulas Caco-2 (>500), asi como otros criterios como
biodisponibilidad, viabilidad comercial, toxicidad, y riesgos para la salud y el

medio ambiente.

Como se observa en la Tabla 1, los compuestos bendiocarb, propoxur,
tetrametrina y p-cimeno marcados en rojo, son insecticidas sintéticos reportados en
la literatura para el control de especies causantes de miasis, analizados para obtener
un control positivo para la fase in vivo. EI compuesto seleccionado fue el propoxur

debido a su biodisponibilidad. Los metabolitos 3-butilideneftalida, verbenol y
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piperina indicados en blanco, fueron descartados ya que s6lo mostraban una posible

inhibicidn en uno de los cuatro complejos de intereés.

Tabla 1.
Compuestos mejor clasificados de los complejos I, 11, 111y IV.
Permeabilidad Docking EA
Complejo Nombre PM DH AH Caco-2 score  (kcal/mol)
Bendiocarb 223,228 1,00 4,50 2,679,620 -2,911 -36,060
cl Xantona 196,205 0,00 2,50 3,521,282 -3,340 -35,08
Timol 150,220 1,00 0,75 3,816,505 -3,599 -31,41
Carvacrol 150,220 1,00 0,75 3,687,620 -3,968 -30,95
Propoxur 209,244 1,00 3,75 3,462,137 -3,367 -44,38
cll Xantona 196,205 0,00 2,50 3,521,282 -4,810 -42,60
Carvacrol 150,220 1,00 0,75 3,687,620 -4,477 -34,06
Timol 150,220 1,00 0,75 3,816,505 -4,170 -33,42
3-Butilideneftalida 188,226 0,00 2,50 2,115,842 -7,360 -47,79
cll Xantona 196,205 0,00 2,50 3,521,282 -7,853 -47,66
Carvacrol 150,220 1,00 0,75 3,687,620 -7,816 -42,77
Verbenol 152,236 1,00 1,70 3,568,015 -6,953 -35,77
Piperina 285,342 0,00 4,50 4,158,906 -3,476 -36,75
Tetrametrina 331,411 0,00 5,00 1,278,225 -3,164 -35,35
Clv Xantona 196,205 000 250 3,521,282  -3046  -34,36
Carvacrol 150,220 1,00 0,75 3,687,620 -3,521 -32,41
p-cimeno 134,221 0,00 0,00 9,906,038 -3,310 -31,47
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Nota: Se presentan los resultados obtenidos de las propiedades ADME, que incluyen: PM: peso
molecular, DH: nimero de donadores de puentes de hidrégeno, AH: niumero de aceptores de
puentes de hidrogeno y Permeabilidad Caco-2: prediccion cuantitativa de la permeabilidad a través
de la barrera intestinal en células Caco-2. Asimismo, se exponen los resultados obtenidos de
Docking score y EA: energia de afinidad. EIl codigo de colores utilizado es el siguiente: en gris
oscuro, los insecticidas sintéticos reportados en la literatura, en gris claro, los metabolitos

secundarios seleccionados para la fase in vivo y en blanco, los metabolitos no seleccionados.

Los valores de energia de afinidad obtenidos para los diferentes complejos
mitocondriales oscilaron entre —30 y —48 kcal/mol, lo que indica interacciones
proteina-ligando favorables y comparables con las de los inhibidores de referencia,
como rotenona y piericidina A para el Complejo I, carboxin y
tenoiltrifluoroacetona para el Complejo Il y mixotiazol para el Complejo Ill. En
general, compuestos como xantona, carvacrol y bendiocarb mostraron las
afinidades mas bajas, indicando una mayor estabilidad en los sitios activos. Estos
resultados sugieren que metabolitos fendlicos poseen un alto potencial para

interferir con la cadena transportadora de electrones.

La presencia de interacciones especificas (n- m, hidrofobicas e hidrogeno)
con residuos criticos de los sitios cataliticos refuerza la validez de los valores
numéricos obtenidos, ya que la afinidad observada no se limita a un acoplamiento
inespecifico, sino que reproduce modos de union similares a los de inhibidores

conocidos. Este hallazgo es relevante dado que compuestos con energias mas
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1.2.5.

negativas tienden a exhibir mayor probabilidad de inhibicion en condiciones

bioldgicas (Morris et al., 2020; Guo et al., 2022).

En conjunto, los resultados de la tabla evidencian que los compuestos
seleccionados podrian tener un efecto inhibitorio sobre la bioenergética
mitocondrial, lo cual respalda su potencial como candidatos para el desarrollo de
nuevas alternativas de control contra larvas de importancia médica y veterinaria.
Por ende, se seleccionaron los metabolitos xantona, carvacrol y timol para los
posteriores estudios in vivo e in vitro. A continuacion, se presentan los resultados
de docking molecular con los compuestos seleccionados por cada complejo

mitocondrial.

Complejo I. subunidad ND5

Los resultados de docking molecular evidenciaron que bendiocarb, xantona
y carvacrol presentaron interacciones predominantes con residuos aromaticos del
sitio de unidn, al igual que los inhibidores de referencia, rotenona y piericidina A
(Figura 9). Estas interacciones se localizaron principalmente con Phe356, mediante
interacciones del tipo m-m, lo que sugiere un modo de unién similar al de los

inhibidores clasicos del Complejo I (Murai & Miyoshi, 2016; Brandt, 2006).

La relevancia de Phe356 radica en que este residuo forma parte del sitio
hidrofébico conservado implicado en la unién de los inhibidores rotenona y
piericidina A, contribuyendo a la estabilizacion del ligando dentro del Complejo |
mediante interacciones aromaticas conservadas (Efremov et al., 2010; Murai &

Miyoshi, 2016). La convergencia en los residuos de interaccion observada entre los
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compuestos evaluados y los inhibidores de referencia respalda la hipétesis de que
estos ligandos podrian interferir con la transferencia de electrones desde el NADH

hacia la ubiquinona, afectando la funcidn bioenergética mitocondrial.

Esto es consistente con lo reportado previamente para carbamatos y
compuestos fenolicos que alteran la funcion del complejo | al bloquear la
transferencia de electrones desde el NADH, generando disminucion en la
produccion de ATP e incremento en la generacion de ROS (Zhao et al., 2021; Zhou
etal., 2023). Por lo tanto, la similitud en los sitios de interaccién con los inhibidores
conocidos refuerza la hipétesis de que los compuestos seleccionados podrian

afectar la bioenergética mitocondrial en insectos plaga.

Figura 9.

Posiciones de acoplamiento de los compuestos mejor clasificados del complejo
mitocondrial 1 en D. melanogaster, (A) rotenona y piericidina A, (B) bendiocarp, (C)

xantona, (D) timol y (E) carvacrol.
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Nota: Los residuos y ligandos estan coloreados segun el tipo de &tomo (carbono de la
proteina, gris claro; oxigeno, rojo; nitrégeno, azul). Las interacciones proteina-ligando se
representan mediante lineas discontinuas: las interacciones tipo puente de hidrégeno se

colorean en amarillo y en verde las interacciones del tipo n- 7.

1.2.6. Complejo Il. subunidad A

Los acoplamientos moleculares evidencian interacciones estables con
residuos clave del Complejo Il (Figura 10), lo que refleja una potencial capacidad
inhibitoria de los compuestos evaluados. Esto se relaciona con reportes de
moléculas como la atpenina A5, que es un potente inhibidor del sitio de unién de la
ubiquinona (Geren et al., 2004), asi como con compuestos naturales como el
siccanin, que presenta selectividad por enzimas de distintos organismos
(Matsushita et al., 2000). De manera similar, otros inhibidores descritos como el
tenoiltrifluoroacetona (TTFA) han demostrado bloquear la actividad catalitica de la

enzima interfiriendo en la reduccién de la ubiquinona (Kusuma & Walker, 1993).
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Por tanto, los valores obtenidos en el docking sustentan que los compuestos podrian

tener efectos comparables a estos inhibidores clasicos.

Como se observa en la Tabla 1, los resultados del docking molecular
sugieren que los compuestos propoxur, xantona, carvacrol y timol son los que
presentan una mayor afinidad por la subunidad A del complejo I1. Previamente, se
consideraron las interacciones entre la subunidad Ay los inhibidores reportados del
complejo Il, como el carboxin y la tenoiltrifluoroacetona (TTFA), los cuales
interactuaron con regiones conservadas del sitio de union de la ubiquinona. El
carboxin mostrd interacciones del tipo -t y tipo puente hidrdégeno con residuos
localizados en regiones conservadas del complejo 11 (Figura 10A), mientras que la
TTFA presento interacciones tipo puente de hidrogeno con residuos de estas
mismas regiones (Figura 10A). Dichas regiones han sido identificadas como
componentes estructurales y funcionales del sitio catalitico del Complejo II,
desempefiando un papel importante en la estabilizacion de los inhibidores y en la
interrupcion del flujo electrénico normal, al impedir la transferencia de electrones
desde el succinato hacia la cadena respiratoria del Complejo 11 (Yankovskaya et al.,

2003; Iverson et al., 1999; Horsefield et al., 2006).

Mediante inspeccion visual, se observéd que el propoxur (Dscore: -3,367,;
EA: -44,38 kcal/mol, Figura 10B) presento dos interacciones de tipo puente de
hidrogeno con los residuos Thr 97 y Glu 438. La xantona (Dscore: -4,810; EA: -
42,60 kcal/mol, Figura 10C) y el carvacrol (Dscore: -4,477; EA: -34,06 kcal/mol,

Figura 10D) interaccionan de manera polar mediante enlaces de hidrogeno con Glu
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438. Finalmente, el timol (Dscore: -4,170; EA: -33,42 kcal/mol, Figura 10E) mostrd

interacciones del tipo w-mt con His 96.

En conjunto, la reproduccién de patrones de interaccion similares entre los
compuestos evaluados y los inhibidores de referencia, particularmente en regiones
funcionales conservadas del sitio de union de la ubiquinona, respalda la seleccion
de estos ligandos como posibles inhibidores del Complejo Il y sugiere un
mecanismo de accion basado en la interferencia del flujo electronico y la alteracion

de la bioenergética mitocondrial.

Figura 10.

Posiciones de acoplamiento de los compuestos mejor clasificados del complejo
mitocondrial 1l en Drosophila melanogaster, (A) carboxin y tenoiltrifluoroacetona (B)

propoxur (C) xantona (D) carvacrol (E) Timol.
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Nota: Los residuos y ligandos estan coloreados segun el tipo de a&tomo (carbono de la
proteina, gris claro; oxigeno, rojo; nitrégeno, azul). Las interacciones proteina-ligando se
representan mediante lineas discontinuas: las interacciones tipo puente de hidrégeno se

colorean en amarillo y en verde las interacciones del tipo n- 7.

1.2.7. Complejo I11. subunidad Cyt b

Para la subunidad cyt b del complejo 11, se seleccionaron los compuestos
3-butilideneftalida, xantona, carvacrol y verbenol, los cuales presentaron las
mayores afinidades segun los resultados del acoplamiento molecular mostrados en
la Tabla 1. Como compuesto de referencia, se empled el mixotiazol, un inhibidor
clasico del sitio de inhibicion de la ubiquinol (Qo) del Complejo citocromo bci, que
bloquea la transferencia de electrones en dicho sitio y, por consiguiente, inhibe la
actividad del Complejo I11 (mixotiazol se une al sitio Qo de la subunidad cyt b,
impidiendo el flujo normal de electrones a la proteina Rieske) (Becker et al., 1981;

Liebman, 1978).

En el presente estudio, el mixotiazol mostro interacciones del tipo n-nt y de
tipo puente de hidrégeno con residuos localizados en regiones funcionales del sitio
Qo de cyt b (Figura 11A). Estas interacciones son representativas de la union del
inhibidor a regiones estructurales conservadas del sitio Qo, mecanismo que ha sido
ampliamente descrito para la inhibicién del Complejo 111 al impedir la oxidacion
del ubiquinol y la consecuente transferencia de electrones hacia el citocromo ¢ (Mi

etal., 1981).



COMPUESTOS ANTIMIASIS EN D. melanogaster

De igual manera, los compuestos 3-butilideneftalida (Dscore: -7,360; EA: -
47,79 kcal/mol, Figura 11B) y la xantona (Dscore: -7,853; EA: -47,66 kcal/mol,
Figura 11C) evidenciaron una interaccion de tipo n-n con Phe 277. El carvacrol
(Dscore: -7,816; EA: -42,77 kcal/mol, Figura 11D) presentd una interaccion de tipo
puente de hidrogeno con Tyr 96, mientras que el verbenol (Dscore: -6,953; EA.: -
35,77 kcal/mol, Figura 11E) exhibié una interaccion de tipo puente de hidrogeno
con Try 96. Por ende, estos compuestos reprodujeron patrones de interaccion con
regiones conservadas similares a los observados para el mixotiazol, lo que sugiere

gue su unidn a estas regiones podria estar asociada con un mecanismo inhibitorio

comparable al del inhibidor de referencia.

Figura 11.

Posiciones de acoplamiento de los compuestos mejor clasificados del complejo

mitocondrial Il en Drosophila melanogaster, (A) mixotiazol (B) 3-butilideneftalida (C)

xantona (D) carvacrol (D) verbenol.
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Nota: Los residuos y ligandos estan coloreados segun el tipo de a&tomo (carbono de la
proteina, gris claro; oxigeno, rojo; nitrégeno, azul). Las interacciones proteina-ligando se
representan mediante lineas discontinuas: las interacciones tipo puente de hidrégeno se

colorean en amarillo y en verde las interacciones del tipo n- 7.

1.2.8. Complejo IV. subunidad 4

Los valores de energia de afinidad observados en el docking indicaron
interacciones estables entre los compuestos evaluados y residuos funcionales de la
subunidad 4 del Complejo 1V, una subunidad con un papel regulador en la actividad
de la citocromo ¢ oxidasa. Aunque, los inhibidores clasicos del Complejo IV, como
el cianuro, el monoxido de carbono y la azida sddica, se unen directamente al centro
binuclear hemo-cobre localizado en la subunidad I, blogueando la transferencia de
electrones al oxigeno y deteniendo la respiracion celular, la modulacién de
subunidades reguladoras como la subunidad 1V, asociada con cambios en la
eficiencia catalitica y en la regulacion funcional del complejo (Rich, 2017; Sharma

et al., 2019; Kadenbach & Hittemann, 2015).

En este contexto, los resultados obtenidos de docking sugieren que los
compuestos evaluados podrian ejercer un efecto modulador indirecto sobre la
actividad del Complejo 1V mediante interacciones con la subunidad 1V, lo cual
podria alterar la dinamica estructural del complejo y, en consecuencia, influir en el

funcionamiento del sitio catalitico localizado en la subunidad I.

Los compuestos piperina, tetrametrina, xantona, carvacrol y p-cimeno

evidenciaron la mayor afinidad con la subunidad 4 del complejo 1V en el docking
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molecular (Tabla 1). Debido a las limitaciones inherentes del docking molecular
para moléculas pequefias como el cianuro, el monoxido de carbono o la azida
sodica, cuyos mecanismos de inhibicién dependen de coordinacion metalica
directa, estados redox del sitio activo y efectos cuanticos, se opté por utilizar
insecticidas reportados en la literatura como compuestos de referencia. En este
sentido, se seleccionaron la tetrametrina, un insecticida sintético (Zhao et al., 2023)
y el p-cimeno, un compuesto natural (Yang et al., 2023; Younes et al., 2021), cuyas
estructuras quimicas mas compleja permiten una evaluacion mas confiable de

interacciones del tipo mt-w, tipo puente de hidrogeno u otras interacciones.

En el andlisis de las interacciones con la subunidad de interés, se mostrd
que la tetrametrina (Dscore: -3,164; EA: -35,35 kcal/mol, Figura 12B) interacciona
de manera polar mediante enlaces tipo puente de hidrégeno con los residuos Tyr 95
y lle 103 y el p-cimeno (Dscore: -3,310; EA: -31,47 kcal/mol, Figura 12E)
evidencio interacciones de tipo z-r con los residuos Trp 83 y Tyr 95. La piperina
(Dscore: -3,476; EA: -36,75 kcal/mol, Figura 12A) present6 una interaccion del
tipo puente de hidrégeno con Trp 83, mientras que la xantona (Dscore: -3,046; EA:
-34,36 kcal/mol, Figura 12C) exhibi6 diversas interacciones de tipo 7- con Trp 83,
Try 95y Phe99, y el carvacrol (Dscore: -3,521; EA: -32,41 kcal/mol, Figura 12D)
expuso interacciones del tipo - con Trp 83y Try 95y de tipo puente de hidrogeno

con lle 91.
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Figura 12.

50

Posiciones de acoplamiento de los compuestos mejor clasificados del complejo

mitocondrial 1V en Drosophila melanogaster, (A) piperina, (B) tetrametrina, (C) xantona,

(D) carvacrol y (E) p-cimeno.
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Nota: Los residuos y ligandos estan coloreados segun el tipo de atomo (carbono de la

proteina, gris claro; oxigeno, rojo; nitrégeno, azul). Las interacciones proteina-ligando se

representan mediante lineas discontinuas: las interacciones tipo puente de hidrégeno se

colorean en amarillo y en verde las interacciones del tipo n- 7.

1.3. Conclusiones

El andlisis de alineamiento de las estructuras primarias de proteinas mitocondriales

de Drosophila melanogaster con especies relacionadas evidencio altos porcentajes de

identidad mayores al 74% (Figura 3), 61% (Figura 4), 79% (Figura 5) y 50% (Figura 6),

en las subunidades ND5, SdhA, cyt b y 4 respectivamente. Esto refleja una fuerte
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conservacion evolutiva, asimismo, confirma que estas proteinas desempefian funciones
esenciales y altamente conservadas en los procesos de respiracion celular y metabolismo

energético.

La prediccion estructural mediante AlphaFold2 mostro valores de confiabilidad
elevados (>80), lo que respalda la calidad de los modelos obtenidos y justifica su uso en
andlisis posteriores, como el docking molecular. La validacion estructural indico que la
mayoria de los residuos se encuentran en regiones favorables, lo que fortalece la fiabilidad

de las conformaciones propuestas.

Los resultados de docking molecular (Tabla 1) sugieren que los compuestos
analizados presentan afinidad significativa hacia regiones representativas de los complejos
I-IV de la cadena transportadora de electrones. Los valores de energia de afinidad
obtenidos indican que estas interacciones podrian comprometer la actividad bioenergética

mitocondrial, afectando el flujo electronico y, en consecuencia, la produccion de ATP.

La comparacién con inhibidores clasicos de cada complejo (como rotenona en el
Complejo I, tenoiltrifluoroacetona en el Complejo 1l y antimicina A en el Complejo I11),
asi como la tetrametrina y p-cimeno como referencias comparativas en el Complejo 1V,
refuerza la validez de los hallazgos, ya que los compuestos evaluados exhibieron patrones
de union y afinidades energéticas comparables en regiones estructurales asociadas a la

funcién de dichos complejos.

La integracion de los resultados respalda la hipdtesis de que las moléculas
analizadas tienen el potencial de actuar como moduladores o inhibidores de proteinas

mitocondriales esenciales. Esto abre perspectivas para su uso como herramientas en
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estudios funcionales de la mitocondria y como posibles candidatos a terapias dirigidas,
aunque, serd necesario validar experimentalmente la actividad inhibitoria y su relevancia

biolégica en modelos in vivo.

Con base en los resultados del screening virtual presentados en la Tabla 1, se
seleccionaron la xantona, el carvacrol y el timol como metabolitos secundarios candidatos
para las fases experimentales in vivo e in vitro. Esta seleccion se fundamento6 en la
consistencia de sus valores de energia de afinidad y docking score a lo largo de los
complejos mitocondriales evaluados, asi como el cumplimiento de los criterios
farmacocinéticos ADME establecidos, incluyendo las reglas de Lipinski y valores
favorables de permeabilidad en células Caco-2 (QPPCaco). Adicionalmente, se incluyd el
propoxur como control positivo, dado su uso reportado como insecticida sintético y su
comportamiento comparable en los analisis de acoplamiento molecular. En conjunto, estos
compuestos fueron considerados los mas prometedores para evaluar su efecto sobre la

bioenergética mitocondrial.
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2. Andlisis in vivo e in vitro de compuestos con posible actividad antimiasis con
afectacion en los complejos mitocondriales encargados del transporte de electrones en

Drosophila melanogaster

Este capitulo presenta los resultados obtenidos con los compuestos seleccionados durante
la fase in silico, los cuales fueron evaluados en las fases in vivo e in vitro. Para ello, se determin6
la actividad insecticida mediante pruebas de toxicidad. Posteriormente, se corroboro si el efecto
toxico observado estaba relacionado con la inhibicion directa de los complejos de la cadena
mitocondrial respiratoria. Por ende, este capitulo expone los resultados toxicoldgicos de los
compuestos xantona, carvacrol y timol en el ciclo de vida de Drosophila melanogaster, junto con
la evaluacion del posible mecanismo de accidn en la mitocondria, con el fin de correlacionar la
actividad insecticida con una posible inhibicion de la actividad enziméatica de los complejos

mencionados. Los resultados presentados abordan los siguientes objetivos:

Determinar el efecto de los compuestos previamente seleccionados en el desarrollo de la

especie Drosophila melanogaster.

Evaluar in vitro el efecto de los metabolitos con mejor actividad insecticida sobre la

bioenergética mitocondrial en el estadio adulto Drosophila melanogaster.

Fases in vivo e in vitro

En este capitulo, se llevaron a cabo ensayos in vivo e in vitro con el proposito de validar
los compuestos seleccionados en la fase in silico. En la fase in vivo (Figura 13), se evaluo la

actividad insecticida de los compuestos naturales xantona, carvacrol y timol en Drosophila
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melanogaster, utilizando medios de alimentacion enriquecidos con los compuestos y sus
respectivos controles positivos y negativos. Se seleccionaron grupos de moscas virgenes (5
hembras y 3 machos), y se realizé un seguimiento a lo largo de su ciclo de vida. Durante esta etapa
se determinaron parametros clave como el promedio de supervivencia post-embrionaria, mediante
el calculo del numero de individuos adultos emergidos respecto al nimero total de embriones
comparado con el control negativo, y la concentracion inhibitoria medio (I1Cso), que corresponde a
la dosis necesaria para inhibir el 50% de la eclosion o supervivencia larval, lo cual es un indicador
estandar de toxicidad aguda (Abbott, 1925; Finney, 1971). Estas evaluaciones permiten cuantificar

el efecto letal y subletal de los compuestos probados.

En la fase in vitro (Figura 14), se analizd el efecto de los compuestos en la bioenergética
mitocondrial a partir de homogeneizados de moscas adultas. Las muestras fueron procesadas en
tampones especificos (sacarosa, HEPES, BSA, EGTA) y posteriormente filtradas para obtener
extractos crudos ricos en proteinas. La cuantificacion de proteinas totales se realizé utilizando el
método de Bradford, basado en el cambio de absorbancia generado por la union del colorante
Coomasie Brilliant Blue G-50 a las proteinas, lo que permite una medicion rapida, sensible y

compatible con diversos tampones (Bradford, 1976).

Posteriormente, se evaluo la actividad enzimatica mitocondrial asociada a los complejos I-
IV mediante la medicion de la actividad de las enzimas NADH oxidasa y succinato oxidasa, las
cuales fueron analizadas utilizando el método de Singer (Singer, 1974), que permite cuantificar la
velocidad de consumo de oxigeno en funcion de la actividad mitocondrial. Estas mediciones se
realizaron mediante un oxigrafo de alta resolucion Oroboros O2Kk, que permite determinar la tasa

respiratoria mitocondrial en tiempo real con alta sensibilidad y precision. Este enfoque integrador
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permitié correlacionar los efectos observados in vivo con alteraciones funcionales a nivel

mitocondrial, fundamentales para comprender el mecanismo de accion de los compuestos.

Figura 13.

Esquema fase in vivo (A) Descripcion de la metodologia de la fase in vivo. (B) Descripcion de los
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2.1. Metodologia fase in vivo: Actividad insecticida

Los ensayos de toxicidad se llevaron a cabo con la colonia silvestre de Drosophila
melanogaster, mantenida en frascos con alimento o0 medio para moscas a 24°C, 70% de
humedad relativa y un fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. Se determino
la solubilidad de la xantona, carvacrol y timol en etanol y DMSO, seleccionando el etanol

como disolvente a concentraciones inferiores al 0.1%, para evitar toxicidad en las moscas.

Los valores de concentraciones iniciales de estudio correspondieron a los calculos
de CLso obtenidos por las estudiantes Maria Fernanda Pérez y Daniela Zulay Angarita,
quienes realizaron estudios en el Grupo de Investigacion de Bioquimica y Microbiologia
(GIBIM) vy el Centro de Investigacion en Enfermedades Tropicales (CINTROP). En su

investigacion, evaluaron la actividad insecticida de metabolitos secundarios en Aedes
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aegypti, con la mitocondria y la acetilcolinesterasa como dianas farmacologicas. Las
enzimas de la cadena transportadora de electrones utilizadas en su estudio coinciden con
las empleadas en este proyecto, y el alineamiento de sus secuencias primarias con las
especies de interés mostro altos porcentajes de identidad (Figura 3, Figura 4, Figura 5y
Figura 6), proporcionando un punto de partida para determinar las concentraciones
iniciales a evaluar. Sus resultados reportaron valores de CLso de 3,5 ppm para la xantona,
37,4 ppm para el carvacrol y 63,3 ppm para el timol (Angarita Vergara, 2023; Pérez Rojas,

2022).

Los metabolitos seleccionados (xantona, carvacrol y timol) y el propoxur (control
positivo), un insecticida comercial principalmente empleado en insectos de importancia
sanitaria (Balaska, 2024), se incorporaron al medio de alimentacion de Drosophila
melanogaster a las concentraciones previamente establecidas. La adicion de cada
compuesto se realizd antes de la solidificacion del alimento, asegurando una mezcla

homogénea. Posteriormente, el medio se distribuyo en viales estériles para los ensayos.

Para los bioensayos (Figura 13), se seleccionan moscas virgenes (5 hembras y 3
machos) y se colocaron en viales con el alimento tratado y en viales de control (medio sin
adicion de compuestos). Tras nueve dias, los individuos parentales se descartaron,
permitiendo el desarrollo de la progenie en el medio correspondiente. A partir del dia 13,
se inici¢ el conteo de los adultos emergidos, proceso que se mantuvo hasta el dia 20, cuando

se registro el nimero total de moscas eclosionadas en cada condicion experimental.

Cada tratamiento se evaluo en tres ensayos independientes y cinco réplicas por cada

ensayo, los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente para determinar el efecto
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de los compuestos sobre el porcentaje de eclosion y el desempefio reproductivo,
comparando los resultados frente al control. La metodologia empleada para estos
bioensayos se basé en el trabajo de referencia de Kumar et al (2013), adaptada a los

objetivos del presente estudio.

Posteriormente, considerando los resultados de las concentraciones diagnosticas
frente al control negativo, se seleccionaron concentraciones adicionales para profundizar
en la respuesta bioldgica: 1,0 y 5,0 ppm para la xantona, 5,0 y 50,0 ppm para el carvacrol
y 150,0 y 300,0 ppm para el timol. El control negativo consistio en el medio de
alimentacion sin adicion de metabolitos. Para cada concentracion se realizaron ensayos por
quintuplicado (n=40 adultos), con tres réplicas independientes, utilizando un total de 120

adultos por tratamiento.

El registro de los adultos que completaron todas las etapas post-embrionarias se
efectud durante los ultimos ochos dias del ensayo, contabilizando los individuos cada 24 h
y clasificandolos por sexo. Finalmente, los valores obtenidos se compararon con el control
negativo para calcular los porcentajes de supervivencia post-embrionaria. Estos datos se
analizaron mediante un modelo de regresion logaritmica con el programa Statistica 10.0
(StatSoft Inc., 2011), determinandose los valores de la concentracion inhibitoria al 50%

(1Cs0) para cada metabolito.

2.2. Metodologia fase in vitro: Determinacion de la actividad enzimética mitocondrial

En la fase in vitro se evalud la actividad enzimatica mitocondrial de los compuestos
que demostraron efectos insecticidas en la fase in vivo. El objetivo fue determinar si los

metabolitos (xantona, carvacrol y timol) presentan actividad sobre la bioenergética
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mitocondrial, particularmente en las enzimas oxidasas de la cadena transportadora de

electrones. Se realizaron tres ensayos independientes en cuadriplicado para cada

concentracion, empleando como punto de partida los valores de ICso previamente

establecidos (3,5 ppm para xantona, 50,0 ppm para carvacrol y 150,0 ppm para timol).

2.2.1.

2.2.2.

Homogeneizado y cuantificacion de proteinas D. melanogaster

Se utilizaron 70 adultos de D. melanogaster por ensayo, los cuales fueron
previamente sedados con CO:z y mantenidos en condiciones frias para evitar la
degradacidn proteica. Los organismos se homogeneizaron en 500 uL de medio de
aislamiento compuesto por sacarosa 250 mM, HEPES 10 mM, y EGTA 1 mM
ajustado a pH 7,2. La homogeneizacion se realizd en un potter-elvehjem, seguido

de filtracion mediante lana de vidrio para eliminar restos celulares gruesos.

La cuantificaron de proteinas totales se realiz6 mediante el método de
Bradford (Bradford, 1976), basado en la unién de proteinas al colorante Coomassie
Brilliant Blue G-250 y cuantificado a 595 nm. Este procedimiento permitio

estandarizar la cantidad de proteina empleada en los analisis enzimaticos.

Medicién enzimas oxidasas (NADH oxidasa y succinato oxidasa)

La actividad de las enzimas oxidasa dependientes de NADH (complejo 1) y
succinato (complejo I1) se evaluo utilizando el método descrito por Singer (1974)
el cual permite determinar la velocidad de oxidacion de los sustratos y, en

consecuencia, la tasa de consumo de oxigeno asociada al transporte electronico.
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El sistema de reaccion consistié en un buffer fosfato 80 mM (pH 7,4),
EDTA 50 uM y 0,2 mg/mL de proteina extraida. Como sustratos se emplearon
NADH (0,17 mM) o succinato (10 mM), midiendo la velocidad de oxidacién en
ausencia y presencia de los metabolitos (xantona, carvacrol y timol). La reaccion
se llevd a cabo en un oxigrafo O2k-Respirometer (Oroboros Instruments),
registrando la actividad enzimatica mediante el software DatLab CD (Gnaiger,

2009). Las reacciones evaluadas corresponden a:

Ecuacion 1. Esquema de reaccion NADH oxidasa.
1
NADH + 50, + H* — NAD* + H,0
Ecuacion 2. Esquema de reaccion del succinato oxidasa.

1
Succinato + 502 + 2H* - Fumarato + H,0

2.3. Analisis estadistico

Los ensayos se realizaron en tres experimentos independientes, cada uno con cuatro
réplicas por sustrato. Los datos obtenidos fueron organizados en hojas de céalculo y
sometidos a un andlisis descriptivo (media, desviacion estandar y porcentaje de error).
Posteriormente, se aplicaron pruebas de normalidad para determinar la distribucién de los

datos.

En los casos con distribucion normal se utilizé6 un ANOVA seguido de la prueba

post hoc de Tukey; mientras que, en ausencia de normalidad, se aplicaron pruebas no
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paramétricas. El nivel de significancia estadistica se establecio en p < 0.05. El analisis se

llevo a cabo utilizando el software Statistica 10.0 (StatSoft Inc., 2011).

2.4. Resultados y discusion de la actividad insecticida

Se evalud la actividad insecticida de cada metabolito (xantona, carvacrol y timol)
en el ciclo de vida D. melanogaster, mediante pruebas de toxicidad, comparando el nimero
de individuos adultos obtenidos luego de la fase post-embrionaria con la presencia y

ausencia (control negativo) de los metabolitos en estudio.

Inicialmente, se evaluaron concentraciones diagnésticas basadas en los valores
obtenidos de las concentraciones inhibitorias al 50% (1Cso), en estudios previos realizados
por el grupo de investigacion, los cuales fueron 3,5 ppm para la xantona, 37,4 ppm para el
carvacrol y 63,3 ppm para el timol. Se uso6 el medio de alimentacién como control negativo
y como control positivo, se utilizd el propoxur. Estos resultados se compararon con el
control negativo para determinar el porcentaje de supervivencia post-embrionaria, lo que
permitio seleccionar concentraciones adicionales, con el fin de obtener la concentracion el

porcentaje de la concentracion inhibitoria al 50% de cada metabolito.

Los ensayos con las concentraciones diagnosticas demostraron resultados
estadisticamente significativos con respecto al control (Figura 15) con la xantona a 3,5 ppm
y el carvacrol a 37,4 ppm con porcentajes de supervivencia de 56,32% y 51,01%,
respectivamente, sin embargo, el timol a 63,3 ppm con un porcentaje de supervivencia del
93,01% no evidencid diferencias estadisticamente significativas con su respectivo control.
En consecuencia, se establecio evaluar concentraciones de 1,0 y 5,0 ppm para la xantona,

5,0 y 50,0 ppm para el carvacrol y 150,0 y 300,0 ppm para el timol.
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Figura 15.
Porcentaje de supervivencia post-embrionaria en individuos Drosophila melanogaster

alimentados con los compuestos timol, carvacrol, xantona y propoxur.
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Nota: Se realizé cinco replicas para cada ensayo y tres ensayos independientes, donde

*Diferencias estadisticamente significativa respecto al control: * (p < 0,05).

Los resultados obtenidos en los ensayos in vivo (Figura 15) muestran que los
metabolitos evaluados (xantona, carvacrol y timol) ejercieron diferentes grados de efecto
insecticida sobre Drosophila melanogaster. La xantona evidencié la mayor capacidad
insecticida, presentando una disminucion significativa en el porcentaje de supervivencia

post-embrionaria de 68,37% y 56,32% incluso a bajas concentraciones (1,0 y 3,5 ppm)
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alcanzando un 52,98% de supervivencia en la dosis mas alta (5,0 ppm). Estos hallazgos
sugieren que la xantona interfiere de manera eficaz con el desarrollo de la mosca,
posiblemente a través de alteraciones en la bioenergética mitocondrial, mecanismo
previamente reportado para compuestos fendlicos con propiedades pro-oxidantes

(Martinez et al., 2020; Cazarolli et al., 2008).

Por otro lado, el carvacrol exhibié un efecto intermedio y dependiente de la dosis:
mostré disminuciones en supervivencia con porcentajes de 51,01% y 39,34% en
concentraciones medias-altas (37,4 ppm y 50,0 ppm), coherente con la literatura que
describe a los monoterpenos fendlicos como agentes capaces de alterar membranas
celulares, generar estrés oxidativo y afectar funciones mitocondriales en insectos (Pavela

& Benelli, 2016; Isman, 2020).

Respecto al timol, la Figura 15 y los analisis indican un comportamiento dosis-
dependiente: no se observaron diferencias significativas frente al control a 63,3 ppm, pero,
si se detectaron reducciones significativas de supervivencia a las concentraciones mayores
evaluadas (150,0 y 300,0 ppm) con porcentajes de supervivencia de 55,87% y 45,06%,
respectivamente. Esto sugiere que el timol requiere una dosis umbral relativamente alta
para manifestar efectos letales o subletales en D. melanogaster bajo las condiciones del
ensayo. Este patron es consistente con estudios previos que muestran que la eficacia del
timol (y de compuestos afines) puede variar mucho segun la especie, la via de exposicion

y la dosis utilizada (Isman, 2020; Koul et al., 2008)

El propoxur, empleado como control positivo, mostré una marcada reduccion en la

supervivencia post-embrionaria (41,80% y 35,31% a 0,005 y 0,1 ppm, respectivamente)
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validando la sensibilidad del modelo experimental y la fiabilidad de los procedimientos de

exposicion y conteo (Balaska, 2024).

En conjunto, los resultados indican que: (i) la xantona es una candidata prometedora
para futuras evaluaciones (mecanismos de accién y pruebas de selectividad), (ii) el
carvacrol presenta un efecto moderado pero consistente con la accién tipica de
monoterpenos, y (iii) el timol requiere concentraciones superiores para mostrar actividad
significativa en D. melanogaster. Estas diferencias pueden atribuirse a la estructura
quimica de cada compuesto y su afinidad por blancos moleculares asociados a la

bioenergética y al sistema nervioso de los insectos.

2.5. Resultados actividad enzimatica mitocondrial

Teniendo en cuenta la mortalidad presentada por la presencia de los metabolitos
secundarios (xantona, carvacrol y timol) en la fase in vivo y sus bajas concentraciones
inhibitorias al 50% (ICso), se evalud el efecto de los metabolitos sobre la actividad
mitocondrial con el fin de determinar si estas moléculas presentan inhibicion en la cadena

respiratoria encargada del transporte de electrones.

Se determing la actividad de las enzimas oxidasas (NADH y succinato oxidasa),
empleando como concentraciones de referencia aquellas equivalentes a las ICso: 3,5 ppm
para la xantona, 50,0 ppm para el carvacrol y 150,0 ppm para el timol. Posteriormente, se
incluyeron concentraciones adicionales (mas bajas) con el proposito de establecer si el
efecto observado era dependiente de la dosis y descartar artefactos relacionados con la

desnaturalizacion proteica.
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2.5.1. NADH oxidasa

En este ensayo se evalud la actividad de la NADH oxidasa, enzima que
transfiere electrones desde el NADH a través de los complejos I-1V de la cadena
respiratoria, hasta el oxigeno molecular, que actua como aceptor final y se reduce

a agua.

Tal como se observa en la Figura 16, los metabolitos evaluados
evidenciaron un efecto inhibitorio dependiente de la concentracién, con diferencias
estadisticamente significativas frente al control negativo. La xantona present6 una
reduccion clara de la actividad enzimética a 3,5 ppm, mientras que a la menor
concentracion evaluada (1,75 ppm) no se detectaron diferencias estadisticas. El
carvacrol mostré un efecto inhibitorio progresivo, con reducciones significativas
en el consumo de oxigeno desde 50,0 hasta 12,5 ppm, siendo mas evidente en las
concentraciones intermedias, lo que indica un perfil de inhibicidn sostenida. En el
caso del timol, se observaron disminuciones significativas desde 150,0 hasta 37,5
ppm, mientras que a 18,75 ppm no se registraron diferencias con respecto al control,

lo que sugiere un comportamiento lineal dependiente de la dosis.

Figura 16.

Actividad de la NADH oxidasa, en presencia de xantona, carvacrol y timol.
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corresponde al 100% de la actividad de la enzima.

Estos resultados indican que la xantona fue el compuesto mas efectivo en
término de inhibicién de la NADH oxidasa, seguida por el carvacrol, y por ultimo
el timol. La inhibicion observada a bajas concentraciones para la xantona y el
carvacrol sugiere que estos metabolitos pueden interferir de manera directa con la
actividad de los complejos mitocondriales implicados en la transferencia de
electrones, afectando el flujo electrénico y disminuyendo la actividad enzimatica,
en concordancia con lo reportado para otros moduladores del transporte electrénico

mitocondrial (Hirst, 2013; Sousa et al., 2018).
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2.5.2.

La disminucion del consumo de oxigeno observada en la presencia de los
metabolitos respalda la hipotesis de que interfiere en el flujo electronico de la
cadena respiratoria, afectando la produccion de ATP por fosforilacion oxidativa.
Este mecanismo mitocondrial explica los efectos insecticidas encontrados en la fase
in vivo, donde también se evidencid una reduccidn significativa en la supervivencia
de D. melanogaster. En conjunto, los hallazgos confirman que la mitocondria
constituye una diana farmacoldgica central para estos compuestos naturales

(Affourtit et al., 2001; Peri¢-Mataruga et al., 2018).

Succinato oxidasa

La enzima succinato oxidasa cataliza el paso de electrones desde el
succinato hacia el complejo 11 y posteriormente a través de los complejos 111y IV
de la cadena de transporte electrénico, contribuyendo directamente a la produccion
de ATP. Su inhibicion compromete el metabolismo energético celular, lo que puede
ser letal para organismos dependientes de una alta tasa respiratoria como los

insectos.

En la Figura 17, se observa que los tres metabolitos evaluados (xantona,
carvacrol y timol) generaron una disminucion significativa de la actividad de la
succinato oxidasa con respecto al control, aunque con diferencias marcadas en

potencia y concentracion:
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Xantona: A la concentracion inhibitoria al 50% (3,5 ppm), produjo una
inhibicion moderada, cercana al 80% de la actividad relativa. Efecto similar
se observo a la mitad del 1Cso (1,75 ppm), sugiriendo que este compuesto
interfiere fuertemente el transporte de electrones desde el Complejo 11, sin

variaciones drasticas dependientes de la dosis.

Carvacrol: Mostré un efecto més pronunciado y dependiente de la
concentracion. En 50,0 ppm la inhibicién fue significativa (actividad
reducida cercana del 70%), mientras que en dosis intermedias (25,0 y 12,5
ppm) la reduccién fue més marcada, Ilegando incluso al 60% en promedio.
Esto sugiere que el carvacrol ejerce una interferencia mas fuerte sobre la
succinato oxidasa que la xantona, posiblemente por interaccion directa con

los sitios cataliticos de la enzima o con la membrana interna mitocondrial.

Timol: Fue el metabolito con mayor efecto inhibitorio. En la concentracion
de 150,0 ppm, la actividad enzimética se redujo dréasticamente a niveles
cercanos al 40% manteniéndose baja incluso en las concentraciones
intermedias (75,0 y 37,5 ppm). Aunque en dosis bajas (18,7 y 9,38 ppm) la
inhibicion fue menos severa, y a 18,7 ppm todavia registré diferencias

significativas con respecto al control.

Figura 17.

Actividad de la succinato oxidasa, en presencia de xantona, carvacrol y timol.
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actividad de la enzima.

Estos resultados evidencian que los tres metabolitos interfieren con el
transporte de electrones en algun punto desde el Complejo Il al 1V, confirmando
que la mitocondria es un blanco primario de su accién. La inhibicién sobre la
succinato oxidasa puede generar un colapso en la sintesis de ATP, acumulacion de
electrones reducidos y aumento del estrés oxidativo (Vercesi et al., 2006; Peri¢-

Mataruga et al., 2018).

En términos comparativos, mientras la xantona mostro un efecto inhibitorio
mas estable y moderado, el carvacrol y especialmente el timol evidenciaron un

perfil de inhibicion mas fuerte y dependiente de la concentracion. Estos resultados
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coinciden con lo observado en la inhibicion de la NADH oxidasa, reforzando la
hipdtesis de que estos metabolitos podrian afectar maltiples sitios de la cadena

respiratoria.

2.6. Discusiodn de la actividad enzimatica mitocondrial

2.6.1.

2.6.2.

Inhibicién de la NADH oxidasa

Los resultados obtenidos para la NADH oxidasa evidencian que los
metabolitos evaluados (xantona, carvacrol y timol) presentaron inhibiciones
significativas a las concentraciones diagnosticas (Figura 16). Esto indica que estas
moléculas interfieren directamente con el transporte de electrones desde el
Complejo I hacia la coenzima Q, comprometiendo asi la eficiencia del metabolismo

energético mitocondrial.

Estudios previos han demostrado que compuestos fenolicos y heterociclicos
pueden afectar el flujo electronico en el Complejo I, generando una reduccién en la
capacidad bioenergética y un incremento del estrés oxidativo (Gonzalez-Laredo et
al., 2021; Sanz et al., 2022). En particular, el carvacrol ha sido reportado como un
inhibidor potente del transporte de electrones en células eucariotas debido a su
capacidad de alterar la membrana mitocondrial y desestabilizar proteinas

respiratorias (Marchese et al., 2018).

Inhibicién de la succinato oxidasa

En el caso de la succinato oxidasa, se observaron diferencias dependientes

de la concentracion (Figura 17). La xantona produjo inhibicién Unicamente a su
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2.6.3.

mayor concentracion (3,5 ppm), mientras que el timol mostré un efecto claro y
significativo a concentraciones altas (150,0 y 75,0 ppm), pero, no a valores mas
bajos. El carvacrol, en contraste, presentd un perfil mas potente, evidenciando
inhibicién incluso a concentraciones intermedias (25,0 y 12,5 ppm), lo que lo
posiciona como el mejor metabolito con mayor capacidad para alterar la funcién

del transporte de electrones desde el Complejo II.

Este comportamiento es consistente con lo descrito en la literatura, donde
compuestos monoterpénicos como carvacrol y timol ejercen acciones insecticidas
mediante la disrupcion de membranas y la inhibicion de enzimas mitocondriales
clave, lo que conlleva a una reduccion de la produccion de ATP y, finalmente, a la

muerte celular (Ahmad et al., Pavela & Maggi, 2017).

Comparacion entre metabolitos

La comparacion integrada de ambos sistemas revela que la xantona es el
metabolito méas eficaz, ya que evidencid inhibicién en las enzimas NADH y
succinato oxidasa a concentraciones mucho menores que las requeridas por el
carvacrol y el timol, lo cual indica una mayor afinidad o capacidad de interaccion
con los sitios criticos de la cadena respiratoria. El carvacrol, aunque mostré un
efecto sostenido en ambos complejos evaluados, necesitd concentraciones mas
elevadas para producir inhibiciones significativas. Por su parte, el timol presentd
un perfil mas variable y dependiente de la dosis, con un efecto mas marcado sobre
la succinato oxidasa que sobre la NADH oxidasa. Este patrén diferencial sugiere

que, aunque los tres metabolitos comparten la capacidad de interferir con la
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2.6.4.

respiracion mitocondrial, la xantona se perfila como el metabolito con mayor

potencial insecticida debido a su accién inhibitoria a bajas concentraciones.
Relacion con la actividad insecticida

Los resultados in vitro respaldan los hallazgos observados en los ensayos in
vivo, donde se registrd una mayor mortalidad post-embrionaria en Drosophila
melanogaster al exponerla a carvacrol y timol. La inhibicion simultanea observada
en las enzimas NADH y succinato oxidasa representa un mecanismo clave del
efecto insecticida, ya que compromete el flujo electronico y, por tanto, la
produccion de energia en la mitocondria. Este doble bloqueo puede explicar la
eficacia diferencial entre los metabolitos, reforzando la idea de que la alteracion de
la bioenergética mitocondrial constituye un blanco estratégico en el desarrollo de

insecticidas de origen natural (Ahmad et al., 2019; Sanz et al., 2022).

2.7. Conclusiones

Los ensayos in vivo demostraron que los metabolitos secundarios evaluados,

xantona, carvacrol y timol, ejercen un efecto diferencial en el desarrollo post-embrionario

de Drosophila melanogaster. La xantona se destacO como el compuesto mas activo,

reduciendo significativamente la eclosion de adultos incluso a bajas concentraciones (1,0-

5,0 ppm). El carvacrol presentdé un efecto insecticida intermedio y dependiente de la

concentracion, mientras que el timol solo evidencid reducciones en la supervivencia con
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requerimientos de concentraciones mas elevadas para inducir mortalidad significativa,

indicando una menor potencia relativa bajo las condiciones evaluadas.

En la fase in vitro, los analisis de actividad mitocondrial evidenciaron que los tres
metabolitos inhibieron las enzimas NADH oxidasa y succinato oxidasa, confirmando una
alteracion del transporte electronico mitocondrial. La xantona presentd una notable
capacidad inhibitoria en ambas enzimas a concentraciones considerablemente menores que
las requeridas para el carvacrol y timol, lo que indica una mayor eficacia para comprometer
la bioenergética mitocondrial. El carvacrol y el timol también afectaron la actividad
enzimética, aunque de forma mas dependiente de la concentracion y con perfiles

diferenciales entre ambas oxidasas.

La integracion de los resultados in vivo e in vitro permite concluir que la respiracion
mitocondrial estd asociada con la reduccién de la supervivencia post-embrionaria
observada en D. melanogaster. En particular, la xantona se perfila como el metabolito con
mayor potencial insecticida, al combinar una alta eficacia bioldgica con una inhibicion
mitocondrial significativa a bajas concentraciones. Por su parte, el carvacrol y timol,

aunque activos, requieren concentraciones mas altas para producir efectos comparables.
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3: Discusion y conclusiones globales

3.1. Discusion global

La busqueda de nuevos agentes de control de insectos se ha orientado hacia
metabolitos secundarios de plantas debido a su menor persistencia ambiental y potencial
de selectividad. En este estudio, la integracion de metodologias in silico, in vivo e in vitro
permitié validar la mitocondria como una diana farmacol6gica estratégica para metabolitos

como la xantona, el carvacrol y el timol en el modelo Drosophila melanogaster.

Los altos porcentajes de identidad (hasta 79%) en las subunidades mitocondriales
de D. melanogaster respecto a otras especies sugieren una conservacion evolutiva critica.
El uso de AlphaFold2 y el docking molecular permitié predecir que la xantona, el carvacrol
y el timol interactian con regiones clave de los complejos | al 1V. Esta afinidad predicha
es consistente con lo reportado para compuestos fendlicos que actlian como inhibidores del

transporte de electrones al mimetizar o competir con la ubiquinona (Hirst, 2013).

El efecto diferencial observado en la supervivencia post-embrionaria demuestra
que no todos los metabolitos poseen la misma biodisponibilidad o potencia. La xantona se
destaco por su alta toxicidad a concentraciones minimas (1,0-3,5 ppm). En contraste, el
timol requirio dosis hasta 100 veces superiores (150,0-300,0 ppm) para mostrar efectos
significativos. Segun Isman (2020) y Koul et al. (2008), esta variabilidad en compuestos
ingeridos suele estar ligada a la tasa de detoxificacion en el tracto digestivo, donde enzimas

como las carboxilesterasas y citocromos, que son altamente expresadas en el intestino
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medio de D. melanogaster, pueden inactivar rapidamente monoterpenos como el timol

antes de que alcancen la circulacién sistémica y sus dianas mitocondriales.

La inhibicién de las oxidasas NADH y succinato confirma que el efecto insecticida
de los metabolitos evaluados trasciende el nivel sisteméatico, manifestandose mediante un
mecanismo de accion celular y mecanico directamente en la mitocondria. En el caso de la
NADH oxidasa, la xantona demostrd la mayor eficacia inhibitoria, lo cual es consistente
con investigaciones que sugieren que la xantona pueden inducir el colapso del potencial de
membrana mitocondrial, blogqueando eficazmente el flujo de electrones (Martinez et al.,
2020). Por otra parte, el carvacrol exhibié un perfil de inhibicion mas pronunciado sobre
la succinato oxidasa, comportamiento que se atribuye a la capacidad de los monoterpenos
fendlicos para desestabilizar la bicapa lipidica mitocondrial, alterando asi el entorno
funcional de las proteinas integrales como el Complejo Il (Pavela & Benelli, 2016). En
conjunto, la correlacién positiva entre la inhibicion enzimética y la mortalidad in vivo
refuerza la hipotesis de que el compromiso de la bioenergética y la consecuente caida en
la produccion de ATP constituyen el evento primario que conduce a la detencién del

desarrollo y la posterior muerte de D. melanogaster (Peri¢-Mataruga et al., 2018).
3.2. Conclusiones globales

Se identificaron los metabolitos naturales xantona, carvarol y timol como
compuestos con alta afinidad hacia los complejos de la cadena transportadora de electrones
mitocondrial. La validacion estructural y los pardmetros ADME confirmaron que estas
moléculas poseen las caracteristicas fisicoquimicas adecuadas para actuar como ligandos

en dianas bioenergéticas.
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Se determin6é que los metabolitos seleccionados afectan negativamente el
desarrollo post-embrionario de Drosophila melanogaster. La xantona se consolidé como
el compuesto con mayor actividad insecticida a bajas concentraciones, mientras que el
carvacrol y el timol mostraron una eficacia dependiente de la dosis, validando el modelo

de D. melanogaster para el tamizaje de toxicidad de productos naturales.

Se comprobd que los metabolitos evaluados reducen significativamente el consumo
de oxigeno mediante la inhibicion de las enzimas NADH oxidasa y succinato oxidasa. La
xantona presento6 la mayor potencia inhibitoria en la bioenergética mitocondrial del estadio
adulto, estableciendo un vinculo directo entre la disrupcion del flujo electronico

mitocondrial y el efecto insecticida observado.

3.3. Recomendaciones

Los resultados obtenidos en este estudio permiten proponer diversas lineas de
investigacion futura que fortalezcan el desarrollo de metabolitos secundarios como
alternativas insecticidas. En primer lugar, se recomienda realizar ensayos de campo con
xantona, carvacrol y timol, con el fin de validar la eficacia observada en condiciones de
laboratorio bajo escenarios ambientales mas complejos. Estos estudios deberian incluir
evaluaciones de estabilidad, persistencia y eficacia frente a diferentes especies de insectos

de importancia sanitaria y agricola.

Asimismo, es necesario profundizar en estudios toxicol6gicos y eco toxicoldgicos
que permitan establecer los perfiles de seguridad de estos metabolitos en organismos no

objetivo, tales como polinizadores, animales domésticos y seres humanos. Este aspecto
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resulta fundamental para garantizar la viabilidad del uso de metabolitos naturales en

programas de manejo integrado de plagas y en el desarrollo de formulaciones comerciales.

Finalmente, se sugiere la exploracion de formulaciones que mejoren la estabilidad
y biodisponibilidad de la xantona, dado que este metabolito demostré ser el méas activo en
las fases in vivo e in vitro. En este sentido, la combinacién podria potenciar su eficacia y

reducir la cantidad de compuesto requerido para generar un efecto insecticida.
3.4. Divulgacion de resultados

Los resultados correspondientes a la fase in silico del proyecto 31612
“IDENTIFICACION DE COMPUESTOS CON POSIBLE ACTIVIDAD ANTIMIASIS
EMPLEANDO Drosophila melanogaster COMO MODELO BIOLOGICO Y LA
MITOCONDRIA COMO DIANA FARMACOLOGICA”, fueron presentados en
modalidad péster en el V Congreso Colombiano de Bioquimica y Biologia molecular
(C2B2) 2023, bajo el titulo “IDENTIFICACION DE COMPUESTOS CON POSIBLES
PROPIEDADES ANTIMIASIS EMPLEANDO MITOCONDRIAS EXTRAIDAS DE
Drosophila melanogaster COMO MODELO EXPERIMENTAL Y FARMACOLOGICO”

(Apéndice B).

Posteriormente, los resultados globales del proyecto fueron presentados en
modalidad presentacion oral extendida en el VI Congreso Colombiano de Bioquimica y
Biologia molecular (C2B2) 2025, con el titulo “IDENTIFICACION DE COMPUESTOS
CON POSIBLE ACTIVIDAD ANTIMIASIS EMPLEANDO Drosophila melanogaster
COMO MODELO BIOLOGICO Y LA MITOCONDRIA COMO DIANA

FARMACOLOGICA” (Apéndice C).
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Apéndice A.

Apéndices

Base de datos de compuestos reportados con actividad insecticida

Masa
PubChem ID Nombre del compuesto
molecular (g/mol)
440966 (—)-Camphene 136,23
170833 (-)-Isopulegol 154,25
73067 (+)-Medicarpin 270,28
10887971 (+)-Sabinene 136,23
5284507 (E) nerolidol 222,37
12044484 (E),(E)-Farnesol 312,5
637563 (E)-Anethole 148,2
14601153 (E)-isocroweacin 192,21
11141599 (E)-Piperolein A 315,41
5281758 (2)-Asarone 208,25
5315892 1,10-di-epi-Cubenol 222,37
40326 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 734,1
176983 1,3,8- p- mentatrieno 134,22
2758 1,8-Cineol 154,25
520687 16-Kaurene 272,5
5991 17-alpha-Ethinylestradiol 296,4
2758 1-8 cineole (Eucalyptol) 154,25
10022321 1-butyl-3,4-methylenedioxybenzene 375,2
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53167 1-Monostearin 358,6
71402779 2,2-Dimethyl-6- vinylchroman 202,25
5280343 2-Arachidonoylglycerol 378,5
12741 2-Decanona 156,26
87839 2-Ethylhexyl salicylate 280,4
6755 2-Hydroxy-1,4-naphthoquinone 174,15
16871 2-Methoxy-1,4- naphthoquinone 188,18
13187 2-Nonanona 142,24
14104353 2-Senecioyl-4- vinylphe-nol 202,25
8163 2-Undecanona 170,29
80922 3,4,5- Trimethoxytoluene 182,22
3.,4,5’-trimetoxi-3’,4’- metilenodioxi-
1615 193,24
7-9:7°9 diepoxilignan

8557 3,4,5-trimethoxybenzaldehyde 196,2
8468 3,4-dimethoxybenzaldehyde 166,17
77844 3,5- dimethoxytoluene 152,19
375117 3-Epimacronine 329,35
617233 aliltetrametoxibenceno 238,28
5368821 Alloocimene 136,23
10931629 alpha,beta-thujone 152,23
1549026 alpha-Bisabolol 222,37
442359 alpha-Cubebene 204,35
92762 alpha-Eudesmol 222,37
10931629 alpha-Thujone 152,23
137566 Antimycin A 548,6
10659 Apiol 222,24
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10467 Arachidic acid 312,53
91354 Aromadendrene 204,35
558221 AR-tumerone 216,32
11869417 Asaricina 354,4
10545 Ascaridole 168,23
442638 Atractyloside 726,7
261491 Atranorin 374,3
3352 Azide 65,01
62566 B-bourbonene 204,35
8215 Behenic acid 340,58
2314 Bendiocarp 223,22
10104370 beta-Bisabolene 204,35
442353 beta-Chamigrene 204,35
93081 beta-Cubebene 204,35
31253 Beta-myrcene 136,23
14896 Beta-Pinene 136,23
64971 Betulinic acid 456,7
91457 b-eudesmol 222,37
13894537 Bicyclogermacrene 204,35
5281045 Bongkrekic Acid 486,6
64685 Borneol 154,25
12097317 Borneol acetate 196,29
160006 Bruceine A 522,54
100199 Burchellin 340,37
5352899 Butylidenephthalide 188,22
28481 Calarene 204,35
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2537 Camphor (alcanfor) 152,23
11972305 Cappariloside B 496,46
281 Carbon Monoxide 28,01
21307 Carboxin 253,30
26049 Careno 136,24
442347 Carotol 222,37
10364 Carvacrol 150,22
7439 Carvona 150,22
6432475 Carvotanacetone 152,23
1742210 Caryophyllene oxide 220,35
65575 Cedrol 222,37
1549026 Chavicol 134,18
5280666 Chrysoeriol 300,26
637511 Cinnamaldehyde 132,16
643779 Citronellol 156,26
3036 Clofenotane 354,49
19725 Copaene 204,35
597 Cyanide 26018
99856 Cyperene 204,35
162747 Damnacanthol 284,26
14458886 Deacetylsalannin 554,7
441005 delta-Cadinene 204,35
12309449 delta-Elemene 204,35
345501 Desoxypodophyllotoxin 398,41
16590 Diallyl disulfide 146,27
16315 Diallyl trisulfide 178,34
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10231 Dilapiol 222,24
1493 Dinitrophenol 184,11
8205 Dodecy! acetate 228,37
636822 E)-Asarone 208,25
637563 E-anethol 148,2
479931 Elatol 333,69
5284507 E-nerolidol 222,37
8815 Estragole 148,2
3314 Eugenol 164,2
3346 Fenthion 278,33
5280378 Formononetin 268,26
9651 Galantamine 287,35
637511 Geraniol 154,25
1549026 Geranyl acetate 196,29
96943 Girinimbine 263,33
13942832 Glochidone 422,69
45267103 Gramicidin A 1882,3
227829 Guaiol 222,37
6442405 Guineensine 383,52
17525 Hexyl butyrate 172,26
100633 Karanjin 292,29
97487 Koenimbine 293,36
10978265 Lanceolatin B 262,26
94266 Lauric acid 200,32
22311 Limonene 136,23
6549 Linalool 154,25
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638011 Linalyl acetate 196,29
16666 L-menthol 156,26
439247 L-menthone 154,25
167963 Mahanimbine 331,45
27867 Menthy! acetate 198,3

4091 Metformin 129,16
7150 Methyl benzoate 136,15
637520 Methyl cinnamate 162,19
31253 Mirceno 136,23
4276 Miristicina 192,21
8083 Morpholine 87,12
5460593 Mucidina (Stigmatellin A) 514.,6
92998 Myristic acid 228,37
104279 Myxothiazol 487,6
8222 n-Eicosane 282,55
643779 Neral 152,23
637563 Nerol 154,25
108058 Nimbin 540,6
8193 N-methylpiperazine 100,16
12592 n-Tetracosane 338,65
445639 Oleic acid 282,46
5281873 Oligomycin A 791
11851219 Pacharin 270,28
91456 Palmitic acid 256,4
10955174 Patchouli alcohol 222,37
7463 p-cimeno 134,22
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7731 p-cresol metil éter 122,16
5318516 Pellitorine 223,35
16441 Perillaldehyde 150,22
61126 Phthalic acid 166,13
25244302 Piericidin A 415,6
6427105 Pinocamphone 152,23
121719 Pinocarvone 150,22
11203891 Pipbinine 570,7
5320618 Piperanine 287,35
5372162 Pipercide 355,7
638024 Piperine 285,34
9974595 Pipernonaline 3414
8438 Piperonal (piperona) 150,13
10970518 Pipzorine 363,62
443014 Podophyllotoxone 412,39
4944 Propoxur 209,24
442495 Pulegone 152,23
11012859 Retrofractamide A 3274
131751424 Retrofractamide D 3414
6758 Rotenone 394,4
442497 Rotundifolona 166,22
5281555 Rutamycin 77
18818 Sabinene 136,23
10104370 Safrole 162,18
519872 Santolina triene 136,23
6440616 Sarniensine 221,34
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72307 Sesamin 354,35
68229 Seselin 228,24
341779 Sesquicineole 222,37
442495 Solanesol 631,1
92231 Spathulenol 220,35
5353001 Spilanthol 221,34
441612 Squamocin 622,92
91354 Stearic acid 284,5
5460593 Stigmatellin A (MucidinaCl) 514,6
12304570 Sylvestrene 136,23
11230 Terpinen-4-ol 154,25
17100 Terpineol 154,25
11463 Terpinolene 136,23
94896 tert-butyldodecadienamide 255,44
83975 Tetramethrin 331,40
5601 Thenoyltrifluoroacetone 222,19
6989 Thymol 150,22
23634636 Triterpeno 516,799
445070 Ubiquinone-1 250,33
8163 Undecan-2-one 170,29
5943 Valinomycin 1111,3
5281605 Venturicidin A 750
61126 Verbenol 152,23
2912 Verbenone 150,22
24772948 Violanone 316,31
7020 Xantona 196,2
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6654 a-Pineno 136,23
7462 a-terpineno 136,23
17868 a-Tujeno 136,23
27208 B-Bisabolol 222,37
62566 B-Bourboneno 204,35
31253 [-mirceno 136,23
5281553 B-ocimene 136,24
14896 B-Pineno 136,23
222284 jB-Sitosterol 414,71
7461 y-terpineno 136,23
442461 6-3-Carene 136,24
Apéndice B.

Certificado de participacion en el V Congreso Colombiano de Bioquimica y Biologia

molecular (C2B2) 2023.
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Certificado de asistencia y participacion en el VI Congreso Colombiano de Bioquimica y

Biologia molecular (C2B2) 2025.
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