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RESUMEN

Titulo: Actividad larvicida de metabolitos de plantas que af ectan la bioenergética mitocondrial de
mosquitos Aedes aegypti.

Autor: Maria Fernanda Pérez Rojas, Stelia Carolina Méndez Sanchez, Luis Carlos Vesga.
Palabras clave: Aedes aegypti; metabolitos secundarios de plantas; bioinsecticidas; docking
molecular; actividad larvicida.

Descripcion:

Laincidenciade las enfermedades del Dengue, Zikay chikungunya, transmitidas por Aedes
aegypti, se ha incrementado en las Ultimas décadas. La Organizacién Panamericana de la Salud
notificd 1,881,352 casos de DENV, 170,175 casos de CHIKV y 170,175 casos de ZIKV, en las
Américasy € Caribe para la semana epidemioldgica 25 del 2022 (OPS, 2022), de ahi que resulta
necesario su prevencion y control. Los métodos de control tradicionales usan insecticidas que
generan problemas ambientales y resistencia a los principios activos en los mosquitos, debido a
mecani smos etol 6gicos, metabolicos y evolutivos (Melo et a., 2010; Rodriguez et al; 2005). El uso
de productos naturales es una alternativa menos agresiva con € ambiente para controlar el vector,
razén por lacual, este trabajo tuvo como objetivo identificar metabolitos secundarios de plantas con
posible actividad insecticida mediante un cribado in silico y vaidacion in vitro e in vivo sobre los
complgios | y |11 de la bioenergética en Ae. aegypti. La seleccion de los metabolitos de plantas se
realizé por medio de docking molecular de precisiéon estdndar y extra-precision. Los metabolitos
candidatos se evaluaron mediante técni cas experimentales, como laactividad larvicidaen larvas Ae.
aegypti y el efecto de estos sobre enzimas mitocondriales. En la etapain vivo, se evaluo € efecto

letal de los metabolitos previamente seleccionados sobre las larvas L3y L4 luego de 24 y 48 horas
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de exposicion, determinando asi las concentraciones letales (CLso). En la fase in vitro, los
metabolitos con mayor letalidad, farnesol y carvacrol, se les evalud su efecto sobre e complejo | y
el complejo 111 delacadenarespiratoria, con € fin derelacionar el efecto toxico de estos metabolitos
sobre la actividad mitocondrial. Los resultados obtenidos muestran que el carvacrol presenta un
docking score de -4,435y -7,772, parael complgjo | y |11, respectivamente, asi como una energia
de afinidad -36,47 y -36,21 Kcal/mol, para cada complego. Por otro lado, el farnesol presenta una
puntuacién de -3,234 parael primer complejoy -7,549 parael tercer complejo, asi como unaenergia
de afinidad de -42,13 y -55,29 Kcal/mol, para cada compleo. Los resultados anteriores se deben a
interacciones presentadas, en el caso del complejo |, se observaron interacciones con residuos como
lle 235, Tyr 295y Tyr 173, mientras que para el caso del complejo 111, se presentaron interacciones
relevantes con los aminoéacidos Phe 275, Leu 295y Ile 147. En cuanto alafasein vivo, €l carvacrol,
presentd un CLso de 37,4 ppm y 34,5 ppm paralas 24 y 48 horas respectivamente, y farnesol obtuvo
un CLsode 9,78 ppmy 8,73 ppm, alas 24 y 48 de horas, respectivamente. Por su parte, la actividad
enzimatica evaluada en la fase in vitro mostrd para carvacrol una inhibicion, con actividades
enziméticas de 66,4%, 39,11% y 5,6% para NADH oxidasa, NADH deshidrogenasa y NADH
citocromo c reductasa, respectivamente. Por su parte, farnesol obtuvo una inhibicién, con
actividades de 5,9% y 19,98% para NADH oxidasay NADH deshidrogenasa, mientras que para
NADH citocromo c reductasaaumento su actividad con 342,08%, respecto a control. De estaforma,
los metabolitos evaluados en este estudio se presentan como aternativas naturales promisorias para
el control del vector, por la ateracion de la actividad de las enzimas de la cadena respiratoria del
individuo. Ademas, se demuestra la efectividad de estudios in silico para evaluacion preliminar de

futuros compuestos.
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ABSTRACT

Title: Larvicidal activity of plant metabolites that affect the mitochondrial bioenergetics of Aedes
aegypti mosquitoes.

Author: MariaFernanda Pérez Rojas, SteliaCarolinaM éndez Sanchez, L uis CarlosV esga Gamboa.
Keywords: Aedes aegypti; plant secondary metabolites; bioinsecticides; molecular docking;
larvicidal activity.

Description:

Theincidence of Dengue, Zika and chikungunya diseases, transmitted by Aedes aegypti, has
increased in recent decades. The Pan American Health Organization reported 1,881,352 cases of
DENV, 170,175 cases of CHIKV and 170,175 cases of ZIKV, in the Americas and the Caribbean
for epidemiological week 25 of 2022 (PAHO, 2022), hence its prevention is necessary and control.
Traditional control methods use insecticides that generate environmental problems and resistance to
active principles in mosquitoes, due to ethological, metabolic, and evolutionary mechanisms (Melo
et a., 2010; Rodriguez et a; 2005). The use of natural products is a less aggressive aternative to
the environment to control the vector, which is why this work aimed to identify secondary plant
metabolites with possible insecticidal activity through in silico screening and in vitro and in vivo
validation on complexes | and 111 of the electron transport chain in Ae. aegypti. The selection of
plant metabolites was performed by standard and extra precision molecular docking. Candidate
metabolites were evaluated using experimental techniques, such aslarvicidal activity in Ae. aegypti
and their effect on mitochondrial enzymes. In the in vivo stage, the toxic effect of the previously
selected metabolites on the larvae in stages 3 and 4 after 24 and 48 hours of exposure was evaluated,

thus determining the lethal concentrations (LCso). In the in vitro phase, the metabolites with the
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highest lethality on larvae, farnesol and carvacrol, were evaluated for their effect on complex | and
complex Il of the respiratory chain, to relate the letal effect of these metabolites on the
mitochondrial activity. The results obtained by molecular docking suggest that carvacrol has a
docking score of -4,435 and -7,772, for complex | and 111, respectively, aswell as an affinity energy
of -36,47 and -36,21 Kcal/mol, for each complex. On the other hand, farnesol has a score of -3,234
for the first complex and -7,549 for the third complex, as well as an affinity energy of -42,13 and -
55,29 Kcal/mol for each complex. The previous results are due to interactions presented by each
metabolite with the subunit of the evaluated complex. In the case of complex I, interactions with
residues such as lle 235, Tyr 295 and Tyr 173 were observed, while in the case of complex Ill,
relevant interactions with Phe 275, Leu 295 and Ile 147. Regarding the in vivo phase, carvacrol
presented an L Cso of 37,4 ppm and 34,5 ppm for 24 and 48 hours, respectively, and farnesol obtained
an LCg of 9,78 ppm and 8,73 ppm, at 24 and 48 hours, respectively. The enzymatic activity
evaluated in the in vitro phase showed an inhibition for carvacrol, with enzymatic activities of
66,4%, 39,11% and 5,6% for NADH oxidase, NADH dehydrogenase and NADH cytochrome ¢
reductase, respectively. For its part, farnesol obtained an inhibition, with activities of 5,9% and
19,98% for NADH oxidase and NADH dehydrogenase, while for NADH cytochrome ¢ reductase
its activity increased with 342,08%, compared to the control. In this way, the metabolites eval uated
in this study are presented as promising natural alternatives for the control of the vector, due to the
alteration of the activity of the enzymes of the respiratory chain of the individual. In addition, the

effectiveness of in silico studies for preliminary evaluation of future compounds is demonstrated.
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INTRODUCCION

El vector Aedes aegypti, constituye un foco de interés investigativo paralasalud pablica, ya
gue lahembra de esta especie, en caso de estar infectada, es capaz de transmitir diversos virus como
el dengue (DENV), Zika (ZIKV), y @ chikungunya (CHIKV) principalmente (Byers et al., 2019),
siendo el DENV € virus de mayor incidencia transmitido por artropodos (Igra, 2020). Por esto, los
gobiernos delaRegion delas Américas, y muchas zonas tropical es, han intervenido con mecanismos
de control y prevencion de vectores transmisores (Weaver et a., 2009), ya que las enfermedades
virales, congtituyen una problematica de salud publica que tiene grandes repercusiones sociaes y
econdémicas, causando agravios en la calidad de vida de las personas infectadas (Organizacion
Panamericanade la Salud, 1998; Elson et al., 2020).

La dinamica de transmision de algunas de estas enfermedades viricas estd estrechamente
asociada con la capacidad de expansion de los vectores que las trasmiten. En el caso del Ae. aegypti,
debido alos recientes cambios climaticos, se ha visto un aumento de la especie en zonas tropical es
y subtropicales, haciendo que las poblaciones sean mas propensas a las enfermedades trasmitidas
por este vector (Kendall et al., 2010).

Dentro de las estrategias de control del vector Ae. aegypti, se encuentran las camparias
preventivas que suele implementar el gobierno, como evitar €l asentamiento de aguasy lalimpieza
constante en las comunidades (Cheng et al, 2003).

Enlaactualidad, se presentan multiples opciones deinsecticidas de origen natural y sintético,
estos ultimos suponen problemas ambientales y de salud, ya que afectan € aire, € agua, los suelos,
la vida silvestre, y @ mismo ser humano cuando se hace una manipulacion inadecuada o se

conservan alo largo del tiempo en su entorno (Sisay, et a. (2019); Gunther & Jeppson, 1969), vy
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adicionalmente, los vectores desarrollan resistencia a estos insecticidas sintéticos (Pimsamarna et
al., 2009; Melo et a., 2010; Rodriguez et a; 2005). Laimplementacion de métodos naturales, como
aceites esenciales y sus metabolitos, se convierte en una opcion viable, en cuanto a costos,
efectividad y potencial bioactivo parael control vectores, con un bajo impacto en el medio ambiente
(Mossa et al., 2016; Regnault, 1997), por lo que la implementacion de estudios sobre opciones
naturales se convierte en una necesidad.

Mediante este trabajo deinvestigacion, se buscd identificar metabolitos natural es que puedan
ser usados como alternativa para el control de Ae. aegypti, presenta una visualizacién general dela
problemdtica y aspectos tedricos que envuelven € estudio, donde se da a entender cémo la
modulacién de la bioenergética mitocondrial es una diana farmacoldgica para € disefio de
insecticidas natural es.

Luego, se presenta una descripcion de la metodologia, comenzando con la seleccion de los
metabolitos de plantas a los cuales se les realiz6 un andlisis in silico, por medio de docking
molecular. Los metabolitos promisorios se evaluaron mediante técnicas in vitro e in vivo,
comprobando su actividad larvicida en Ae. aegypti sobre los compleos de la cadena transportadora

de el ectrones mitocondrial.

1. Marcodereferenciay antecedentes
1.1. Aedes aegypti
El mosqguito Ae. aegypti, es el principal vector transmisor de virus como e dengue (DENV)
y Zika (ZIKV), pertenecientes alafamiliade flavivirus, y e chikunguya (CHIKV), delafamiliade
togavirus (Weaver et al., 2009; Vasilakis & Gubler, 2016). En € afio 2022, la Organizacion

Panamericana de la Salud (OPS) notifico 1,881,352 casos de DENV, 170,175 casos de CHIKV y
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170,175 casos de ZIKV, en lasAméricasy el Caribe parala semanaepidemiol6gica 25 del 2022, en
las Américasy el Caribe (OPS, 2022). Por su parte, en Colombia, hasta la semana epidemiol 6gica
13 del afio 2022, se notificaron 29.475 casos de DENV, 110 casos de CHIKV y 80 casos de ZIKV,
ocupando €l puesto 5 anivel mundial enincidencia (INS, 2022).

Actualmente, se adel antan estudios paralograr obtener unavacuna o medicamento para estas
enfermedades viricas (Mura & Tournier, 2020; Halstead, 2018), sin embargo, no se ha encontrado
un farmaco que las combata efectivamente, mas alla de los que se centran en aiviar 1os sintomas

(Xie et al.,2000).

En consideracion con lo anterior, los gobiernos deben seguir fomentando € estudio y
fabricacion de insecticidas que tengan caracteristicas Optimas para hacer frente a problema
epidemiol6gico, dado que no hay vacuna ni tratamiento, la principal opcién es la prevencion y
control del vector, por lo que e disefio de insecticidas eficaces y estables con el ambiente son

necesarios.

1.2. Caracteristicasde un insecticida ideal y su mecanismo de accién

Los pesticidas cumplen diferentes funciones;, como repelentes, agentes de control de
crecimiento, reduccién de huevos, entre otros, siendo e enfoque principal en todos los casos
erradicar el vector, teniendo gran especificidad, baja toxicidad en los humanos, bgjadosis letal, y u
bajo coste (Arun et a., 1980). El Ae. aegypti se controla mediante larvicidas, que pueden estar
compuestos de fosforotionato, metopreno y piriproxifeno (Rodriguez et al., 2004) o mediante
adulticidas compuestos de piretroides y organofosforados, principalmente (Bisset et a., 2002). Sin
embargo diversos estudios demuestran, que la especie presenta resistencia a insecticidas sintéticos

debido a altos niveles de esterasa no especificay actividad oxidasa de funcion mixta (Ocampo et
17
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a., 2011; Pimsamarna et a., 2009; Melo et a., 2010; Rodriguez et a; 2005), por 1o que los
insecticidas biol 6gicos se convierten en unaopcién viable ya que reducen los riesgos de resistencias
y minimizan la toxicidad al medio ambiente (Berticat et al. 2008). Existen pesticidas a base de
aceites naturales, extraidos de especies herbaceas como cardiopteridaceae y myrtaceae, |os cuaes
tienen un olor caracteristico, asi como otras sustancias tales como el butdxido de piperonilo, N-octil
biciclohepteno dicarboximide y los potenciadores de los piretroides (Sunaiyana et al., 2014). Estos
pesticidas, egercen accion en diferentes dianas del vector que se quiere erradicar, como la
mitocondria, la cual representa uno de los organel os celulares més importantes, encargada no solo
de la produccion de energia en la célula, sino que a su vez desencadena distintos procesos de

induccion de muerte celular (Detmer & Chan, 2007).

1.3. La mitocondria como target para e disefio de insecticidas
La mitocondria es € organelo encargado de la produccion de ATP, y por tanto de generar energia
dentro de lacélula (Detmer & Chan, 2007). La produccién de energiaen lacélulasedagraciasala
cadena respiratoria mitocondrial, compuesta por cinco complejos donde los primeros cuatro, se
encargan del flujo de electrones y creacion de potencial de membrana mitocondrial, para finalizar
el proceso en la ATP sintasa, encargada de sintetizar el ATP (Sousa et al., 2018). Este proceso
comienza cuando el NADH se oxida por accion del complejo | o NADH deshidrogenasa (Figura 1),
donando sus electrones. Una vez dli, se genera la energia para bombear protones de la matriz
mitocondrial a espacio intermembrana, pasando |os electrones a la coenzima Q (Figura 1. CoQ).
Més adelante, el FADH: es oxidado a FAD™, por accion del complegjo |1 o succinato deshidrogenasa
(Figura 2), llevando los electrones ala coenzima Q (siendo la CoQ, e aceptor de electrones coman

del complgjo 1y I1), paraluego pasar estos el ectrones a compleo 11 (nombre del complejo) (Figura
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1,), que, transporta los electrones hasta e citocromo C (Cyt C) (Figura l), y posteriormente el Cyt
C es oxidado por €l complegjo IV (figura 1), quien a su vez entregara estos electrones al oxigeno
paraformar dos moléculas de agua, y € potencia electroquimico que sera finamente utilizado por

el ATP sintasa (Figura 1), para convertir el ADP en ATP por accion del complejo V o ATP sintasa

(Sousaet d., 2018).

Citoplasma

Membrana
externa

Espacio
intermenbrana

4H 4H' 20 o

IBRPSEO & ’ e e &9e008®e
Membrana
interna

100000

Matriz
mitocondrial

NADH  NAD* FADH: FAD W
+2H +2H I:ZH +1/20;+—- H;O:|x?

| . Y -

Cadena transportadora
de electrones

synthase

Figura 1. Cadena transportadora de electrones, |: complejo NADH deshidrogenass; I1:
complego succinato deshidrogenasa; I11: complejo ubiquinol-citocromo-c reductasa, 1V: compleo
citocromo ¢ oxidasa; CoQ: coenzima 10 o ubiquinona (adaptada de BioRender).

Ademés de ser € inicio de la fosforilacion oxidativa, € complgio I, a ser inhibido se
encuentrainvolucrado en el desarrollo de diversas enfermedades en € ser humano como sindrome
de Leigh, la neuropatia optica hereditaria de Leber y €l sindrome de MELAS (Wallace et a., 1988;

Holt et al., 1988), por lo que puede ser una diana para generacion de insecticidas potentes.
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1.4. Complgol

El complegjo | o NADH: ubiquinona oxidorreductasa (Figura 1.), es el complejo proteico
mitocondrial méas grande de la cadena respiratoria, con un tamafio aproximado 1.000 kDa, que se
encarga de acoplar latransferencia de el ectrones, gracias ala flavina mononucleétido (FMN) como
grupo prostético y a ocho clusteres hierro-azufre (Fe-S) (Rich & Maréchal, 2010). EI complejo
consta de 14 subunidades centrales que albergan funciones bioenergéticas, y un gran nimero de
subunidades accesorias (Drose & Brandt, 2012; Sharmaet al., 2009). La subunidad ND5 hace parte
del ensamblaje mitocondrial esencial del complejo |, esta subunidad es muy hidrofébica e ingresa
de forma co-traduccional en lamembranamitocondrial con diferentes estiramientos transmembrana

(Nakamaru et al., 2010; Masatoshi et al., 2015).

Laimportanciade lainhibicién de este complejo seda, yaque, unavez seinterrumpael flujo
de electrones, se podria evitar la produccién de ATP, disminuyendo asi, la actividad catalitica y
aumentando lafuga de electrones a oxigeno generando asi especies reactivas de oxigeno (Drose &

Brandt, 2012).

1.4.1. Inhibicién en el complgo |

Lainhibicion en el compleio |, consiste en unainterrupcién en latransferencia de el ectrones,
donde diversos compuestos se encargan de impedir el flujo de estos, y asi reducir la produccion de
ATP, produciendo la muerte de los individuos (Pryde & Hirst, 2011). La rotenona es la principal
molécula conocida por su eficiencia y especificidad inhibiendo la oxidacion de NADH por €
complgo I, aumentando la produccion de H20, en las mitocondrias. (Pryde & Hirst, 2011; King et

al., 2009).
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Por otro lado, se tiene el amital (figura 2.), el cual también se encarga del bloqueo de flujo
de electrones, afectando la oxidacion dependiente de NAD™ (Slater, 1976). Asi como la piericidina

A, que tiene como objetivo biologico lainhibicién respiratoria mitocondria (Jeng et al, 1968).

o O

Figura 2. Estructura quimica de amital.

Al igual que e complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial, el complego 111 juega un

papel importante en la transferencia de el ectrones desde & ubiquinol al citocromo c.

1.5. Complgolll

El ubiquinol-citocromo ¢ oxidorreductasa, o complegjo I, (Figura 1) es una proteina
transmembrana con un tamafio aproximado de 490 kDa. Esta conformado por dos monémeros de
11 subunidades que catalizan € flujo de electrones del ubiquinol al citocromo ¢y también bombean
cuatro protones a través de la membrana (Covian & Trumpower, 2006). Este complgjo esta
conformado por cuatro grupos prostéticos redox activosy un centro Fe-S, también un citocromo cl
con un grupo hemo ¢y un citocromo b con dos gruposhemo b (Yu et al., 2013).

Con lainhibicion del compleo 11, se evita el uso de la energia libre que da €l paso de los

electrones paratranslocar protones desde la matriz mitocondrial a espacio intermembrana.
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15.1. Inhibicién en e complegjoll|

Lainhibicion del ubiquinol citocromo ¢ reductasa, se divide en dos tipos, una, la cual actla
dirigiéndose d sitio de oxidacion del ubiquinol Qp, en este tipo se encuentra el mixotiazol, que evita
el paso de electrones desde UQH:> hasta la proteina de Rieske (Rich & Maréchal, 2010) y también
laestigmateling; y por otro lado, lainhibicién que ocurre en launién a sitio Qn, como por gemplo,
la antimicina A, la cua actla desde e citocromo bH, evitando € flujo de electrones hasta la
ubiquinona (Esser et al., 2004) .

Por otro lado, €l antibiético antimicina A (figura 3.) actlia uniéndose de formairreversible al
sitio de reduccion de la ubiquinona Qn, inhibiendo oxidacion del ubiquinol a evitar € flujo de
electrones entre & citocromo b y el citocromo ¢l (Mellors & Tappel 1966). Por otro lado, €
mixotiazol es un antifingico, € cual tiene una afinidad con € sitio sitio Qp (Esser et al., 2004),
inhibiendo alli la formacién de semiquinona, desplazando € ubiquinol de su sitio de unién

produciendo asi, laformacion de H>O> (Gerth et a., 1980).

OH 0

Figura 3. Estructura quimica de antimicina A.

Adicionalmente, & Grupo de investigacion en Bioquimica y Microbiologia GIBIM vy €
Centro de Investigaciones en Enfermedades Tropicales CINTROP de la Universidad Industrial de

Santander, ha realizado estudios previos con metabolitos de plantas medicinales, en donde se logré

22



ACTIVIDAD DE METABOLITOS SECUNDARIOS DE PLANTAS SOBRE Aedes aegypti

determinar siete metabolitos (acetato de geranilo, ahumuleno, B-cariofileno, geraniol, 1,8-cineol,
nerol y n-octanol), que presentaron actividad larvicida contra Ae. aegypti, donde geraniol inhibio el
complgio | y a-humuleno y e B-cariofileno inhibieron el compleo Il (Borrero et al., 2019),

demostrando que inhibidores de estos complejos presentan actividad larvida contra Ae aegypti.

1.6. Métodos computacionales para € disefio y analisis de farmacos

Los costos para la produccion de productos y descubrimiento de nuevos farmacos pueden
oscilar entre 1y 2 mil millones de délares (USD), y un tiempo hasta de 15 afios (Myers & Baker,
2001). El disefio de compuestos y su analisis con respecto a ciertas proteinas por medio de recursos
computacionales resulta ser un paso clave a la hora clasificar candidatos para € desarrollo de
productos como medicamentos, tratamientos e insecticidas, entre otros, de forma eficaz y

econdmicamente rentable.

Entre los enfoques computacional es para obtener informacion relevante, como caracteristicas
de cierto farmaco, esta la evaluacion de las propiedades ADME, las cuales describen |as cualidades
aptas para considerar un compuesto Util, segin Lipinski, € cual planted una serie de reglas con las

que se puede hacer un filtro de compuestos vaidos en 1997 (Lipinski et al., 1997).

Por otro lado, € docking molecular, es otra técnica que permite encontrar compuestos que
sean energéticamente favorables al interaccionar con una proteina (Hltje et al.,2003). Para esta
metodologia se mangja 3 tipos de enfoques. en €l primer caso, la proteinay € ligando se toman
como estructuras rigidas, asi que se analiza la posicion de cada uno en el espacio; en e segundo
caso, Unicamente el compuesto o ligando se considera flexible, por o que se busca la estructura del

ligando espacial y geométricamente Optima para la union con la proteina; y por ultimo, se
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consideran, tanto la proteina como & compuesto flexibles, por o que € enfoque de blsqueda se

hace mas amplio (Hltje et al.,2003; Xiao & Williams, 1994; Y ang & Kao, 2000).

Estos procesos de simulacion computacional pueden ser herramientas que aumenten el
conocimiento y optimicen procesos gracias alas predicciones previas o posteriores ala validacion
experimental haciendo que los enfoques resulten ser mas precisos en e proceso de desarrollo de

moléculas.

El interés de descubrimiento de compuestos naturales para fines insecticidas de manera
computacional y experimental abre campo a plantear €l objetivo de este trabagjo. Para facilitar €
entendimiento y dado la cantidad de resultados obtenidos en lainvestigacion sedividio el documento
en dos capitulos, donde €l capitulo 1 abarcalafase in silico, mientras que el capitulo 2 comprende

lafaseinvivo ein vitro.

El presente trabajo de investigacion describe el estudio de los complejos mitocondriales | 'y
11, haciendo parte del macroproyecto: “Desarrollo de nuevos productos con actividades
antimicrobiana, insecticida y repelente a partir de moléculas aisladas de plantas aromaticas
colombianas” del programa Bioreto XXI-15:50, & cual tiene como objetivo disefiar, sintetizar y
evaluar formulaciones de aceites esenciales y extractos de plantas vegetales para mejorar sus

propiedades antibacterianas, antifungicas, insecticidas y repelentes probados en in vitro.
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2. Objetivos
2.1. Objetivo general
Identificar metabolitos secundarios de plantas con actividad larvicida en Ae aegypti usando
la mitocondria como diana farmacol ogica.
2.2. Objetivos especificos
Identificar mediante técnicas in sillico metabolitos de plantas medicinales con posible
actividad larvicida teniendo como dianala mitocondria.
Determinar la actividad larvicida de los metabolitos identificados en Ae aegypti.
Evaluar el efecto de los metabolitos con mejor actividad larvicida sobre la bioenergética

mitocondrial.
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Capitulo 1. Andlisis in silico de metabolitos de plantas que afectan los compleos

mitocondriales| y |11 de mosquitos Aedes aegypti

El andlisis computacional que se presenta en este capitulo abarca diversas técnicas las cuaes
son herramientas claves para determinar la formay modo de union de las proteinas mitocondriales
estudiadas con compuestos de origen natural que hacen parte de plantas y sus aceites esenciales,
dando una visién previa a estudio experimental de laboratorio para hacer un acercamiento a los
resultados gque se pueden obtener en este. Para este fin, se elabora un modelo in silico de cada
proteinay unapreparacién delos compuestos, y se hace cumplimiento del primer objetivo especifico

delainvestigacion.

1. Objetivo especifico
Identificar mediante técnicasin silico metabolitos de plantas medicinales con posible actividad

|arvicida teniendo como dianala mitocondria.
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2. Metodologia defasein silico
Lametodologia descrita en lafigura 4 describe las fases computacionales para €l
cumplimiento del primer objetivo especifico del proyecto de investigacion: Fase preliminar y

fasein silico.

-:A.—

I [[Modelo de homologia | |—— LL% % ,
e "”\
[[Seleccién delos complejos I] e 3

AN

—/[BLAST Schrédinger, Inc

: [ a
Preparacién dela estructura | | Preparacién delos ligandos
Bank proteica (Metabolitos de plantas)
\ ]

—L \ Y

Complejol Complejo I1I Docking molecular
\ ND5 J | Citocromob)) e

AutoDock Vina

[ 1 ( ) Schrodinger Maestro

ID: 5XTC_1 ID: 1SQX _C

Fase preliminar Fase In Sillico

Figura4. Esguema metodoldgico computacional del proyecto de investigacion.

2.1. Fase preliminar

Se identificaron 226 metabolitos secundarios de aceites esenciales provenientes de
plantas con actividad insecticida registrada en la literatura (Anexo 1). De acuerdo con estos

compuestos se cred una base de datos, tomando la estructura en formato SDF de cada uno,
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obtenidas de la plataforma Pubchem, para redlizar la siguiente fase en e programa Maestro

(Schrédinger, Inc.).

2.2.Fasein silico
2.2.1. Modeo de homologia

Dado que la estructura cristalina de las subunidades 5 y cyt b de los complgjos | y Ill,
respectivamente, para Ae. aegypti no se encuentra reportada en la literatura, se utilizaron criterios
de similitud para la seleccion de plantillas de los compleos teniendo en cuenta la semejanza de
secuencias de aminoéacidos. La secuencia FASTA de cada subunidad se import6 por medio de las
bases de datos Uniprot (Uniprot, 2019); para el complego I, se seleccion6 la subunidad 5 con ID:
BOFWD3, y parael complego 111 se tomo la subunidad Cyt B con ID: BOFWD7 (Lobo et al.,2007).

Con ayuda del software BLAST Homology Search se identificd el template modelo de cada
complejo: template complejo | (subunidad 5) PDB ID: 5XTC_| (3.70A) delaespecie Homo sapiens
(Arimori et a.,2017) con unaidentidad de 39%, y template complejo 111 (subunidad cyt b) PDB ID:
1SQX_C (2.60 A) con una identidad de 68% de la especie Bos taurus (Esser et al.,2004). Parala
creacion del model o de homologia de cada proteina se empled € software Prime, accesible através
de la interfaz Maestro (Schrodinger, Inc.), haciendo la alineacién de secuencia con los valores
predeterminados del programa. A continuacion, el sistema se sometié a minimizacion de energiay
refinamiento de loops, solucionando los problemas estructurales, agregando d&omos de hidrégeno
de acuerdo con el pH fisiol6gico (7.4), identificando cadenas | aterales y residuos faltantes utilizando
el campo de fuerza del OPLS3e y un modelo de solvatacion VSGB, para finamente validar e

modelo conseguido (Unwallaet al., 2010; Sartry et al., 2013; Pietro et a., 2016; Martin, 2009).
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2.2.2. Preparacion deligandosy screening virtual
L os ligandos sel eccionados se prepararon por medio de la herramienta LipPrep Schrodinger,
Inc. Esta preparacion incluy6 la configuracion de quiraidad y estereoisomeria, configuracion de
mas baja energia, generando todos |os estados de protonacién posibles en un rango de pH de 7.2 +
0.2 y tautémeros basados en e valor de pKa tedrico calculado, entre otros gjustes predeterminados
del programa (Pietro et a., 2016; Martin, 2009). Una vez preparados los ligandos, se procedié a
evaluar las propiedades ADME por medio de la interfaz QikProp de Maestro, Schrodinger, Inc
correspondientes acada uno de ellos, donde se analizalostipos de &omosy las cargas, | os recuentos
derotoresy e volumen y el &rea de superficie de la molécula de muestra. Luego, QikProp usa esta
informacion, junto con los descriptores fisicos cal culados, en ecuaciones de regresion. El resultado
es una prediccion precisa de las propiedades farmacol 6gicamente rel evantes de una moléculay la
prediccion del perfil ADME de estos compuestos, y, de esta manera prever alguna violacion de las
reglas de Lipinski. (Natargjan A, et a., 2015), entre los vaores analizados se evalud e peso
molecular, € coeficiente de particion octanol/agua (logP), puentes de hidrégeno donados y
aceptados por € soluto a moléculas de agua y € area de superficie polar molecular (PSA, Polar
Surface Area).
Adicionalmente se analiz6 €l valor de Clsp previsto para el bloqueo de los canales HERG K*
(LogHERG), la absorcion oral humana, la permeabilidad cutanea (logKp), entre otras, como se

evidenciaen e Anexo 2.

2.2.3. Docking molecular
El docking sellevé a cabo empleando Glide (Schrodinger, Inc) (Friesner et al., 2004; Halgren

et a., 2004) considerando los ligandos como flexibles, con una caja para cada subunidad de los
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complegos: Complejo |, con una cgjadonde seidentifico e sitio de unidn por medio de laaplicacion
SiteMap (Schrodinger, Inc), € cual resaltalas regiones dentro del sitio de union adecuadas para ser
ocupadas por grupos hidréfobos o por ligandos, con coordenadas X = 316.82, Y = 268.38, Z =
220.52 y una dimension suficiente para acomodar los ligandos con una longitud < 15A; Complejo
[11 con una caja de acoplamiento (grid) centrada en los residuos Phe274, Tyr273, Tyrl31, yaquede
acuerdo alaliteratura, estos residuos aminoacidicos representan € sitio activo dela subunidad (Xiao
et al.,2014) y una dimension de < 15A de longitud. El acoplamiento se desarroll6 a diferentes niveles
de precisién, de menor a mayor precision SP (precision esténdar) y XP (extra precision):
inicialmente aun total de 209 metabolitos, selerealiz6 docking SP, paraluego pasar por un proceso
de discriminacion, teniendo en cuenta € rango de precios, y la puntuacion de docking SP; y
finalmente, alos 21 metabolitos sel eccionados de acuerdo alos anteriores criterios, selesreaizd un
docking XP, donde las poses mejor ranqueadas se les realizd unainspeccion visual por interacciones
comunes (Dharmagadda et a., 2005) y una inspeccién de interacciones por medio de la interfaz
PLIP (Protein-Ligand Interaction Profile), la cual utiliza el cribado basado en interacciones, en
contraste con los enfoques basados en ligandos 'y targets, en base ala estructura quimica o proteica,
respectivamente (Halgren T et al., 2004; Adasme et al. PLIP, 2021; Salentin at al.,2015; Batista &

Bajorath, 2010).

Finalmente, a dichas poses, se lesrealizo € debido andlisis de la energia de afinidad (MM -
GBSA) por medio de lainterfaz Prime, Schrodinger, Inc, parapredecir laenergialibre entre receptor
y ligandos, y asi, obtener la mejor seleccion de los metabolitos mas aptos para la inhibicion de los

complgos. (Singh & Muthusamy, 2013).
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2.2.4. Visualizacion
L as poses de acoplamiento generadas por el software Maestro Schrodinger de acoplamiento
se cargaron directamente a programa PyMOL para redizar la visuaizacion de las poses e

interacciones de cada compuesto con cada proteina.

3. Resultadosy discusion
3.1.Modelo de Homologia
3.1.1. Complgol, Subunidad 5

El model o de homologia paralasubunidad 5 (Figura5.) se disefié comparando la secuencia
BOFWD3 (Uniprot, 2019) con la estructura cristalina de codigo PDB: 5XTC | (3.70 A) (Figura5.),
obteniendo una identidad de homologia méxima del 39% y un score de 767.0, con |os respectivos

arreglos de refinamiento y minimizacion del sistema.

Figura 5. Modelo de homologia creado (color naranja) alineado con un template PDB: 5XTC |
(3.70 A) (color gris) paralasubunidad 5 del complejo 1.

La enzima modelada (Figura 5, color naranja) es considerada uno de los antiportadores de
electrones del complejo |, siendo de este, la subunidad termina (Hannah et al., 2011), contiene una

hélice discontinua de superficie lateral largala cual une los dos médulos del brazo de membranaen
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el complgjo tota (Christophe et a., 2016), y aunque en la literatura se identifican 16 hélices
transmembrana (Hannah et a., 2011), el modelo creado consta de 2 laminas  y 14 hélices afa,
donde gran parte de los 54 residuos conservados en la subunidad caen dentro de las hélices,

apoyando sus roles propuestos en la trans ocacién de protones.

3.1.1.1.Validacion Modelo de Homologia Complejo |

El modelo creado se compone de 487 residuos de aminoécidos, calculando la desviacion
cuadréticamedia (RMSD) de los carbonos a en la interfaz Maestro (Schrodinger Inc.), con un valor
de 1.926 A, y un puntaje de aineamiento de 0.152, siendo este valor & que mide la calidad de
reproduccién del modelo. EIl RMSD se calcula basandose Unicamente en aquellos residuos que se
han alineado con éxito y, por lo tanto, no representa una comparacion genera de las estructuras. En
cuanto a la puntuacion de aineacion, si @ valor es superior a 0.7, indica que no hay suficiente

similitud estructural paraunaalineacion significativa, por lo que se consideraen este caso un modelo

\

representativo (Schrodinger Release, 2021).

130

150

120 1

m_

&._

¥

Pzi (degrees)

a0 4
0 -
90 -

120

150 1

9]
N
Q\
U
%
B
Q
-180 “H T T T T T T
<80 150 1200 &0 &0 40 0 1] @ 90 12

Phi {degrees)

Figura 6. Grafica de Ramachandran del modelo creado a partir del complego I.

/

T
D B0 18

32



ACTIVIDAD DE METABOLITOS SECUNDARIOS DE PLANTAS SOBRE Aedes aegypti

Se observé que el modelo predicho tiene un 98.7% (481) de aminoacidos en la region
permitida después del refinamiento del 1oops, 10 que confirma la confiabilidad de la estructura, de
acuerdo asu gréficade Ramachandran (Figura6.). Este model o fue obtenido gracias alaexploracion
de estructuras plantilla de macromoléculas del programa Maestro (Schrédinger Inc.), y aunque €l
homalogo propuesto se considera de baja identidad, la optimizacion de dicho modelo, 1o hace Uil

para predecir datos experimental es.

3.1.2. Complgolll, Subunidad citocromo b
El modelo de homologia paralasubunidad cyt b (Figura7.) se disefié comparando lasecuencia
BOFWD?7 (Uniprot, 2019) con laestructura cristalina de codigo PDB: 1SQX_C (2,60 A) (figura7.),

el cual obtuvo en un porcentaje de identidad del 68%.

Figura 7. Modelo de homologia creado (color verde) alineado con un template PDB: 1SQX_C
(2.60 A) (color gris) paralasubunidad cyt b del complegjo I11.

El modelo creado (Figura 7) consta de 10 hélices alfa, asociadas a los 383 residuos que lo
componen, debido a su altaidentidad, se acopla de forma significativa con la plantillade laproteina

(Figura 7, color gris), por lo que se confirma que los hemos bL y bH estéan cerca de los lados de la
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matriz y laintermembrana, respectivamente, con unadistanciaentreellosde 20,1 A, tal como ocurre

en |la proteina template, con unadistanciade 20,6 A entre los grupos hemo (So Iwata et al., 1998).

3.1.2.1.Validacion Modelo de Homologia Complejo 111

El modelo creado para la subunidad cyt b se compone de 383 residuos de aminoacidos,
calculando la desviacion cuadratica media (RMSD) de los carbonos o en Maestro (Schrédinger Inc.),
con un valor de 1,937 A, y un puntaje de alineamiento de 0,150, mostrando ser un modelo véido ya
gue con valores inferiores a 0,7 son considerados model os aceptables (Schrodinger Release, 2021).

La gréfica de Ramachandran (Figura 8.) muestra que € modelo predicho tiene un 99.2%
(380) de aminoacidos en laregion permitida después del refinamiento del loops, 1o que confirmala
confiabilidad de la estructura por su ato porcentgje de identidad. Este modelo fue obtenido gracias
alaexploracion de estructuras delaplantillade macromol éculas del programaM aestro (Schrodinger

Inc.).

P=i (degrees)

Phi {degrees)

Figura 8. Grafica de Ramachandran del modelo creado a partir del complejo I11.
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3.2.Docking molecular

Después de la deteccion virtual de docking en SP y XP para la base de datos de 226
metabolitos, donde se evalud el acoplamiento de precision esténdar y de extra precision, y en base
alos valores obtenidos de las propiedades ADME, e rango de precios para moléculas insecticidas
y las caracteristicas de las moléculas, se hizo un proceso de discriminacion donde se seleccionaron
dos metabolitos parala evaluacion del acoplamiento molecular, tanto en el complejo | como en
complegoI11: carvacrol y farnesol (figura9). El andlisisfarmacocinético de estos compuestos mostré
que son solubles 0 medianamente solubles en agua, con ata absorcion gastrointestinal, también

pueden ser capaces de atravesar la barrera dérmica (Wan, 2013).

CHy
B CHs CHs CHs
HeC” N b N-"oH
Farnesol

Carvacrol

Figura9. Estructura quimica metabolitos seleccionados. carvacrol, farnesol.

3.21. Complgol, Subunidad 5

Previo arealizar € andisis computacional delos metabolitos seleccionados, sehizo € andlisis
de interaccion entre piericidina A y mucidina (estrobilurina A) inhibidores reportados del complejo
I (Muhayimana, et a., 2019; You, et al., 2021), con € fin de tener compuestos de referencia que

interactien con la subunidad de interés (figura 10).
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Piericidina A

Figura 10. Visualizacion de interaccion ligandos inhibidores en el complegjo |, donde la piericidina
A (verde), interacttia con puente de hidrogeno con losresiduos lle 235y Asn 180; y lamucidina
(azul) con € residuo Tyr 173. Losresiduos y ligandos estan coloreados seguin €l tipo de &omo
(carbono de la proteina, naranja claro; oxigeno, rojo; nitrégeno, azul). Las interacciones proteina-
ligando de puente de hidrégeno estan representadas por lineas discontinuas amarillas.

Por otra parte, por medio de enfoques computacionales, serealizé el andlisis del acoplamiento
molecular SPy XP a un total de 226 compuestos insecticidas naturales reportados previamente en
laliteratura (Anexo 1), con la proteinadel complejo I, tomando los 10 mejores como se muestra en

laTablal.

Tabla 1. Valores de docking molecular y energia de afinidad paralos 10 mejores compuestos con
actividad insecticida reportada para el complegjo |.

MMGBSA dG Bind

Compuesto Docking score

(Kcal/mol)
Quercetina -42,32 -6,913
Carvacrol -36,47 -4,435
Timol -36,71 -4,340
Valenceno -32,77 -4,275
Xantona -41,77 -4,267
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P-Cimeno -30,30 -3,624
Farnesol -42,13 -3,234
Delta-3-Careno -27,09 -3,176
N Octanaol -29.37 -2.393
Acido laurico -29.47 -1.391

Como se muestraen laTabla 1, e acoplamiento molecular sugiere compuestos adicionales
a los farmacos de referencia (figura 10) que pueden inhibir las proteinas mitocondriales. Los
compuestos seleccionados para la evaluacion mitocondrial fueron quercetina, carvacrol, farnesol, n
octanol y acido laurico de acuerdo con la suma de un conjunto de caracteristicas como sus
propiedades fisicoquimicas, disponibilidad, valores de acoplamiento y afinidad. Los compuestos
presentaron tres tipos de interacciones. Carvacrol es un compuesto destacado que presentd 6
interacciones con la subunidad. Mediante inspeccion visual se observan dos interacciones puente de
hidrogeno con los residuos Ile 235 y Asn 238, aunadistanciade 1,69 A, y 2,98 A respectivamente,
(Figura 11.B), tres interacciones de tipo hidrofobico con los residuos Phe 172, lle 239, Tyr 295, y
una interaccion n-m con el residuo Tyr 295, siendo algunos de estos residuos, conservados en la
proteinaND5 del complegjo I, segin laliteratura (Wojtek Steffen et al., 2010).

Por otro lado, las interacciones presentadas por farnesol, otro compuesto destacado, son en
su mayoria de tipo hidrofébicas, con los residuos Leu 34, Tyr 36, Leu 55, Phe 172, Tyr 173y Met
176, ademés, presenta unainteraccion polar con €l residuo Ile 235 formando un puente de hidrogeno

con la proteina como se observaen lafigurall. C.
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A B
Asn238 § Asn 238 &
x>
& &
| A ‘
Tyr29s | & Tyr295 | N
d L & =S5k
XK - (4 Q& by 2
\ 9 .
» 4 lle 235 " /
‘@ s Leu3d
¢ D o d
Asn238 | .
, >/ «
Asn 238 \' B X
> Farnesol Tyr295 @4 v
= 3 v*‘v“p Acido lauri
& L > k‘.kv e 235 Acido laurico
X o
S, - ]
V¢ Asn 448 ‘ /
Tyr 295 AT ) Leu 34 |
} < & 7 y
3 s 3
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lle 235

Figura 11. Visualizacion de interaccion proteina-ligando en el complegjo | (A) quercetina (purpura)
(B) Carvacrol (verde oscuro), (C) Farnesol (morado uva) (D) &cido laurico (azul) y (E) N octanol
(rosd).Los residuos y ligandos estan col oreados segun €l tipo de &omo (carbono de la proteina,
naranja claro; oxigeno, rojo; nitrégeno, azul). Las interacciones proteina-ligando de puente de
hidrégeno estén representadas por lineas discontinuas amarillasy las interacciones n-m estan
representadas por lineas discontinuas naranja 0scuro

En base a las interacciones que presentan 10os compuestos, se puede asumir gque residuos
como lle 235, Tyr 295, Tyr 173y Phe 172, debido a sus propiedades polares, representan puntos de

interaccion con otros posibles metabolitos que tengan caracteristicas estructurales para que esto
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ocurra de manera Optima, ya que algunos de ellos tambi én se ven refl gjados en interacciones con | 0s

compuestos de referencia (figura 10).

3.2.2. Complegolll, Subunidad Cyt b

En cuanto a complejo 111, se usd mixiotiazol como compuesto de referencia. EI mixiotiazol
€s un compuesto que acttian sobre € sitio Qo impidiendo la oxidacion del UQH: (von Jagow, et a.,
1984; von Jagow y Ohnishi, 1985; Esser et al., 2004). Nuestro resultados evidencian que €
compuesto interacciona con la subunidad del complegjo 111 através de un puente de hidrégeno con

el residuo I1e147 como se observaen lafigura 12.

e 147 | ,
N
Mixotiazol Phe 122
2 N
g Tyr 274
¢
'

Figura12. Visualizacién de interaccién ligando inhibidor en el complejo I11. Mixotiazol (naranja)
interactta por puentes de hidrogeno con € residuo lle 147. Losresiduosy ligandos estan
coloreados seguin €l tipo de atomo (carbono de la proteina, verde claro; oxigeno, rojo; nitrégeno,
azul). Las interacciones proteina-ligando de puente de hidrégeno estan representadas por lineas
discontinuas amarillas.

Se rediz6 € andlisis del acoplamiento molecular SP y XP a un total de 226 compuestos
insecticidas natural es reportados previamente en laliteratura (Anexo 1), con laproteinadel complejo

[11, tomando los 10 mejores como se muestraen la Tabla 2.
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Tabla 2. Vaores de docking molecular y energia de afinidad paralos 10 mejores compuestos con
actividad insecticida reportada para el complego I11.

MMGBSA dG Bind

Compuesto Docking score

(Kcal/mol)

Quercetina -42,48 -10,812
Acido nonanoico -75,14 -10,008
Beta-Cariofileno -34,35 -8,446

Carvacrol -36,21 -7,772
6-Metilcoumarin -44,97 -7,630
Farnesol -55,29 -7,549
Alfa-Felandreno -32,00 -7,183
P-Cimeno -36,33 -7,137
Acido laurico -27,9 -5.064
N octanol -35.91 -4.746

En la subunidad Cyt b del complegjo 111, los compuestos quercetinag, carvacrol, farnesol, n
octanol y &cido laurico, presentaron puntuaciones de docking y energia de afinidad superiores alas
presentadas en el complejo | (Tabla 2), esto puede deberse a que estos val ores representan la suma
de todas las interacciones presentes entre el compuesto y e complgo: puentes de hidrogeno,
interacciones n-nt e interacciones hidrofébicas, o que indicaria una mayor interaccion, que puede
ser inhibidora o potenciadora.

El carvacrol presenta una interaccion de puente de hidrogeno a unadistancia de 2,08 A con
el residuo Metl125 (Figura 13. A), adicionalmente tiene ocho interacciones hidrofébicas: una
interaccion con e residuo Phe 122, dos interacciones con lle 147, dos interacciones con Leu 295 y

tres interacciones con Phe 275.
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El acoplamiento que se observa por farnesol a la subunidad cyt b (figura 13.B), es un
acoplamiento que presenta dos tipos de interacciones. puente de hidrogeno e interacciones
hidrofdbicas, siendo estas Ultimas las que aportan mas a valor de afinidad, ya que son nueve, entre
las que se encuentran |os aminoécidos: Phe 122, Met 125, Ala126, Leu 150, Leu 295, 11 299, y tres
interacciones con € residuo Phe 275. Lainteraccion polar viene dada a una distanciade 1.96 A por

el residuo lle 147.

“
P Phe 122 .
A \ B e Phe 122
‘ \ L .Tl
B

A

Ile 147

el
R Met 125
S Quercetina (:? < Carvacrol
.y V4 P Phe 275 Tyr 132 ‘\‘7\"\\’( )
- £ i ™ ‘ h Tyr 274 ‘9’ t N N y y Tyr 274
Tyr 132 = ‘/', U {l N f/ \: -
& \
C & - Phe 122 D Phe 122
Tie 147 || o e 14241 y Y
A 2
/ ‘ Farnesol \‘\ Acido laurico
AsaPhe 275 ' ‘
J | W % Phe27s
# - 4 Q —
R 1 ; : 0 %
Tyr 132 » N Tyr274 Tyr 132 % Tyr 274
) | LN s yr 13 ) m {}5.
pe ! - ! -y P L
L 7 ey
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\p,<

N octanol
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Figura 13. Visualizacion de interaccion ligando en el complejo I11 (A) quercetina (purpura) (B)
Carvacrol (verde oscuro), (C) Farnesol (morado uva) (D) &cido laurico (azul) y (E) N octanol
(rosa). Losresiduosy ligandos estan coloreados segun € tipo de acomo (carbono de la proteina,
verde claro; oxigeno, rojo; nitrogeno, azul). Las interacciones proteina-ligando de puente de
hidrogeno estan representadas por lineas discontinuas amarillas.
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Los amino&cidos Phe 122, Phe 275 y Leu 295 resultan ser residuos representativos de
acuerdo a los resultados obtenidos y ala literatura, ya que previamente representa sitios de union
con lasubunidad (Xiao et al.,2014), presentando interacciones hidrof 6bicas tanto en carvacrol como
en farnesol, por 10 que otros compuestos podrian presentar interaccion con estos, si estan ubicados
a una distancia que permita esta interaccion, a igual que € residuo lle 147, ya que tanto farnesol
como & compuesto de referencia mixotiazol presentaron una interaccion de tipo polar con este

aminoécido.

4. Conclusiones

L os model os de homol ogiacreados parael complgjo | y 111, en base de plantillas de mamiferos,
fueron efectivos seglin su porcentgje de identidad que fue del 39% y 68%, respectivamente, por o
gue se concluye gue la estructura proteica de los complejos mitocondriales | y Il de diferentes

especies presenta similitudes que pueden ser comparables.

Las técnicas de docking molecular de extra-precision y precision estédndar resultaron ser
herramientas efectivas en la clasificacion y descarte de metabolitos secundarios de plantas, ya que

definieron puntuaciones que determinaron la afinidad de los compuestos con cada complejo.

Con base a los resultados obtenidos, se puede asegurar que los andisis in silico fueron
acertados en sugerir que los compuestos quercetina, &cido laurico, n octanol, carvacrol y farnesol
presentan afinidad con las subunidades del complejo | (subunidad ND5) y 111 (subunidad cyt b), y
aungue no se especifica que tipo de relacion presentan, fue un indicativo de que podria ser de tipo

inhibitorio, lo cual presenta una solucion parael control de individuos Ae. aegypti.
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Carvacrol presentd interaccion con los modelos creados del complejo | y Il dando
puntuaciones de docking de -4.435 y de -7.772, respectivamente, mientras que farnesol obtuvo

valores de -3.234 y -7.549 respectivamente, siendo compuestos destacados en esta sel eccion.

Los compuestos de referencia (piericidina A y mucidina para complejo |, mixotiazol para el
compleio I11), presentaron interacciones Utiles con residuos claves como Tyr295 y Tyrl73 en la
subunidad ND5y I1€147 en lasubunidad cyt b (Xiao et al.,2014), yaque al igual que los compuestos
de prueba, muestran un tipo de relacion, indicando que estos aminoacidos pueden ser sitios activos

de cada compleo proteico.
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Capitulo 2. Actividad larvicida y enzimatica de metabolitos de plantas que afectan los

complegos mitocondriales| y |11 de mosquitos Aedes aegypti

Este capitulo se compone de |os resultados obtenidos en el laboratorio parala evaluacion de
los compuestos de origen natural en larvas de mosquitos Ae. aegypti y sus complejos mitocondriales,

de acuerdo con los resultados previamente vistos en el capitulo 1.

1. Objetivos especificos
Determinar la actividad larvicida de |os metabolitos identificados en Ae aegypti.

Evaluar el efecto de los metabolitos con mejor actividad larvicida sobre la bioenergética

mitocondrial.
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2. Metodologia Fase In vitro—In vivo

En esta fase, se rediz6 la evaluacion de la actividad larvicida para los compuestos
carvacrol y farnesol, para posteriormente eval uar su efecto en la bioenergéticamitocondrial, con
el fin de dar cumplimiento a segundo y tercer objetivo del proyecto de investigacion segun €l

esguema presentado en lafigura 14.

AT
()i

[ [".-"a].idac:ién experimental ] ]

|
[ Actividad lawn:.'lda

| ( :) Menor
mhlblcmn

[ Mayor 1|1hlbl|:.'mn ]
]

Actividad de metabolitos en la
bioenergética mitocondrial

|
. [ NADH oxidasa ] [NADH deshidmgenasa][ NADH cit ¢ reductasa] ,

Fase In Vitro - In Vivo

Figura 14. Esquema metodol 6gico experimental del proyecto de investigacion.

2.1.Actividad larvicida

La actividad larvicida se evalud sobre larvas en tercer y cuarto estadio larval de Ae. aegypti
cepa rockefeller de la colonia del laboratorio de entomologia médica'y Centro de investigacion en

enfermedades tropicales CINTROP.
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La colonia se mantuvo en jaulas de cria con dimensiones 40x40x40 cm en un insectario a 25
+ 5°C, humedad de 70 * 5%, alimentada con una solucion azucarada de miel a 10%. Las hembras
fueron alimentadas, segln lanecesidad experimental, con sangre derataalbinaraza Wistar Wl 10PS
AF/Han, proveniente del bioterio de la Facultad de Salud de laUniversidad Industrial de Santander,
con € fin de obtener huevos a los que se induce a eclosionar en bandejas de pléstico con agua
declorada, hasta que alcancen la etapa larval requerida. Lo anterior, cumpliendo las disposiciones
de laley 84 de 1989 del Congreso de Colombiay la Resolucion 8430 de 1993 del Ministerio de

Salud de Colombia.

La actividad larvicida de los metabolitos secundarios de plantas se evalud transfiriendo 10
individuos a vasos plésticos de 200 mL con 99,5 mL de agua. A cada vaso de plastico se le agregd
0,5 mL de solucion madre (compuesta del metabolito disuelto en DM SO), hasta un volumen final
de 100 mL donde se realizaron | os bioensayos concentraci dn-respuesta. En primer lugar, se hicieron
concentraciones diagnosticas de 30, 90 y 190 ppm (Veraet al. 2014). Posteriormente, se evaluaron
concentraciones multiples para cada compuesto para establecer mortalidades entre 2 y 98 %. En
cada caso, € tratamiento de control negativo fue DMSO a 0.5 %. Se realizaron pruebas por
cuadruplicado (40 larvas) para cada concentracion evaluadarepitiendo el experimento tres veces en
dias diferentes hasta utilizar un total de 120 larvas por cada tratamiento. Las larvas no fueron

alimentadas durante todo € tratamiento. En cada ensayo se registré lamortalidad alas24 y 48 h.

Finalmente, luego de obtener los porcentajes de mortalidad, se realizd un procesamiento de
datos, en funcién alaconcentracion, cal culando |os parametros estadisticos, por medio de un método

de regresion logaritmica usando los softwares PoloPlus y Graphpad Prism 5, para de esta manera
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determinar Concentraciones Letales Media, CLgs, CLso (Dharmagadda et al., 2005), ayudando a

establecer 1os metabolitos con mejor score de actividad larvicida

2.2. Actividad de metabolitos en la bioener gética mitocondrial

Las actividades de las enzimas relacionadas con el complejo | (NADH oxidasay NADH
deshidrogenasa) y el complejo 111 (NADH cit ¢ reductasa) de |a cadena respiratoria se determinaron
en un espectrofotémetro, Multiscan GO (Thermo Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) utilizando €l
programa Skanlt, y polarogréficamente en un oxigrafo Oroboros O2k-Respirémetro utilizando el
programa Oroboros DatlLab CD. Se evallo la actividad para los compuestos que presentaron un
efecto larvicida Optimo en las pruebas in vivo, en ensayos con tres repeticiones durante tres dias

diferentes.

Adicionalmente, se utilizaron, para cada ensayo, 50 larvas L3y L4, las cuaes fueron lavadas
con agua tipo |, separadas por filtracién con gasa quirdrgicay colocadas en 500 uL de medio de
aislamiento compuesto de sacarosa 250 mM, HEPES 10 mM, aun pH 7.2, EGTA 1 mM y BSA
0,1%, para posteriormente ser homogenizada en un homogeneizador tipo Potter-Elvehjem.
Finamente se realizd la cuantificacion de la proteina de larva de mitocondria homogenizada

mediante e método de Bradford (Bradford & Marion, 1976).

2.2.1. NADH oxidasa
La enzima NADH oxidasa se puede evaluar determinando la velocidad de oxidacion del
NADH, ya que se traduce en la velocidad de consumo de oxigeno, observando la entrega de
electrones a oxigeno, y es representada la reaccion como se observa en la ecuacion 1, y se evaluo

mediante el método de Signer (Signer, 1974), teniendo un sistema de reaccion compuesto por buffer
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fosfato 80 mM (pH 7.4), EDTA 50 uM, NADH 0.17 mM y 0.1 mg/mL de proteina mitocondria a
una temperatura controlada de 25° C a una absorbancia de 340 nm.
NADH +1/5 0, + H* - NAD* + H,0
Ecuacion 1. Esquema de reaccion de NADH
2.2.2. NADH deshidrogenasa

La actividad de la enzima se evalu6 por medio del método de Singer (Singer, 1974), usando
ferricianuro de potasio como receptor artificial de electrones en la presencia de rotenona, a una
absorbanciade 420 nm, para observar el consumo de oxigeno. El sistema de reaccion que se observa
en la ecuacion 2, compuesto de un buffer fosfato 50 mM (pH 7.4), EDTA 2 mM, NADH 0.15 mM,
ferricianuro de potasio 0.6 mM, rotenona 1 uM, KCN 1 mM y 0.1 mg de proteinamitocondrial. Para
luego determinar la concentracion de ferricianuro de potasio por medio del coeficiente de extincién
redox (eredox) 1.043 mM™* cm™.

NADH + H* + 2ferrocianuro -» NAD* + 2H* + 2ferrocianuro

Ecuacion 2. Esgquema de reaccién de NADH deshidrogenasa.

2.2.3. NADH citocromo c reductasa.

Laactividad de esta enzima se determind haciendo seguimiento de lavelocidad de reduccién
del citocromo c de la enzima con a una absorbancia de 550 nm, mediante e método de Somlo
(Somlo, 1965). El sistema de reaccion que se describe en la ecuacion 3, fue compuesto de un buffer
fosfato 50 mM (pH 7.4), EDTA 2 mM, NADH 50 uM, citocromo c (oxidado) 40 uM, KCN 1 mM
y 0,1 mg de proteina mitocondrial con unaincubacién por 10 minutos a una temperatura controlada
de 27°C, determinando asi la concentracion del citocromo ¢ reducido por medio de su coeficiente

de extincion molar redox (eredox) 19,8 mM* cmrt 2550 nm.
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NADH + H* + 2 citocromo ¢ (oxidado) » NAD* + 2H™" + 2 citocromo c (reducido)

Ecuacion 3. Esquema de reaccion de NADH citocromo c reductasa.

2.3. Analisis estadistico

L os datos obtenidos en los diferentes ensayos se representaron por la media + desviacion
estdndar (SD) de tres ensayos independientes cada uno por triplicado, y se anaizaron
estadisticamente usando € software GraphPad Prism 5 mediante un andisis de varianza
(ANOVA) en unavia, seguido por €l test de Tukey y Kruskal-Wallis parala comparacion de las
medias. Los resultados con un vaor p<0.05 se consideraron estadisticamente significativos
respecto al control.
3. Resultadosy discusion del capitulo

3.1.Actividad larvicida

La actividad larvicida se evalud en base alos valores de CLso y CLgs, que corresponden a
las concentraciones letales que causan € 50% y 95% de mortalidad de los individuos expuestos al
tratamiento respectivamente. Inicialmente se evaluaron concentraciones diagnosticas de 30, 90 y
190 ppm (figura 15), donde se encontré lamortalidad entre el 2y el 98% para cada compuesto. Los
compuestos querceting, acido laurico y n octanol, obtuvieron una mortalidad que no alcanzo ni €
30% después de 48 horas en la concentracion mas ata (190 ppm), n octanol con un porcentaje de
14,2% (figura 15.A), &cido laurico, 17,5% (figura 15.B) y quercetina con un porcentgje de 26%
(figura 15.C), por lo que fueron descartados para la evaluacion de concentraciones multiples. Por
otra parte, carvacrol presentdé una mortalidad de 98,3% (figura 15.D) y farnesol una mortalidad de
99,9% (figura 15.E), después de 48 horas en la concentracion mas alta (190 ppm), por lo que se

procedié a redlizar la evaluacion de concentraciones menores variables para determinar la
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concentracion de letalidad del 50% de los individuos (CLso) bajo cada uno de los tratamientos. Los

andlisis estadisticos se gjustaron al modelo probit € cua es un tipo de regresién donde la variable

dependiente puede tomar solo dos valores, y?chi cuadrado.
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Figura 15. Porcentaje de mortalidad de concentraciones diagnosticas de 30 ppm, 90 ppm y 190
ppm para (A) N octanol, (B) é&cido laurico (C) querceting, (D) carvacrol y (E) farnesol sobre Ae.
aegypti, alas 24y 48 horas. Se realizaron tres ensayos en dias diferentes. * Diferencia significativa
respecto al control (p< 0,05), n=3.
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3.1.1. Carvacrol

Los resultados de la actividad larvicida de carvacrol sobreindividuos Ae. aegypti se describe
en porcentgjes de mortalidad, evaluado en tiempos de 24 horas y 48 horas de exposicion a

concentraciones de 24 ppm, 32 ppm, 43 ppmy 51 ppm (Figura 16).

PORCENTAJE DE MORTALIDAD
CARVACROL

1001
80+

% Mortalidad

40+

20

& . & & & &

b
o
C.a:

Concentraciéon (ppm)

Figura 16. Porcentaje de mortalidad de carvacrol sobre Ae. aegypti, alas 24y 48 horas. Se
realizaron tres ensayos en dias diferentes. * Diferencia significativa respecto al control (p< 0,05),
n=3.

L os datos mostraron una distribucion normal donde existen diferencias significativas entre

el tratamiento de carvacrol y € control, esto se observé por medio de un test ANOVA, donde €
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metabolito presenta mortalidad desde 4.2% (concentracion de 24 ppm) a las 24 horas, hasta una

mortalidad del 98.3% (concentracion de 51 ppm) alas 48 horas.

Se obtuvo una mortalidad considerable con el metabolito, ya que las CLsp alas 24 horas 'y
48 horas son de 37,4 ppm y de 34,5 ppm, respectivamente, como se observan en la tabla 3. Dado
que la probabilidad observada por medio de probit y chi cuadrado es mayor, se acepta la hipotesis

nula, esto significa que los datos observados se gjustan ala distribucion teorica.

Tabla 3. Concentraciones | etales de Carvacrol sobre Ae. aegypti, alas 24y 48 horas. En
paréntesis se muestran los interval os de confianza.

Concentracion L etal

24h 48 h
CLso ClLos A CLso CLos i
37,4 55,1 34,5 50,5
5,85 4,27
[34,1-40,9] [48,6-88,5] [31,8-37,2] [45,4- 60,2]

Cuando las concentraciones CL so de un metabolito, se encuentran en un valor superior a 100 ppm,
se considera compuesto inactivo con respecto al individuo, como lo describen en su revisién Diasy
Moraes (Dias & Moraes, 2014). Por lo que carvacrol se considera activo en Ae. aegypti, ya que los

valores de CL s tanto paralas 24 como las 48 horas, no superan los 38 ppm.

3.1.2. Farnesol

Laactividad larvicida de farnesol se evalud sobre individuos Ae. aegypti, en concentraciones
de 0,8 ppm, 5 ppm, 8 ppm, 12 ppm, 15 ppm, observado la mortalidad alas 24 y 48 horas, como se

observaen laFigura 16.
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L os datos obtenidos por farnesol, fueron analizados con un test Kruskal-Wallis, presentando
unadistribucion normal donde existen diferencias significativas entre el tratamiento de farnesol y el

control a partir de la concentracion de 5ppm a 24 y 48 horas de tratamiento (Figura 17).
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Figura 17. Porcentaje de mortalidad de farnesol sobre Ae. aegypti, alas 24 y 48 horas. Se
realizaron tres ensayos en dias diferentes. * Diferencia significativa respecto al control (p< 0,05),
n=3.

La mortalidad presentada por farnesol sobre los individuos fue considerablemente alta, ya
gue, en lamenor concentracion evaluada con resultado significativo, (5 ppm) se dio una mortalidad
del 8,3% alas 24 horasy 13,3% alas 48 horas. El mayor porcentaje de mortalidad se presentd en la

concentracion de 15 ppm, con 80,8% alas 24 horasy 86,7% alas 48 horas.
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Como se menciona anteriormente, e estandar de mortalidad que indica qué tan activo es un
compuesto se establece con respecto a un valor de CLso por debajo de 100 ppm, por lo que farnesol
se puede considerar un metabolito altamente activo parala mortalidad de los individuos, ya que los
valores de CLsp alas 24 horas y 48 horas son de 9,78 ppm y de 8,73 ppm, respectivamente, como
se observan en la Tabla 4. La probabilidad observada por medio de probit y chi cuadrado es mayor
y se acepta la hipdtesis nula, esto significa que los datos observados se gjustan a la distribucién
tedrica.

Tabla4. Concentraciones letales de Farnesol sobre Ae. aegypti, alas 24y 48 horas. En paréntesis
se muestran los interval os de confianza.

Concentracion Letal

24h 48 h
CLso ClLos i ClLso CLos 12
9,78 24,3 8,73 21,93
9,84 10,1
[8,33-11,5] [18,2 - 45,3] [7,30- 10,2] [16,7 -39,3]

3.2. Efecto del farnesol y carvacrol sobrela actividad de enzimas mitocondriales

Debido alamortalidad presentada por €l efecto del carvacrol y farnesol, se decidi6 determinar
s ese efecto en la mortalidad era debido una alteracion en e transporte de electrones en la cadena

respiratoria mitocondrial, puntualmente en los complejos| y 111.

Razén por la cua se evalud € efecto de los compuestos sobre la actividad de las enzimas

NADH oxidasa, NADH deshidrogenasay NADH cit c reductasa.
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3.2.1. NADH oxidasa

Esta enzima flavoprotéica es considerada como €l paso inicia de electrones desde e NADH
hasta € oxigeno, ya que se encarga de catalizar la reduccién monovaente de oxigeno utilizando
NADPH como fuente de electrones para formar un anion superéxido (Mironova et al., 2022). En
este ensayo, se determind polarogréficamente el consumo de oxigeno, al ser reducido por agua, con

los el ectrones aportados por NADH.

L os resultados se representan por e promedio del porcentaje de actividad de las mediciones
con su desviacion estandar (figura 18). Carvacrol presentd una diferencia estadisticamente
significativa respecto a control con p<0,001 (***) con SD+ 1,2, mientras que farnesol no mostré
unadiferencia que fuera considerable frente al control con SDz 0,89.

NADH OXIDASA
1204

1004

404

% Actividad respecto al control

204

Centrel Carvacrel Farnesel

Figura18. Actividad para NADH oxidasa, en mitocondria de larva Ae. aegypti en presencia de
carvacrol (24 ppm) y farnesol (8 ppm) El control fue tomado como el 100 %y corresponde a
85,96 + 2,83 nmol O2/ min-mg de proteina. *** Estadisticamente significativo.

Laactividad de laenzima NADH oxidasa en presencia de carvacrol muestra una disminucion

considerable de 66,36 %, lo que indica que se esta generando un bloqueo en el paso de electrones
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en agun punto de lacadenarespiratoriamitocondrial, desde el NADH, hasta el aceptor final de esos
electrones, e oxigeno. Por otra parte, aunque farnesol present6 una inhibicion del 5,9%, no fue

estadisticamente significativa, por lo que lainhibicion no resulta ser representativa.

3.2.2. NADH deshidrogenasa

Esta enzima corresponde a primer paso de electrones del complego I, y eslaencargada de la
reduccion de NADH, catalizando latransferencia de electronesdel NADH al FMN y posteriormente
a centros de oxidoreduccion gue reducen la coenzima Q en la cadena de fosforilacion oxidativa

(Pryde & Hirst, 2011).

Con este ensayo se determina la concentracion de ferricianuro de potasio. Los resultados son
la representacion del promedio de las mediciones con su respectiva desviacion estéandar. Tanto
carvacrol (SDx 3,52), como farnesol (SDx 8,41) mostraron diferencias estadisticamente
significativas con relacion a control p<0,01 (**) y p<0,05 (*), respetivamente, y son descritos
porcentual mente como se observa en lafigura 19.

120+ NADH DESHIDROGENASA
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Figura 19. Actividad paraNADH deshidrogenasa, en mitocondria de larva Ae. aegypti en
presencia de carvacrol (24 ppm) y farnesol (8 ppm) El control fue tomado como el 100 %y
corresponde a 560,25 + 18,39 u moles de ferricianuro de potasio/min-mg de proteina. p<0,01 (**)
y p<0,05 (*), estadisticamente significativo.

Los ensayos sobre NADH deshidrogenasa muestran gque carvacrol y farnesol presentan una
disminucion en la actividad enzimética, dando un comportamiento congruente con |os resultados de
la enzima NADH oxidasa confirmando que los dos compuestos contribuyen a la inhibicién del
complejo |, pero farnesol induce mayor inhibicién en la enzima NADH deshidrogenasa. Para
carvacrol, se generé una disminucion de la actividad de la NADH deshidrogenasa de 39,11%,
demostrando que e paso de los electrones se ve afectado en € complejo |, esta inhibicion
posiblemente afecte también la produccién de ATP (King et al., 2009). EI metabolito farnesol por
su parte, tuvo unainhibicion del 19,98%, lo que confirma que el farnesol actuaria directamente en
el complgo |, causando la generacion de ROS (especies reactivas de oxigeno) como lo confirmo

Machida en su articulo (Machida, K et a.,1998).

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos para la evaluacion del complejo 111

mediante la enzima correspondiente.

3.2.3. NADH citocromo c reductasa.

El complego 111 fue evaluado por medio de un ensayo de NADH citocromo c reductasa, donde
ocurre € paso de |los el ectrones desde el complejo Iel ubiquinol hastael complejo 111, monitoreando
la reduccién del citocromo ¢y, evitando la accion del complejo IV con cianuro segin € método
propuesto porde Singer (Singer, 1974).

La figura 20 representa el promedio de las mediciones con desviacion estandar de cada

promedio. Diferencia significativa con respecto a control p<0,001 (***). Carvacrol (SD+ 1,51) no
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presentd una diferencia estadisticamente significativa con respecto a control, mientras que farnesol

si, con un porcentaje de actividad del 342,08% (SD+2,19).

NADH CITOCROMO C REDUCTASA
3504 whK
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Figura 20. Actividad paraNADH citocromo c reductasa, en mitocondria de larva Ae. aegypti en
presenciade carvacrol (24 ppm) y farnesol (8 ppm). El control se tomé como e 100 %, el cual
corresponde a 41,51+ 1,82 nmoles de citocromo ¢ reducido/min-mg de proteina. p<0,001 (***).
estadisticamente significativo.

La actividad enzimética que se observé en carvacrol con respecto a control tuvo una
inhibicién del 5,6%, por 1o que demuestra que, aungue hay inhibicion, no representa unainhibicion
significativa en e complegjo 111, como si se observé en e complejo I. Por otra parte, € farnesol
generd un aumento de la actividad del complegjo 111 del 242,08%, o cua se puede deber a que €
farnesol es un precursor de la hormona juvenil convirtiéndose en farnesal durante la biosintesis de
la hormona juvenil a través de la ruta del mevalonato (Noriega, 2014). Lo anterior teniendo en
cuenta que el farnesol y lahomeostasis del farnesal son esenciales paralas células en los tegjidos de
los individuos Ae. aegypti, teniendo funciones celulares, incluidas la proliferacion y la apoptosis

(Joo, et al.,2010; Roullet, et al., 1999; Journe, et al., 2008).
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4. Conclusiones

Segun las concentraciones de CL50 se observo que luego de realizar ensayos larvicidas,
carvacrol obtuvo un valor de 34,.5 ppm y farnesol uno de 8.,73 ppm, por lo que se consideran

metabolitos de alta efectividad.

El carvacrol presentd una disminucion en e consumo de oxigeno debido ala inhibicién del
complegjo | de la cadena respiratoria, segun los resultados obtenidos en € ensayo NADH oxidasay
NADH deshidrogenasa, con valores de actividad que descendieron del 100% (control) al 33,64 %y

60,89%, respectivamente.

La actividad de carvacrol para el complgo Il no disminuyé drésticamente, ya que tuvo un

valor de 94,4%, |o que representa una disminucion del 5,6%.

Se observé un efecto activador de farnesol sobrelaenzima NADH citocromo ¢ reductasa, que

hace referenciaa compleo I11, con una puntuacion porcentual de 342,08%.
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Capitulo 3. Discusion y conclusiones finales
1. Discusién global

En € siguiente apartado se presentard una discusion hacia aspectos que impliquen abordar
todos | os resultados obtenidos en el trabajo de investigacion. Es decir, serelacionaran los resultados

obtenidos para€ capitulo 1y el capitulo 2.

El carvacrol es un fenol monoterpénico que ha sido utilizado ampliamente en estudios que
involucran diferentes especies y su mecanismo de control, siendo parte de diferentes plantas y
aceites esenciales (Park et al., 2017). En este estudio e carvacrol cont6 con las caracteristicas
fisicoguimicas consignadas en e anexo 2, que incluyen polaridad, masa, hidrofobicidad y
reactividad, lo cua permitié su avance en las siguientes fases de ensayo que monitorearon la

potencialarviciday actividad enzimatica.

En los resultados de docking molecular se pudo observar que las interacciones polares que se
presentaron tanto en la subunidad 5 del complejo | como la subunidad cyt b del complejo I11 fueron
debido a grupo funciona que posee e compuesto haciendo que el par de electrones solitario
deslocalizado en el oxigeno hidroxilo pueda formar interacciones con residuos (Ile 235, Asn 238 y
Met 125) y asu vez, en € complgo |, permitié unainteraccion del tipo n-nt (Tyr 295), esto podria
estar promoviendo la liberacion de protones del grupo hidroxilo fendlico en la mitocondria,
incrementando su acidez, y de esta manera aumentando la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) ya que los sitios de generacion de superdxido estan ubicados tanto en el complejo |

como en el complego 111 (Lenaz et al., 2002; Ohnishi et a., 2005; Selivanov et al.,2008).
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Por otro lado, €l carvacrol presentd, paralaactividad larvicida, un CLsp de 37,4 ppm alas 24
horas y 34,5 ppm a las 48 horas, este eficiente resultado puede deberse a que, fenoles como €l
carvacrol, presentan a dafio mitocondrial, ya que desestabilizan la estructura de la membrana
mitocondrial, produciendo permeabilidad irregular de radicales, iones de calcio y citocromo ¢
(Aydm et a ., 2013; Kong et a.,2019; Ozkan & Erdogan, 2012). La liberacion de citocromo c lleva
a una activacion de caspasa 9 en € apoptosoma, como resultado de estrés oxidativo y las falas
bioenergéticas, reduciendo el gradiente de pH que afectalabomba de protonesy lareservade ATP,

causando lisisy muerte celular (figura21) (Braun et al., 2010; Ozkan & Erdogan, 2012).

Carvacrol
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Apoptosis

Figura 21. Posible mecanismo de apoptosis mitocondrial generado por carvacrol. Adaptada
deBano et a., 2022.

Se evaluo € efecto de carvacrol sobre las enzimas NADH oxidasa, NADH deshidrogenasa,
las cuales corresponden al complejo | y NADH cit ¢ reductasa, que corresponde a complejo I11. El

carvacrol presento una inhibicion de 66,36%, 39,11% y 5,6%, sobre las enzimas NADH oxidasa,
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NADH deshidrogenasay NADH cit ¢ reductasa respectivamente, demostrando laatainhibicion del
metabolito con € complego |, que como se menciond anteriormente, puede deberse a la capacidad
del compuesto paradistribuirse en las membranas (log PO/W= 3,29) y permeabilizarlas provocando
un proceso de formacion de ROS eincluso apoptosis por viamitocondrial (Ozkan & Erdogan, 2012).
Por otra parte, la pocainhibicion del complejo |11 puede deberse a que las mitocondrias utilizadas
para desarrollar la metodologia fueron homogenizadas, por 1o que la funcion del carvacrol de
modular ciertos canales Ca?* permeables de potencial dentro del complejo tuvo menor relevancia

debido a su quelacion por EDTA de estos canaes (Rafols et a., 2016; Monzote et a., 2009).

Por su parte, € farnesol un isoprenoide producido endégenamente por plantas por medio del
pirofosfato de farnesilo (Thai et al., 1999). Entre sus aplicaciones se encuentran propiedades
antifungicas, insecticidas y anticancerigenas (Joo et a.,2010; Seon et a., 2021; Halbert et al.,2009).
Paralosinsectos, e farnesol actiia como un precursor en labiosintesis de HJ (hormona juvenil) por
medio de la ruta del mevalonato. La via del mevaonato comienza con la formacion de HMG-CoA
que se convierte en mevalonato mediante la HMG-CoA reductasa (3-hidroxi-3-metil-glutaril-
coenzima A reductasa), laenzimalimitante de lavelocidad y € mevalonato conduce alasintesis de
farnesil-PP (figura 22), donde se desencadenan varias vias, en las que se incluye la sintesis del

colesterol y metabolizacion de distintos alcoholes (Joo et a.,2010).

De acuerdo con lo anterior, se puede relacionar |os datos de actividad larvicida obtenidos para
el compuesto, donde e CLsg esde 9,78 ppmy 8,73 ppm alas 24 y 48 horas, respectivamente, con
una afectacion de la hormona juvenil, que se encarga del desarrollo, la metamorfosis y la

reproduccion del individuo, como menciond Dong en & 2020 (Dong et al.,2020).
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Figura22. Viade biosintesis de JH. Labiosintesisde JH 111 implica 9 reacciones
enzimaticas principales, en donde relacionala participacion de farnesol como precursor.

En cuanto alos resultados obtenidos paralos complejos | y 111 de la cadena mitocondrial, se
puede afirmar que las interacciones polares presentadas por e compuesto con la mitocondria
(subunidad 5: Ile 235; subunidad cyt b: Ile 147) se deben a grupo funciona que interacta con los
aminoécidos, esto puede justificar su carécter insecticida que ha sido anteriormente demostrado

(Halbert et al.,2009).

La evauacion mitocondrial por medio de los complejos enzimaticos presentd resultados en
donde lainhibicion parael complejo |, con las enzimas NADH oxidasay NADH deshidrogenasano
fue de 5,9% y 19,58%, respectivamente, mostrando que la inhibicion en ese complegjo se debe
espaciamente alaenzimaNADH deshidrogenasa, estainhibicién podria deberse alos procesos que
realizafarnesol parallegar ala apoptosis, entre |os que se encuentran lainduccion de la activacion
de las caspasas 3, 6, 7 y 9, pero no de la caspasa 8, 10 que indica que la apoptosis inducida por

farnesol estd mediada por la via intrinseca de la mitocondria y no una via extrinseca que dependa
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de la caspasa 8 (Wiseman et a.,2007; Joo et al.,2007), ademas del aumento de ROS que induce la

inhibicién del crecimiento y la degradacion mitocondrial (Lagace et al.,2002)..

Por otraparte, en e ciclo Q, ocurre lalareoxidacion de la subunidad citocromo b de complejo
[l que se unen inhibidores, como farnesol que pueden potenciar directamente la acumulacion del
radical inestable semiquinona como donante de electrones al oxigeno (De Loof et al.,2019; Machida
et a.,1998; Fairn et a., 2007). La acumulacién del radical semiquinona inestable en el ciclo Q del
complejo 111 también podriaser unacausade lageneracion de especiesreactivas de oxigeno inducida
por farnesol ya que estudios previos han proporcionado evidencia que sugiere la generacion
mitocondrial de radicales de oxigeno por parte del componente hierro-azufre de Rieske del complejo
[11 de la cadena de transporte de electrones en la muerte celular inducida por farnesol (Machida et
al.,1998; Fairn et a., 2007) por lo que e aumento de actividad mostrado en la enzima NADH

citocromo c reductasa de 242%, podria deberse ala acumulacion del radical semiquinona
2. Conclusiones globales

El acoplamiento molecular demuestra que los compuestos farnesol y carvacrol presentan
interacciones con el complejo | por medio de aminoécidos como lle 235, Tyr 295, Tyr 173y

Phe 172, y por & complejo I11 con los residuos como Phe 122, Phe 275y Leu 295.

Tanto carvacrol como farnesol son compuestos con excelente actividad larvicida, con un CLso de
34,5 ppm y 8,73 ppm, respectivamente, aportando nuevos conocimientos de metabolitos

secundarios de plantas que constituyan insecticidas naturales.

El complego | sevio afectado por medio de la inhibicion de las enzimas NADH oxidasay NADH

deshidrogenasa al interactuar con carvacrol y farnesol, obteniendo un porcentaje deinhibicion
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de 66,36% y 39,11% para carvacrol, mientras que parafarnesol se dio un porcentaje de 5,9%

y 19,58%.

LaenzimaNADH citocromo c reductasa, que relacionalaactividad del complegolll, sevio afectada
por la elevacion de actividad por farnesol de 242.08%, estableciendo a farnesol como un

potenciador del complejo I11.

3. Recomendaciones

El control de vectores como Ae. aegypti debe ser estudiado desde diferentes angulos, por
lo que € aporte de este trabagjo y futuros trabajos podria alimentar una base de datos con
compuestos naturales mas amplia, por 10 que son necesarios nuevos estudi os que se enfoquen en
el descubrimiento de mas metabolitos activos para el control de individuos.

Se recomienda ampliar la cantidad de subunidades que son tomadas de cada complejo,
paraque se puedadefinir que residuos son los que presentan actividad en cada proteina compl eta.

De igual manera, se recomienda ampliar e nimero de dianas a las que se les evalla la
accion insecticida, enfoque computacional, y la actividad enzimatica, para ampliar con esto, la
posibilidad de descubrir los mecanismos de accién de |os compuestos que puedan servir como
mecanismos de control.

4. Divulgacién deresultados
L os resultados de este trabgjo titulados fueron presentados en |0s siguientes eventos:

e 34° Congreso Latinoamericano de Quimica CLAQ 2020, con € titulo “Estudio in
silico de metabolitos de plantas que afectan los complejos mitocondriales| y I11 de

mosquitos Aedes aegypti” (anexo 3).
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| Congreso Internaciona en Ciencias Biomédicas 2021 con € titulo
“Computational andlisis of plant metaboliteswith a posible effect on mitocondrial
complexes | and Il in Ae. aegypti” (anexo 4).

49° congreso de la Sociedad Colombiana de Entomologia SOCOLEN con € titulo
“Actividad insecticida de metabolitos de plantas medicinales identificados
mediante técnicas in silico, y su efecto sobre la mitocondria de Aedes aegypti

(Diptera:Culicidae)” (anexo 5).
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ANEXQOS

Anexo 1. Base de datos metabolitos con actividad insecticida

Masa
PubChem Score de molecular
1D Nombre del metabolito Planta de origen Biodisponibilidad  (g/mol)
11261615 pipsaeedine P. nigrum 0,55 570,7
11203891 Pipbinine P. nigrum 0,55 570,7
5372162 Pipercide P. nigrum 0,55 355,7
6442405 Guineensine P. nigrum 0,55 383,52
5318516 Pellitorine P. nigrum 0,55 223,35
11222182 pipnoohine P. nigrum 0,55 361,6
157010714 Pipwagarine P. nigrum 0,55 397,55
94896 tert-butyldodecadienamide P. nigrum 0,55 255,44
108624 tert-butyl hexadecadienamide P. nigrum 0,55 311,55
5320618 Piperanine P. nigrum 0,55 287,35
247220 [(2E)-hexadecanoyl]-pyrrolidine P. nigrum 0,55 309,53
11141599 (E)-Piperolein A P. nigrum 0,55 315,41
638024 Piperine P. nigrum 0,55 285,34
10970518 Pipzorine P. nigrum 0,55 363,62
12309449 delta-Elemene 0,55 204,35
442359 apha-Cubebene 0,55 204,35
19725 Copaene 0,55 204,35
99856 Cyperene 0,55 204,35
93081 beta-Cubebene 0,55 204,35
6918391 Beta Elemeleno 0,55 204,35
91354 Aromadendrene 0,55 204,35
13894537 Bicyclogermacrene 0,55 204,35
12313020 gamma-muurolene 0,55 204,35
441005 delta-Cadinene 0,55 204,35
6432404 gamma-Cadinene 0,55 204,35
92231 Spathulenol 0,55 220,35
16590 Dialyl disulfide Allium sativum L 0,55 146,27
16315 Dialyl trisulfide Allium sativum L 0,55 178,34
5368821 Alloocimene Blumea eriantha DC 0,55 136,23
519872 Santolinatriene Crossostephium chinense (L.) Makino 0,55 136,23
8815 Estragole Tagetes lucida Cav 0,55 148,2
10955174 Patchouli alcohol Lonicera caprifolium L 0,55 222,37
12592 n-Tetracosane Coccinia grandis (L.) Voigt 0,55 338,65
6949 B-trans-Guaiene Croton argyrophylloides Muell 0,55 204,35
8222 n-Eicosane 0,55 282,55
595385 epi-Zonarene Cupressus arizonica var. glabra Little 0,55 204,35
341779 Sesquicineole Croton rhamnifolioides Pax & K.Hoffm. 0,55 222,37
121719 Pinocarvone Hyssopus officinalis L. 0,55 150,22
6427105 Pinocamphone 0,55 152,23
92762 apha-Eudesmol Melaleuca leucadendra (L.) L. 0,55 222,37
227829 Guaiol 0,55 222,37
12304570 Sylvestrene Zanthoxylumfagara (L.) Sarg. 0,55 136,23
637520 Methyl cinnamate 0,55 162,19
3036 Clofenotane 0,55 354,49
3346 Fenthion 0,55 278,33
12304985 Globulol P. arboreum 0,55 222,37
11996452 Viridiflorol Calycol pus moritzianus, Piper aduncum 0,55 222,37
10398656 a-Cadinol Ocimum basilicum 0,55 222,37
442353 beta-Chamigrene P. marginatum 0,55 204,35
14601153 (E)-isocroweacin P. aduncum 0,55 192,21
558221 AR-tumerone 0,55 216,32
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441612
16871
160006
167963
96943
96942
68229
72307
6440616
375117
345501
11972305
5280666
13942832
222284
445154
445639
479931
100633
14033983
97487
10467
8215
73067
5280378
10978265
24772948
6432475
5353001
8205
28481
26049
100199
5470187
443014
11851219
64971
643779

638011
6987
381152
62566
519764
17868
31253
7462
7463
7461
6989
10364
7150
8785
7731
2758
6654
14896
17100
31253
29025
3314
442497

Squamocin

2-Methoxy-1,4- naphthoquinone

Bruceine A
Mahanimbine
Girinimbine
Murrayanine
Seselin
Sesamin
Sarniensine
3-Epimacronine
Desoxypodophyllotoxin
Cappariloside B
Chrysoeriol
Glochidone
B-Sitosterol
Resveratrol
Oleic acid
Elatol
Karanjin
Karanjachromene
Koenimbine
Arachidic acid
Behenic acid
(+)-Medicarpin
Formononetin
Lanceolatin B
Violanone
Carvotanacetone
Spilanthol
Dodecy! acetate
Calarene
careno
Burchellin
Zerumbone
Podophyllotoxone
Pacharin
Betulinic acid
Neral

Gerania
Piperitona
Piperitenona
B-Bourboneno
Biciclosesquifelandreno
a-Tujeno
B-mirceno
a-terpineno
p-cimeno
y-terpineno
Timol
Carvacrol
Benzoato de metilo
Acetato de bencilo
p-cresol metil éter
1,8-Cineol
a-Pineno
B-Pineno
Terpineol
Mirceno
Verbenona
Eugenol
Rotundifolona

Annonaceae
Balsaminaceae
Smaroubaceae (Brucea javanica)
Rutaceae

Nerine sarniensis

Berberidaceae
Capparidaceae

Melanthiaceae

Piperaceae

Asteraceae

Elaphandra quinquenervis
Lauraceae
Zingiberaceae
Berberidaceae
Caesalpinioideae
Platanaceae
Cymbopogon nardus
Backhousia citriodora (90-98%), Litsea citrata (90%), Litsea
cubeba (70-85%), Cymbopogon (65-85%)
Lippia alba
Cymbopogon, Andropogon, and Mentha
Teucrium montanum , Chromolaena odorata
BaccharisL.

Origanum syriacum , Teucrium asiaticum
Teucrium montanum, Xylopia aromatica
Xylopia aromatica, Eupatorium cannabinum
Nepeta nepetella, Xylopia aromatica, Lippia origanoides
Teucrium montanum, Xylopia aromatica
Xylopia aromatica, Stachys obliqua
Xylopia aromatica, Lonicera japonica
Vitis rotundifolia, Lonicera japonica
Cananga odorata, Vitis rotundifolia, Tanacetum parthenium
Cananga odorata and Antidesma laciniatum
Pimenta racemosa
Teucrium montanum, Xylopia aromatica
Nepeta nepetella, Teucrium montanum
Nepeta nepetella, Xylopia aromatica
Teucrium montanum, Xylopia aromatica
Eucalyptus fasciculosa, Eucalyptus intertexta
Syzygium aromaticum, pimineta racemosa
Platostoma hispidum, Mentha arvensis

0,55
0,55
0,17
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,85
0,55
0,55
0,55
0,55
0,85
0,85
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55

0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55

622,92
188,18
522,54
331,45
263,33
225,24
228,24
354,35
221,34
329,35
398,41
496,46
300,26
422,69
414,71
228,24
282,46
333,69
292,29
334,37
293,36
312,53
340,58
270,28
268,26
262,26
316,31
152,23
221,34
228,37
204,35
136,24
340,37
218,33
412,39
270,28
456,7
152,23

152,23
152,23
150,22
204,35
204,35
136,23
136,23
136,23
134,22
136,23
150,22
150,22
136,15
150,17
122,16
154,25
136,23
136,23
154,25
136,23
150,8
164,2
166,22
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5144
4276
10231
13187
8163
23634636
12741
12310053
7460
326
7439
637563
10659
442347
10248
617233
10856614
176983
11869417
636750
636822
22311

5284507
5281553
65575
442461
440966
28930
18818
10545
64685
442495
77844
80922
21160126
27208
12044484
520687
637563
636822
5281758
8815
71402779

14104353
17525
8163

1615
9974595
11012859
131751424
10022321
6755
9651
62566
91457
7020
13894537
12097317

safrol Piper auritium
miristicina Piper auritium
Dilapiol Piper auritium
2-Nonanona
2-Undecanona
Triterpeno Ruta graveolens
2-Decanona
Geijereno Chromolaena odorata, Lallemantia peltata
a-felandreno Annona vepretorum
cuminaldehido Xylopia aromatica, Thymus longicaulis
carvona Tanacetum vulgare, Lindera erythrocarpa
trans-anetol Erucaria microcarpa, Anemopsis californica
apiol Niphogeton dissecta, Asarum hypogynum
carotol Ligusticum striatum, Ligusticum chuanxiong
elemicina Anemopsis californica, Asarum celsum
aliltetrametoxibenceno Arabidopsisthaliana and Licaria chrysophylla
a- selinene Rhododendron mucronulatum, Hypericum dyeri
1,3,8- p- mentatrieno Dracocephalum kotschyi, Vitis vinifera
asaricina Zanthoxylum austrosinense, Horsfieldia irya
isoasarona Blumea moallis, Asarum yakus mense
trans-asarona Sphallerocarpus gracilis, Asarum hypogynum
limoneno Teucrium montanum, Xylopia aromatica
neroli, jengibre, jazmin, lavanda, arbol de té, Cannabis sativa ,
(E) nerolidol y hierba de limon.
B-ocimene Porophyllum ruderale
cedrol Cunninghamia konishii
5-3-Carene Dysphania multifida, Nasutitermes ephratae
(—)-Camphene Juniperus drupacea, Moloposper mum peloponnesiacum
a-Fenchene Xylopia aromatica, Juniperus drupacea
Sabinene Teucrium montanum, Xylopia aromatica
Ascaridole Athamanta macedonica, Achillea millefolium
Borneol Eupatorium capillifolium, Chromolaena odorata
Pulegone Hedeoma multiflora, Clinopodium dalmaticum

3,5- dimethoxytoluene
3,4,5- Trimethoxytoluene

Pregeijerene Lallemantia peltata, Pimpinella anisum, and Ruta graveolens
B-Bisabolol Persicaria mitis, Teucriumasiaticum
(E),(E)-Farnesol Lonicera japonica, Alpinia hainanensis
16-Kaurene Podocarpus nivalis, Snapis arvensis, and Liochlaena subulata
(E)-Anethole Erucaria microcarpa, Anemopsis californica
E)-Asarone Sphallerocarpus gracilis, Asarum hypogynum
(Z2)-Asarone Asarum hypogynum, Asarum costatum
Estragole Vitisrotundifolia, Pinus sylvestris var. hamata
2,2-Dimethyl-6- vinylchroman Trichogonia grazielae
Platypodanthera melissifolia, Trichogonia campestris, and
2-Senecioyl-4- vinylphe-nol Trichogonia villosa
Hexyl butyrate Malpighia emarginata, Pelargonium quercifolium

Undecan-2-one

3,4,5’-trimetdxi-3’,4°- metilenodioxi-

7-9:7°9 diepoxilignan

pipernondine Piper retrofractum, Piper nigrum
retrofractamide A Piper mullesua, Piper retrofractum
Retrofractamide D Piper retrofractum
1-butyl-3,4-methylenedioxybenzene
2-Hydroxy-1,4-naphthoguinone Hojas de Lawsonia inermis
Galantamine
B-bourbonene Teucrium montanum, Chromolaena odorata
b-eudesmol Rhododendron cal ostrotum, Rhododendron |epidotum
Xantona Maclura cochinchinensis, Harungana madagascariensis
Bicyclogermacrene Teucrium montanum, Dacrydium nausoriense
Borneol acetate Pinaceae

0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55

0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55

0,55
0,55
0,55

0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55

162,18
192,21
222,24
142,24
170,29
516,799
156,26
162,27
136,23
148,2
150,22
148,2
222,24
222,37
208,25
238,28
204,35
134,22
3544
208,25
208,25
136,23

222,37
136,24
222,37
136,24
136,23
136,23
136,23
168,23
154,25
152,23
152,19
182,22
162,27
222,37
3125
2725
148,2
208,25
208,25
148,2
202,25

202,25
172,26
170,29

193,24
3414
3274
3414
375,2
174,15
287,35
204,35
222,37
196,2
204,35
196,29
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Anexo 2. Propiedades ADME de |os metabolitos seleccionados.

%

mol W Donor Accpt Log Log . MDC Log Human
Compuesto MW  PSA HB HB  Pow HERG C%%°7? K Kp oral PSA
Absor ption
ZHidroxi-14- 10006 0000 1000 4750 0189  -3.770 357706 16284 -3491 73758 77.28
naftoquinona
6-

. ) 160.17 0.000 0.000 2.500 1.466 -3.850 2056.261 10783  -2.128 94.826 40.68
Metilcoumarina

a-Felandreno 136.23  0.000 0.000 0.000 4.022 -3.432  9906.038 5899.2  -1.092 100.000 0.00
B-Cariofileno 20435  0.000 0.000 0.000 5.888 -3.825 9906.038 5899.2  -1.406 100.000 0.00

8-3-Careno 136.23  0.000 0.000 0.000 3.899 -3.109  9906.038 5899.2  -1.395 100.000 0.00
Acido laurico 200.32  0.000 1.000 2.000 3.748 -2.538 284175 16150 -2.398 92.808 49.09

noﬁ;%?co 33865  0.000 0.000 0.000 13.844  -6.152  9906.038 5899.2 7.633 100.000 0.00
Acidooctandico 14421  0.000 1.000 2.000 2.635 -1.768 239.170 13404 -2.927 84.947 50.71
Canfeno 136.23  0.000 0.000 0.000 3.347 -2571  9906.038 5899.2  -1.425 100.000 0.00
Carvacrol 150.22  0.000 1.000 0.750 3.298 -3.609 3687.620 20273 -1.815 100.000 21.46
Farnesol 22237  0.000 1.000 1.700 4.191 -3592  5623.792 3199.2  -1.129 100.000 21.70

Metil benzoato  136.15  0.000 0.000 2.000 2.119 -4.120 2767.828 1486.7 -1.790 100.000 36.37
n-Tetracosano 158.24  0.000 1.000 2.000 2.641 -1.932 240.797  135.02  -2.826 85.037 50.53
p-Cimeno 13422 0.000 0.000 0.000 3.668 -3.713  9906.038 5899.2  -0.967 100.000 0.00
Quercetina 30224  0.000 4.000 5.250 0.363 -5.115 18.195 6.510 -5.544 51.623 143.3
Sabineno 136.23  0.000 0.000 0.000 3.814 -2.863  9906.038 58999  -1.298 100.000 0.00
Timol 150.22  0.000 1.000 0.750 3.299 -3589 3816505 21040 -1.782 100.000 20.86
Valenceno 20435  0.000 0.000 0.000 5.401 -3449  9906.038 5899.2  -1.206 100.000 0.00
Verbenona 150.22  0.000 0.000 2.000 1.924 -2516 3152519 17113  -2.420 100.000 28.03
Xantona 196.20  0.000 0.000 2.500 2.722 -4.755  3521.282 19287 -1.144 100.000 35.41

NOTA: Valoreseintervalos de valores de | as propiedades ADME basados en el manual de QikProp

del software Schrodinger Inc.: Mol MW: 130.0-725.0; WPSA: 0.0-174.0; DonorHB: 0.0-6.0;
AccptHB: 2.0-20.0; PlogPo/w: —2.0 - 6.5; QPIogHERG: > -5; QPPCaco (nm/sec): >25 -<500; QP
log Kp for skin permeability: —8.0 - —1.0; MDCK Permeability (nm/sec): >25 -<500; % human oral

absorption: >25%- <80%; PSA: 7.0 — 200.0
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Anexo 3. Certificado 34° Congreso L atinoamericano de Quimica CLAQ 2020
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El comité cientifico del 34° Congreso Latinoamericano de Quimica CLAQ 2020, el XVIIl COLACRO, el X
COCOCRO, el Il SPAE y el IV C2B2.

Certifican que el trabajo titulado:

“Estudio In sillico de metabolitos de plantas que afectan los complejos
mitocondriales | y 11l de mosquitos Aedes Aegypti.”

Fue presentado por: Maria Fernanda Pérez Rojas

Presentado en modalidad péster

En el marco del 34° Congreso Latinoamericano de Quimica CLAQ 2020.
Lievado a cabo en la ciudad de Cartagena, Colombia del 11 al 15 de octubre de 2021.

AL s

Dr. ‘Ardila
Comlu Cientifico
Presidente Comité organizador cLaQ zom XV1il COLACRO, X COCOCRO. Il SPAE Pn»s-dontc Comité Ciommco wvcasez
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Anexo 4. Certificado | Congreso Internacional en Ciencias Biomédicas 2021

O itrmveonie | Ul B (B

CIENCIAS BIOMEDICAS ODS a2

LA UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
Certifica que:

MARIA FERNANDA PEREZ ROJAS

Participé como ponente del trabajo titulado:

Computational analysis of plant metabolites with a possible effect on mitochondrial complexes | and Il in Ae.
Aegypti.

Por: Maria Fernanda Pérez Rojas, Stelia Carolina Méndez Sanchez & Luis Carlos Vesga Gamboa.

En la modalidad POSTER VIRTUAL, en el | Congreso Internacional en Ciencias Biomédicas: Epidemias, Endemias
y Pandemias Persistentes y Emergentes, organizado por el Departamento de Ciencias Basicas, Escuela de Medicina,
Facultad de Salud, que se realizé del 11 al 13 de noviembre de 2021, en Bucaramanga, Colombia.

= LA

Maria Carolina Velasquez Martinez Mario Fglipe N{gre e Guzman
Directora Departamento de Ciencias Coordinador d& Posgrado - Departamento de
Basicas — Escuela de Medicina Ciencias Basicas - Escuela de Medicina
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Anexo 5. 49° congreso de la Sociedad Colombiana de Entomologia SOCOLEN

4 9 Congreso
SOCOLEN secessacoonsens| SOCOLEN

de Entomologia
Un reencuentro entfomolégico desde
Colombia para el mundo

La Sociedad Colombiana de Entomologia
SOCOLEN

Hace constar que:

Maria Fernanda Pérez Rojas

Particip6 en el 49° Congreso Colombiano de Entomologia
Celebrado los dias 6, 7 y 8 de julio de 2022 en la Universidad El Bosque en Bogota D.C.

En calidad de:
PONENCIA ORAL

|h' R Del trabajo:

IR “Actividad insecticida de metabolitos de plantas medicinales identificados \

iw/‘/ \ mediante técnicas in silico, y su efecto sobre la mitocondria de ‘

)y g Aedes aegypti (Diptera:Culicidae)”
Efrain Becerra Diego Rincon

Presidente del Congreso Presidente de SOCOLEN
. ’ X ’ ’
’ ’,
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